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RESUMEN

Las agallas vegetales representan estructuras altamente especializadas que
alteran la fisiologia de las plantas hospederas al actuar como sumideros de
nutrientes y minerales. Este estudio, realizado en la Region del Biobio, Chile,
investigo las especies Peumus boldus y Aextoxicon punctatum para determinar
como las agallas modifican la acumulacién de carbohidratos, proteinas y
minerales en comparacion con tejidos sin agallas. La investigacion planteé como
hipotesis que las agallas concentran mayores niveles de nutrientes y minerales,
influenciadas por la disponibilidad en los tejidos hospederos y en el suelo. Se
recolectaron y analizaron muestras de tejidos y suelos mediante técnicas
espectrofotométricas y de absorcion atomica. Los resultados mostraron que las
agallas acumulan significativamente més calcio, hierro y zinc, reflejando una
intensa reconfiguracibn metabdlica. En P. boldus, las agallas maduras
concentraron mayores niveles de almidén y proteinas que los tejidos no
afectados. En A. punctatum, aunque la acumulacion de metabolitos y minerales
fue menos pronunciada, se observaron diferencias notables en los contenidos de
hierro y zinc. Este estudio confirma el papel de las agallas como estructuras
metabolicamente activas y potenciales sumideros de nutrientes y minerales,
destacando su relevancia ecoldgica y su aplicacion en la fitorremediacion de

suelos contaminados.



ABSTRACT

Plant galls represent highly specialized structures that alter the physiology of host
plants by acting as nutrient and mineral sinks. This study, conducted in the Biobio
Region, Chile, investigated the species Peumus boldus and Aextoxicon
punctatum to determine how galls modify the accumulation of carbohydrates,
proteins, and minerals compared to non-galled tissues. The research suggested
that galls concentrate higher levels of nutrients and minerals, influenced by soil
availability. Tissue and soil samples were collected and analyzed using
spectrophotometric and atomic absorption techniques. The results showed that
galls accumulate significantly more calcium, iron, and zinc, reflecting an intense
metabolic reconfiguration. In P. boldus, mature galls concentrated higher levels
of starch and proteins than unaffected tissues. In A. punctatum, although the
accumulation of metabolites and minerals was less pronounced, notable
differences were observed in iron and zinc. This study confirms the role of galls
as metabolically active structures and potential metal sinks, highlighting their
ecological relevance and their application in the phytoremediation of

contaminated soils.
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I. INTRODUCCION

La formacion de agallas es uno los habitos mas especializados dentro de los
insectos herbivoros (Price et al., 1987). La induccién de agallas representa una
adaptacion estrecha y especializada entre el insecto y su planta hospedera
(Stone y Schonrogge, 2003). Los insectos gallicolas son capaces de redirigir el
metabolismo y la fisiologia de la planta para promover la formacién de agallas.
El proceso de induccion y desarrollo de agallas implica cambios estructurales y
quimicos con la finalidad de obtener nutrientes, defensa y proteccion al
organismo inductor (Mani, 1964; Price et al., 1987). Las agallas pueden
desarrollarse en cualquier oOrgano vegetal, aunque son inducidas mas
frecuentemente en las hojas y los tallos (Isaias et al., 2014). Los organismos
gallicolas también pueden manipular la fisiologia de sus 6rganos hospederos
para satisfacer sus necesidades nutricionales y promover su supervivencia. Por
ejemplo, los organismos que inducen agallas en el sistema vascular provocan
modificaciones tanto estructurales como funcionales, alterando la organizacion y
estructura de los tejidos (Jayaraman, 1989; Braganca et al., 2021; Guedes et al.,
2024).

La formacion de agallas puede alterar el flujo de nutrientes y agua dentro de la
planta, proporcionando un suministro continio de recursos para el organismo
gallicola (Stone et al., 2002). Ademas, algunos organismos gallicolas pueden

modificar la produccion de metabolitos secundarios en la planta hospedera, lo



gue puede afectar su capacidad de defensa contra herbivoros y otros organismos

(Hori, 1992).

El desarrollo de las agallas implica no solo transformaciones anatdomicas, Sino
también una reprogramacion transcripcional en las células del hospedero,
activando genes transportadores y alterando la dindmica quimica de los tejidos
circundantes. Especificamente, los insectos gallicolas manipulan la estructura y
la quimica de los 6rganos hospedero para obtener alimento, refugio y proteccién
(Price et al., 1987). Este proceso asegura la acumulacion de nutrientes
esenciales provenientes del suelo, como calcio, magnesio y zinc, necesarios para
el correcto funcionamiento enzimatico y la respuesta inmune de los gallicolas. Sin
embargo, esta reprogramacion también puede conllevar la acumulacion de
elementos potencialmente toxicos, como metales pesados, en las agallas, lo que
podria limitar el desarrollo del hospedero o incluso su supervivencia (Phytoma,

2024).

Varios metales, incluido el zinc (Zn), se encuentran en los suelos y son esenciales
como nutrientes para el desarrollo de las plantas (Mahler, 2003). En el suelo, los
minerales pueden presentarse en formas de iones libres, compuestos de sales
metalicas solubles o compuestos insolubles o parcialmente solubles, como
oxidos, carbonatos e hidroxidos (Pineda, 2004). Los minerales incluyen tanto a
macronutrientes (como N, P, K, Ca) y los micronutrientes (como Fe, Mn, Cu, Zn,

B, entre otros). Dentro de estos, se encuentran algunos minerales clasificados



como metales pesados; e.g.: plomo, cadmio, cromo, mercurio, zinc, cobre, plata,
entre otros, los cuales son de gran importancia ya que algunos son esenciales
para las células, pero pueden volverse toxicos en altas concentraciones para
seres vivos, organismos del suelo, plantas y animales (Spain et al., 2003).
Ademas, tienen la capacidad de acumularse en organismos Vvivos, COmo por
ejemplo el cadmio, mercurio, plomo, antimonio, bismuto, estafio, talio (Garcia y
Dorronsoro, 2005). En suelos contaminados con plomo, también es comun

encontrar cadmio y zinc (Zwonitzer et al., 2003).

El hierro (Fe) desempefia un papel central en la fisiologia de las agallas,
influyendo directamente en su desarrollo estructural, actividad antioxidante y
viabilidad de los organismos gallicolas (Ferreira et al., 2018). En el caso de las
agallas inducidas por nematodos en Miconia spp., el hierro es absorbido del suelo
y transportado a las células nutritivas, localizandose predominantemente en las
paredes celulares y parénquima, donde se convierte en un recurso crucial para
la dieta y el metabolismo de los inductores (Arriola et al., 2024). Este elemento
se considera clave no solo para la fertilidad de los gallicolas, sino también para

la proliferacién de agallas en suelos ricos en hierro.

El calcio y el magnesio, esenciales para la estabilidad de las membranas
celulares y las funciones enzimaticas, se acumulan en mayores concentraciones
en las agallas en comparacién con los tejidos no afectados. Esto refleja la

manipulacion adaptativa de los organismos inductores para satisfacer sus



necesidades fisioldgicas y reproductivas (Grandez-Rios et al., 2016). Por otra
parte, aunque elementos como el aluminio (Al) estan presentes en menores
proporciones en las agallas respecto a tejidos no agallados, su
compartimentacion refleja estrategias adaptativas para minimizar su toxicidad y

mantener la homeostasis celular (Arriola et al., 2020).

Los metales pesados, como el plomo, el cadmio y el mercurio, son conocidos por
sus efectos toxicos en los insectos, afectando su desarrollo y comportamiento
(Balali-Mood et al., 2021). El plomo, por ejemplo, puede alterar el sistema
nervioso de los insectos, afectando tanto su capacidad de reproduccién como su
crecimiento. La exposicion prolongada a este metal puede generar mortalidad
incrementada y reduccion en las tasas de crecimiento (Sun et al.,, 2017). De
manera similar, el cadmio también resulta ser téxico, dafiando los tejidos,
interfiriendo con la funcién enzimatica y reduciendo la viabilidad de las larvas y la
fecundidad de los insectos adultos (Sun et al., 2017). En cuanto al mercurio, su
toxicidad puede inducir malformaciones, alterar los comportamientos normales
de los insectos y causar una elevada mortalidad, afectando a varias especies a
través de la acumulacién en sus tejidos y la alteracion de sus procesos

fisiol6gicos (Sun et al., 2017).

El papel del suelo como fuente primaria de estos elementos destaca la relacion
intima entre la quimica del suelo y las agallas. Por ejemplo, Arriola et al. (2024)

seflalan que los perfiles quimicos del suelo determinan en gran medida la



composicidon de las agallas, su estructura y su funcionalidad, promoviendo una
mayor diversidad de agallas en regiones con suelos ricos en nutrientes. Este
vinculo entre el suelo y las agallas no solo subraya la dependencia de los
gallicolas de su entorno edafico, sino también su capacidad para transformar las
dindmicas quimicas de la planta hospedante, aumentando la complejidad y

resiliencia de estas estructuras frente a desafios ambientales y bioldgicos.

La cuantificacion comparada de los metabolitos y los minerales entre los tejidos
de las agallas; asi como de los tejidos sin agallas es una forma novedosa de
explorar la dindmica y funciones de los elementos quimicos en la fisiologia y
estructura de las agallas de las plantas, y en la nutricion de los inductores (Wei
et al.,, 2023). La mayoria de los estudios sobre la relacion planta-organismo
gallicola incluyen técnicas anatémicas, fisioldgicas, bioguimicas y quimicas que
han explicado como estos organismos gallicolas manipulan la anatomia,
fisiologia y quimica de sus 6rganos hospederos. Sin embargo, estudios que
demuestren la manipulacion de la composicién de minerales por parte de los

organismos gallicolas son pocos frecuentes (Stone el al., 2002).



Problema

En la Region del Biobio, Chile, las actividades industriales, mineras, agricolas y
urbanas han generado una creciente preocupacion por la acumulacion de
metales pesados en los suelos. Esta Regidn es un area afectada por actividades
industriales, agricolas y mineras que contribuyen a la acumulacién de metales
pesados en el suelo. Los metales, como el zinc, el plomo y el cadmio, pueden ser
toxicos en altas concentraciones, pero también esenciales para los procesos
fisiologicos de las plantas y los organismos gallicolas (Hettiarchchi & Pierzynski,
2002; Spain et al.,, 2003). Algunas especies vegetales, adaptadas a estos
entornos, presentan interacciones unicas con organismos gallicolas. Estas
agallas podrian actuar no solo como sumideros de nutrientes, sino también como
depdsitos de minerales esenciales o toxicos. Este estudio explora si los
organismos gallicolas manipulan la adquisicion y distribucion de minerales en las
plantas hospederas y su relacién con la disponibilidad de estos en el suelo.
Ademas, permitira profundizar en la capacidad de sumidero de fotoasimilatos de
las mismas, a través de estudios de cuantificacion de metabolitos primarios, la

mayoria detectados por técnicas cualitativas.

Las especies seleccionadas para el presente estudio son Peumus boldus Molina
(boldo) de la familia Monimiaceae y Aextoxicon punctatum Ruiz & Pavon (olivillo),
de la familia Aextoxicaceae, dos especies arbdéreas nativas de Chile. La

capacidad adaptativa a suelos contaminados de P. boldus y A. punctatum ha sido
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bien documentada. Peumus boldus, por ejemplo, es capaz de tolerar suelos
contaminados con metales pesados, lo que lo convierte en un buen modelo para
estudiar las interacciones planta-insecto, mientras que A. punctatum tolera suelos
acidos (Becerril et al., 2007). Atendiendo a ello, se escogieron estas dos especies
como modelo de estudio, pues ambas son especies hospederas de organismos

gallicolas.

Peumus boldus alberga en sus tallos a una especie de insecto gallicola
perteneciente al género Dasineura (Diptera, Cecidomyiidae). Las agallas
inducidas por Dasineura sp. en P. boldus son estructuras especializadas que se
desarrollan en el sistema vascular del hospedero. Estas agallas, de forma
fusiforme, presentan una organizacién interna distintiva que incluye una camara
larval rodeada por capas de tejido nutritivo y parénquima homogéneo. Las células
del tejido nutritivo son ricas en compuestos como proteinas, lipidos y azlcares
reducidos, lo que garantiza el sustento de las larvas durante su desarrollo.
Ademas, las agallas inhiben la formacion de floema y fibras perivasculares,
favoreciendo la redistribucion de recursos hacia el insecto inductor (Guedes et

al., 2022; 2023).



Figura 1. 1. Arbol de P. boldus en su habitat natural (A) y agalla senescente de
P. boldus (circulo y flecha roja en B)

Durante su desarrollo, las agallas atraviesan varias etapas caracterizadas por
cambios estructurales y funcionales. En la etapa inicial, se observa la
deslignificacion y ruptura de las células del xilema, que facilita el establecimiento
de la cdmara larvaria. A medida que las agallas maduran, aumenta el diametro
debido a la hiperplasia celular en el cambium vascular. Finalmente, en la fase de
senescencia, las agallas se vacian tras la salida del adulto, y los tejidos muestran

signos de degradacion y necrosis (Guedes et al., 2022; 2023).

El segundo sistema de estudio involucra a A. punctatum y un acaro gallicola

(Acari, Eriophyoidea) que se desarrolla en sus hojas (Quintero et al., 2024). De



este sistema hay pocos estudios, por lo que se carece de informacion previa de

su descripcion estructural y metabodlica.

Figura 1. 2. Arbol de A. punctatum en su héabitat natural (A) y agalla de hojas de
A. punctatum (circulo y flecha roja en B)



Pregunta
¢,Como los organismos gallicolas manipulan la composicion de minerales y

metabolitos primarios de sus érganos hospederos?

Hipotesis
Las agallas inducidas en tallos de P. boldus y A. punctatum acumulan mayores

cantidades de carbohidratos, proteinas y elementos minerales que los tejidos sin

agallas, influenciadas por la disponibilidad de estos elementos en el suelo.

Objetivo General

Determinar la composicién de carbohidratos, proteinas y elementos minerales en
tejidos con y sin agallas de P. boldus y A. punctatum y su relacion con la

disponibilidad de minerales y nutrientes en los suelos y érganos hospederos.

Objetivos Especificos

1. Cuantificar los niveles de azUcares solubles, almidén, proteinas y
minerales en tejidos con y sin agallas de P. boldus y A. punctatum.
2. Determinar la composicion de minerales en suelos donde habitan

poblaciones nativas de P. boldus y A. punctatum en la Region del Biobio.

10



. METODOLOGIA

Sitios de recoleccion de material vegetal y suelos

Aextoxicon punctatum

El material vegetal y de suelo correspondiente a A. punctatum fue recolectado en
el Campus Naturaleza, de la Universidad de Concepcion, Biobio, Chile (36° 50'
09.9" S, 73° 01' 30.8" O). Se seleccionaron cinco arboles, de los cuales se
tomaron un total de 50 hojas maduras, distribuidas equitativamente entre hojas
con y sin agallas. La recoleccion de suelos se realiz6 bajo el dosel de cada arbol,
sin exceder el area de goteo. Antes de iniciar el muestreo, se preparo la superficie
eliminandose residuos como ramas, raices o material vegetal seco. El suelo fue
extraido entre los 20 y 40 cm de profundidad, asegurando uniformidad en las
dimensiones de las muestras (4 cm x 4 cm x 40 cm). Los suelos recolectados
fueron almacenados en bolsas de plastico identificadas, siguiéndose un protocolo

estandarizado para preservar la integridad del material recolectado.

Peumus boldus

Para P. boldus, la recoleccion de material vegetal y suelo se llevé a cabo en la
Estacion Biologica Terrestre Hualpén, ubicada en la Region del Biobio, Chile (36°

47" 47.76" S, 73° 9' 40.32" O). En este sitio, se seleccionaron cinco arboles y se

11



recolectaron 50 ramas, divididas equitativamente entre ramas con y sin agallas.
La extraccion del suelo se realizd siguiéndose el mismo procedimiento
estandarizado utilizado para A. punctatum.

En el laboratorio, las muestras de suelo de una misma procedencia se mezclaron
cuidadosamente, eliminandose residuos grandes. Posteriormente, se secaron a
temperatura ambiente para evitar la pérdida de compuestos organicos o
elementos volatiles como nitrogeno y fosforo. De cada muestra, se separé una
fraccion de 1 kg para ser enviada al Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas de
la Facultad de Agronomia, Campus Chillan, Universidad de Concepcién, donde
se realizaron analisis de macro y micronutrientes, asi como de metales pesados.
Las muestras de sustrato se secaron al aire y se homogeneizaron para las
mediciones quimicas. El pH del sustrato se determiné en una relacion sustrato-
solucién de 1:2,5 en agua y CaCl2 (0,01 M) (Sadzawka et al., 2006). Los
contenidos de N y C del sustrato se determinaron por pérdida de ignicion a través
de un analizador CHN IRMS (Sercon Ltda, Santiago de Chile, Chile). La
disponibilidad de fésforo se determiné mediante el método de Olsen (Olsen y
Sommers, 1982). EI cation potasio (K*) se midi6 utilizandose un
espectrofotometro de absorcidon y emisién atémica AAS (A Analyst 400,
PerkinElmer) (Sadzawka et al., 2006). La conductividad eléctrica y la materia
organica también se determinaron de acuerdo con la metodologia (Sadzawka et
al., 2006). Todos los analisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Suelos,

Plantas y Aguas de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Concepcion.

12



El establecimiento de los niveles de contenido de los elementos del sustrato se

realizo de acuerdo con los rangos establecidos (Sadzawka et al., 2006).

Recoleccién y procesamiento del material vegetal

Se seleccion6 material vegetal con la misma edad fisiol6gica correspondiente a
crecimiento del ultimo afo, asegurandose que las hojas y tallos recolectados,
tanto con agallas como sin ellas, provinieran de la misma altura y posicion en el
arbol. Especificamente, el material vegetal se recolecté a una altura de entre 1 m
a 2 m desde la base del arbol. Este criterio de seleccidon permitié estandarizar las
condiciones del muestreo y minimizar la influencia de variables externas,
garantizandose que las diferencias observadas fueran atribuibles al estado de las
agallas y no a la posicion o exposicion de las hojas dentro del arbol. Durante la
recoleccion, se registro el estado de las agallas, diferenciandose entre maduras
y senescentes en el caso de boldo. La fase de maduracion se corresponde a
aguellas que contienen la larva en la tltima fase de desarrollo, o sea prepupa. La
etapa de senescencia se consideré aquellas en que estaban ocupadas por las

pupas o ya estaban vacias (Guedes et al., 2024).

Para el caso del olivillo se trabajé exclusivamente con agallas maduras, que
contenia un gran numero de ninfas. Estas agallas se seleccionaron por

encontrarse en un estado completamente desarrollado, lo que garantiza que
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estan activas metabdlicamente y cumplen su funcion bioldgica en el suministro

de nutrientes y soporte al organismo gallicola.

En el laboratorio, las muestras se limpiaron con papel absorbente y se
almacenaron individualmente en bolsas de plastico por arbol. Las hojas con
agallas fueron cortadas, separandose Unicamente la zona afectada por las
agallas. En el caso de los tallos se recortaron las areas afectadas por las agallas.
El material fragmentado se seco en una estufa a temperatura de 40°C y luego se
molié finamente en un molino eléctrico. Cada muestra alcanzé un peso seco
minimo de 5 g. Finalmente, el material procesado fue etiqguetado y enviado al
Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Concepcién para su posterior analisis, que incluyo6 tanto analisis
foliares como de suelo para ambas especies. En las muestras se cuantificaron
macronutrientes como nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), y
magnesio (Mg), asi como micronutrientes incluyendo hierro (Fe), manganeso

(Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), azufre (S), y boro (B).

Cuantificacion de metabolitos primarios

Las muestras de tallos sin agallas (TSA), agallas maduras (ATM) y agallas
senescentes (ATS) de P. boldus y las hojas (HSA) y agallas (AH) de A. punctatum
recolectadas en cuatro arboles diferentes (n = 4 para cada especie) se

almacenaron a -23°C y previo a cada estudio se molieron en un molino eléctrico
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(Guedes et al., 2023). El polvo de la molienda se utilizé para la cuantificacion
espectrofotométrica de carbohidratos y proteinas totales, mediante un
espectrofotometro lector de microplacas (EPOCH, 800 TS). Todas las muestras

se leyeron por triplicado contra un blanco, segun correspondiera.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién de proteinas solubles totales se realizé mediante el método de
Bradford (1976). Las muestras molidas (100 mg) se extrajeron en 1 mL del
tampon durante 10 min. La mezcla se centrifug6 a 10.000 rpm durante 10 min a
4°C. Posteriormente, se tomaron 150 uL del sobrenadante y se afiadieron 300 pyL
del reactivo de Bradford. Tras una incubacion de 5 min a temperatura ambiente,
se midi6 la absorbancia a 595 nm. Se gener6 una curva de calibracion
utilizandose soluciones de albumina de suero bovino (BSA) en un rango de 0 a
0,5 mg mL™ (Bradford, 1976). La concentracién de proteinas solubles totales se
expresd en mg gt de peso fresco. Se utiliz6 como blanco el tampon de extraccidon

sin el extracto proteico.

Cuantificacion de carbohidratos totales

Los azucares solubles totales se extrajeron utilizandose 2 mL de una solucién de

metanol, cloroformo y agua (12:5:3 v/v/v) en tubos Eppendorf de 2 mL (Rose et
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al., 1991) Las muestras se colocaron en un agitador durante 10 min y se
centrifugaron a 2.200 rpm durante 10 min. El procedimiento se repitié dos veces,
aspirdndose cuidadosamente el sobrenadante el cual se combiné al final. Este
sobrenadante se fraccion6 segun Dickson (1979), afiadiendo 2 mL de cloroformo
y 1,5 mL de agua desionizada. Las muestras se mezclaron bien y se centrifugaron
a 2 200 rpm durante 15 min. De la fase metanol-agua, se tomaron 200 pL, se
mezclaron con 400 yL de fenol al 2% y 1 mL de acido sulfurico concentrado,
dejandolas enfriar a temperatura ambiente (Chow y Landhausser, 2004). La
absorbancia se ley6 a 490 nm. Se utilizaron soluciones de sacarosa en un rango
de 0.05 a 250 pg mL™* como estandares para generar la curva de calibracion
(Rose et al., 1991). Los calculos de los contenidos totales de azucares solubles
se expresaron en mg g™t de peso fresco.

La fase sélida de la extraccion de azlcares se utilizé para la determinacién de
almiddn, siguiéndose el método de gelatinizacion descrito por Rose et al. (1991).
La fase solida se coloco en una estufa a 50°C hasta que se evaporo el solvente
restante. Todas las muestras secas se transfirieron a tubos de vidrio, a los cuales
se afadieron 0,5 mL de etanol al 47,5% y 3 mL de agua desionizada. Las
muestras se incubaron en un bafio Maria a 100 °C durante 30 min. Después de
10 min, se agrego 1 mL de una solucién de amiloglucosidasa preparada en un
tampon de acetato de sodio (0,1 M, pH 4,8) a cada muestra y blanco. Los tubos
de vidrio sellados se incubaron durante la noche en un bafio Maria a 45°C. Por

la mafiana, se transfirieron 200 pL de los extractos de glucosa a un tubo de vidrio
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transparente, mezclandolos con 400 L de fenol al 2% y 1 mL de acido sulfurico
concentrado. Después de enfriar a temperatura ambiente, se midi6 la
absorbancia a 490 nm (Rose et al., 1991). Se utilizaron soluciones de glucosa en
un rango de 0,05 a 250 ug mL™ como estandares para generar la curva de
calibracion (Rose et al., 1991). Los calculos del contenido de almidén se
expresaron en mg g~* de peso fresco. En el caso de la determinacion de almidén,
el blanco contiene los reactivos utilizados en el proceso, pero sin material de

muestra.

Analisis estadistico

La normalidad y homogeneidad de varianza de los datos de cuantificacion de
azucares solubles totales, almidon y proteinas se comprobé con los Tests de
Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Para la comparacion de tallos sin
agallas, agallas maduras y senescente de P. boldus, se aplicé un Anova de una
via y Tukey para la comparacién de medias. Las hojas con y sin agallas de olivillo
se compraron a través de un test de Student. Los resultados de analisis quimicos
de los tejidos vegetales y suelos no fueron procesados estadisticamente, pues
no se pudieron medir por triplicado debido a que es un servicio pagado y muy
costoso. El analisis estadistico se realizd con el programa InfoStat

considerandose un valor p < 0,05.
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[ll. RESULTADOS

Contenido de minerales en los tejidos vegetales

Los resultados de analisis de los tejidos vegetales reflejaron los niveles de los
macronutrientes N, P, K, Ca, Mg. y micronutrientes Fe, Mn, Zn, Cu, S, B de los
TSA, ATM y ATS de P. boldus, destacandose diferencias entre los tres tipos de
muestras, especialmente en los contenidos de algunos nutrientes claves (Tabla
3.1). Por ejemplo, el contenido de N tuvo un incremento de 6,86% en los ATS
respecto a los TSA (Tabla 3.1). En contraste, el contenido de N en ATM fue algo
mas bajo que en TSA, lo que representa una disminucion de aproximadamente
el 6,86%. Los porcentajes Ca, y las concentraciones de Fe, Mg, Zn, Cuy B
también se incrementaron en las agallas, tanto maduras como senescente. Por
ejemplo, los porcentajes de Ca se incrementaron en un 52,78% y 83,33% en las

ATM y ATS respecto a los TSA (Tabla 3.1).

Las concentraciones de Fe y Zn también tuvieron altos porcentajes de
incremento, por encima del 60%, en agallas respecto a los tallos sin agallas de
P. boldus (Tabla 3.1). Para Mg, Cu y B, aunque hubo incremento en los tejidos
de las agallas, sus incrementos fueron mas discretos, por debajo del 20%,
excepto en el caso del Mg para ATS que se incremento un 58,06% con respecto
a TSA (Tabla 3.1). Para la mayoria de los macro y microelementos cuantificados,

los mayores valores se registraron en ATS, excepto para N, P, K, Mgy B (Tabla
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3.1). Los TSA mostraron solamente mayores niveles de N y B que las agallas,
mientras las ATM tuvieron mayores niveles de Ky Mg que las otras dos muestras
(Tabla 3.1).

Tabla 3. 1. Resultados del andlisis de micro y macroelementos en tallos sin

agallas (TSA) de Peumus boldus, agallas de tallo maduras (ATM) y senescentes
(ATS) inducidas por Dasineura sp.

Elementos Unidad de TSA ATS ATM
medida

Nitrégeno (N) % 1,02 1,09 0,95
Fésforo (P) % 0,09 0,13 0,13
Potasio (K) % 1,25 1,25 1,34
Calcio (Ca) % 0,36 0,66 0,55
Magnesio (Mg) % 0,09 0,06 0,07
Fierro (Fe) mg Kg* 133,5 238,5 215,0
Manganeso mg Kg* 15,5 24,5 21,5
Zinc (Zn) mg Kg* 9,0 15,0 15,0
Cobre (Cu) mg Kg* 7,5 9,5 9,0

Azufre (S) % 0,13 0,13 0,11
Boro (B) mg Kgt 8,0 6,7 6,0

De forma similar en el caso de A. punctatum, los elementos estudiados en los

tejidos gallicolas fueron mayores que las hojas sin agallas, aunque con
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incrementos discretos (Tabla 3.2). Solamente la concentracion de Fe se
incrementd en un 41,04% en las AH, mientras que las concentraciones de Zn 'y

Cu se incrementaron en valores cercanos al 20% (Tabla 3.2).

Tabla 3. 2. Resultados del analisis de micro y macroelementos en hojas sin
agallas (HSA) y hojas con agallas (AH) de Aextoxicon punctatum (olivillo).

Elementos Unidad de medida HSA AH

Nitrégeno (N) % 0,86 1,09
Fosforo (P) % 0,08 0,09
Potasio (K) % 0,68 0,74
Calcio (Ca) % 1,69 1,86
Magnesio (Mg) % 0,27 0,27
Fierro (Fe) mg Kg* 153,5 216,5
Manganeso mg Kg* 179,0 1615
Zinc (Zn) mg Kg* 10,5 13,0
Cobre (Cu) mg Kg* 4,5 5,5

Azufre (S) % 0,22 0,23
Boro (B) mg Kg* 26,0 23,0
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Analisis quimico de los suelos

La caracterizacion fisicoquimica del suelo donde crece el P. boldus indica que es
un suelo con pH relativamente proximo al neutro, influenciado por alto contenido
de materia organica. Al mismo tiempo, los contenidos de nitrdgeno en sus formas
nitrica y amoniacal son bajos, por lo que el N disponible también es bajo, al igual
gue en Na intercambiable (Tabla 3.3). Contrariamente, se muestra que las
plantas pueden hacer un eficiente aprovechamiento de los macronutrientes P, K,
Ca y Mg debido a que se registraron altos niveles en las formas disponibles e
intercambiables. La saturacién baja de K indica que los sitios de intercambio
catidénicos estan mas ocupados por otros elementos que por el K, pero al mismo
tiempo su disponibilidad es alta en el complejo absorbente (Tabla 3.3). El
contenido de Al intercambiable alto y su saturacion media significa que es un
elemento que puede estar disponible para la planta con facilidad. La alta suma
de bases sugiere que el suelo esta bien abastecido de nutrientes esenciales
como Ca?*, Mg?* y K* (Tabla 3.3). Sin embargo, una CICE media indica que,
aungue hay suficientes bases, el suelo no tiene una alta capacidad para retener
cationes a largo plazo, y que el suelo tiene capacidad moderada para almacenar
nutrientes. De esta manera, hay que prestar atencion a la capacidad de drenaje

interno y externo por potenciales procesos de lixiviacion de nutrientes.
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Tabla 3. 3. Resultados de andlisis de muestras de suelo de boldo (Peumus
boldus)

Unidad de
Elementos Contenido Nivel
medida
pH en agua 6,42 MEDIO
Materia Organica % 9,81 ALTO
Nitratos (N-NO3) mg kg* 6,5 BAJO
Amonio (N-NH4) mg kg 6,6 BAJO
Nitrégeno Disponible mg kg? 13,1 BAJO
Fésforo Olsen mg kg? 20,9 ALTO
K disponible mg kg 287,5 ALTO
K intercambiable cmol kgt 0,74 ALTO
Ca intercambiable cmol kg? 12,94 ALTO
Mg intercambiable cmol kg? 2,65 ALTO
Na intercambiable cmol kg? 0,16 BAJO
Suma de Bases cmol kg? 16,48 ALTO
Al de intercambio cmol kg? 0,01 ALTO
CICE cmol kg? 16,50 MEDIO
Saturacion de Al % 0,09 MEDIO
Saturacion de K % 4,47 BAJO
Saturacion de Ca % 78,45 ALTO
Saturacion de Mg % 16,05 ALTO
S disponible mg kg? 0,3 BAJO
Fe mg kgt 69,2 ALTO
Mn mg kg? 15,4 ALTO
Zn mg kg? 7,2 ALTO
Cu mg kg? 1,0 ALTO
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mg kg*
B 1,1 ALTO

El pH del suelo donde crece el olivillo tiene pH acido y contenido de materia
organico medio (Tabla 3.4). Esto se refleja en los contenidos bajo y medio de las
formas nitricas y amoniacales del N, respectivamente; lo que repercute en poca
disponibilidad de N. De igual manera, el suelo exhibe bajos contenidos
disponibles e intercambiables de otros macronutrientes (P, K). El Ca y Mg oscilan

entre medio y altos contenidos, mientras el Na intercambiable es bajo.
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Tabla 3. 4. Resultados de analisis de muestras de suelos de olivillo (Aextoxicon

punctatum).

Elementos Unidad de medida Contenido Nivel

pH en agua 5,20 BAJO
Materia Organica % 7,99 MEDIO
Nitratos (N-NO3) mg kg ! 2,0 BAJO
Amonio (N-NH4) mg kg 13,5 MEDIO
Nitrégeno Disponible mg kg ! 15,4 BAJO
Fésforo Olsen mg kg ! 2,7 BAJO
K disponible mg kg ! 68,9 BAJO

K intercambiable cmol kg * 0,18 BAJO
Ca intercambiable cmol kg * 4,18 MEDIO
Mg intercambiable cmol kg * 1,82 ALTO
Na intercambiable cmol kg * 0,28 BAJO
Suma de Bases cmol kg * 6,46 MEDIO
Al de intercambio cmol kg * 1,50 ALTO
CICE cmol kg * 7,96 MEDIO
Saturacion de Al % 18,79 ALTO
Saturacion de K % 2,22 BAJO
Saturacion de Ca % 52,51 BAJO
Saturacién de Mg % 22,93 ALTO
S disponible mg kg * 53 BAJO
Fe mg kg ! 59,2 ALTO

Mn mg kg ! 59,8 ALTO
Zn mg kg ! 1,0 MEDIO

Cu mg kg ! 1.2 ALTO
B mg kg 0,7 MEDIO
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Cuantificacion de carbohidratos solubles

Los resultados del ANOVA muestran que no hay diferencias significativas (p =
0,99) entre los contenidos de azUcares solubles totales de los TSA, ATM y ATS
(Fig. 3.1 A). Sin embargo, los resultados de la cuantificacion de almidén indicaron
que existieron diferencias significativas entre los tratamientos (p = 0,047) (Fig.
3.1 B). Las ATM mostraron un contenido significativamente mayor de almidon

que los ATS, pero sin diferencias significativas con los TSA (Fig. 3.1 B).
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Figura 3. 1. Concentracion de azucares solubles totales (A) y almidén (B) en
tallos sin agallas (TSA), agallas de tallo maduras (ATM) y senescente (ATS) de
P. boldus. Los datos representan su media y desviaciéon estandar.

El t de Student arrojo diferencias significativas (p = 0,04) en las concentraciones
de azucares solubles totales de las HSA y AH (Fig. 3.2 A). Las HSA tuvieron una

mayor concentracion de azucares que las AH (Fig. 3.2 A). De forma similar, hubo
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diferencias significativas (p = 0,016) en los contenidos de almidon entre ambas

muestras (Fig. 3.2 B). Las HSA tuvieron las mayores concentraciones.
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Figura 3. 2. Concentracion de azucares solubles totales (A) y almidon (B) en
hojas sin agallas (HSA) y hojas con agallas (AH) de A. punctatum. Los datos
representan su media y desviacion estandar.
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Cuantificacion de proteinas

Los resultados del ANOVA no mostraron diferencias estadisticamente

significativas (p = 0,94) entre las medias de los tres grupos evaluados (Fig. 3.3).

(mg g'' DE PESO FRESCO)
(%]
[¥%)
on
—
—)

CONCENTRACION DE PROTEINA

TSA ATM ATS

Figura 3. 3. Concentracion de proteinas en tallos sin agallas (TSA), agallas de
tallo maduras (ATM) y senescente (ATS) de P. boldus Los datos representan su
media y desviacion estandar.

La concentracion de proteinas entre las HSA y AH de olivillo mostré diferencias
significativas (p = 0,04) entre ambos 6rganos (Fig. 3.4). Las HSA tuvieron valores

significativamente mayores que los de AH (Fig. 3.4).
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Figura 3. 4. Concentracion de proteinas en hojas sin agallas (HSA) y hojas con

agallas (AH) de A. punctatum. Los datos representan su media y desviacion

estandar.
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IV. DISCUSION

Acumulacién diferencial de metabolitos primarios: implicaciones

funcionales en las agallas

Los resultados de este estudio confirman que las agallas inducidas por
organismos gallicolas funcionan como estructuras altamente especializadas que
actuan como sumideros metabdlicos intensos, pero que dependen de la especie
inductora y la especie hospedera. En el caso de metabolitos primarios la
acumulacion de estos esta en dependencia de las necesidades nutricionales de
la especie inductora. Si bien, ambas especies inductoras acumulan azlcares
solubles totales, almidén y proteinas, solo las agallas inducidas por Dasineura
sp. inducen cambios significativos en sus concentraciones, especialmente el
almidon fue significativamente mayor en las agallas maduras. Previamente, se
demostré de manera histoquimica que estas agallas acumulan azucares solubles
totales y proteinas en las células nutritivas de donde se alimenta la larva y células
del cértex, pero el almidon solo se acumula en las células corticales (Guedes et
al., 2023). La redistribucion de las proteinas, lipidos y azucares reductores hacia
las células nutritivas de las agallas asegura una nutricion adecuada para
Dasineura sp. (Guedes et al., 2022). El almidon, que se acumula exclusivamente
en las células corticales, tiene una funcion diferente en las agallas (Tofifio et al.,
2006). El almidon es una forma de almacenamiento de energia a largo plazo, y

su acumulacién en las células corticales podria indicar un mecanismo de reserva
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energética en la agalla. El almidon puede ser movilizado e hidrolizado ante
condiciones ambientales desfavorables, o bien durante periodos de inactividad o
de menor disponibilidad de recursos. Esta acumulacion de almidon en las células
corticales podria reflejar una adaptacion fisioldgica que optimiza la disponibilidad

de energia para la larva a lo largo de su desarrollo (Tofifio et al., 2006).

La organizaciéon de las agallas inducidas por Dasineura sp., marcada por la
acumulacion de azlcares solubles y proteinas en las células nutritivas, junto con
el almacenamiento de almidon en las células del cértex, sugiere una
especializacion funcional. Esta disposicién asegura tanto la nutricion de la larva
como el almacenamiento de reservas energéticas en tejidos especializados,
como el coértex, que actian como fuente estratégica de recursos para su
crecimiento y desarrollo. Ademas, los metabolitos energéticos y de reserva,
también intervienen en los procesos metabdlicos de la agalla (Guedes et al.,

2022; 2023).

Sin embargo, la especie de acaro inductora de agallas en las hojas de olivillo
también acumula estos metabolitos, pero no induce una acumulacion significativa
en los tejidos de las agallas. La posicidn de las agallas, muy cercana a las venas
de la hoja, sugiere que los nutrientes son directamente drenados de los haces
vasculares cuando son movilizados hacia los 6rganos sumideros del hospedero,
como el tallo y las raices. Esta proximidad facilita la translocacién de

fotoasimilatos desde el floema hacia las agallas (Gonzalez et al.,, 2015).
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Independientemente de si los incrementos son significativos o no, las agallas
acumulan metabolitos primarios, lo que confirma su funcién en la acumulacion de
fotoasimilatos. Este proceso permite que las agallas actien como un reservorio

temporal de nutrientes para el hospedero (Garcia et al., 2009).

Relacion entre el suelo y la acumulacion de metales en las agallas

Los presentes resultados confirman que las agallas actan como sumideros de
micro y macroelementos. Especialmente en las agallas inducidas en P. boldus
hubo un incremento de N, Fe, Cu, Cay de P y Mg. También en ambos sistemas
de estudio, los contenidos de B fueron menores en relacion con los 6rganos

hospederos.

Es muy llamativo que el Al intercambiable mostré valores altos en ambos sitios
de estudio, y la saturacion de este microelemento fue particularmente alta en los
predios de olivillo. Esto implica que hay una alta disponibilidad de Al para
interactuar con el sistema radicular de las plantas de olivillo. Una saturacién alta
de Al (generalmente > 20-30%) indica que una proporcidn significativa del
complejo de intercambio catidnico esta dominada por este elemento, lo que
desplaza cationes esenciales como Ca?*, Mg?*, K* y puede provocar déficit
nutricional en las plantas. También puede afectar el balance idnico, reduciendo
la disponibilidad de otros nutrientes importantes. Adicionalmente, un exceso de
aluminio en el suelo puede inhibir la actividad de microorganismos beneficiosos,
afectdndose procesos como la fijacién de nitrégeno y la descomposicion de
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materia organica. El CICE revela que el suelo tiene una capacidad moderada
para retener nutrientes, lo que esta relacionado con un contenido medio de
materia organica. En una condicidon de lluvias intensas ese suelo tiene menos
posibilidades de retener nutrientes. En consecuencia, el potencial nutritivo del
suelo esta al limite y puede ser afectado negativamente por procesos de
lixiviacion debido a lluvias abundantes (Adams y Lund, 1966; Casierra y

Cardenas, 2007; Cruz-Macias et al., 2020).

La composicion quimica del suelo tiene un impacto directo en la fisiologia de las
agallas, influyendo en la acumulacion de macro y micronutrientes esenciales, asi
como de metales pesados. En los suelos analizados, se observara una alta
disponibilidad de elementos como calcio, magnesio, hierro y zinc, los cuales
estan significativamente enriquecidos en los tejidos de las agallas en
comparacion con los tejidos no afectados. Esta evaluacion destaca la capacidad
de los organismos gallicolas para manipular los mecanismos de transporte y
almacenamiento de nutrientes en las plantas hospedadoras, optimizandose la

absorcion y movilizacion de estos elementos hacia las agallas.

En particular, la concentracién elevada de hierro observada en las agallas
maduras de P. boldus y A. punctatum refuerza la idea de que estas estructuras
son estratégicamente modificadas por los gallicolas para satisfacer sus
necesidades fisioldgicas. El hierro es fundamental para la funcion metabdlica y

antioxidante, no solo es un recurso esencial para los inductores, sino que su
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acumulacion también puede tener implicaciones ecologicas importantes en la

dinamica de nutrientes dentro del ecosistema (Arriola et al., 2020).

El calcio, por ejemplo, desempefia un papel crucial en la estabilizacion de las
membranas celulares y la formacion de paredes -celulares reforzadas,
proporcionando soporte estructural a las agallas (Grandez-Rios et al., 2016). En
este estudio, el calcio en las agallas senescentes se incrementé en comparacion
con los tallos sin agallas, lo que sugiere que este elemento también contribuye a
la preservacion de la integridad de las agallas, incluso durante las etapas finales

de su ciclo de vida.

El hierroy el zinc, por su parte, son fundamentales para la fisiologia de las agallas
y de los organismos inductores. El hierro es esencial para la sintesis de proteinas
relacionadas con el metabolismo energético, mientras que el zinc actiia como
cofactor enzimatico en multiples rutas metabdlicas (Boccio et al., 2003). La alta
acumulacion de estos elementos en las agallas podria explicarse por la activacion
de genes transportadores especificos en respuesta a la presencia del organismo
inductor, una estrategia que favorece la nutricion y reproduccion del inductor al
tiempo que reconfigura las dindmicas de los nutrientes dentro del hospedador

(Arriola et al., 2024).

La acumulacién de minerales en las etapas finales de desarrollo de las agallas
podria estar vinculada a procesos de desintoxicacion, donde las agallas retienen
metales pesados como plomo y cadmio para evitar su redistribucion hacia otros
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organos de la planta. Este comportamiento refuerza la hipdtesis de que las
agallas no solo son estructuras troficas, sino que también desempefian un papel
en la homeostasis quimica y en la mitigacion de impactos toxicos en la planta

hospedadora (Aguilar et al., 2020; Perales-Aguilar et al., 2021)

Los hallazgos de este estudio tienen importantes implicaciones ecolégicas y
practicas. En regiones con suelos contaminados, como el Biobio, las agallas
podrian desempefiar un papel clave en la mitigacion de la contaminacion, al
actuar como sumideros de metales pesados. Esta capacidad podria explorarse
para desarrollar estrategias de fitorremediacion basadas en especies con alta
incidencia de agallas, como P. boldus, maximizando su potencial para la

recuperacion de suelos degradados.

35



V. CONCLUSIONES

1. En P. boldus, las agallas maduras se destacan por la acumulacién
significativa de almidén, proteinas y minerales como Ca, Fe y Zn. Esto
evidencia una fuerte redistribucion metabodlica hacia estas estructuras,
probablemente impulsada por la capacidad del organismo inductor de
movilizar los recursos disponibles en el suelo y la planta hospedera. Estas
caracteristicas subrayan el papel de las agallas en esta especie como
sumideros metabdlicamente activos que concentran nutrientes y minerales
esenciales.

2. En A. punctatum, las agallas muestran un patron diferente, caracterizado
por una menor acumulacion de azlcares y proteinas en comparaciéon con P.
boldus, pero con un enriquecimiento notable en Fe y Zn. Esto sugiere que las
estrategias de acumulacion difieren entre las especies, posiblemente debido
a variaciones en la fisiologia del inductor y la relacion con el hospedero. Asi,
las agallas en A. punctatum parecen estar especialmente adaptadas para
concentrar elementos minerales esenciales, destacando un enfoque mas
especifico en la nutricibn mineral.

3. La composicion quimica de los suelos influyé en la acumulacion de
elementos en las agallas. En los suelos de P. boldus, la alta disponibilidad de

Cay Fe se reflejo en su mayor acumulacion en las agallas, mientras que en
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los suelos de A. punctatum, la menor disponibilidad de N y K limito la

acumulacion de algunos nutrientes en las agallas.

4. La acumulaciéon de nutrientes y minerales en las agallas es dependiente
de la especie inductora de agallas y esta estrechamente relacionada con la
disponibilidad de estos elementos en los suelos y las plantas hospederas.
Este fendmeno resalta la interaccion compleja entre las condiciones
ambientales y las capacidades fisiologicas de los organismos inductores, lo

que influye en la cantidad y distribucion de nutrientes.
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