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RESUMEN

Las agallas de plantas son estructuras inducidas de novo por la actividad de un
organismo gallígeno, producidas mediante fenómenos de hipertrofia e hiperplasia. Su
formación y posterior desarrollo dependen en gran medida del organismo inductor.
Cuando éste induce la formación de agallas, provoca una profunda alteración en la
expresión de genes de la planta hospedadora, lo que resulta en cambios significativos
en su fisiología y morfología. A pesar del interés evolutivo de esta relación planta-
insecto, los mecanismos precisos que desencadenan la formación de agallas en
la mayoría de las especies gallígenas aún no se comprenden completamente. Sin
embargo, se ha observado que ciertas fitohormonas, como el ácido indolacético y
otras auxinas, desempeñan un papel relevante en este proceso.

Las agallas pueden tener efectos beneficiosos, perjudiciales o neutros en la
planta hospedadora. A lo largo de las décadas, se han propuesto diversas hipótesis
para explicar el sentido adaptativo de las agallas, que van desde el beneficio para
la planta hasta el beneficio exclusivo del organismo inductor. En la actualidad,
las hipótesis más ampliamente aceptadas respecto al sentido adaptativo de las
agallas incluyen: (i) la hipótesis nutricional, que sostiene que las agallas mejoran la
calidad nutritiva de los tejidos de la planta, aumentando así el éxito reproductor
del organismo inductor; (ii) la hipótesis del enemigo, que argumenta que las
agallas poseen mecanismos de defensa que protegen al organismo inductor contra
depredadores o parásitos naturales; y (iii) la hipótesis del microambiente, que sugiere
que las agallas proporcionan un entorno estable al organismo inductor, ayudándolo
a evitar el estrés causado por factores ambientales externos.

Hoy en día, la mayoría de los organismos que inducen la formación de agallas
son especies de insectos pertenecientes a diversos órdenes, como Hymenoptera,
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Diptera y Hemiptera. Entre estos últimos, se destacan los pulgones gallígenos de
la subfamilia Eriosomatinae, cuyas agallas son coloniales y pueden albergar desde
unas pocas decenas hasta miles de individuos en su interior. Aunque no hay un
amplio respaldo para la monofilia de esta subfamilia, se sugiere que la capacidad
de inducir la formación de agallas ha surgido al menos en dos ocasiones de manera
independiente en este grupo.

En este contexto, el análisis detallado de las agallas de esta subfamilia pro-
porcionará una comprensión más profunda del origen evolutivo de estas estructuras,
así como de su sentido adaptativo. Por consiguiente, los objetivos específicos de
esta tesis doctoral incluyen: (1) desarrollar una clasificación de las agallas de pulgo-
nes basada en características histológicas; (2) investigar las interacciones dinámicas
entre las poblaciones de pulgones y su relación con el desarrollo de las agallas; (3)
confirmar la validez de la hipótesis nutricional; y (4) validar la hipótesis del enemigo
en relación con las agallas inducidas por estos pulgones.

Con este propósito, se han recolectado muestras de agallas inducidas por
especies de Fordini y Pemphigini en los entornos de las Médulas y la ciudad de
León, respectivamente. Se han registrado las dimensiones de cada agalla, así como
las características de las colonias de pulgones que las habitan. Estas agallas han
sido posteriormente utilizadas para llevar a cabo estudios específicos, que incluyeron
análisis histológicos, fisiológicos, poblacionales y ecológicos.

Basándose en los datos histológicos recopilados hasta la fecha de las agallas de
Fordini y Pemphigini, se ha llevado a cabo una clasificación que identifica tres tipos
distintos de agallas: agallas cerradas, agallas abiertas en forma de saco y agallas
abiertas en forma de pliegue. Estas agallas presentan diferencias no solo en sus
características histológicas, sino también en aspectos biológicos, como en el tamaño
de la colonia gallícola, los mecanismos de apertura y la eliminación de residuos. El
estudio de la hipertrofia y la hiperplasia de los tejidos de las agallas ha revelado
la importancia del desarrollo del floema en estas estructuras, así como el papel
estructural del xilema. Desde una perspectiva filogenética, se ha confirmado que en
Fordini la capacidad de inducir agallas surgió en una única ocasión y que las agallas
en forma de pliegue se originan a partir de las agallas cerradas. Por otro lado, en
Pemphigini, tanto las agallas cerradas como las agallas abiertas en forma de saco
tienen orígenes independientes a partir de pseudoagallas.

El análisis del desarrollo de la colonia de pulgones y de las agallas en las
especies de Fordini ha revelado una estrecha interdependencia entre ambas. Tanto
la colonia de pulgones como la agalla mostraron un crecimiento que siguió un patrón
logístico, y se determinó que el desarrollo de la agalla está directamente relacionado
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Resumen

con el crecimiento de la colonia. Estos resultados permitieron conocer el papel de
las fundatrígenas ápteras en el crecimiento rápido inicial de la agalla.

Los hallazgos relacionados con la fisiología de las agallas maduras de Forda
formicaria han proporcionado información crucial sobre su función como sumideros
fisiológicos. Además, se han encontrado indicios que sugieren su impacto negativo
en la capacidad fotosintética de las agallas y la inhibición de los sistemas defensivos
de la planta huésped. La acumulación de azúcares solubles, nutrientes minerales
y potasio, el cual facilita la absorción de aminoácidos por parte de la colonia de
pulgones, respalda aún más la hipótesis nutricional. Asimismo, al estudiar el perfil
de las fitohormonas durante las etapas iniciales de desarrollo de estas agallas, se ha
podido dilucidar el papel específico del ácido indolacético, la isopenteniladenina y
la isopenteniladenosina en su inducción.

Finalmente, se determinó que los enemigos naturales, como el depredador
Alophia combustella y el parasitoide Monoctonia pistaciaecola, mostraron un patrón
diferencial de ataque hacia las especies de Fordini. Estos hallazgos sugieren la
existencia de mecanismos o estructuras específicas en cada especie que las hacen más
o menos susceptibles al ataque de enemigos naturales. Estos resultados proporcionan
evidencias que respaldan la hipótesis del enemigo en las agallas inducidas por los
pulgones.

En conjunto, estos resultados han establecido que las agallas de los pulgones
son el resultado de la hipertrofia y la hiperplasia del floema y los tejidos adyacentes.
Además, se ha confirmado que la capacidad de inducir la formación de agallas surgió
una vez en Fordini y dos veces en Pemphigini, representando las agallas cerradas
una convergencia evolutiva entre ambas tribus. Asimismo, se ha validado tanto la
hipótesis nutricional como la hipótesis del enemigo en las agallas de pulgones, lo
que ha permitido comprender mejor el sentido adaptativo de estas agallas.
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SUMMARY

Plant galls are structures induced de novo by the activity of a gall maker, pro-
duced by hypertrophy and hyperplasia phenomena. Their formation and subsequent
development is highly dependent on the inducing organism. When the inducing or-
ganism induces gall formation, it causes a profound alteration in gene expression
in the host plant, resulting in significant changes in its physiology and morphology.
Despite the evolutionary interest of this plant insect relationship, the precise mecha-
nisms that trigger gall formation in most gall species are not yet fully understood.
However, certain phytohormones, such as indoleacetic acid and other auxins, have
been found to play a role in this process.

Galls can have beneficial, detrimental or neutral effects on the host plant.
Over the decades, various hypotheses have been proposed to explain the adaptive
sense of galls, ranging from benefit to the plant to exclusive benefit to the inducing
organism. Currently, the most widely accepted hypotheses regarding the adaptive
sense of galls include: (i) the nutritional hypothesis, which argues that galls improve
the nutritional quality of plant tissues, thus enhancing the reproductive success of
the inducer organism; (ii) the enemy hypothesis, which argues that galls possess
defence mechanisms that protect the inducer organism against natural predators
or parasites; and (iii) the microenvironment hypothesis, which suggests that galls
provide a stable environment for the inducer organism, helping it to avoid stress
caused by external environmental factors.

Nowadays, most of the organisms that induce gall formation are insect species
belonging to various orders, such as Hymenoptera, Diptera and Hemiptera. Among
the latter, the gall-inducing aphids of the subfamily Eriosomatinae, whose galls
are colonial and can harbour from a few tens to thousands of individuals inside.
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Although there is no broad support for monophyly in this subfamily, it is suggested
that the ability to induce gall formation has arisen at least twice independently in
this group.

In this context, detailed analyses of the galls of this subfamily will provide a
deeper understanding of the evolutionary origin of these structures, as well as their
adaptive significance. Therefore, the specific objectives of this PhD thesis include:
(1) to develop a classification of aphid galls based on histological characteristics;
(2) to investigate the dynamic interactions between aphid populations and their
relationship with gall development; (3) to confirm the validity of the nutritional
hypothesis; and (4) to validate the enemy hypothesis in relation to aphid-induced
galls.

For this purpose, samples of galls induced by species of Fordini and Pemphigini
were collected in the surroundings of Las Médulas and the city of León, respectively.
The dimensions of each gall were recorded, as well as the characteristics of the
aphid colonies that inhabit them. These galls have subsequently been used to carry
out specific studies, including histological, physiological, population and ecological
analyses.

Based on the histological data collected so far from Fordini and Pemphigini
galls, a classification has been carried out which identifies three different types of
galls: closed galls, open sac-like galls and open fold-like galls. These galls differ not
only in their histological characteristics, but also in biological aspects, such as size of
the gall colony, opening mechanisms and waste disposal. The study of hypertrophy
and hyperplasia of gall tissues has revealed the importance of phloem development
in these structures, as well as the structural role of xylem. From a phylogenetic
perspective, it has been confirmed that in Fordini the ability to induce galls arose
on a single occasion and that the fold-like galls originate from closed galls. On the
other hand, in Pemphigini, both closed galls and open sac-like galls have independent
origins from pseudogalls.

Analysis of aphid colony and gall development in Fordini species revealed a
close interdependence between the two. Both aphid colony and gall growth followed
a logistic pattern, and gall development was found to be directly related to colony
growth. These results provided insight into the role of the apterous fundatrices in
the initial rapid growth of the gall.

Findings related to the physiology of mature Forda formicaria galls have
provided crucial information on their function as physiological sinks. In addition,
evidence has been found suggesting their negative impact on the photosynthetic
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Summary

capacity of the galls and inhibition of the host plant’s defensive systems. The
accumulation of soluble sugars, mineral nutrients and potassium, which facilitates
the uptake of amino acids by the aphid colony, further supports the nutritional
hypothesis. Furthermore, by studying the profile of phytohormones during the early
stages of gall development, the specific role of indolacetic acid, isopentenyladenine
and isopentenyladenosine in their induction has been elucidated.

Finally, it was determined that natural enemies, such as the predator Alophia
combustella and the parasitoid Monoctonia pistaciaecola, showed a differential
pattern of attack towards Fordini species. These findings suggest the existence of
species-specific mechanisms or structures that make them more or less susceptible
to attack by natural enemies. These results provide evidences to support the enemy
hypothesis in aphid-induced galls.

Taken together, these results have established that aphid galls are the result
of hypertrophy and hyperplasia of phloem and adjacent tissues. Furthermore, it has
been confirmed that the ability to induce gall formation arose once in Fordini and
twice in Pemphigini, being the closed galls an evolutionary convergence between the
two tribes. Furthermore, both the nutritional hypothesis and the enemy hypothesis
have been validated in aphid galls, leading to a better understanding of the adaptive
meaning of these galls.
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INTRODUCCIÓN GENERAL

LAS AGALLAS DE PLANTAS

Las agallas de plantas son estructuras inducidas de novo en plantas
por la actividad de un organismo –denominado gallígeno–, como bacterias, hongos,
insectos o ácaros, producidas mediante fenómenos de hipertrofia (incremento
del tamaño de las células de la planta) e hiperplasia (aumento del número de
células) del sitio de inducción (Mani, 1964). Harris y Pitzschke (2020) precisan
la definición, enumerando las características que debe tener una neoformación en
plantas para ser considerada como una agalla: (1) se debe producir un desarrollo
y crecimiento anómalo de las células de la planta, (2) ha de estar localizada
en el espacio y el tiempo, (3) la formación es un proceso continuo que depende
del organismo inductor, y (4) las consecuencias para la planta pueden ser
beneficiosas, perjudiciales o neutras. De esta forma, queda descartada la idea
de que las agallas son formaciones tumorales inducidas por organismos patógenos
(Williams, 1994), ya que esta definición implica una connotación de un crecimiento
descontrolado (tumoral) y estrictamente perjudicial para la planta.

Todos los órganos de la planta son susceptibles de presentar agallas (Harris y
Pitzschke, 2020), pudiendo ser inducidas en cualquier lugar de la planta que presente
un meristemo (Mani, 1964). Sin embargo, el sitio donde se induzca una agalla
depende exclusivamente del organismo inductor ya que esta relación es especie-
específica, órgano-específica y espacio-específica (Stone y Schönrogge, 2003). En
general, se asume que la morfología final de la agalla está determinada por el
organismo inductor (Mani, 1964; Stern, 1995; Martini et al., 2019) y son por ello
consideradas un fenotipo extendido (Shorthouse et al., 2005; Pan et al., 2015; Stone
y Schönrogge, 2003).
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Los insectos gallígenos

Desde el punto de vista de la complejidad de las agallas, éstas se pueden
clasificar en organoides, si su histología es muy similar a la del órgano en el que se
inducen, o histioides, si la histología de la agalla es muy diferente al órgano de la
planta (Mani, 1964). Ésta últimas agallas, se clasifican a su vez en cataplásmicas, si
carecen de una morfología definida, o prosoplásmicas, si presentan una morfología
definida y constante (Mani, 1964). En función de la morfología externa, el modo
en el que la agalla se induce y desarrolla y su complejidad, existen un sin fin de
clasificaciones más o menos complejas (Williams, 1994).

El sentido adaptativo de las agallas de plantas ha sido objeto de profundos
estudios. Price et al. (1987) revisó las hipótesis existentes sobre este tema, y concluyó
que, salvo casos particulares como las agallas inducidas por especies de la familia
Agaonidae [Hymenoptera] en plantas del género Ficus, las agallas sólo suponen una
ventaja para el inductor. Así, las hipótesis que a día de hoy tienen más soporte
son (Stone y Schönrogge, 2003; Wool, 2005): (1) la hipótesis nutricional que
afirma que las agallas favorecen una mejora en la calidad nutritiva de los tejidos
de la planta, lo cual aumenta el éxito reproductor del organismo inductor; (2) la
hipótesis del enemigo que dice que las agallas presentan mecanismos de defensa
que evitan que el organismo inductor sea atacado por enemigos naturales; y (3) la
hipótesis del microambiente que postula que las agallas proveen al organismo
inductor un ambiente estable, evitando el estrés por factores externos.

LOS INSECTOS GALLÍGENOS

Numerosas especies dentro de los reinos Animalia, Eubacteria, Fungi, Proto-
zoa, y Chromista inducen agallas en plantas (Harris y Pitzschke, 2020). Entre los
organismos inductores cobran especial relevancia los insectos por la gran diversidad
de especies inductoras de agallas y por la complejidad de las mismas (Shorthouse
et al., 2005; Gätjens-Boniche, 2019). En este grupo, la capacidad para inducir aga-
llas ha surgido en múltiples ocasiones (Stone y Schönrogge, 2003), encontrando cerca
de 13000 especies gallígenas de diversas familias en los órdenes Coleoptera, Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera y Thysanoptera (Stone y Schönrogge, 2003;
Williams, 1994; Fernandes et al., 2012).

El modo de vida de los insectos dentro de las agallas varía mucho en función
del grupo taxonómico. De una parte, algunas especies como Andricus quercustozae
(Bosc, 1792) [Hymenoptera: Cynipidae] inducen agallas solitarias en las que una
única larva vive en el interior de la agalla (Figura 1A, D). Otras especies, como
Diplolepis rosae (L., 1758) [Hymenoptera: Cynipidae] forman agallas coalescentes,
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Introducción general

en las que viven multitud de individuos, pero cada uno está aislado en una
cámara independiente (Figura 1B, E). Por último, determinadas especies de
Hemípteros como Tetraneura (Tetraneura) ulmi (L., 1785) [Hemiptera: Aphididae:
Eriosomatinae], inducen la formación de agallas coloniales en las que viven
multitud de individuos en el interior de una única cámara (Figura 1E, F) (Ferreira
et al., 2019). En estas últimas agallas, las coloniales, es preciso diferenciar al
organismo que induce la agalla (organismo gallígeno) de los que viven dentro
de ella y normalmente descienden del primero (organismos gallícolas).

Figura 1: Ejemplos de tipos de agallas solitarias (A, D), coalescentes (B, E) y coloniales (C, F), junto
con el detalle del interior (D-F).

INDUCCIÓN Y DESARROLLO DE LAS AGALLAS

La cecidogénesis o inducción de agallas conlleva una profunda alteración en
la expresión de genes en la planta hospedadora, incluyendo la sobreexpresión de
genes relacionados con el ciclo celular y la subexpresión de genes de la fotosíntesis
(Desnitskiy et al., 2023). Este proceso está considerado como un conjunto de etapas
en las que el estímulo inicial ha de ser reforzado durante un tiempo hasta que la
agalla se forma (Gätjens-Boniche, 2019; Raman, 2021). Sin embargo, el mecanismo
de inducción de las agallas de insecto es desconocido (Stone y Schönrogge, 2003;
Shorthouse et al., 2005; Wool, 2005). En este contexto, se han identificado varios
posibles inductores, como fitohormonas, aminoácidos, proteínas, virus y bacterias,
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Inducción y desarrollo de las agallas

que son secretados por el insecto durante la inducción de la agalla (Stone y
Schönrogge, 2003; Oates et al., 2016). La hipótesis predominante sugiere un papel
clave de las fitohormonas en la inducción de agallas (Tooker y Helms, 2014),
respaldada por la síntesis de ácido indolacético (IAA) a partir de triptófano en
varias especies de insectos gallígenos (Yamaguchi et al., 2012; Suzuki et al., 2014).
También se ha planteado la posibilidad de que las bacterias endosimbiontes de los
insectos estén involucradas en la inducción (Hammer et al., 2021). Sin embargo,
aunque muchos de estos efectores han sido identificados y su efecto sobre los cambios
morfológicos y fisiológicos han sido probados, su modo de acción es, en la mayoría
de los casos, desconocido (Giron et al., 2016).

Durante las últimas décadas se han realizado numerosos de estudios para
comprender los patrones fisiológicos que acontecen en los tejidos de las agallas
durante su desarrollo. Aunque cada especie puede tener mecanismos específicos para
alterar la planta (Hartley, 1998), se han encontrado con mucha frecuencia patrones
comunes. La mayoría de las agallas presentan una mayor cantidad de carbohidratos
y aminoácidos que los órganos sanos de la planta (Kmieć et al., 2018b; Castro et al.,
2012; Hartley, 1998; Dsouza y Ravishankar, 2014; Carneiro et al., 2014; Huang et al.,
2015). Por otro lado, la inducción de las agallas produce un aumento del estrés
oxidativo (Kmieć et al., 2018a; Kot y Kmieć, 2020; Samsone et al., 2012; Oliveira
et al., 2017), ligado normalmente a una reducción de la capacidad fotosintética
del tejido de la agalla (Samsone et al., 2011; Castro et al., 2012; Fernandes et al.,
2010; Carneiro et al., 2014; Huang et al., 2014; Samsone et al., 2012; Huang et al.,
2015; Larson, 1998; Oliveira et al., 2017) y un incremento como sumidero fisiológico
(Compson et al., 2011; Huang et al., 2014; Larson, 1998).

Más allá de los evidentes cambios morfológicos acompañados de cambios en la
expresión génica y en la fisiología de la planta, la inducción, formación y desarrollo
de las agallas produce importantes cambios fisiológicos (Mani, 1964). Entre los
más notables –por la definición de las agallas– se encuentran la hipertrofia y la
hiperplasia de los tejidos de la planta (Mani, 1964), algo que es reconocible en
pocas horas tras el estímulo inductor (Desnitskiy et al., 2023). Además, también se
produce la rediferenciación de los tejidos de la planta (Stone y Schönrogge, 2003) e,
incluso, se forman tejidos no existentes de forma natural en la planta como el tejido
nutricio (Mani, 1964), el cual está compuesto por células en constante división y
ricas en carbohidratos que sirven como alimento al organismo gallícola (Ferreira
et al., 2015). En otras agallas en las que no se forma este tejido y que, normalmente,
están inducidas por insectos suctores, se produce una importante hipertrofia de los
haces vasculares afectados (Ferreira et al., 2019; Álvarez et al., 2009; Álvarez, 2011,
2012). Además de estos fenómenos, en las agallas de insectos también es habitual la
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Introducción general

acumulación de cristales y amiloplastos, la reordenación de los tejidos y la aparición
de tricomas (Ferreira et al., 2019).

En definitiva, la formación de agallas en plantas inducidas por insectos es
un fenómeno multifactorial y complejo que aún no está bien comprendido, si bien
la mayoría de evidencias señalan que es dirigido por el insecto gallígeno (Stern,
1995; Martini et al., 2019; de Oliveira et al., 2016), aunque las capacidades del
órgano afectado y de la planta también muestren un efecto sobre la morfología y
complejidad finales (Amorim et al., 2017; Formiga et al., 2013; Mani, 1964).

LOS PULGONES GALLÍGENOS (APHIDIDAE: ERIOSOMATINAE)
Aspectos morfológicos y biológicos básicos de los pulgones

Los pulgones (Hemiptera: Aphididae) constituyen una familia de insectos
fitófagos, fluidófagos y coloniales compuesta por unas 4700 especies agrupadas en
aproximadamente 600 géneros. Su distribución es subcosmopolita, si bien son mucho
más frecuentes en los climas templados del hemisferio norte, estando prácticamente
ausentes en los bosques tropicales (Blackman y Eastop, 2020; Douglas, 2003; Nieto
Nafría y Mier Durante, 1998).

Este grupo de insectos tiene un cuerpo globoso, con una longitud de entre
1.5 y 3.0 mm de longitud. Pueden presentar alas o carecer de ellas. Sus antenas
son filiformes y están compuestas, en general, por seis antemómeros. En la parte
ventral de su cabeza se encuentra el aparato bucal picador-chupador que, en este
grupo, recibe el nombre de rostro y está compuesto por cuatro artejos. El abdomen,
dividido en nueve segmentos o uritos, presenta estructuras características de esta
familia. Por un lado, en el urito V se encuentran el par de cornículos, los cuales
son órganos que secretan feromonas de alarma y se utilizan en la comunicación
química. Por otro lado, en la parte terminal del urito IX se encuentra la cola, una
estructura impar con desarrollo y morfología variable. En la zona ventral y terminal
del abdomen se localizan dos placas más esclerotizadas: la placa anal (posterior) y la
placa genital (anterior), estando esta última presente sólo en los ejemplares adultos
(Nieto Nafría y Mier Durante, 1998).

Polimorfismo y ciclos vitales

Los pulgones presentan un gran polimorfismo en su ciclo de vida, existiendo
generaciones morfológicamente distintas y denominadas formas o morfos (Blackman
y Eastop, 2020), las cuales son inducidas mediante estímulos ambientales como
el fotoperiodo y la temperatura (Moran, 1992). Una particularidad biológica de
los ciclos vitales de este grupo, junto con el resto de familias de Aphidoidea, es
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que alternan una generación anfigónica con hembras ovíparas, con una o varias
generaciones partenogenéticas que, en el caso particular de Aphididae, son todas
hembras vivíparas (Nieto Nafría y Mier Durante, 1998; Moran, 1992). Además,
el inicio de la partenogénesis en los pulgones se da de forma muy temprana en
la ontogenia, dando lugar a generaciones telescópicas, es decir, que los pulgones
contienen embriones que, a su vez, ya contienen los embriones de la siguiente
generación (Moran, 1992).

En la familia Aphididae existen numerosos ciclos vitales, los cuales se
encuentran, sin duda, entre los más complejos del reino Animalia debido a su
polimorfismo y a la alternancia de hospedadores (Moran, 1992; Wool, 2005). Estos
ciclos pueden sermonoicos, si sólo presentan un hospedador o dioicos, si presentan
dos hospedadores. En este último caso, se distingue al hospedador primario
como aquel en el que vive y se reproduce la generación anfigónica y en el que se
depone el huevo de resistencia, frente al hospedador secundario en el que sólo
viven generaciones partenogenéticas. Además, los ciclos pueden ser holociclos, si
presentan una generación anfigónica, o anholociclos si carecen de dicha generación.
En el caso de los holociclos, puede darse de forma coyuntural la sucesión de forma
indefinida de generaciones partenogenéticas en un paraciclo (Nieto Nafría y Mier
Durante, 1998). En función de estas clasificaciones de los ciclos vitales y alguna
otra no expuesta, se pueden definir con precisión los diferentes ciclos vitales que
acontecen en las especies de la familia Aphididae.

El ciclo vital básico de Aphididae es un holociclo monoico, es decir, que
presenta generación anfigónica y carece de alternancia de hospedador (Nieto Nafría
y Mier Durante, 1998). En este caso, del huevo de resistencia nace la primera
generación partenogenética, denominada fundadora. Este morfo, el más fértil
de todo el ciclo (Moran, 1992), origina por partenogénisis una generación de
fundatrígenas, las cuales pueden ser ápteras o aladas. Las fundatrígenas darán
lugar a nuevas generaciones de fundatrígenas hasta que en un momento dado,
surja un nuevo morfo: las sexúparas. Esta generación contiene los embriones de
la generación anfigónica (machos y hembras ovíparas). Una vez estos dos últimos
morfos alcanzan la madurez sexual, se reproducen y la hembra depone un huevo
sobre el hospedador.

Sistemática de los grupos de pulgones gallígenos
Dentro de la familia Aphididae, al menos dos subfamilias presentan especies

con capacidad de inducir agallas en sentido estricto: la subfamilia Hormaphidinae
Mordvilko, 1909 y la subfamilia Eriosomatinae Baker, 1920 (Blackman y Eastop,
2020; Chen y Qiao, 2009). Aunque existen múltiples textos en los que se refieren
como gallígenas a especies como Aphis fabae L, 1857 (Aphidini), en realidad estos
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pulgones sólo producen deformaciones en las hojas y no inducen fenómenos de
hipertrofia e hiperplasia. Además de por la capacidad de inducción de agallas, estas
dos subfamilias se caracterizan por sus ciclos vitales extremadamente complejos con
alternancia de hospedadores y una fuerte especificidad con su hospedador primario
(Blackman y Eastop, 2020; Chen et al., 2014).

La subfamilia Hormaphidinae presenta una distribución disyunta, práctica-
mente restringida a la región oriental de Asia y a Norteamérica, siendo su presencia
en Europa muy reducida (Von Dohlen et al., 2002). Está dividida en las tribus
Cerataphidini, Hormaphidini, y Nipponaphidini, con 117, 15 y 107 especies,
respectivamente (Favret y Eades, 2023). En la fauna ibérica, sin embargo, tan so-
lo hay citadas dos especies y ninguna de ellas gallígena: Cerataphis orchidearum
(Westwood, 1879) y Hamamelistes betulinus (Horbáth, 1896) (Nieto Nafría y Mier
Durante, 1998).

Por su parte, la subfamilia Eriosomatinae, presenta una distribución holártica
(Pérez Hidalgo y Nieto Nafría, 2003). La clasificación de este grupo se divide en
las tribus: Eriosomatini, Fordini, y Pemphigini con 124, 84 y 185 especies,
respectivamente (Favret y Eades, 2023). En este caso, la fauna ibérica es mucho
más rica, presentando 36 especies de estos grupos, de las cuales, en al menos 29, se
conoce la capacidad para inducir agallas en su hospedador primario (Pérez Hidalgo
y Nieto Nafría, 2003).

Desde un punto de vista filogenético, recientes estudios, han apoyado la
monofilia de Hormaphidinae (Chen et al., 2014), pero no se ha encontrado soporte
para la monofilia de Eriosomatinae (Nováková et al., 2013; Ortiz-Rivas y Martínez-
Torres, 2010). Además, sólo la monofilia de las tribus Fordini y Nipponaphidini
está soportada (Chen et al., 2014; Ortiz-Rivas et al., 2009; Zhang y Qiao, 2007c;
Nováková et al., 2013), mientras que la monofilia de Eriosomatini (Nováková et al.,
2013; Sano y Akimoto, 2011), Pemphigini (Zhang y Qiao, 2007a), Cerataphidini y
Hormaphidini (Chen et al., 2014), está en discusión. Esto, además de los evidentes
problemas taxonómicos que suponen para la familia Aphididae en general y para
ambas subfamilias en particular, supone un paradigma evolutivo en el que la
capacidad de inducción de agallas en los pulgones habría surgido múltiples ocasiones
y de forma independiente.

Los ciclos vitales en Eriosomatinae
El ciclo vital básico de Eriosomatinae depende de la tribu, si bien la mayoría de

las especies de esta subfamilia para las que se conoce su holociclo, presentan ciclos
con alternancia de hospedador (Blackman y Eastop, 2020), lo cual los convierte
posiblemente en los ciclos vitales más complejos de los pulgones (Wool, 2005).
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El ciclo vital de Fordini es un holociclo diécico bianual (Figura 2A),
con hospedador primario en especies de Pistacia y Rhus y hospedador secundario
en raíces de gramíneas, si bien algunas establecen paraciclos en el hospedador
secundario (Blackman y Eastop, 2020). La fundadora nace del huevo de resistencia
entre marzo y abril e induce las agallas. Posteriormente, nacen las generaciones de
fundatrígenas, cuyo número varía en función de las especies. En el caso de las
especies de Forda y Smynthurodes, la primera generación de fundatrígenas sale de la
agalla de la fundadora e inducen una nueva agalla (denominada definitiva). Por este
motivo, a esta generación particular se le denominará fundatrígenas gallígenas,
en contraposición a las fundatrígenas gallícolas, siguiendo la terminología de
Roberti (1983). La última generación de fundatrígenas es alada y, una vez se abren
las agallas entre los meses de agosto y septiembre, son las encargadas de realizar el
vuelo de migración al hospedador secundario, donde darán lugar a una generación
de virginógenas ápteras. En este hospedador se mantendrán mediante ciclos de
partenogénesis, normalmente atendidas por hormigas, hasta que en el primavera
del año siguiente, dan lugar a las virginógenas aladas, las cuales migrarán a
otros hospedadores secundarios, y a las sexúparas, las cuales realizarán el vuelo
de regreso al hospedador primario. Allí, las sexúparas darán lugar a la generación
anfigónica (machos y hembras ovíparas), los cuales se reproducirán y la hembra
depondrá un único huevo de resistencia. Este huevo permanecerá sobre el hospedador
secundario hasta su eclosión un año después.

El ciclo vital de Eriosomatini y Pemphigini es un holociclo diécico
anual (Figura 2B), con hospedador primario en Populus y hospedador secundario
en especies de distintas familias botánicas según la especie (Apiaceae, Asteraceae,
Rannunculaceae, etc.) (Blackman y Eastop, 2020). La fundadora que nace del
huevo de resistencia induce las agallas entre los meses de abril y mayo. Dentro de
ellas, nacen las fundatrígenas, las cuales generalmente son una única generación
y son aladas. En algunas especies como P. spyrothecae o P. bursarius, el primer
estado ninfal de las fundatrígenas es dimórfico, existiendo unas ninfas con las patas
más cortas y un comportamiento agresivo, las cuales se denominan soldados (Aoki
y Kurosu, 1986; Braendle y Foster, 2004). Durante el verano, las fundatrígenas
migran a su hospedador secundario donde dan lugar a las virginógenas ápteras
que establecen una nueva colonia. A finales del verano y principios del otoño, las
virginógenas ápteras dan lugar a virginógenas aladas y a las sexúparas. Estas
últimas realizan el vuelo de migración, dando lugar a la generación anfigónica.
En este momento, se produce la reproducción y la hembra ovípara depone un único
huevo, el cual resistirá todo el invierno hasta la siguiente primavera.
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Figura 2: Holociclo diécico bianual básico de Fordini (A) y holociclo diécico anual básico de Pemphigini (B).
En verde, se recuadran las generaciones gallícolas. Las líneas continuas representan ciclos de partenogénesis.
Las líneas onduladas representan vuelos de migración (paso del hospedador primario al secundario) y de
regreso (paso del hospedador secundario al primario). El ciclo marcado con un asterisco (*) representa
un paraciclo monoico sobre el hospedador secundario. Fd: fundadora; FgAp: Fundatrígena alada; FgAl:
Fundatrígena alada; VgAp: Virginógena áptera; VgAl: Virginógena alada; Sxp: Sexúpara; ♀: Hembra
ovípara; ♂: macho; 0: Huevo; H1º: Hospedador primario; H2º: Hospedador secundario. Modificado de
Nieto Nafría y Mier Durante (1998).

ESTUDIOS PREVIOS SOBRE FORDINI
Problemas taxonómicos y filogenéticos de la tribu Fordini

Desde un punto de vista filogenético, se considera que la tribu Fordini es
monofilética y que las relaciones entre sus especies están bien establecidas (Ortiz-
Rivas et al., 2009; Inbar et al., 2004). No obstante, persisten importantes desafíos
taxonómicos en muchas de estas especies, posiblemente debido a la complejidad
de sus ciclos vitales (Blackman y Eastop, 2020), pese a que se han llevado a cabo
investigaciones recientes en los géneros Forda, Geoica y Paracletus con el fin de
esclarecer su taxonomía (Pérez Hidalgo, 2016).

Dentro del género Geoica, debido a las descripciones insuficientes de muchas
de sus formas, existe un conjunto de nueve especies que conforman el grupo
utricularia (Remaudière y Remaudière, 1997). A estas, se suman otras cuatro
muy próximas filogenética y morfológicamente y que inducen agallas semejantes en
distintas especies de Pistacia (Brown y Blackman, 1994). Aunque en la península
ibérica se asumiese que sólo G. utricularia s.s. (Passerini, 1856) inducía agallas en
Pistacia terebinthus (Pérez Hidalgo y Nieto Nafría, 2003), actualmente se sabe que
G. setulosa (Passerini, 1860) también induce agallas en este territorio, las cuales son
muy similares morfológicamente (Pérez Hidalgo, 2016).
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En el género Forda también existen desafíos taxonómicos. Por ejemplo,
F. marginata y F. riccobonii conforman un complejo de especies que divergieron
recientemente y que, pese a la gran diferencia morfológica de las agallas, las virginó-
genas ápteras son difícilmente distinguibles (Ortiz-Rivas et al., 2009). Además, las
generaciones radicícolas de F. marginata muestran una variabilidad morfológica que
sugiere la existencia de múltiples especies agrupadas con el mismo nombre (Black-
man y Eastop, 2020). Del mismo modo, bajo el nombre de F. formicaria parecen
estar incluyéndose, al menos, tres especies diferentes (Blackman y Eastop, 2020).

Por último, el género Paracletus también parece mostrar una gran diversidad
genética, existiendo evidencias que soportan la existencia de dos o tres linajes
induciendo agallas en Pistacia terebinthus en la península ibérica (Ortiz-Rivas
et al., 2009). En este sentido, parece que las agallas y las generaciones gallícolas de
Paracleuts cimiciformis y P. donisthorpei son indistinguibles (Blackman y Eastop,
2020; Ortiz-Rivas et al., 2009; Pérez Hidalgo y Nieto Nafría, 2003).

Especies ibéricas de la tribu Fordini

De las 86 especies conocidas de esta tribu (Favret y Eades, 2023) hay 14
especies citadas en la península ibérica, agrupadas en ocho géneros, pertenecientes
todas ellas a la subtribu Fordina (Hermoso de Mendoza et al., 2002; Pérez Hidalgo
y Nieto Nafría, 2003; Pérez-Hidalgo et al., 2007; Pérez Hidalgo, 2016) (Figura 3;
Tabla 1). De ellas, diez inducen agallas sobre su hospedador primario. Sin embargo,
pese a que los estudios moleculares y los experimentos de transferencia hayan
permitido describir las formas gallícolas de G. pellucida y P. rotundus (Ortiz-Rivas
et al., 2009; Pérez Hidalgo, 2016), sus agallas son aún indistinguibles de las inducidas
por G. utricularia y P. cimiciformis, respectivamente.

Figura 3: Agallas inducidas por las especies de Fordinos sobre Pistacia terebinthus. (A) Baizongia pistaciae,
(B) Forda formicaria (agalla definitiva), (C) F. marginata (agalla definitiva), (D) Geoica sp., (E)
Paracletus sp.
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Tabla 1: Relación de hospedadores primarios y especies de pulgones de las tribus Fordini y Pemphigini en
la península ibérica. En negrita se indican las especies gallígenas en la península ibérica.

Fordini Pemphigini
Pistacia atlantica Desf. 1799 Crataegus spp.
Forda riccobonii (De Stefani, 1899) Prociphilus pini (Burmeister, 1835)
Smynthurodes betae Westwood, 1849 Fraxinus spp.

Pistacia lentiscus L., 1753 Prociphilus fraxini (Fabricius, 1777)
Aploneura lentisci (Passerini, 1856) Prociphilus fraxinifolii (Riley)

Pistacia terebinthus L., 1753 Prociphilus bumeliae (Schrank, 1801)
Baizongia pistaciae L., 1767 Olea europaea
Forda formicaria von Heyden, 1837 Prociphilus oleae (Leach, 1826)
Forda marginata Koch, 1857 Populus spp.
Geoica utricularia (Passerini, 1856) Pemphigus bursarius (L., 1758)
Geoica pellucida (Buckton, 1883) Pemphigus immunis Buckton, 1896
Paracletus cimiciformis von Heyden, 1837 Pemphigus phenax Börner & Blunck, 1916
Paracleuts rotundus (Theobald, 1914) Pemphigus populinigrae (Schrank, 1801)

Sin hospedador primario Pemphigus protospirae Lichtenstein, 1885
Aloephagus myersi Essig, 1950 Pemphigus spyrothecae Passerini, 1856
Forda longicornis Remaudière & Leclant, 1999 Pemphigus populi Courchet, 1879
Geoica setulosa (Passerini, 1860) Pemphigus vesicarius Passerini, 1862
Rectinasus buxtonii Theobald, 1914 Thecabius affinis (Kaltenbach, 1843)

Pachypappa warshavensis (Nasonov, 1894)
Tilia spp.

Patchiela reaumuri (Kaltenbach, 1843)
Sin hospedador primario

Pemphigus groenlandicus (Rübsaamen, 1898)

Estudios histológicos en Fordini

Desde un punto de vista histológico, la mayoría de agallas inducidas en especies
de Pistacia por Fordinos ha sido descrita en profundidad (Álvarez et al., 2008, 2009;
Álvarez, 2012; Álvarez et al., 2014, 2016; Kurzfeld-Zexer et al., 2015; Muñoz-Viveros
et al., 2014; Wool y Bar-El, 1995), si bien, la identificación de las agallas asignadas a
G. utricularia y P. cimiciformis han de ser tomadas con precaución por los motivos
expuestos anteriormente. También se ha estudiado la histología de varias especies
de Fordinos induciendo agallas en especies de Rhus (Liu et al., 2014b; Lu et al.,
2019). Estos estudios han permitido describir las agallas inducidas por las especies
de esta tribu en dos grupos: agallas cerradas, caracterizadas por la presencia de
oquedades en la superficie que tapiza internamente la agalla, y agallas abiertas que
carecen de dichas oquedades en la superficie interna. Estas agallas, al igual que el
resto de agallas inducidas por insectos, se caracterizan por fenómenos de hipertrofia
e hiperplasia del mesófilo aunque, en el caso particular de las agallas inducidas
por Fordinos, hay una importante afección del nervio central del órgano afectado
(Álvarez et al., 2009; Álvarez, 2011, 2012). Finalmente, estos estudios han realizado
valiosas aportaciones desde un punto de vista taxonómico (Álvarez et al., 2014,
2016).
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Estudios ecológicos en Fordini

Desde un punto de vista del desarrollo de las agallas inducidas por especies de
Fordini, sólo se han estudiado la dinámica de la colonia gallícola y el crecimiento de
la agalla en algunas especies que inducen agallas sobre Pistacia en Israel (Martinez,
2009; Wertheim, 1954; Wool y Bar-El, 1995; Wool y Ben-Zvi, 1998; Wool et al., 1999;
Wool, 2012), no existiendo ningún estudio en profundidad en otras regiones como la
península ibérica. Dichos estudios han permitido describir los cambios macroscópicos
y poblacionales acontecidos en estas agallas.

De forma similar, sólo se ha estudiado la relación de unas pocas especies con
sus enemigos naturales en las fases gallícolas y, de nuevo, existe un importante sesgo
hacia la región de oriente próximo (Wool y Bar-El, 1995; Wool y Ben-Zvi, 1998;
Wool, 2012). Sólo gracias a los estudios de Starý (1968) y Rakhshani et al. (2015),
tenemos información sobre los parasitoides que afectan a estas especies en Europa.
La relación de estas especies con sus enemigos naturales y los efectos en el desarrollo
de las agallas sólo se conoce para algunas especies en Israel.

Habida cuenta de la importante variabilidad interanual y geográfica en la
ecología de estas especies (eg: Wertheim, 1954; Wool y Bar-El, 1995), así como
de los problemas taxonómicos que algunas de ellas presentan, se hace fundamental
realizar estudios con un mayor seguimiento temporal y a una escala taxonómica
mayor que permita comparar los patrones encontrados entre las distintas especies.
Además, especies como P. cimiciformis o F. marginata carecen de estudios ecológicos
previos.

ESTUDIOS PREVIOS SOBRE PEMPHIGINI
Especies ibéricas de la tribu Pemphigini

En la afidofauna mundial hay 185 especies descritas de Pemphigini (Favret y
Eades, 2023), de las cuales 17 están presentes en la península ibérica (Casiraghi et al.,
2019, 2022; Pérez Hidalgo y Nieto Nafría, 2003; Pérez Hidalgo y Mier Durante, 2012)
(Figura 4; Tabla 1). De ellas, cuatro inducen deformaciones en su hospedador
primario y nueve inducen agallas verdaderas en Populus nigra. Tan sólo de dos
de ellas se desconocen sus formas sobre el hospedador primario y, por tanto, su
capacidad para inducir agallas.
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Figura 4: Agallas inducidas por las especies de Pemphigini sobre Populus nigra. (A) Thecabius affinis
(agalla definitiva), (B) Pemphigus populi, (C) P. populinigrae, (D) P. bursarius, (E) P. vesicarius, (F)
P. immunis, (G) P. protospirae, (H) P. spyrothecae,

Estudios histológicos en Pemphigini

Al contrario que los Fordinos, en este grupo apenas existen estudios histoló-
gicos sobre las agallas inducidas por las especies de Pemphigini. Richardson et al.
(2017) analizaron la histología y la morfología de las agallas de Pemphigus betae
Doane, 1900, determinando que éstas implican fenómenos de hiperplasia de las epi-
dermis adaxial y abaxial, acompañado de una hipertrofia generalizada del mesófilo.
Sin embargo, hasta la fecha no se conocen otros estudios similares realizados de las
agallas de otras especies de Pemphigini, por lo que no se puede determinar si lo
observado para P. betae es la regla o la excepción.

Estudios fisiológicos en Pemphigini

Por el contrario, muchas de estas agallas y el efecto que éstas tienen sobre
su hospedador, han sido bien analizadas desde un punto de vista fisiológico, si bien
estos estudios se centran en P. betae y P. spyrothecae. De una parte, gracias a
estudios de marcaje con isótopos radioactivos, se determinó el efecto sumidero de
las agallas de P. betae (Larson y Whitham, 1991). Por otro lado, también se descrito
las alteraciones en el perfil de fitohormonas producido por la acción de P. betae
en distintos genotipos de Populus angustifolia. Además, Kot y Kmieć (2020) y Ye
et al. (2019) determinaron recientemente que las agallas de P. spyrothecae tienen
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una mayor concentración de especies reactivas de oxígeno, una mayor permeabilidad
de las membranas, así como una mayor producción de volátiles y una menor tasa
fotosintética.

Estudios ecológicos en Pemphigini

Desde un punto de vista ecológico, la mayoría de estudios se han centrado
en el género Pemphigus, y especialmente en P. betae. Una particularidad biológica
de este género es que las ninfas de primer estado de las fundatrígenas aladas son
dimórficas, existiendo unas con una mayor esclerotización y unas patas más robustas
que reciben el nombre de soldados (Aoki y Kurosu, 1986). A día de hoy, estas formas
se conocen sólo en algunas especies del subgénero Pemphigus como P. spyrothecae,
P. bursarius o P. protospirae (Pike et al., 2007), y parece claro que son responsables
de la defensa de la colonia frente a intrusos, así como de la reparación de daños
estructurales ocasionados en las agallas (Aoki y Kurosu, 1986). Además, el desarrollo
de las agallas y de su colonia se conoce para bastantes especies (Ghosh, 1984; Pike
et al., 2007; Pike, 2007; Urban, 2002), pero los estudios sobre las relaciones ecológicas
con sus enemigos naturales son muy escasos (Rakhshani et al., 2015; Urban, 2002).

OBJETIVOS

Habida cuenta de la información sesgada sobre el sentido adaptativo de las
especies de pulgones gallígenas y la información insuficiente en la península ibérica,
se hace necesaria la realización de estudios multidisciplinares e integradores, que
abarquen un enfoque histológico, ecológico y filogenético. Por ello, se plantea como
objetivo general de este trabajo el estudio del sentido adaptativo de las
agallas inducidas por las especies ibéricas de Fordini y Pemphigini. Como
objetivos específicos, se plantean:

1. La elaboración de una clasificación de las agallas inducidas por los pulgones
de las tribus Fordini y Pemphigini.

2. El estudio de las dinámicas poblaciones y su implicación en el desarrollo de
las agallas inducidas por especies de Fordini y Pemphigini.

3. La validación de la hipótesis nutricional en las agallas inducidas por especies
de Fordini y Pemphigini.

4. La validación de la hipótesis del enemigo en las agallas inducidas por
especies de Fordini y Pemphigini.
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EL ÁREA DE ESTUDIO

El estudio de las agallas inducidas por pulgones se centró en aquéllas
inducidas en Pistacia therebintus por especies de la tribu Fordini, y las inducidas en
Populus nigra por especies de la tribu Pemphigini. En la provincia de León, estas
especies están presentes y su distribución se encuentra ligada a la del hospedador
primario (Pérez Hidalgo y Nieto Nafría, 2003). La mayor parte de las muestras
proceden de las dos localidades de muestreo principales: el entorno de Las Médulas
y el entorno de la ciudad de León. En algunos casos se recurrió a muestras de otras
localidades, lo cual se indicará en los capítulos que corresponda.

El entorno de Las Médulas – agallas de Fordinos

El entorno de las médulas, al oeste de la provincia de León, se ubica desde un
punto de vista biogeográfico en el sector Berciano-Sanabriense (provincia Mediterrá-
nea Ibérica Occidental) (Rivas-Martínez, 2007). Su bioclima es mediterráneo pluvies-
tacional oceánico, mesomediteráneo superior, subhúmedo inferior (Rivas-Martínez,
2011a). En esta zona, cuya vegetación potencial está definida por encinares salicíco-
las (Genisto hystricis-Querceto rotundifoliae Sigmetum)(Rivas-Martínez, 2011b), es-
tá presente el cornicabra, Pistacia therebintus, en zonas con buena accesibilidad. Los
lugares que ocupa esta planta en esta zona corresponde con hábitats relativamente
degradados por el uso antrópico. Además, en este área están citadas todas las espe-
cies iberobaleares conocidas induciendo agallas en esta planta (Baizongia pistaciae,
Forda formicaria, F. marginata, Paracletus spp. y Geoica spp.) (Pérez Hidalgo y
Nieto Nafría, 2003). En este entorno, se han centrado los esfuerzos en las proximi-
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Muestreos

dades de las localidades de San Juan de Paluezas (42º 30’ 22"N, 6º 43’ 27"W) y
Villavieja (42º 29’ 1"N, 6º 41’ 0"W) (Figura 5A y B) por la especial abundancia
del hospedador primario de los Fordinos. Los muestreos se han realizado en más de
50 pies de planta durante los años 2005 a 2016.

El entorno de León – agallas de Pemphiginos

La ciudad de León (42º 35’ 60"N, 5º 34’ 18"W), situada en el tercio este
de la provincia de León, se ubica desde un punto de vista biogeográfico en el
sector Leonés (provincia Mediterránea Ibérica Occidental) (Rivas-Martínez, 2007).
Su bioclima es mediterráneo pluviestacional oceánico, submediteráneo inferior,
subhúmedo inferior (Rivas-Martínez, 2011a). En esta zona, situada en los fondos
de valle de los ríos Bernesga y Torío, y cuya vegetación potencial en las zonas
riparias son alisedas (Rivas-Martínez, 2011b), hay abundantes pies de chopo negro,
Populus nigra, en los cuales se encuentran la mayoría de especies de Pemphiginos
induciendo agallas en esta planta (Pemphigus bursarius, P. immunis, P. populi,
P. protospirae, P. spyrothecae y T. affinis) En esta zona (Figura 5A y C) se han
recogido las agallas en 15 pies de planta durante los años 2020 a 2023.

MUESTREOS

Todos los muestreos se realizaron quincenalmente entre mayo y septiembre,
coincidiendo con la época en la que las agallas están en desarrollo en su hospedador
primario (Pérez Hidalgo y Nieto Nafría, 2003). En cada árbol, las agallas se
recogieron de forma aleatoria, sin seleccionar una especie frente a otra, por lo que
los muestreos pueden dar una idea de la abundancia relativa de cada especie en las
zonas de muestreo. Una vez recogidas las agallas e individualizadas por cada pie de
planta muestreado, se trasladaron al laboratorio donde fueron congeladas para su
posterior procesamiento. En los años 2007 a 2010 también se realizaron muestreos
puntuales durante el resto de meses del año para recoger agallas abiertas en busca
de parásitos o depredadores que hubieran permanecido en la agalla tras su apertura.
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Figura 5: (A) Ubicación de las dos zonas principales de estudio, donde 1 indica el entorno de las Médulas donde se muestrearon agallas inducidas por Fordinos, y 2 indica el
entorno de la ciudad de León, donde se muestrearon las agallas inducidas por Pemfiginos. (B) Pie de planta de Pistacia therebintus. (C) Pies de planta de Populus nigra.25



Métrica de las agallas y volumen

MÉTRICA DE LAS AGALLAS Y ESTIMACIÓN DE SU VOLUMEN

De cada hoja con agallas recogida se tomaron diversas medidas, las cuales
difirieron en función de la especie de planta. En el caso de las hojas P. therebintus,
se midió la longitud de la hoja, el número de foliolos y la longitud, anchura y
posición del foliolo sobre el que se asentaba la agalla. Por su parte, de las hojas
de P. nigra se midió la longitud y anchura de la hoja, así como la longitud del
peciolo. Adicionalmente, de cada agalla, se registró su altura, anchura y longitud.
A partir de estas tres últimas medidas, fue posible estimar el volumen de la agalla,
aplicando modelos geométricos similares a la morfología de cada agalla (Figura 6).
Así, para las agallas de F. marginata se utilizó un modelo cilíndrico de sección
circular, mientras que para las agallas de Paracletus spp. y F. formicaria, se utilizó
un cilindro aplanado de sección oval. El resto de agallas, como las de Geoica spp. o
las de las especies de Pemphigus fueron asemejadas a un esferoide.

DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO POBLACIÓN DE LA COLONIA
GALLÍCOLA

Una vez medidas las agallas, éstas fueron diseccionadas bajo una microscopio
estereoscópico (marca Euromex NexiusZoom) con ayuda de un escalpelo. Los
pulgones de su interior fueron fijados seguidamente en etanol al 70% para su
posterior conteo y conservación. En concreto, de cada colonia gallícola se determinó
el número de individuos de cada generación. La diferenciación de las generaciones
presentes en el interior de las agallas se puede realizar estudiando el número de
antenómeros (Pérez Hidalgo y Nieto Nafría, 2003). Así, las fundadoras presentan
sólo cuatro antenómeros, mientras que las fundatrígenas ápteras presentan cinco
antenómeros y las aladas, seis. En el caso de haber un sólo pulgón (el inductor), se
determinó también su estado de desarrollo mediante el conteo de las exuvias. En el
caso de las generaciones de fundatrígenas ápteras, se determinó el número de ninfas
(sin placa genital) y adultas (con placa genital). Finalmente, para la generación de
fundatrígenas aladas se determinó el número de ninfas sin esbozos alares (n1-n2),
de ninfas con esbozos alares (n3-n4), así como el número de adultas.

Adicionalmente se identificaron los ataques realizados por enemigos naturales.
Las agallas atacadas por lepidópteros se reconocieron por presentar, al menos,
un orificio en su pared (Wool, 2005). Por otro lado, las agallas parasitadas se
identificaron por la hinchazón y endurecimiento de la cutícula de la fundadora o
la fundatrígena áptera gallícola (Rakhshani et al., 2015).
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Figura 6: Modelos geométricos utilizados para F. marginata (A), Paracletus spp. y F. formicaria (B) y
Geoica spp. y Pemphigus spp. (C). D1 y D2: diámetros perpendiculares en el centro de la agalla; Dmax:
Diámetro mayor; Dmin: diámetro menor; h: altura de la agalla; L: longitud de la agalla; W1 y W2: Anchura
y altura de la agalla, respectivamente.
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ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

Dada la variabilidad en la naturaleza de los datos y los objetivos específicos,
los análisis estadísticos detallados se explicarán en cada capítulo.

En todos los casos, se ha utilizado el lenguaje de programación R v.4.3.1
(R Core Team, 2023), realizando los análisis en un ordenador MSI con 16GB de
RAM, un procesador Intel® CoreTM i7 con 8 núcleos (2.80 GHz) y con un sistema
operativo Ubuntu 20.04.6 LTS. La lectura de las tablas de datos se ha realizado
con el paquete openxlsx v. 4.2.5 (Schauberger y Walker, 2021). Los gráficos se
han realizado con ggplot2 v.3.3.6 (Wickham, 2016), ggpubr v.0.4.0 (Kassambara,
2020) y otras funciones integradas en los paquetes indicados en su caso.
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CAPÍTULO 1

CLASIFICACIÓN MORFO-HISTOLÓGICA DE
AGALLAS DE PULGONES
UNA PERSPECTIVA FILOGENÉTICA

La información contenida en este capítulo ha sido publicada, en parte, en la
siguiente aportación:

Álvarez, R., Moreno-González, V., Martinez, J. I., Ferreira, B. G., y
Pérez Hidalgo, N. (2020). Microscopic study of nine galls induced in Populus nigra
by aphids of the Iberian Peninsula. Arthropod-Plant Interactions, 14(6), 799–809.
doi.org/10.1007/s11829-020-09778-1

29





Capítulo 1. Clasificación morfo-histológica

RESUMEN

Los estudios histológicos de las agallas de insectos han sido fundamentales para
comprender sus características y desarrollo Las características histológicas, además,
pueden ser únicas para ciertas especies o grupos taxonómicos, lo que permite la
clasificación y diferenciación precisa. A partir de las recientes publicaciones que
revisan la clasificación de agallas inducidas por especies de Fordini y Pemphigini,
en este capítulo se presenta una clasificación conjunta de las agallas de todos los
pulgones de ambas tribus. Además, se analizan las características histológicas en
relación con la filogenia de estos taxones. La clasificación mostró la existencia de
tres grupos netamente diferenciados: (1) bolsas abiertas, (2) pliegues de la lámina
foliar, y (3) agallas cerradas. Estos tres grupos se diferenciaron en características
histológicas y, además, en cuestiones biológicas como el sitio de inducción o el
mecanismo de apertura. El estudio detallado del grado de hipertrofia e hiperplasia
puso de manifiesto que en prácticamente todas las agallas analizadas, existió un
incremento significativo en el grosor de la pared, el número de células de la pared
y los grosores del floema y del haz vascular en comparación con el órgano sano del
hospedador. Por su parte, el xilema sólo se hipertrofió en algunas agallas. Además,
se observó que el grosor de la pared de la agalla está determinado por el número
de células e influenciado por el tipo de agalla. Así, las agallas cerradas tienen
mayor hipertrofia e hiperplasia. Todo ello demuestra que las agallas de pulgones
son inducidas por fenómenos de hipertrofia del floema e hiperplasia del parénquima
del órgano afectado. Finalmente, la clasificación filogenética mostró que, en la tribu
Fordini, las agallas surgieron en una ocasión. Probablemente, las agallas abiertas
con forma de pliegue, surgieron a partir de las agallas cerradas, habida cuenta
que en los dos clados encontrados existen este tipo de agallas. Por su parte, en la
tribu Pemphigini, la capacidad de inducir agallas surgió en, al menos, dos ocasiones:
el subgénero Pemphigus induce agallas abiertas con forma de saco y el subgénero
Pemphiginus, filogenéticamente independiente del género Pemphigus, induce agallas
cerradas. De esta forma, las agallas cerradas son una convergencia evolutiva entre
ambas tribus.
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DINÁMICAS POBLACIONALES Y DESARROLLO DE
LAS AGALLAS DE FORDINOS
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Capítulo 2. Dinámicas poblacionales

RESUMEN

Las agallas de pulgones son coloniales. Esto implica que son generadas por
un individuo, el cual se reproduce dentro de la agalla, dando lugar a una colonia
gallícola. Su dinámica poblacional y la relación de ésta con el crecimiento de las
agallas plantea, sin embargo, interrogantes. A pesar de la tendencia a considerar un
crecimiento exponencial, se sugiere que un modelo logístico puede ser más apropiado
debido a la limitación de la reproducción de la última generación. La falta de
estudios exhaustivos, que están sesgados taxonómica y geográficamente, resalta
la necesidad de una comprensión más completa de este fenómeno. Este capítulo
tiene como objetivo determinar el modelo de crecimiento de las colonias gallícolas
y las agallas, y su relación con el tipo de agalla, centrándose en cuatro especies de
Fordinos (Forda formicaria, F. marginata, Geoica sp. y Paracletus sp.). A partir
de los datos de tamaño poblacional y de las estimas de volumen de las agallas
inducidas por cuatro especies de Fordinos en el periodo 2009-2016, se ajustaron
diversas curvas logísticas. Con estos análisis, se comprobó que en todas las especies
analizadas, la población gallícola creció de forma logística, es decir, que la colonia
crece de forma lenta al inicio de su desarrollo y, posteriormente lo hace de forma
rápida hasta llega a un estado de estabilidad poblacional. De modo semejante, todas
agallas estudiadas, salvo las inducidas por F. marginata crecieron de forma logística.
En la agalla mencionada, no se detectó un incremento del volumen a lo largo del
tiempo, posiblemente debido al depósito de pared secundaria (lignificación) en las
células parenquimáticas de la pared de la agalla. Adicionalmente, se pudo constatar
que la colonia determina el crecimiento de la agalla en todo su desarrollo. Así, el
estado de desarrollo de la forma gallígena correlacionó positivamente con el volumen
de la agalla, de modo que esta forma es determinante en el establecimiento de
la morfología y volumen iniciales. Por otro lado, el volumen de las agallas estuvo
determinado por el tamaño de la colonia gallícola, aunque en este caso, la presencia
de fundatrígenas aladas se relacionó con la ralentización del crecimiento. Gracias a
estos resultados, se ha podido comprobar que las fundatrígenas ápteras gallícolas
son responsables del crecimiento rápido de la agalla. Posiblemente, las fundatrígenas
aladas sean responsables de la apertura de las agallas, aunque serán necesarios
experimentos adicionales para determinar este hecho.
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CAMBIOS FISIOLÓGICOS DURANTE EL DESARROLLO.
LAS AGALLAS DEFINITIVAS DE FORDA FORMICARIA

37





Capítulo 3. Cambios fisiológicos en F. formicaria

RESUMEN

Durante el desarrollo de las agallas, se producen cambios fisiológicos y
estructurales en los tejidos de la planta inducidos por el organismo inductor,
afectando su capacidad fotosintética y su función como sumidero fisiológico. Aunque
los estudios anteriores se han centrado en algunas tribus de pulgones gallígenos, la
investigación sobre las agallas inducidas por Fordinos en Pistacia es limitada, y
el desarrollo de agallas abiertas con forma de pliegue no ha sido estudiado. Este
capítulo tiene como objetivos investigar los cambios fisiológicos en estas agallas,
comprender su relación con el hospedador primario mediante parámetros fisiológicos
clave, y profundizar en el papel de las fitohormonas en las etapas tempranas de
cecidogénesis. Se utilizarán las agallas definitivas inducidas por las fundatrígenas
ápteras gallígenas de F. formicaria en la región mediterránea. Se recolectaron
agallas definitivas en P. terebinthus para análisis fisiológicos y nutricionales. Se
analizaron azúcares solubles, almidón, fenoles, antocianos y nutrientes minerales.
Adicionalmente, se estudió el papel de fitohormonas en las etapas tempranas de
la cecidogénesis El análisis de los resultados reveló patrones fisiológicos distintivos
en el desarrollo de las agallas de F. formicaria en comparación con el tejido sano.
Las agallas acumularon fenoles y antocianos en las primeras etapas, cambiando
posteriormente a una acumulación de almidón y azúcares solubles. En el análisis de
carbohidratos, se observó un aumento significativo de azúcares solubles y almidón en
las agallas, y la presencia de antocianos y fenoles decreció a medida que las agallas
maduraban. Los nutrientes también exhibieron cambios específicos en las agallas,
como la disminución de calcio, hierro y manganeso, así como un aumento marcado
de potasio. Además, las fitohormonas como el ácido indolacético e isopenteniladenina
mostraron incrementos significativos en las agallas, mientras que el ácido salicílico
y la castasterona disminuyeron. Estos hallazgos sugieren que las agallas de F.
formicaria actúan como un sumidero limitado y, en sus fases maduras, acumula
almidón en forma de amiloplastos. Además, la modulación de los componentes
minerales en las agallas puede tener implicaciones en la tasa fotosintética (reducción
de hierro y manganeso), la inhibición de defensas (reducción en calcio) o la mayor
efectividad en la toma de aminoácidos (aumento en potasio y del ratio C/N).
Durante la inducción, cobran especial relevancia el ácido indolacético, responsable
de los procesos de hipertrofia e hiperplasia, y las citoquininas, posiblemente
responsables del mantenimiento de la actividad fotosintética en la hoja. Además,
queda patente que la inducción de agallas supone una inhibición de las defensas de
la planta, habida cuenta de la disminución de ácido salicílico y compuestos defensivos
como los fenoles y los antocianos.
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CAPÍTULO 4

ENEMIGOS NATURALES DE FORDINOS Y
PEMPHIGINOS

La información contenida en este capítulo ha sido presentada, en parte, en la
siguiente comunicación oral:

Moreno-González, V., Casiraghi, A., Álvarez, R. y Pérez Hidalgo, N. (2023).
Right in time, Right in space: how Monoctonia pistaciaecola parasitism affects
the development of Fordini galls (Hemiptera: Aphididae). XX Congreso Ibérico de
Entomología, Alicante (España). Comunicación oral.
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Capítulo 4. Enemigos naturales de Fordinos y Pemphiginos

RESUMEN

Las agallas inducidas por artrópodos presentan diversas estructuras externas e
internas que desempeñan un papel crucial en la protección de los organismos que las
albergan. La hipótesis del enemigo plantea que estas agallas representan una ventaja
adaptativa al proporcionar protección contra enemigos naturales, lo que promueve
la diversidad de estructuras de defensa en grupos gallícolas. El estudio se centra
en los pulgones gallícolas, que son atacados por depredadores y parasitoides. En
concreto, se estudin las preferencias por unas especies gallígenas frente a otras (1)
del pirálido Alophia combustella, un depredador generalista, y (2) de los afidiinos
Monoctonia pistaciaecola y M. vesicarii, ambos parasitoides especialistas de formas
gallígenas de Fordini y Pemphigini, respectivamente. Durante los años 2008 a 2011 se
recolectaron agallas de Fordinos depredadas por A. combustella en las localidades
de Villavieja y San Juan de Paluezas (León). Estos muestreos se llevaron a cabo
durante todos los meses del año. Las agallas recolectadas fueron diseccionadas y las
orugas del interior, medidas para estimar su estado larvario. Adicionalmente, durante
los años 2009, 2010 y 2019, se recolectaron agallas de Fordinos parasitadas por M.
pistaciaecola y agallas de Pemphiginos parasitadas porM. vesicarii, tomando de ellas
medidas para la estima del volumen de las agallas y contando los pulgones del interior
para determinar el tamaño poblacional de la colonia. Los resultados mostraron que,
entre los meses de mayo a septiembre, A. combustella tiene una preferencia por las
agallas de Geoica spp., Baizongia pistaciae y Forda formicaria, siendo marginal la
depredación sobre F. marginata y Paracletus spp., si bien, la preferencia por unas
agallas frente a otras cambia a lo largo del desarrollo de la oruga. Por el contrario, M.
pistaciaecola muestra un parasitismo diferencial, atacando fundamentalmente a F.
marginata, Geoica spp., y Paracletus spp. En ambos casos, estos resultados suponen
una evidencia indirecta que soporta la hipótesis del enemigo, aunque serán necesarios
futuros estudios para determinar qué características hacen que una especie sea más
o menos atacada por enemigos naturales. Además, el estudio del efecto sobre el
tamaño de la colonia del parasitismo de Monocotonia pone de manifiesto que, en
ausencia de fundatrígenas ápteras y aladas, las agallas cesan su crecimiento y nunca
se abren. Esto evidencia de nuevo la implicación de las fundatrígenas en el desarrollo
de la agalla.
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EL SENTIDO ADAPTATIVO DE LAS AGALLAS DE PULGONES

Las agallas estudiadas se han clasificado en tres grupos: cerradas, abiertas con
forma de bolsa y abiertas con forma de pliegue. En esta clasificación es destacable,
como ya se ha mencionado anteriormente, que cada tipo de agalla tiene un sitio
de inducción diferente. Así, las agallas cerradas y las abiertas con forma de bolsa
dependen directamente del haz vascular principal del órgano (nervio central de hoja
o foliolo, haz vascular de peciolo, haz vascular de tallo) (Álvarez, 2012; Álvarez et al.,
2016, 2020). Por su parte, las agallas abiertas con forma de pliegue son agallas que
se inducen en la lámina foliolar (Álvarez et al., 2009, 2016, 2020). Si bien es sabido
que el pulgón es el principal factor influenciando en la morfología de la agalla (Stern,
1995), parece que el sitio de inducción también está jugando un papel importante.

Las agallas cerradas son, en general las más grandes en volumen, pudiendo
albergar desde decenas hasta millares de individuos (Wool, 2005). En el extremo
opuesto, las agallas en forma de pliegue son las más pequeñas en volumen y
también las que menor número de individuos albergan (Wertheim, 1954). Por
su parte, las agallas con forma de bolsa tienen un tamaño intermedio, salvo las
agallas de Pemphigus immunis, las cuales pueden ser bastante voluminosas (Ghosh,
1984). Además, las agallas cerradas presentan una mayor hipertrofia del tejido
parenquimático, lo cual implica que sus paredes son más gruesas (ver Capítulo 1).
Teniendo esto en cuenta, parece claro que el tipo de agalla, quizás unido al sitio de
inducción, supone sobre el éxito reproductor de la colonia.

Todos las especies aquí estudiadas tienen ciclos diécicos o con alternancia
de hospedadores salvo P. spyrothecae (Blackman y Eastop, 2020; Pérez Hidalgo y
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Nieto Nafría, 2003; Chan y Forbes, 1975). Para llegar al hospedador secundario
desde las agallas inducidas en el primario, es necesario que las agallas se abran para
que las fundatrígenas aladas puedan realizar el vuelo de migración. De nuevo, en la
clasificación encontrada, los mecanismos por los cuales las agallas se abren difieren
totalmente. Así, las agallas cerradas se rompen por múltiples sitios permitiendo el
vuelo sincrónico de todas las aladas. Las agallas abiertas con forma de pliegue se
abren mediante la apertura de su zona de cierra por dehiscencia de la agalla. En
este caso, el vuelo de las aladas es también sincrónico. En contraposición, las agallas
abiertas con forma de bolsa, se abren mediante el aumento del tamaño del poro
apical permitiendo que las aladas realicen el vuelo a medida que alcanzan la adultez
y, por tanto, lo hacen de forma asincrónica (Pike et al., 2007).

HIPÓTESIS NUTRICIONAL

La hipótesis nutricional afirma que las agallas suponen un beneficio para el
organismo gallígeno al proporcionar una mejor nutrición (Price et al., 1987; Stone y
Schönrogge, 2003). Una agalla con mejor calidad nutritiva proporcionará un mayor
éxito en términos de supervivencia y, en el caso particular de los pulgones, también
en términos de reproducción. Teniendo en cuenta esta hipótesis, en los distintos tipos
de agallas encontrados deberían haberse seleccionado características o estructuras
que permitan esta mejora en la calidad nutricional (Stone y Schönrogge, 2003).

En especies de la tribu Fordini, las agallas cerradas tienen una colonia mayor
y un mayor efecto sumidero que las agallas en pliegue (Inbar et al., 2004). Además,
aunque en especies de Pemphigini no se haya estudiado el efecto sumidero de los
distintos tipos de agallas, siguiendo la idea de Inbar et al. (2004), seguramente,
las agallas cerradas tengan una mayor capacidad como sumidero al presentar una
colonia de mayor tamaño (Pike et al., 2007).

Dado que la población crece de forma logística en la mayoría de especies
de pulgones gallícolas (ver Capítulo 2), durante la fase de crecimiento logístico
los nutrientes serán importados con mayor intensidad desde otros órganos de la
planta. En este sentido, las agallas cerradas pueden hacer frente a esto gracias
a que están situadas siempre sobre el nervio central y, en algunas especies como
Baizongia pistaciae, Slavum wertheimae o Pemphigus vesicarius, la agalla afecta
a todo el órgano y se inducen cuando éste es muy joven, permitiendo así que
se produzcan una mayor cantidad de cambios fisiológicos (Mani, 1964). Además,
todas las agallas cerradas inducidas por pulgones presentan una epidermis en la
luz con oquedades (Álvarez et al., 2020, 2016), lo que les permite evacuar la melaza
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producida por la colonia (Kutsukake et al., 2019). Teniendo en cuenta que la melaza
de los pulgones es muy similar a la savia elaborada (Douglas, 2003), serán necesarios
futuros estudios para determinar si estos desechos absorbidos por la planta pueden
ser reutilizados por los pulgones y, por tanto, si tiene alguna implicación sobre la
nutrición de la colonia.

En el extremo opuesto, las agallas con forma de pliegue tienen un poder como
sumidero fisiológico muy limitado (Inbar et al., 2004) al ser inducidas en el margen
foliolar sobre un órgano ya diferenciado. Posiblemente, en estas agallas la mejora en
los nutrientes se dé a través de la acumulación de almidón en forma de amiloplastos
que se liberan por acción de las α-amilasas según se incrementa la demanda de
azúcares por parte de la colonia (ver Capítulo 3 y Álvarez et al., 2009). Además, la
mayoría de especies inductoras de agallas con forma de pliegue (todas menos las del
género Paracletus) inducen dos agallas y presentan una generación de fundatrígenas
ápteras adicional (Roberti, 1983). Mediante la acumulación de amiloplastos y la
inducción de dos agallas secuenciales en el ciclo vital, las especies que inducen este
tipo de agallas pueden no ser tan dependientes del efecto sumidero.

Finalmente, las agallas con forma de saco, al igual que las agallas cerradas,
están inducidas sobre el nervio central de las hojas, sobre el peciolo, o sobre la rama,
lo cual les permite un buen acceso a los recursos de la planta que circulan por el
floema (Inbar et al., 2004; Larson y Whitham, 1991). Además, en estas especies, las
fundatrígenas aladas salen durante un periodo más o menos dilatado en el tiempo
y no de forma sincrónica como el resto (Pike et al., 2007). De este modo, la fase
estacionaria de la colonia gallícola se alcanza antes y con un número de pulgones
menor.

Con todo ello, es posible afirmar que, entre los distintos tipos de agallas
inducidas por especies de Fordini y Pemphigini, existen evidencias directas e
indirectas que soportan la hipótesis nutricional. En este sentido, parece claro que
la mejora en la calidad nutricional o las estrategias que permiten aprovechar mejor
los recursos de la planta hospedadora son un motor fundamental en la evolución de
estas especies.
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HIPÓTESIS DEL ENEMIGO

La hipótesis del enemigo postula que las agallas protegen a los organismos
gallícolas del ataque de enemigos naturales como depredadores o parásitos (Price
et al., 1987). De este modo, los organismos gallícolas deberían sufrir una menor
cantidad de ataques por enemigos naturales y, además, presentar una menor tasa
de mortalidad por dichos ataques (Stone y Schönrogge, 2003). Además, según esta
hipótesis, características como la dureza y el grosor de la pared, o la presencia de
tricomas reducen la cantidad de ataques (Stone y Schönrogge, 2003). En este sentido,
la hipótesis del enemigo se validaría si los enemigos naturales atacasen más a agallas
más blandas, con paredes más finas o con menos tricomas.

En el Capítulo 4 se ha constatado que el depredador generalista
Alophia combustella ataca preferentemente a Geoica utricularia, Forda formicaria
y Baizongia pistaciae. Por su parte, el parasitoide Monoctonia pistaciaecola ataca
a F. marginata, Geoica spp. y Paracletus spp., siendo el parasitismo sobre el resto
de especies, residual. Sin embargo, esta preferencia por unas especies frente a otras,
no está ligada a la clasificación de las agallas, pues entre las agallas atacadas, tanto
por A. combustella como por M. pistaciaecola, hay agallas cerradas y agallas con
forma de pliegue.

La selección de A. combustella de unas agallas frente a otras, parece
tener relación con el tamaño de las mismas. Además, en las agallas maduras
de F. marginata existe lignificación de las células de la parte externa de la
agalla, así como una acumulación de esclereidas que no ocurre en el del resto de
agallas estudiadas (Álvarez et al., 2009, 2016). Estos factores pueden actuar como
deterrentes frente al depredador.

Por su parte, la selección de M. pistaciaecola de unas especies frente a otras
no debe de responder a características de las agallas, pues este parasitoide ataca
al pulgón gallígeno antes de que la agalla se forme (Starý, 1968). Sin embargo, es
posible que la supervivencia de las especies de Monoctonia se vea favorecida por las
características de las agallas. De hecho, la especie más parasitada fue F. marginata,
cuyas agallas definitivas muestran una pared muy endurecida por la lignificación y
la presencia de esclereidas (Álvarez et al., 2009, 2016).

La existencia de una depredación y parasitismo diferenciales, así como la
existencia de determinadas características de las agallas que pueden ser responsables
de estos patrones, son evidencias indirectas que validan la hipótesis del enemigo. Sin
embargo, aún serán necesarios estudios más detallados sobre los motivos por los que
estos enemigos naturales seleccionan unas agallas frente a otras.
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¿POR QUÉ ALGUNAS AGALLAS SON ROJAS Y OTRAS NO?

Las agallas estudiadas tienden a adquirir coloraciones rojizas durante su
maduración, como es el caso de F. marginata, F. formicaria, P. spyrothecae
o T. affinis, mientras que otras como P. cimiciformis o P. populi son verdes
durante todo su desarrollo. Además, algunas presentan una coloración rojiza sólo en
determinadas partes como el pedúnculo en agallas de G. utricularia o el pedúnculo
y el ápice en las agallas de B. pistaciae. En la actualidad, existen cuatro hipótesis
que explican por qué las agallas adquieren una coloración rojiza: (1) la coloración
rojiza es consecuencia de la acumulación de antocianos que actúan como elementos
fotoprotectores (Wool, 2005); (2) la coloración rojiza es una coloración aposemática
que advierte a los potenciales depredadores de su impalatabilidad (Inbar et al.,
2010); (3) las agallas adquieren una coloración rojiza durante sus etapas finales
del desarrollo como consecuencia de la senescencia de las células más externas de
la pared de la agalla (White, 2010); (4) la coloración rojiza se produce por una
interacción entre las citoquininas, los azúcares y la radiación solar y, por tanto, es
una consecuencia del mecanismo de inducción de la agalla (Connor et al., 2012).
Sin embargo, aún no hay consenso sobre cuál de las cuatro hipótesis es válida
para explicar esté fenómeno tan extendido en las agallas inducidas por insectos
(ver Connor et al., 2012; Gerchman et al., 2013).

Para que la hipótesis de la fotoprotección (Wool, 2005) fuese cierta, debería
observarse que las agallas inducidas por la misma especie tuviesen coloraciones
rojizas de distinta intensidad en función del grado de exposición solar. Aunque
este hecho no ha sido comprobado directamente en el marco de esta tesis doctoral,
las observaciones de campo indican que las agallas que desarrollan coloraciones
rojizas lo hacen independientemente del lugar de la planta en el que se desarrollen
(observación personal). Del mismo modo, la hipótesis de (White, 2010) no explicaría
por qué algunas agallas como las temporales de F. formicaria y F. marginata o las
definitivas de F. marginata son rojas durante todo su desarrollo.

Por otro lado, la hipótesis del aposematismo de Inbar et al. (2010) requiere
que exista un reconocimiento por parte del depredador que, eventualmente, ataque
selectivamente a agallas que no muestren esta coloración rojiza y, además, que exista
un beneficio sobre el éxito reproductor en el organismo gallígeno. Sin embargo,
los resultados expuestos en el Capítulo 4 no apoyan esta idea. En el estudio de
depredación de Alophia combustella sobre las agallas de Fordinos, se observó que las
agallas de G. utricularia (parcialmente rojizas) y las de F. formicaria (totalmente
rojizas) fueron depredadas de forma preferente, mientras que la depredación sobre las
agallas de F. marginata (totalmente rojiza) y P. cimiciformis (verde) fue marginal
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Sobre el papel de las fundatrígenas aladas

(ver Figura ??, pág. ??). Por lo tanto, no se puede asumir una depredación selectiva
asociada al color rojo.

Finalmente, la hipótesis de las citoquininas de Connor et al. (2012) sí
estaría apoyada por los resultados mostrados en el Capítulo 3. En las agallas de
F. formicaria, que intensifican su coloración rojiza durante su desarrollo, se observó
un incremento significativo de algunas citoquininas y un aumento paulatino de los
azúcares solubles y el almidón en el interior de la agalla, si bien los antocianos,
responsables de la coloración rojiza en muchas plantas (Taiz et al., 2015), redujeron
su concentración en las agallas a medida que éstas maduraron. Debido a que la
coloración rojiza de estas agallas se da sólo en la pared externa, es posible que se dé
una acumulación de antocianos en el exterior de la agalla –quizás en respuesta a la luz
(Guo et al., 2005)– y, aun así, se cuantifique una disminución de la concentración
global de este compuesto. Además, esta hipótesis explicaría porque agallas cómo
las inducidas por G. utricularia se tornan rojas en el sitio de inducción, donde la
concentración de citoquininas se supone mayor.

Por lo tanto, parece que en las agallas inducidas por Fordinos y Pemphiginos
la coloración rojiza es una consecuencia del mecanismo de inducción y de los
cambios fisiológicos que acontecen durante su desarrollo. Por lo tanto, este elemento
no ayudaría a explicar el sentido adaptativo de las agallas ni la hipótesis del
enemigo (Price et al., 1987; Stone y Schönrogge, 2003) al no poder considerarse una
consecuencia de la presión selectiva ejercida por los enemigos naturales. Sin embargo,
serán necesarios futuros estudios para determinar porqué no todas las agallas son
rojas. Del mismo modo, sería interesante determinar si, de forma secundaria, la
coloración rojiza reporta algún beneficio sobre el éxito reproductor de los organismo
gallígenos.

SOBRE EL PAPEL DE LAS FUNDATRÍGENAS ALADAS

La apertura de las agallas es necesaria para la continuidad del ciclo vital de
los Fordinos y los Pemphiginos, puesto que es la única manera de que se produzca
el vuelo de migración al hospedador secundario (Blackman y Eastop, 2020; Pérez
Hidalgo y Nieto Nafría, 2003; Wool, 2005). Puesto que la forma de apertura de
estas agallas es diferente en las agallas abiertas y las agallas cerradas, los fenómenos
fisiológicos que acontezcan durante este periodo serán diferentes. Así, las agallas
cerradas se abren por rotura de su pared (Wool, 2005), por lo que es posible
que acontezcan eventos semejantes a los que ocurren durante la abscisión foliar
(suberificación, senescencia celular y rotura tisular (Olsson y Butenko, 2018)) o a
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la dehiscencia de las tecas en las anteras y frutos (lignificación, senescencia celular,
deshidratación (Wilson et al., 2011)). Por otro lado, las agallas abiertas en forma
de pliegue y las agallas abiertas en forma de saco se abren de forma más o menos
paulatina por la zona de cierre (Pike et al., 2007). En este sentido, al presentar
una zona por la que la agalla se puede abrir, es posible que las agallas se abran
simplemente por deshidratación.

En plantas, tanto la abscisión como la dehiscencia de órganos son fenómenos
que están controlados por fitohormonas como auxinas (Olsson y Butenko, 2018;
Taiz et al., 2015; Wilson et al., 2011). Teniendo en cuenta que (1) los pulgones
gallígenos sintetizan ácido indolacético (Tooker y Helms, 2014) que produce una
fuerte desregulación del perfil de fitohomonas (ver Capítulo 2), y (2) que el
desarrollo de las agallas es un proceso continuo que requiere el estímulo constante de
los organismos gallícolas (Williams, 1994), seguramente los pulgones gallícolas sigan
estimulando a la planta con fitohormonas endógenas. Así, es posible que la colonia
gallícola desencadene la apertura de las agallas. Los resultados del Capítulo 4
señalan que, en agallas parasitadas, la muerte de la colonia en Fordinos causada por
Monoctonia pistaciaecola impide que estas agallas se abran. Por otro lado, en las
agallas de Pemphiginos, en las que el M. vesicarii no produce la muerte de la colonia,
las agallas se desarrollan hasta su apertura. Todo esto señala que la colonia gallícola
es indispensable para que la agalla se abra, si bien aún es imposible determinar si
este proceso es inducido por las fundatrígenas ápteras, por las fundatrígenas aladas
o por ambas de forma sinérgica. Serán necesarios futuros estudios para determinar
qué papel juegan las generaciones gallícolas en la apertura de las agallas.
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CONCLUSIONES

1. Los pulgones de las tribus Fordini y Pemphigini inducen tres tipos de agallas:
agallas cerradas, agallas abiertas con forma de pliegue y agallas abiertas con
forma de saco. Cada uno de estos tipos difiere, no sólo en las características
histológicas, sino también en propiedades como el sitio de inducción, el
mecanismo de apertura y la evacuación de los residuos.

2. Desde un punto de vista evolutivo, en la tribu Fordini, la capacidad de inducción
de agallas ha surgido en una ocasión, constituyendo así una sinapomorfía
de este taxón. Según este paradigma, las agallas con forma de pliegue se
habrían originado a partir de agallas cerradas. Por otro lado, en Pemphigini,
la capacidad para inducir agallas ha surgido en dos ocasiones de forma
independiente. Por un lado, habrían surgido las agallas abiertas con forma
de saco propias del subgénero Pemphigus; por otro, surgen las agallas cerradas
propias del género Mordovilkoja y las especies de Pemphigus (Pemphiginus).
Así, las agallas cerradas constituyen una convergencia evolutiva entre las tribus
Fordini y Pemphigini.

3. La colonia gallícola determina el desarrollo de la agalla. Desde el punto de vista
de la cecidogénesis, las formas gallígenas son responsables de la inducción y, por
tanto, de la morfología inicial de las agallas. Posteriormente, las fundatrígenas
ápteras gallícolas son responsables del crecimiento rápido de la agalla. Por
último, las fundatrígenas aladas, quizás junto con las fundatrígenas ápteras
gallícolas, pueden ser las responsables de la apertura de las agallas previa al
vuelo de migración al hospedador secundario. Futuros estudios serán necesarios
para determinar el papel que juega cada morfo en esta última etapa del
desarrollo de las agallas inducidas por especies de Fordini y Pemphigini.
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4. Las diferencias encontradas en la capacidad como sumideros fisiológicos en las
agallas atiende a la clasificación realizada en este trabajo. Estas disimilitudes,
también se relacionan con el tamaño de la colonia gallícola al final del desarrollo,
así como con el sitio de inducción. Todas estas evidencias –directas e indirectas–
soportan la hipótesis nutricional.

5. Los enemigos naturales estudiados seleccionaron las agallas de forma diferencial,
aunque esta selección no atendió a la clasificación de las agallas realizada.
Pese a ello, se encontraron características como la presencia de esclereidas en
la parte externa de las agallas de Forda marginata que pueden estar detrás
de que éstas sean seleccionadas por el parasitoide Monoctonia pistaciaecola
y, al mismo tiempo, evitadas por el depredador Alophia combustella. El
ataque diferencial, junto con las mencionadas características son evidencias
que soportan parcialmente la hipótesis del enemigo en las agallas inducidas por
especies de Fordini y Pemphigini.
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Apéndices





APÉNDICEC

SESSIONINFO

En este apéndice se presenta la información de la sesión de R, proporcionando
detalles sobre el software utilizado en los análisis estadísticos llevados a cabo en los
capítulos de esta tesis doctoral. El listado de paquetes y la configuración del entorno
proporcionan una visión general de las herramientas empleadas en la investigación,
facilitando así su reproducibilidad.
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Apéndice C. SessionInfo

INFORMACIÓN DE SESIÓN DEL CAPÍTULO I
## R version 4.3.1 (2023-06-16)
## Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)
## Running under: Ubuntu 20.04.6 LTS
##
## Matrix products: default
## BLAS: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/blas/libblas.so.3.9.0
## LAPACK: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/lapack/liblapack.so.3.9.0
##
## locale:
## [1] LC_CTYPE=es_ES.UTF-8 LC_NUMERIC=C
## [3] LC_TIME=es_ES.UTF-8 LC_COLLATE=es_ES.UTF-8
## [5] LC_MONETARY=es_ES.UTF-8 LC_MESSAGES=es_ES.UTF-8
## [7] LC_PAPER=es_ES.UTF-8 LC_NAME=C
## [9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
## [11] LC_MEASUREMENT=es_ES.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
##
## time zone: Europe/Madrid
## tzcode source: system (glibc)
##
## attached base packages:
## [1] stats graphics grDevices utils datasets methods base
##
## other attached packages:
## [1] emmeans_1.7.5 BioDatev_1.0.0.9000 RColorBrewer_1.1-3
## [4] data.table_1.14.2 kableExtra_1.3.4 ggpubr_0.4.0
## [7] ggplot2_3.4.2 openxlsx_4.2.5.1 tidyr_1.2.0
## [10] dplyr_1.0.9
##
## loaded via a namespace (and not attached):
## [1] tidyselect_1.2.0 viridisLite_0.4.0 fastmap_1.1.0 TH.data_1.1-1
## [5] digest_0.6.29 estimability_1.3 lifecycle_1.0.3 survival_3.5-5
## [9] magrittr_2.0.3 compiler_4.3.1 rlang_1.1.1 tools_4.3.1
## [13] utf8_1.2.2 yaml_2.3.5 knitr_1.39 ggsignif_0.6.3
## [17] htmlwidgets_1.5.4 xml2_1.3.3 abind_1.4-5 multcomp_1.4-19
## [21] withr_2.5.0 purrr_0.3.4 grid_4.3.1 fansi_1.0.3
## [25] xtable_1.8-4 colorspace_2.0-3 scales_1.2.0 MASS_7.3-60
## [29] cli_3.4.1 mvtnorm_1.1-3 rmarkdown_2.14 generics_0.1.3
## [33] rstudioapi_0.13 httr_1.4.3 minqa_1.2.4 DBI_1.1.3
## [37] stringr_1.4.0 splines_4.3.1 parallel_4.3.1 rvest_1.0.2
## [41] assertthat_0.2.1 vctrs_0.5.2 boot_1.3-28 webshot_0.5.3
## [45] Matrix_1.6-0 sandwich_3.0-1 carData_3.0-5 bookdown_0.27
## [49] car_3.1-0 pbkrtest_0.5.1 rstatix_0.7.0 ggrepel_0.9.1
## [53] systemfonts_1.0.4 glue_1.6.2 nloptr_2.0.3 codetools_0.2-19
## [57] cowplot_1.1.1 DT_0.23 stringi_1.7.8 gtable_0.3.0
## [61] lme4_1.1-30 munsell_0.5.0 tibble_3.2.1 pillar_1.9.0
## [65] htmltools_0.5.2 R6_2.5.1 evaluate_0.15 lattice_0.21-8
## [69] backports_1.4.1 broom_1.0.1 Rcpp_1.0.9 zip_2.2.0
## [73] svglite_2.1.0 coda_0.19-4 nlme_3.1-162 xfun_0.31
## [77] zoo_1.8-10 pkgconfig_2.0.3
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INFORMACIÓN DE SESIÓN DEL CAPÍTULO II
## R version 4.3.1 (2023-06-16)
## Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)
## Running under: Ubuntu 20.04.6 LTS
##
## Matrix products: default
## BLAS: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/blas/libblas.so.3.9.0
## LAPACK: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/lapack/liblapack.so.3.9.0
##
## locale:
## [1] LC_CTYPE=es_ES.UTF-8 LC_NUMERIC=C
## [3] LC_TIME=es_ES.UTF-8 LC_COLLATE=es_ES.UTF-8
## [5] LC_MONETARY=es_ES.UTF-8 LC_MESSAGES=es_ES.UTF-8
## [7] LC_PAPER=es_ES.UTF-8 LC_NAME=C
## [9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
## [11] LC_MEASUREMENT=es_ES.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
##
## time zone: Europe/Madrid
## tzcode source: system (glibc)
##
## attached base packages:
## [1] stats graphics grDevices utils datasets methods base
##
## other attached packages:
## [1] BioDatev_1.0.0.9000 RColorBrewer_1.1-3 data.table_1.14.2
## [4] kableExtra_1.3.4 ggpubr_0.4.0 ggplot2_3.4.2
## [7] openxlsx_4.2.5.1 tidyr_1.2.0 dplyr_1.0.9
##
## loaded via a namespace (and not attached):
## [1] utf8_1.2.2 generics_0.1.3 xml2_1.3.3 rstatix_0.7.0
## [5] stringi_1.7.8 digest_0.6.29 magrittr_2.0.3 evaluate_0.15
## [9] grid_4.3.1 bookdown_0.27 fastmap_1.1.0 zip_2.2.0
## [13] backports_1.4.1 DBI_1.1.3 httr_1.4.3 rvest_1.0.2
## [17] purrr_0.3.4 fansi_1.0.3 viridisLite_0.4.0 scales_1.2.0
## [21] abind_1.4-5 cli_3.4.1 rlang_1.1.1 ellipsis_0.3.2
## [25] munsell_0.5.0 withr_2.5.0 yaml_2.3.5 tools_4.3.1
## [29] ggsignif_0.6.3 colorspace_2.0-3 DT_0.23 webshot_0.5.3
## [33] broom_1.0.1 assertthat_0.2.1 vctrs_0.5.2 R6_2.5.1
## [37] lifecycle_1.0.3 stringr_1.4.0 htmlwidgets_1.5.4 car_3.1-0
## [41] pkgconfig_2.0.3 pillar_1.9.0 gtable_0.3.0 glue_1.6.2
## [45] Rcpp_1.0.9 systemfonts_1.0.4 xfun_0.31 tibble_3.2.1
## [49] tidyselect_1.2.0 rstudioapi_0.13 knitr_1.39 htmltools_0.5.2
## [53] svglite_2.1.0 rmarkdown_2.14 carData_3.0-5 compiler_4.3.1
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INFORMACIÓN DE SESIÓN DEL CAPÍTULO III
## R version 4.3.1 (2023-06-16)
## Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)
## Running under: Ubuntu 20.04.6 LTS
##
## Matrix products: default
## BLAS: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/blas/libblas.so.3.9.0
## LAPACK: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/lapack/liblapack.so.3.9.0
##
## locale:
## [1] LC_CTYPE=es_ES.UTF-8 LC_NUMERIC=C
## [3] LC_TIME=es_ES.UTF-8 LC_COLLATE=es_ES.UTF-8
## [5] LC_MONETARY=es_ES.UTF-8 LC_MESSAGES=es_ES.UTF-8
## [7] LC_PAPER=es_ES.UTF-8 LC_NAME=C
## [9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
## [11] LC_MEASUREMENT=es_ES.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
##
## time zone: Europe/Madrid
## tzcode source: system (glibc)
##
## attached base packages:
## [1] stats graphics grDevices utils datasets methods base
##
## other attached packages:
## [1] emmeans_1.7.5 BioDatev_1.0.0.9000 RColorBrewer_1.1-3
## [4] data.table_1.14.2 kableExtra_1.3.4 ggpubr_0.4.0
## [7] ggplot2_3.4.2 openxlsx_4.2.5.1 tidyr_1.2.0
## [10] dplyr_1.0.9
##
## loaded via a namespace (and not attached):
## [1] tidyselect_1.2.0 viridisLite_0.4.0 farver_2.1.0 fastmap_1.1.0
## [5] TH.data_1.1-1 digest_0.6.29 estimability_1.3 factoextra_1.0.7
## [9] lifecycle_1.0.3 survival_3.5-5 magrittr_2.0.3 compiler_4.3.1
## [13] rlang_1.1.1 tools_4.3.1 utf8_1.2.2 yaml_2.3.5
## [17] knitr_1.39 ggsignif_0.6.3 labeling_0.4.2 htmlwidgets_1.5.4
## [21] xml2_1.3.3 multcomp_1.4-19 abind_1.4-5 withr_2.5.0
## [25] purrr_0.3.4 grid_4.3.1 fansi_1.0.3 xtable_1.8-4
## [29] colorspace_2.0-3 scales_1.2.0 MASS_7.3-60 cli_3.4.1
## [33] mvtnorm_1.1-3 rmarkdown_2.14 generics_0.1.3 rstudioapi_0.13
## [37] httr_1.4.3 minqa_1.2.4 DBI_1.1.3 stringr_1.4.0
## [41] splines_4.3.1 parallel_4.3.1 rvest_1.0.2 assertthat_0.2.1
## [45] vctrs_0.5.2 sandwich_3.0-1 boot_1.3-28 webshot_0.5.3
## [49] Matrix_1.6-0 carData_3.0-5 bookdown_0.27 car_3.1-0
## [53] pbkrtest_0.5.1 rstatix_0.7.0 ggrepel_0.9.1 systemfonts_1.0.4
## [57] glue_1.6.2 nloptr_2.0.3 codetools_0.2-19 ggtext_0.1.1
## [61] cowplot_1.1.1 DT_0.23 stringi_1.7.8 gtable_0.3.0
## [65] lme4_1.1-30 munsell_0.5.0 tibble_3.2.1 pillar_1.9.0
## [69] htmltools_0.5.2 R6_2.5.1 evaluate_0.15 lattice_0.21-8
## [73] highr_0.9 backports_1.4.1 gridtext_0.1.4 broom_1.0.1
## [77] Rcpp_1.0.9 zip_2.2.0 svglite_2.1.0 coda_0.19-4
## [81] gridExtra_2.3 nlme_3.1-162 xfun_0.31 zoo_1.8-10
## [85] pkgconfig_2.0.3
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INFORMACIÓN DE SESIÓN DEL CAPÍTULO IV
## R version 4.3.1 (2023-06-16)
## Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)
## Running under: Ubuntu 20.04.6 LTS
##
## Matrix products: default
## BLAS: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/blas/libblas.so.3.9.0
## LAPACK: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/lapack/liblapack.so.3.9.0
##
## locale:
## [1] LC_CTYPE=es_ES.UTF-8 LC_NUMERIC=C
## [3] LC_TIME=es_ES.UTF-8 LC_COLLATE=es_ES.UTF-8
## [5] LC_MONETARY=es_ES.UTF-8 LC_MESSAGES=es_ES.UTF-8
## [7] LC_PAPER=es_ES.UTF-8 LC_NAME=C
## [9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
## [11] LC_MEASUREMENT=es_ES.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
##
## time zone: Europe/Madrid
## tzcode source: system (glibc)
##
## attached base packages:
## [1] stats graphics grDevices utils datasets methods base
##
## other attached packages:
## [1] BioDatev_1.0.0.9000 RColorBrewer_1.1-3 data.table_1.14.2
## [4] kableExtra_1.3.4 ggpubr_0.4.0 ggplot2_3.4.2
## [7] openxlsx_4.2.5.1 tidyr_1.2.0 dplyr_1.0.9
##
## loaded via a namespace (and not attached):
## [1] gtable_0.3.0 xfun_0.31 htmlwidgets_1.5.4 ggrepel_0.9.1
## [5] rstatix_0.7.0 lattice_0.21-8 vctrs_0.5.2 tools_4.3.1
## [9] generics_0.1.3 tibble_3.2.1 fansi_1.0.3 pkgconfig_2.0.3
## [13] Matrix_1.6-0 assertthat_0.2.1 webshot_0.5.3 factoextra_1.0.7
## [17] lifecycle_1.0.3 compiler_4.3.1 stringr_1.4.0 munsell_0.5.0
## [21] carData_3.0-5 htmltools_0.5.2 yaml_2.3.5 nloptr_2.0.3
## [25] pillar_1.9.0 car_3.1-0 MASS_7.3-60 DT_0.23
## [29] boot_1.3-28 abind_1.4-5 nlme_3.1-162 tidyselect_1.2.0
## [33] rvest_1.0.2 zip_2.2.0 digest_0.6.29 stringi_1.7.8
## [37] purrr_0.3.4 bookdown_0.27 splines_4.3.1 cowplot_1.1.1
## [41] fastmap_1.1.0 grid_4.3.1 colorspace_2.0-3 cli_3.4.1
## [45] magrittr_2.0.3 utf8_1.2.2 broom_1.0.1 withr_2.5.0
## [49] scales_1.2.0 backports_1.4.1 rmarkdown_2.14 httr_1.4.3
## [53] lme4_1.1-30 ggsignif_0.6.3 evaluate_0.15 knitr_1.39
## [57] viridisLite_0.4.0 rlang_1.1.1 Rcpp_1.0.9 glue_1.6.2
## [61] DBI_1.1.3 xml2_1.3.3 minqa_1.2.4 svglite_2.1.0
## [65] rstudioapi_0.13 R6_2.5.1 systemfonts_1.0.4
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