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RESUMEN

Las agallas vegetales constituyen estructuras altamente especializadas
inducidas por organismos gallicolas, caracterizadas por profundas
modificaciones anatdmicas, fisiolégicas y metabdlicas en los tejidos del
hospedero. En conjunto, estos cambios podrian afectar la actividad
biolégica de especies medicinales como Schinus polygama, conocida por
ser un superhospedero de agallas. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar los cambios en el contenido, perfil quimico, distribucion tisular y
actividad antioxidante de fenoles y flavonoides inducidos por Calophya
mammifex y C. rubra en hojas y tallos de Schinus polygama. Se
cuantificaron fenoles y flavonoides solubles totales y la actividad
antioxidante a través de métodos espectrofotométricos. Adicionalmente se
identificaron compuestos fendlicos a través de HPLC-DAD y se determind
la distribucién espacial de polifenoles y flavonoles mediante técnicas
histoquimicas. Los resultados evidenciaron una respuesta 6rgano-
especifica frente a la induccion de agallas, con una disminucion del
contenido de fenoles en hojas de ramas afectadas y un aumento
significativo de flavonoides en tallos con agallas. El perfil fendlico se
modificd cualitativa y cuantitativamente, observandose la acumulacion de
metabolitos inducidos y firmas quimicas distintivas en las agallas. Estas

modificaciones se asociaron con un incremento de la actividad

Xi



antioxidante de las agallas y una redistribucion tisular de polifenoles hacia
regiones internas de la agalla, particularmente en torno a la camara ninfal.
En conjunto, los resultados demuestran que la induccién de agallas por C.
mammifex y C. rubra implica una reprogramacion metabdlica de hojas y
tallos de S. polygama que incide en la capacidad antioxidante y
propiedades biologicas de la especie, posicionando esta interaccion como
un modelo relevante para el estudio biotecnoldgico de la regulacién de

rutas fendlicas y de respuestas antioxidantes en tejidos vegetales.

Palabras clave: actividad antioxidante, agallas vegetales, flavonoides

insectos gallicolas, polifenoles.
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ABSTRACT

Plant galls are highly specialized structures induced by galling organisms,
characterized by profound anatomical, physiological, and metabolic modifications
in host tissues. Collectively, these changes could affect the biological activity of
medicinal species such as Schinus polygama, known for being a gall superhost.
This study aimed to evaluate the changes in the content, chemical profile, tissue
distribution, and antioxidant activity of phenols and flavonoids induced by
Calophya mammifex and C. rubra in the leaves and stems of S. polygama. Total
soluble phenols and flavonoids, as well as antioxidant activity, were quantified
using spectrophotometric methods. Additionally, phenolic compounds were
identified via HPLC-DAD, and the spatial distribution of polyphenols and flavonols
was determined through histochemical techniques. The results revealed an
organ-specific response to gall induction, with a decrease in phenolic content in
leaves from affected branches and a significant increase in flavonoids in galled
stems. The phenolic profile was modified both qualitatively and quantitatively,
showing the accumulation of induced metabolites and distinctive chemical
signatures within the galls. These modifications were associated with an increase
in the antioxidant activity of the galls and a tissue redistribution of polyphenols
toward internal regions of the gall, particularly surrounding the nymphal chamber.
Taken together, these results demonstrate that gall induction by C. mammifex and

C. rubra involves a metabolic reprogramming of S. polygama leaves and stems
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that impacts the antioxidant capacity and biological properties of the species,
positioning this interaction as a relevant model for the biotechnological study of

phenolic pathway regulation and antioxidant responses in plant tissues.

Keywords: antioxidant activity, flavonoids, galling insects, plant galls,

polyphenols.
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I. INTRODUCCION

La diversidad de especies que alberga el bosque esclerdfilo chileno es unica,
debido a su alto grado de endemismo y aislamiento geografico, por lo que es
considerado actualmente como un hotspot de la biodiversidad (Echeverria et al.,
2006; Quintero et al., 2014). Entre las especies que cohabitan en este tipo de
bosque se encuentra Schinus polygama Cabrera (Anacardiaceae), un arbusto
siempre verde, dioico, con una altura de hasta 3,5 m. Este arbusto es nativo de
la region templada de Sudamérica, presente en Argentina, Brasil, Chile, Peru y
Uruguay (Rodriguez et al., 2018). Sus frutos son comestibles y se utilizan en
infusiones para tratar la artritis e infecciones microbianas. Presentan un alto
contenido de flavonoides, biflavonoides, triterpenos, taninos, antocianinas,
acidos fendlicos y aceites volatiles, entre otros compuestos, reconocidos por su
efecto antiinflamatorio, antibiético, analgésico y antipirético (Erazo et al., 2006;
Damasceno et al., 2010; Chamorro & Ladio, 2020; El-Nashar et al., 2020).
Ademas de tener un alto valor nutricional, los frutos de S. polygama son utilizados
en la Patagonia para elaborar “chicha”, mientras que las ramas y corteza se
utilizan como lefia (Chamorro & Ladio, 2020; Abdelghffar et al., 2022).

La produccion de los metabolitos secundarios en las plantas depende de varios
factores como tipo de érgano, etapa fisioldgica, variacion estacional, condiciones
climaticas, variacidon geogréfica, factores exdégenos y factores genéticos
(Figueiredo et al., 2008). La herbivora es un factor bidtico que desencadena

mecanismos de defensa que puede incluir a varios metabolitos secundarios y
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fitohormonas como citoquininas o jasmonatos (Pavarini et al., 2012; Giron et al.,
2013; Buchanan et al., 2015). El dafio mecanico o quimico producido por la
inyeccion de sustancias presentes en la saliva de los herbivoros como proteinas
o fitohormonas (Dias et al., 2013; Oates et al., 2016), inducen en los érganos
vegetales la produccién de novo de metabolitos secundarios (Figueiredo et al.,
2008; Isah, 2019). Un caso especial es la respuesta metabdlica que inducen los
insectos gallicolas en el 6rgano y planta hospedera. La induccion de agallas
puede estimular o inhibir la sintesis de metabolitos secundarios (Nyman y
Julkunen-Tiitto, 2000; Oliveira et al., 2006, Guedes et al., 2016; Jorge et al., 2018)
o producir la sintesis de novo de otros metabolitos (Guedes et al., 2016, Jorge et
al., 2018) para la proteccion y nutricion del gallicola (Price et al., 1987). En el caso
de S. polygama, estudios anteriores indican que la composicién de metabolitos
secundarios, especialmente fenoles y flavonoides, es afectado por la presencia
de diferentes morfotipos de agallas en sus 6rganos aéreos (Guedes et al., 2016,

Guedes et al., 2019, Guedes et al., 2025).

Schinus polygama es reconocido por ser un superhospedero de agallas (Guedes
et al., 2016), ya que al menos dos ordenes de insectos inducen agallas en sus
organos aéreos, incluyendo Hemiptera (Psylloidea) y Lepidoptera (Cecidosidae)
(Saiz & Nunez,1997; Burckhardt & Basset, 2000; Moreira et al., 2012). En Chile
se ha reportado la presencia de cuatro especies de insectos que inducen agallas
en S. polygama (Guedes et al., 2016). De estas, las mas frecuentes son
Andescecidium parrai Moreira & Vargas (Lepidoptera, Cecidosidae), Calophya
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rubra Blanchard y C. mammifex Burckhardt & Basset (Hemiptera, Psylloidea,
Calophyidae), las que se asocian con agallas en yemas laterales, tallos y hojas
respectivamente (Damasceno et al., 2010; Guedes et al., 2018a; Guedes et al.,

2023).

El morfotipo de agalla inducido por A. parrai en yemas laterales es del tipo
globoide y alberga una sola larva. Internamente la agalla esta organizada en
tejidos especializados alrededor de la camara larval, como tejido nutritivos,
parénquima de reserva, esclerénquima y tejido vascular (Guedes et al., 2023).
En el caso de C. rubra induce agallas conicas en los tallos, mientras que C.
mammifex induce agallas globoides en hojas, ambas albergan a una sola ninfa.
En ambas especies de Calophya se induce una sobreproduccion de floema y
tejido parenquimatico, formando zonas similares a tejidos nutritivos que
acumulan azucares, lipidos y proteinas esenciales para la nutricion de la ninfa y

el mantenimiento estructural de la agalla (Guedes et al., 2018a, b).

Resultados recientes indican que C. rubra y C. mammifex influyen en la
distribucién y sintesis de polifenoles y flavonoides en hojas y tallos de S.
polygama (Guedes et al., 2019; Guedes et al., 2025). Por ejemplo, el
establecimiento de las dos especies de caléfidos conduce a una disminucion
significativa en el contenido total de fenoles durante el desarrollo de las agallas,
en comparacién con los 6rganos sin agallas de la planta hospedera, aunque con

dindmicas contrastantes. El contenido de polifenoles disminuye en las agallas



foliares, pero aumenta en las agallas del tallo a medida que avanzan desde la
maduracion hacia la senescencia (Guedes et al. 2019). De forma similar, la
presencia de C. rubra y C. mammifex influye en los contenido y sitios de
acumulacién de flavonoides en hojas y tallos sin agallas (Guedes et al., 2025).
En las hojas sin agallas, los flavonoides se detectaron en las células epidérmicas,
el parénquima en empalizada y esponjoso, y en los tejidos vasculares. En las
agallas foliares, los flavonoides se detectaron en todos los tejidos de la agalla,
con una acumulacién intensa en las capas internas del tejido y en algunas células
de las capas intermedias, y con menor acumulacion en las capas externas. En
los tallos sin agallas, los flavonoides se almacenaron en células corticales,
células del floema parenquimatico, células de los radios medulares y células de
la médula (Guedes et al., 2025). Sin embargo, en las agallas del tallo, la
intensidad de la reaccién fue menor, y los flavonoides se observaron
principalmente como inclusiones citoplasmaticas en las células internas, con una
deteccidon esporadica en las vacuolas de las células externas, pero no en las
células vasculares. Estos hallazgos evidencian una reduccion del contenido total
de flavonoides, al igual que de fenoles totales, durante la maduracién de las
agallas en comparacion con los tejidos sin agallas. Este resultado sugiere que
ambas especies de insectos inductores de agallas podrian alterar los niveles de
flavonoides en S. polygama, lo que podria influir en la actividad biolégica

previamente reportada para la especie y en su potencial como eliminadores de



especies reactivas de oxigeno (ROS), aunque se requiere una confirmacién

adicional.

A pesar de estos datos, aun se desconoce si los cambios en los contenidos de
fenoles y flavonoides, de forma individual o combinada, se traducen en
modificaciones del perfil de polifenoles y de la actividad antioxidante de los tejidos
de la planta hospedera. Para profundizar en estas lagunas de conocimiento,
planteamos como hipétesis que la induccion de agallas por C. mammifex y C.
rubra en tallos y hojas de S. polygama provoca alteraciones en la sintesis y
distribucion de fenoles y flavonoides, lo que impacta diferencialmente la
capacidad antioxidante de los 6rganos afectados en comparacién con los

organos sin agallas.

Objetivo general: Determinar las alteraciones en el perfil y distribucion de
fenoles y flavonoides inducidas por los gallicolas C. mammifex y C. rubra en las
hojas y tallos de S. polygama y su efecto sobre la actividad antioxidante de la

planta hospedera.



Objetivos especificos:

1.

Evaluar las alteraciones inducidas por C. mammifex y C. rubra en la
distribucion, concentracion y perfil de fenoles y flavonoides de hojas y
tallos de S. polygama.

Determinar el efecto de los dos insectos inductores de agallas en la
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos de la planta

hospedera.



I. METODOLOGIA

2.1 Descripcion del area de estudio

El sitio de muestreo se encuentra dentro de un relicto de matorral esclerofilo en
el valle central de Chile, en la comunidad de San José del Baul (36° 47' 27.3" S,
72°26'22.2" O, 89 m s. n. m.) Quillén, Region de Nuble (Fig. 2.1). Este fragmento
forestal esta dominado principalmente por arboles adultos de Vachellia caven
(Molina) Seigler & Ebinger (Fabaceae) y S. polygama, insertos en una matriz
agricola y rodeados de plantaciones de Pinus radiata D. Don. La comuna
presenta un clima templado calido con lluvias invernales y predominio de clima

mediterraneo en el sector del valle.



LEYENDA
A Punto San José del Baul
[ Area de Muestreo (1.5 ha) [ Quillon

== Camino

Fig. 2.1. Vista aérea del sitio de muestreo en la Regién de Nuble. Produccién propia a partir de
imagen satelital de Google Earth (2024).

2.2 Recoleccion de muestras

En el sitio de muestreo se seleccionaron (Fig. 2.2A, B) aleatoriamente siete
arboles de S. polygama (n = 7) de aproximadamente 3-4 m de altura y similar
edad fisioldgica, con ramas laterales que presentaban agallas de tallo inducidas

por C. rubra (Fig. 2.2C) y agallas foliares de C. mammifex y (Fig. 2.2D).



Fig. 2.2. Aspecto general del sitio de muestreo. A-B) Individuos adultos y juveniles de S. polygama
(Cav). Cabrera (Anacardiaceae) bordeando un predio agricola. C) Agallas en tallo inducidas por
C. rubra Blanchard, D) Agallas foliares inducidas por C. mammifex Burckhardt & Basset.

Durante las observaciones de campo en poblaciones de S. polygama afectadas
por insectos inductores de agallas, incluidas las de este estudio, se ha observado
que todos los arboles estan infestados por insectos gallicolas, lo que hace que
los arboles sin agallas no sean adecuados como controles. Por ello, se consideré
como control las ramas sin agallas de un arbol infestado; es decir, aquellas donde
no se observé ningun morfotipo de agalla. Como tratamientos se consideraron
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ramas con agallas de tallos y hojas, donde se seleccionaron como control los
tallos y hojas que no estuvieran afectadas (Tabla 2.1). En cada arbol se
recolectaron cinco ramas con y sin agallas (n = 5 por cada condicién). Los
estudios se llevaron a cabo durante la etapa de maduracion de cada agalla, ya
que esta fase es la principal etapa tréfica del inductor y generalmente esta

asociada con la fase final del desarrollo de la agalla.

Tabla 2.1. Tratamientos y controles del estudio con su correspondiente
abreviatura.

Tipos de ramas Organos Abreviaturas
Agalla de hoja AgH
Rama con agallas Agalla de tallo AgT
(RC) Hojas sin agallas HRA
Tallos sin agallas TRA
Rama sin agallas Hojas sin agallas HRS
(RS) Tallos sin agallas TRS

Las ramas laterales se recolectaron entre los 1,2 y 2,0 m de altura, garantizando
que fueran ramas del crecimiento del afio. Debido al grado de ramificacion de S.
polygama se eligieron ramas terciarias (ramillas), ya que son mas cortas y

delgadas en comparacion con las ramas secundarias. La posicion de estas
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ramillas dentro de la rama secundaria dependié de la presencia o ausencia de
los dos morfotipos de agallas. En condiciones de laboratorio las muestras se
separaron por condicién (Tabla 2.1) y se destinaron a estudios histoquimicos y
cuantitativos. Todos los 6rganos recolectados tenian la misma edad fisioldgica

debido a los ciclos de vida de los insectos (univoltino).

2.3 Estudios espectrofotométricos

Todas las mediciones espectrofotométricas involucradas en el estudio se
realizaron en un lector de microplacas (Epoch 800 TS, BioTek, EE. UU.). Estos
analisis se realizaron por ftriplicado, incluyendo los blancos correspondientes

segun las pautas metodoldgicas.

2.4 Preparacion de extractos fendlicos

El material vegetal recién recolectado y separado por condicién (Tabla 2.1),
aproximadamente 1 g de cada 6rgano, se sec6 a 40°C en estufa y se triturdé en
molino eléctrico IKA (A11 basic, Alemania) en el caso de los tallos y agallas de
tallo, o en un homogeneizador de tejidos automatizado SPEX (1600 MiniG,

Shanghai) para el resto de los 6rganos. Los érganos molidos se maceraron en
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metanol 80% (Guedes et al., 2022) a razén de 100 mg mL™, se agitaron en vortéx
por 30 s, se sonificaron en bafo ultrasénico (Powersonic 603, 3,3 L, Hwashin
Technology Co., Corea del Sur) por 20 min sin temperatura y se dejaron en
extraccion por 24 h en oscuridad y a temperatura ambiente. El proceso se repitio
dos veces. Posteriormente, se extrajo el sobrenadante de los extractos con una

micropipeta, se unieron, filtraron y almacenaron a -23°C hasta su analisis.

2.5 Concentracion de fenoles solubles totales

La concentraciéon de polifenoles solubles totales de cada 6rgano (Tabla 2.1) se
determind utilizando el método de Folin—Ciocalteu, siguiendo el método descrito
por Attard (2013). De cada extracto se tomo una alicuota de 10 uL y se mezclé
con 20 uL del reactivo de Folin—Ciocalteu y 200 uL de agua. La reaccién se
homogenizé durante 30 segundos y se incubdé por 5 min en oscuridad.
Posteriormente, se agregaron 100 pL de una solucion de carbonato de sodio
(Na2COs3) al 15%. La mezcla se agitd durante 30 s y se incubd a temperatura
ambiente y oscuridad por 1 h. La absorbancia se midié a 765 nm contra un blanco
de metanol 80%. La concentracion de polifenoles solubles totales se calculd en
base a una curva de calibracion de acido galico (1 mg mL™). Los resultados
fueron expresados como microgramos equivalentes de acido galico (EAG) por

miligramo de peso seco (ug GAE mg™ PS).
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2.6 Concentracion de flavonoides solubles totales

El procedimiento de cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 por el método
del complejo de aluminio, utilizandose cloruro de aluminio (AICls), segun lo
descrito por Kim et al. (2003). A cada extracto se le afadieron 7,5 pL de nitrito de
sodio (NaNO,) al 5 %, se homogeneizo la mezcla y se dejo reaccionar durante 5
min. Posteriormente, se incorporaron 30 uL AICl; al 2,5%, se homogenizé
nuevamente y se dejo reaccionar por 6 min. Posteriormente, se afladieron 50 L
de hidroxido de sodio (NaOH) 1 M y 50 uL de agua destilada, se homogenizo la
mezcla y se dejo reaccionar por otros 5 min. La absorbancia se midié a 510 nm
contra un blanco de metanol 80%. La concentracion se calcul6 con base en una
curva estandar de quercetina (1 mg mL™") y se expresé como microgramos

equivalentes de quercetina (EQ) por mg de peso seco (ug de EQ mg™ PS).
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2.7 Identificacion de compuestos fendélicos por HPLC

Los extractos metandlicos de AgH, AgT, HRA, HRS, TRA, TRS (1,5 mL de cada
extracto a concentracién de 50 mg mL™") se filtraron a través de filtros de jeringa
y se utilizaron para la cuantificacion e identificacion de compuestos polifendlicos
a través de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). De cada extracto se
tomaron 10 pyL e inyectaron en un HPLC con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD, Hitachi Primaide, Tokio, Japon). El equipo HPLC contiene una
columna Kromasil® C18 y la separacion se realizé con una fase mévil compuesta
por acido férmico al 1 % en agua (A) y acetonitrilo (B), a un flujo constante de
solvente de 1 mL min™". El detector se configuré a 250, 280, 320 y 360 nm. Para
determinar la concentracion de los compuestos se realizaron curvas de
calibracion utilizandose estandares de alta pureza: acido p-hidroxibenzoico, acido
vainilico, 3,4-dimetoxifenol, acido galico, acido clorogénico, quercetina 3-
rutindsido y quercetina. Cada muestra se inyecto por triplicado y la concentracion

de los compuestos se expresdé como miligramos por mililitros (mg mL™").
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2.8 Histolocalizacién de polifenoles

Las muestras de tallos y hojas de cada condicion (AgT, TRA, AgH, HRA, TRS,
HRS, Tabla 2.1) se cortaron en segmentos de 1,5 cm de ancho (n = 5 por
condicion) y se fijaron en benzoato de sodio-cafeina al 0,5% por 48 h para la
deteccion de flavonoles. Las muestras se lavaron en agua destilada y se cortaron
a mano alzada. Los cortes se colocaron en una solucion de 4-
dimetilaminocinamaldehido al 1% durante 2 h a temperatura ambiente (Feucht
et al., 1986). Los flavonoles se detectaron en color violeta oscuro.

De forma similar, las AgT, TRA, AgH, HRA, TRS, HRS se cortaron en segmentos
de 1,5 cm de ancho (n = 5 por condicion) y se fijaron en sulfato ferroso y formalina
(37 % de formaldehido y 0,1 g L™ de sulfato ferroso heptahidratado) (Johansen,
1940) para la deteccién de polifenoles. Pasadas 72 h, las hojas se lavaron en
agua destilada y se cortaron a mano alzada. Los fenoles se detectaron por la
formacion de precipitados de color oscuro. Las secciones tefidas para flavonoles
y fenoles totales se observaron y fotografiaron en microscopio Optico (Leica
DM500, Wetzlar, Germany), acoplado a una camara digital (Leica ICC50 HD)

junto a sus respectivos blancos.
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2.9 Evaluacioén de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos metandlicos de cada 6rgano (Tabla
2.1) a tres concentraciones distintas (1 mg mL"; 50 mg mL-'y 100 mg mL"") se
evalué mediante los métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) (Singh et al.,
2016) y ABTS (ABTS: acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (Re et
al., 1999). Para medir la capacidad antioxidante de los extractos para eliminar el
radical DPPHe, se mezclaron 180 uL de radical activado (DPPH en 0,6 mM en
metanol) con 20 uL de cada extracto a las tres concentraciones en estudio. Como
control negativo se utiliz6 DPPHe y como control positivo el acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox). Las mezclas se incubaron por 30

min en oscuridad y la absorbancia se midié a 515 nm en el lector de microplacas.

El radical ABTS* se generé mezclandose 7 mM de ABTS (0,058 g en 20 mL de
agua) con 2,45mM de persulfato de potasio (0,0132g en 20mL de agua),
dejandose reaccionar en oscuridad a 4°C por 16 h. Esta solucion fue diluida con
etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Para el ensayo,
se mezclaron 180 pL del radical ABTS'* con 20 pL de cada extracto, incubandose
por 30 min en oscuridad. La absorbancia se midié a 750 nm contra un control de

Trolox y el radical sin el extracto.

El porcentaje de inhibicion del radical para cada extracto se calcul6 a través de

la siguiente formula:
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% Inhibicion del radical = ((Ac - As) / Ac) x 100

donde Ac es la absorbancia del control negativo y As es la absorbancia de la

muestra.

2.10 Analisis estadisticos

Se aplicaron disenos anidados para determinar las diferencias en el contenido de
fenoles y flavonoides totales, y en la capacidad antioxidante de los extractos a
distintas concentraciones frente a los radicales ABTS y DPPH, entre érganos de
ramas con y sin presencia de agallas dentro de un mismo arbol. Ademas, para

evaluar la variacion entre todos los 6rganos muestreados en la planta.

Se consideraron como efectos fijos el tipo de tejido (AgT, AgH, TRA, HRA, TRS
y HRS) y la condicion (presencia o ausencia de agallas), al igual que el tipo de
rama de la que provenian. Los supuestos de independencia de los datos, la
caracteristica de anidado y la aditividad se cumplieron por la construccién de

cada una de las bases de datos.

Los supuestos de normalidad y homocedasticidad se estudiaron mediante los
residuos del modelo. La normalidad se estudié mediante la aplicacién del test de
Shapiro-Wilk y la homocedasticidad se observé graficAndose los residuos

correspondientes. Esto debido a que es posible aplicar una prueba analitica dado
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el caracter desbalanceado de la cantidad de niveles del factor anidado. Cuando
fue apropiado, se realizaron comparaciones post hoc mediante pruebas de Tukey

ajustadas para comparaciones multiples.

Para detectar diferencias entre tipos de 6rganos cuando no fue posible aplicar el
disefio anidado, se aplicé un ANOVA, probandose los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas previamente con las pruebas de Shapiro-Wilk por
grupos y de Bartlett, respectivamente. En caso de no existir homocedasticidad,
se aplico un ANOVA Welch. Cuando hubo diferencias significativas, para

identificarlas, se aplicd una prueba post hoc de Tukey.

Para el analisis de los datos obtenidos de la identificacion por HPLC se utilizé un
mapa de calor (heatmap) y un analisis de agrupamiento jerarquico con una
transformacion de estandarizacion tipo Z-score. Todos los analisis fueron
realizados en R (version 4.3.1), considerandose un nivel de significancia del 5%

para todas las pruebas.
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lll. RESULTADOS

3.1Concentracion de fenoles solubles totales

La concentracion de fenoles solubles totales no dependié del anidamiento de
organo en rama para hojas (F = 3,06; p = 0,09) (Fig. 3.1A). Sin embargo, la
concentracion de estos metabolitos se afectd significativamente por la presencia
0 ausencia de agallas en sus ramas (F = 5,96; p = 0,03) (Fig. 3.1A). La

concentracion de fenoles fue mayor en hojas de ramas sanas (Fig. 3.1A).
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Fig. 3.1. Concentracién de fenoles solubles totales en 6rganos de S. polygama bajo distintas
condiciones. A) Contenido de fenoles totales en hojas; B) Contenido de fenoles totales en tallos.
Abreviaturas: AgH: agalla de hoja; AgT: agalla de tallo; HRA: hojas de ramas con agallas; HRS:
hojas sin agallas; RC: rama afectada; RS: rama sana; TRA: tallos de ramas afectadas; TRS: tallos
sanos. Los datos fueron analizados mediante un disefio anidado con efectos fijos-fijos, con un
nivel de significancia de 5%. Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre las
ramas afectadas y no afectadas mediante la prueba de Tukey.
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La concentracion de fenoles solubles totales en tallos no se afecté por la
interaccién entre rama-6rgano (F = 0,80; p = 0,39) (Fig. 3.1B). Ademas, la
concentracion de estos metabolitos no se vio afectada significativamente por la

presencia o ausencia de agallas en sus ramas (F= 2,86; p = 0,11) (Fig. 3.1B).

3.2 Contenido de flavonoides

La concentracion de flavonoides no varié significativamente entre las hojas de
distintas condiciones (F = 1,83; p = 0,19) (Fig. 3.2A). En contraste la
concentracion de estos metabolitos se afectd significativamente en tallos (Fig.
3.2B). El contenido de flavonoides en AgT y TRA (u = 0,18; u = 0,19) fue
significativamente mayor en comparacién con TRS (v =0,12) (F =10.35; p<0,01)

(Fig. 3.2B).
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Fig. 3.2. Concentracién de flavonoides solubles totales en érganos de S. polygama bajo distintas
condiciones. A) Contenido de flavonoides totales en hojas. B) Contenido de flavonoides totales
en tallos. Abreviaturas: AgH: agalla de hoja; AgT: agalla de tallo; HRA: hojas de ramas con
agallas; HRS: hojas sin agallas; RC: rama afectada; RS: rama sana; TRA: tallos de ramas
afectadas; TRS: tallos sanos. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA a un nivel de
significancia de 5%. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre los 6rganos
mediante la prueba de Tukey.
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3.3 Perfil y concentracion de compuestos fendlicos

El desarrollo de las agallas en los tallos y hojas de S. polygama afecté el perfil y
concentracion de compuestos fendlicos (Tabla 3.1, Fig. 3.3). Se identificaron un
total de 15 compuestos fendlicos en los extractos de S. polygama entre los que
se encuentran seis acidos fendlicos, un acido hidroxicinamico, dos flavan-3-oles,

tres flavonas y flavonoles y tres compuestos derivados de fenoles (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Concentraciones de grupos de compuestos fendlicos en hojas y tallos de S. polygama
bajo distintas condiciones.

Hojas Tallos

Subclases de fenoles Compuestos Fendlicos HRS HRA AgH TRS TRA AgT

Acidos fenélicos y derivados
Acido 4-hidroxibenzoico 431+£2091 382+222  362+2.87 112+0.04 98.0 +1.08 52.8+0.15

Acido galico 19.6+£0.18 248+0.18 21.0+0.10 6.98+0.07 6.52+0.05 18.0 £ 0.08
p-tirosol 0.23 +£0.007 0+0 0+0 0.02+0.001  0.29+0.009 7.12+0.005
Acido vanilico 0+0 0.28+0.01 9.63+0.02 0+0 0+0 0.01 +0.001
Vainillina 507+0.32 6.02+024 8.06+0.21 1.13+0.07 2.1+0.14 12.3+0.07
2,6-dimetoxifenol 537+0.03 742+0.05 9.63+0.02 0+0 0.83 £0.01 0+0
Acidos hidroxicinamicos y
derivados
Acido p-cumérico 396+0.06 241+0.05 329+0.03 1.84+0.01 1.54+£0.04 0+0
Flavan-3-ol
Epicatequina 7.65+0.10 12.0+0.05 11.1+£0.02 0.56+0.004 1.13+0.01 0.85+0.01

Galato de epigalocatequina 639+ 0.08 16.5+098 10.0+£0.01  8.81+0.09 7.67+0.03 10.2 +0.05
Flavonas y Flavonoles

Apigenina 0+0 0.59 +0.01 0+0 0+0 0+0 0+0

Pinocembrina 226+0.04 3.54+0.08 3.62+0.06 0+0 5+0.04 3.28 £0.002

Quercetina 3-glucosido 2.68+0.02 553+£0.07 548+0.02 0.10+£0.002 1.99+0.04 0.02+0
Otros

5-HMF 3.85+£0.10 0.29+0.01 0+0 0£0 00 0£0

3,4-dihidroxifenilglicol 0+£0 84.4+0.51 99.4+121 40.4+0.01 0+£0 158 +1.07

4-metilcatecol 121+£0.01  2.15+£0.05 1.82+0.02 0+0 0.24+0.01 0+0

*Las concentraciones se expresan como mg mL-'. Los datos se representan como media %
desviacién estandar.

El heatmap con agrupamiento jerarquico separd los 6rganos en dos grupos
principales: Hojas y Tallos (Fig. 3.3). Las HRS, HRA y AgH se agruparon juntas
compartiéndose firmas fendlicas similares, donde HRS presentd diferencias con
respecto a las otras condiciones de hojas (Fig. 3.3). Los compuestos que
compartieron los érganos foliares fueron: acido 4-hidroxibenzoico, acido galico,
vanillina, 2,6-dimetoxifenol, acido p-cumarico, epicatequina, galato de
epigalocatequina, pinocembrina, quercetina 3-glucésido y 4-metilcatecol, donde
el acido 4-hidroxibenzoico fue el compuesto mas abundante en los tres érganos

foliares (Tabla 3.1).
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Fig. 3.3. Mapa de calor (heatmap) y clustering jerarquico de compuestos fendlicos en hojas y
tallos de S. polygama bajo distintas condiciones. Abreviaturas: AgH: agalla de hoja; AgT:
agalla de tallo; HRA: hojas de ramas con agallas; HRS: hojas sin agallas; RC: rama
afectada; RS: rama sana; TRA: tallos de ramas afectadas; TRS: tallos sanos. La escala
de colores representa niveles bajos (tonos frios) a altos (tonos calidos) para cada
compuesto. El dendrograma horizontal muestra la agrupacion jerarquica de las muestras
y el vertical el agrupamiento jerarquico de compuestos.

Sin embargo, cinco compuestos (p-tirosol, &cido vanilico, apigenina, 5-HMF y 3,4-
dihidroxifenilglicol) no se detectaron simultdneamente en los tres érganos foliares
(Fig. 3.3, Tabla 3.1). Por otro lado, la vanillina y el 2,6-dimetoxifenol se
acumularon exclusivamente en AgH, drgano donde también se observé el mayor
contenido de acido vanilico con un incremento de 34.4 veces respecto de HRA y

del 3,4-dihidroxifenilglicol que aumenté 1.2 veces (Tabla 3.1).
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En el grupo tallos, TRS, TRA y AgT convergieron en un mismo grupo, donde TRS
y TRA tuvieron firmas fendlicas similares y AgT difirié debido a su composicion
(Fig. 3.3). Siete compuestos (acido 4-hidroxibenzoico, acido galico, p-tirosol,
vanillina, epicatequina, galato de epigalocatequina y quercetina 3-glucdsido)
fueron compartidos entre los distintos condiciones de tallos (Tabla 3.1). El mayor
contenido de epicatequina y quercetina 3-glucésido se localizé en TRA (Tabla
3.1). En AgT se encontraron las mayores concentraciones de acido galico, p-
tirosol, vainillina y 3,4-dihidroxifenilglicol, en contraste con TRS y TRA, donde en
compuestos como p-tirosol la concentracion se mantuvo baja (< 1 mg mL™"). La
AgT fue el unico érgano donde no se detecto el acido p-cumarico (Fig. 3.3, Tabla
3.1). Varios compuestos no fueron detectados en algunos 6rganos como el acido
vanilico, 2,6-dimetoxifenol, apigenina, pinocembrina y 4-metilcatecol, los que no
se detectaron en TRA (Tabla 3.1). El acido vanilico estuvo ausente en TRA al
igual que 5-HMF (Fig. 3.3, Tabla 3.1). Se detecté una concentracion alta de
pinocembrina en TRA, el cual disminuyé 1,5 unidades en AgT (Tabla 3.1) y el 4-
metilcatecol se detecté unicamente en TRA, pero a muy bajas concentraciones

(Fig. 3.3).
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3.4Evaluacion de la actividad antioxidante

3.4.1 Inhibicién del radical ABTS

Los resultados de la actividad antioxidante de los extractos de tallos y hojas
contra el radical ABTS mostraron diferencias significativas en solo dos de las
concentraciones analizadas (Tabla 3.2). La concentracion de 1 mg mL-! mostré
diferencias significativas entre los tipos de hojas (F = 443.3; p < 0,01), donde el
mayor porcentaje de inhibicion lo indujo HRS. En tallos el anidamiento del érgano
en la rama tuvo un efecto significativo en los porcentajes de inhibicion (F = 36,06;
p <0,01), donde AgT mostrod estadisticamente mayor actividad antioxidante que
TRA y TRS (Tabla 3.2) y la procedencia de la rama tuvo un efecto significativo
en el porcentaje de inhibicién (F = 7,94; p < 0,05), separandose los 6rganos en

dos grupos (Tabla 3.2).

A la concentracién de 50 mg mL-' se evidencié un efecto significativo del
anidamiento de 6rgano:rama en los extractos de hoja (F = 7,33; p < 0,05), donde
se obtuvieron porcentajes de inhibicion superiores a 90% (Tabla 3.2). El mayor
porcentaje de inhibicion se registré para los extractos de AgH y el mas bajo para
los de HRA (Tabla 3.2). El efecto de la rama no fue significativo para hojas (F =
0,43; p = 0,52), pero para tallos el efecto del anidamiento de 6rgano:rama indico

diferencias significativas (F = 13, 09; p < 0,01) entre AgT y los otros 6rganos no
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afectados (TRA y TRS) (Tabla 3.2). El tipo de rama tuvo un efecto significativo (F

=20,31; p<0,01) en la actividad antioxidante, la que fue significativamente mayor

en los tallos de ramas con agallas respecto a los de ramas sin agallas (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Capacidad antioxidante de extractos metandlicos de tallos y hojas de S. polygama para
eliminar el radical ABTS.

Muestra Inhibicion (%)

1 mg mL”’ 50 mg mL" 100 mg mL"
HRS 93.48+0.11° 92.82+0.40%° 92.71+0.39
HRA 72.27+9.01° 92.42+0.30° 93.12%0.26
AgH 69.09+2.11° 92.98+0.45° 92.77+0.24
TRS 64.38+2.87°° 92.99+0.15°° 92.75+0.27
TRA 60.41+2.88%° 93.18+0.31%° 92.94+0.35
AgT 80.04 £1.31% 93.68+0.19% 92.90+0.45

*Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del radical. Los datos se representan
por la media + desviacion estandar. Las comparaciones se realizaron mediante un disefio anidado
a excepcion de la concentraciéon de 1 mg mL-' en hojas donde se aplicé un ANOVA. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre ramas y las letras minldsculas indican
diferencias significativas entre érganos anidados en ramas. Las letras se obtuvieron luego de

aplicar una prueba de Tukey con un valor de significancia del 5%.

A concentracion de 100 mg mL™" en hojas el anidamiento (F = 3,22; p = 0,09) ni

el tipo de rama (F = 2,11; p = 0,17) tuvieron un efecto significativo en los

porcentajes de inhibicion del radical ABTS (Tabla 3.2).
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3.4.2 Inhibicién del radical DPPH

Para el radical DPPH el porcentaje de inhibicion de la mayoria de los extractos
de los diferentes 6rganos de S. polygama, a las diferentes concentraciones,
mostraron diferencias significativas (Tabla 3.3). Por ejemplo, el porcentaje de
inhibicion de los extractos de hojas a 1 mg mL-' mostraron un efecto significativo
del anidamiento de érganos enramas (F =21,79; p <0,01), donde los porcentajes
de inhibicion de los extractos provenientes de RS fueron mayores que en RC (F
=9,81; p <0,01) (Tabla 3.3). De forma similar, los extractos de HRS presentaron
un mayor porcentaje de inhibicidon respecto a los de HRA y AgH (Tabla 3.3). En
tallos hubo diferencias significativas en todos los niveles de 6rganos anidados en
ramas (F = 9,85, p < 0,01), mientras que el efecto de la rama fue
significativamente mayor en los extractos de RS en comparacion con los de RC

(F=63,21; p<0,01) (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Capacidad antioxidante de extractos metandlicos de tallos y hojas de S. polygama a
tres concentraciones distintas para eliminar el radical DPPH.

Muestra Inhibicion (%)

1 mg mL"* 50 mg mL" 100 mg mL"*
HRS 51,16+£9,07 @ 65,66+2,66° 39,60+5,218
HRA 49,17+12,218° 70,41+2,18A 74,32+4,034
AgH 24,66+7,64%°  68,76+2,86" 74,77+3,824
TRS 23,68+2,87"%  62,5+1,01B 28,81+8,16°
TRA 11,44+2,88%¢  64,98+1,03" 61,03+4,13°
AgT 15,23+1,318°  66,07+0,59" 69,86+3,34°

* Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del radical. Los datos se representan
como media + desviacion estandar. Las comparaciones se realizaron mediante un disefio anidado
a excepcion de la concentracion de 100 mg mL-! en tallos, donde se aplico un ANOVA. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre ramas y las letras minlsculas indican
diferencias significativas entre érganos anidados en ramas. Las letras se obtuvieron luego de
aplicar una prueba de Tukey con un valor de significancia del 5%.

A concentracion de 50 mg mL"los porcentajes de inhibicién de extractos de hojas
no tuvieron efecto significativo del anidamiento de 6rganos en ramas (F = 1,4; p
= 0,25), solo fueron afectados significativamente por la condiciéon de la rama (F =
10,77; p < 0,01), donde las RC tuvieron los mayores porcentajes de inhibicién
(Tabla 3.3). En tallos no hubo un efecto significativo del anidamiento (F = 4,07; p
= 0,06), pero el tipo de rama afecto significativamente el porcentaje de inhibicion

del radical DPPH (F = 42,5; p < 0,01), donde los extractos de érganos de RC
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tuvieron los valores mas altos en comparacién con RS (Tabla 3.3). A
concentracion de 100 mg mL-" el anidamiento no tuvo un efecto significativo (F =
0,04; p = 0,85), en contraste con las ramas (F = 294,67; p < 0,01) que afectaron
significativamente el porcentaje de inhibicién de RC con respecto a RS (Tabla
3.3). En tallos hubo diferencias significativas en los porcentajes de inhibicion de
los distintos grupos (F = 99.63; p < 0,01), donde el valor mas alto se detect6 en

AgT, seguido de TRA, ambos significativamente mayores a TRS (Tabla 3.3).

3.5 Histolocalizacién de polifenoles

Los test histoquimicos no mostraron diferencias en los sitios de acumulacién de
los fenoles y flavonoles entre drganos no afectados de RC y RS (Fig. 3.4). Los
fenoles se detectaron en el meséfilo de la hoja, en el citoplasma y paredes de
células del parénquima de empalizada y parénquima esponjoso (Fig. 3.4A-B). En
las agallas de hojas, los fenoles se acumularon en las células del parénquima
que bordean la camara ninfal (Fig. 7C-D), y en la epidermis (Fig. 3.4C). En la cara

abaxial se forman abundantes tricomas los que acumulan polifenoles (Fig. 3.4D).

Los flavonoles en HRS y HRA se detectaron en el parénquima vascular y vaina
de los conductos secretores y en las paredes de las células parenquimaticas (Fig.

3.4F-G). En HRA, se observé la presencia de tricomas en la cara abaxial con
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presencia de flavonoles en su interior (Fig. 3.4G). En AgH se observé la mayor
acumulacién en el compartimiento interno de la camara, asi como en la
peridermis y compartimiento externo (Fig. 3.4H-J). Ademas, se acumularon en
las paredes de las células del parénquima cortical de la agalla, donde se
encuentran haces vasculares con el floema dirigido hacia la camara ninfal (Fig.

3.41).

Fen

Flav

Fig. 3.4 Histolocalizacion de polifenoles y flavonoles en hojas de S. polygama. (A-B) polifenoles
detectados en hojas sin agallas. (C-E) Acumulacion de polifenoles en agallas. (F-G) Flavonoles
visualizados en hojas sin agallas. (H-J) Reaccién positiva de flavonoles en agallas. Abreviaturas:
EpAb, epidermis abaxial; EpAd, epidermis adaxial; CPG, parénquima cortical de la agalla; Cu,
cuticula; Fen: fenoles; Flav: flavonoles; Flo, floema; Me, médula; CN, camara ninfal; PCA,
parénquima cortical de la agalla; PE, parénquima de empalizada; Pes, parénquima esponjoso;
Tr, tricomas; UV, unidad vascular; Xi, xilema.
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En TRS y TRA se detectdé la acumulacién de polifenoles en tejidos periféricos
como peridermis y el cértex (Fig. 3.5A), en conductos resiniferos y en idioblastos
en la médula (Fig. 3.5A-B). En TRA los polifenoles se detectaron principalmente
en la peridermis, cortex y zona cambial (Fig. 3.5B). En los tallos afectados por C.
rubra, se acumularon polifenoles en el citoplasma de células alrededor de la
camara ninfal, asi como en xilema, radios parenquimaticos, floema y cértex (Fig.
3.5C). Se observo coloracién café-rojiza intensa para deteccién de flavonoles en
tallos sin agallas, especialmente en el citoplasma de células de la peridermis y
en las paredes de las células del cortex de la médula, mientras que en el xilema

y el floema se detectaron solo en algunas células (Fig. 3.5F).
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Fig. 3.5. Histolocalizacion de polifenoles y flavonoles en tallos de S. polygama. A-B) polifenoles
detectados en tallos sin agallas (RS y RC). C-E) Acumulacién de polifenoles en agallas. F-G)
Flavonoles visualizados en tallos sin agallas (RS y RC). H-J) Reaccioén positiva de flavonoles en
agallas. Abreviaturas: Cl, cortex interno; cm, cortex medio; Cx, cortex; CxA, coértex de la agalla;
PE, peridermis; Fen: fenoles; Flav: flavonoles; Flo, floema; Me, médula; CN, camara ninfal; Tr,
tricomas; UV, unidad vascular; Xi, xilema.

En tallos de ramas afectadas cercanos a las agallas se detectd la acumulacién
de flavonoides en la médula (Fig. 3.5G). Hubo una reaccion intensa de flavonoles
en la region adyacente a la camara ninfal en AgT, donde se encontraron unidades
vasculares orientadas hacia esta y localizadas entre el cortex interno y cortex
medio (Fig. 3.51). Ademas, se observaron tricomas hacia el compartimiento

interno de la camara ninfal, con acumulacion de flavonoles (Fig. 3.5J).
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos evidencian que el desarrollo de agallas inducidas por
C. mammifex y C. rubra remodelan de manera diferenciada la distribucion,
sintesis y concentracion de polifenoles y actividad antioxidante en hojas y tallos
de S. polygama. Esta modificacion del perfil de polifenoles confirma la capacidad
de los inductores para ejercer un control especifico sobre el estado metabdlico y
redox del hospedero, fendmeno descrito como una sofisticada adaptacién
evolutiva en las interacciones planta-insecto gallicolas (Biere et al., 2013; Jorge

et al., 2018; Guedes et al., 2019; Mishra et al., 2024).

El alto contenido de fenoles en hojas sin agallas coincide con lo reportado por
Agudelo et al. (2012), donde estas duplicaron la concentracion de dichos
metabolitos en comparacién con las agallas. No existieron variaciones en los
tallos, lo que sugiere un metabolismo defensivo basal robusto. Sin embargo,
segun estudios previos, existe una mayor concentracién de polifenoles en tallos

sanos en comparacion con tallos afectados por C. rubra (Guedes et al., 2019).

Los mayores porcentajes de inhibicidn que se registraron para el radical ABTS
en comparaciéon con DPPH se atribuyen a las diferencias intrinsecas en el
mecanismos de reaccion de ambos radicales. El primero posee una naturaleza
anfifilica que le permite reaccionar con antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Re

et al., 1999), logrando capturar la actividad de la fraccion mas polar del extracto,
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la cual tiende a ser subestimada por el radical DPPH debido a su caracter
predominantemente hidrofébico. En cuanto a los mecanismos de accién, DPPH
actua principalmente por transferencia de atomos de hidrogeno y presenta
limitaciones ante polifenoles complejos (Re et al., 1999). Por otro lado, el radical
ABTS opera mediante transferencia de electrones y de atomos de hidrégeno (Re
et al., 1999), lo que le confiere mayor sensibilidad y velocidad de reaccién frente
a una diversidad de compuestos con multiples grupos hidroxilo, como los
compuestos identificados en S. polygama. En consecuencia, se obtuvieron
porcentajes mas altos en organos con agallas, donde se ocurre una sintesis

diversificada de metabolitos secundarios.

Los resultados sugieren que la actividad antioxidante se remodela espacialmente
en respuesta a la agalla: la intensificacion de la sefal de flavonoides y fenoles en
tricomas, mesdfilo reorganizado y cortex de la agalla cerca de la camara ninfal
indica una movilizaciéon de recursos para mitigar el estrés oxidativo e inducir
fotoproteccion en el tejido afectado (Stone & Schoénrogge, 2003; EI-Nashar et al.,
2021; Guedes et al., 2023). Esta focalizacion de la capacidad antioxidante en el
sitio de infeccién, en lugar de un aumento sistémico, responde a mecanismos de
generacion y disipacion de estrés oxidativo descritos anteriormente en distintos
hospederos de agallas (Carneiro et al., 2025; Guedes et al., 2022; Guedes et al.,

2025).

34



Segun lo descrito por Buchanan et al. (2015), esta respuesta estaria
intrinsicamente ligada a cascadas de senalizacion mediadas por fitohormonas,
como el acido jasmonico (JA) y el acido salicilico (SA), los cuales actuan como
principales reguladores de la via de los fenilpropanoides, la cual da origen a la
mayoria de los compuestos fendlicos. El ataque por insectos gallicolas induce la
transcripcion de genes que codifican enzimas claves para la sintesis de
metabolitos secundarios (como la fenilalanina amonio liasa PAL), redirigiendo el
flujo de carbono desde el metabolismo primario hacia la sintesis de compuestos
secundarios de defensa (Buchanan et al., 2015; Oates et al., 2016). Estudios en
transcriptomica confirman que esta reprogramacion activa rutas biosintéticas
especificas para el desarrollo de la agalla (Schultz et al., 2025), lo que explica la
la sintesis de novo de metabolitos especializados y el perfil polifendlico distintivo

observado en el analisis de mapa de calor con agrupamiento jerarquico.

A diferencia de las hojas, en los tallos la actividad antioxidante no parece ser el
objetivo principal de la sintesis fendlica. Aunque se observa una acumulaciéon de
metabolitos en el parénquima cortical hipertrofiado, la evidencia sugiere que
estos polifenoles actuan mas como refuerzos estructurales, que como agentes
de accion redox (Oliveira et al., 2016). La reduccion de la médula y el aumento
del espesor del cortex en la agalla indican que el metabolismo se desvia
especialmente hacia la sintesis de polimeros de soporte y transporte de
nutrientes para el insecto (Guedes et al., 2023; Nogueira et al., 2025), donde la
actividad antioxidante tiene un menor protagonismo.
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La induccion de agallas en S. polygama genera una reprogramacion profunda
donde la hipertrofia e hiperplasia resulta en cambios observados en el meséfilo y
la epidermis de hojas, los que coinciden con resultados de estudios anatdomicos
en agallas de esta especie (Agudelo et al., 2012). En tallos afectados la
remodelacion de los tejidos es aun mas drastica, evidenciada por la reduccion
del espacio medular y la hiperplasia del cortex, junto con el xilema y floema, lo
que coincide con lo descrito anteriormente en este tipo de agallas (Guedes et al.,
2018a). En ambos 6rganos se observd la neoformacién de haces/unidades
vasculares, una alteracidon anatémica que, en concordancia con el habito
alimenticio de los hemipteros, incrementa los sitios de alimentacién disponibles
para el insecto (Nogueira et al., 2025). Esta reestructuracién vascular asegura un
flujo constante de fotoasimilados hacia los tejidos especializados, los cuales
cumplen funciones criticas en la nutricién y proteccion del inductor durante su

desarrollo (Guedes et al., 2018a; Carneiro et al., 2025).

En consecuencia, los resultados de este estudio sugieren que la sintesis de
fenoles responde a una remodelacion hacia la fotoproteccion y el estrés
metabdlico en hojas causado por la accion del insecto, mientras que en tallos
predominan funciones de soporte estructural y transporte (Stone & Schénrogge,
2003; Guedes et al., 2019; Dumanovic¢ et al., 2020). Estos resultados confirman
que las rutas que regulan la biosintesis, deposicién y redistribucién de
compuestos fendlicos son moduladas de manera érgano-especifica, reflejando
una notable plasticidad metabdlica frente al estrés bidtico (Acufia-Fontecilla et al.,
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2024; Guedes et al., 2025; Moreira et al., 2025). En este contexto, la induccién

de agallas se asocia a un aumento de la capacidad antioxidante de hojas y tallos

de S. polygama, lo que sugiere una reprogramacion funcional de sus propiedades

bioldgicas.

1.

V. CONCLUSIONES

La induccion de agallas por C. mammifex y C. rubra provoca una
reprogramacion metabdlica o6rgano-especifica en S. polygama,
caracterizada por la disminucion de fenoles en hojas y aumento de
flavonoides en tallos asociados a agallas.

El andlisis por HPLC-DAD demostrd la alteracidn significativa del perfil
polifendlico por la induccion de agallas en S. polygama, reflejada en firmas
quimicas diferenciales junto con la acumulacién y sintesis de novo y/o la
sobreexpresién en la sintesis de metabolitos en agallas, las cuales
funcionan como microambientes metabdlicamente especializados.

Las alteraciones en la composicion polifendlica se relacionan con una
mayor actividad antioxidante en los dérganos de ramas afectadas,
indicando una respuesta funcional frente al estrés oxidativo asociado a la

interaccion planta-insecto.
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4. La histolocalizacién de polifenoles, evidencié una redistribucion espacial
de los metabolitos hacia los tejidos internos de la agalla, especialmente en
torno a la camara ninfal, lo que confirmaria el redireccionamiento
metabdlico inducido por los insectos.

5. En conjunto, los resultados demuestran que la formacion de agallas en S.
polygama implica una reprogramacion anatomica y metabdlica muy
especifica, en la que la modulacion de la biosintesis, redistribucion vy
funcién de los compuestos fendlicos se asocia a cambios reflejados en la
capacidad antioxidante y en consecuencia, en las propiedades bioldgicas
de la especie. La plasticidad metabdlica que muestra el hospedero
posiciona a esta interaccion planta-insecto como un modelo relevante para
futuros estudios y su eventual uso para la manipulacién de rutas fendlicas

y extraccion de compuestos antioxidantes de interés para la industria.
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