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RESUMEN

Las plantas del género Ficus (Moraceae) presentan una inflorescencia practicamente
cerrada, denominada sicono, en cuyo interior se encuentran numerosas flores unisexuales.
La polinizacién de los siconos se realiza exclusivamente por avispas de la familia
Agaonidae, las cuales ingresan al sicono a través de una abertura apical llamada ostiolo, el
cual se encuentra parcialmente cerrado por las bracteas ostiolares. Esta interaccion
representa la Unica alternativa reproductiva para las especies interactuantes y se ha
considerado como un modelo de mutualismo coevolutivo. Se calcula que el origen de la
interaccién oscila entre los 60 y 100 Ma. La especificidad del mutualismo se atribuye
principalmente a una serie de filtros bioldgicos entre los que destacan la sincronizacion del
ciclo de desarrollo del sicono y el de las avispas polinizadoras, la emisién de compuestos
organicos volatiles del sicono que permite que las avispas detecten las flores pistiladas
receptivas, asi como la presencia del ostiolo, que actia como barrera fisica. Por lo tanto, la
integracion de estos filtros bioldgicos proporciona un sistema de estudio fascinante para
comprender, en conjunto, las adaptaciones mutuas que han contribuido a la especificidad
en el mutualismo Ficus-avispa Agaonidae.

A pesar de la gran importancia ecolégica y evolutiva de esta interaccion, en México
solo se conocen de manera general los aspectos biolégicos que modulan y favorecen el
establecimiento de este mutualismo. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo general
describir las adaptaciones morfo-anatémicas presentes en especies adscritas a dos
secciones del género Ficus (Americanae y Pharmacosycea), asi como de sus avispas
polinizadoras, en la region de Los Tuxtlas, en el estado de Veracruz, México. La tesis esta
estructurada en cuatro capitulos.

En el capitulo 1, se presenta una introduccién general para proveer un marco
tedrico de las principales caracteristicas sobre el mutualismo Ficus-avispas Agaonidae, una
caracterizacion de la zona de estudio y los métodos generales abordados.

En el capitulo Il se describe y analiza la diversidad estructural del ostiolo, durante la
fase receptiva del sicono en especies de Ficus. Los resultados indica que el ostiolo es una
estructura compleja, compuesta por dos zonas principales: las bracteas ostiolares y una
zona periostiolar. Se demostré que la variaciéon en la disposicion de las bracteas ostiolares
en ambas secciones fue mas amplia que la reportada en estudios previos. Ademas, el
analisis de las estructuras ostiolares permiti identificar por primera vez, la presencia de
dos tipos de glandulas emisoras de compuestos volatiles, las cuales se asume que estan
implicadas en la atraccion de sus avispas polinizadoras. Asimismo, se observaron tricomas
y coléteres que posiblemente funcionan para las avispas como sefales tactiles y



estructuras lubricantes, respectivamente. En conjunto, la evidencia proporcionada apoya la
hipotesis de que el ostiolo es un filtro selectivo en el mutualismo Ficus-Agaonidae.

En el capitulo Il se evalué el modo de polinizacién (activo o pasivo) de cada
especie de Ficus, a través de observaciones directas e indirectas de la morfologia de los
siconos y de las avispas polinizadoras. Se demostrd que en cada seccion se presenta sélo
un modo de polinizacion y que las caracteristicas florales de los siconos se relacionan con
las observadas en las avispas polinizadoras. Especificamente, la seccibn Americanae es
polinizada activamente, ya que las flores pistiladas forman un sinestigma (estructura
especializada que permite una mayor eficiencia en la polinizacion) las flores estaminadas
tienen una antera y sus avispas polinizadoras, exclusivas del género Pegoscapus, tienen
corbiculas, facilitando el transporte de los granos de polen. Por el contrario, en la seccién
Pharmacosycea se observd una polinizacion pasiva, cuyos siconos carecen de sinestigma,
las flores estaminadas presentan dos anteras y la polinizacion la realizan avispas del
género Tetrapus, las cuales carecen de corbiculas; de manera que el transporte de los
granos de polen se realiza a través del cuerpo de la avispa. La proporcidon antera/évulo
coincide con el promedio reportado para cada modo de polinizacion (activa menor de
0.15; pasiva mayor de 0.21). También, se registré la presencia de una sola morfoespecie de
avispa polinizadora por especie de Ficus, lo cual apoya el paradigma uno a uno, el cual
propone que cada especie de Ficus es polinizada exclusivamente por una especie de avispa
Agaonidae.

En el capitulo IV se integra toda la informacién obtenida en el estudio y se presenta
una discusién general de los principales hallazgos y las conclusiones sobre la importancia
de estudiar conjuntamente los siconos y las avispas polinizadoras. Como conclusiones, se
documenta el papel del ostiolo como filtro selectivo en las secciones neotropicales del
género Ficus. Ademas, se detallan las caracteristicas morfoldgicas de cada modo de
polinizacion entre Ficus-avispa Agaonidae como evidencia de una historia coevolutiva.



ABSTRACT

Plants of the genus Ficus (Moraceae) have a practically closed inflorescence called a
syconium, which have numerous unisexual flowers inside. The pollination of the syconia is
carried out exclusively by wasps of the Agaonidae family, which enter in the syconium
through an apical opening called the ostiole, which is partially closed by the ostiolar bracts
when the pistillate flowers are receptive. This interaction, whose origin is estimated
between 60-100 Ma., represents the only reproductive alternative for the interacting
species and has been considered a model of coevolutionary mutualism. The specificity of
the mutualism is mainly attributed to several biological filters, such as the synchronization
of the syconium development cycle along with fig wasps’ cycle, the emission of volatile
organic compounds from the syconium, which allow the wasps to detect receptive pistillate
flowers, as well as the presence of the ostiole, acting as a physical barrier. Thus, integrating
these biological filters provides a fascinating system to study and for understanding the
mutual adaptations that have contributed to the specificity in the Ficus-wasp mutualism
Agaonidae.

Despite ecological and evolutionary importance of this interaction, the knowledge
about the biological aspects that modulate and favor the establishment of this mutualism
in Mexico is scarce. Therefore, the general objective of this work was to describe the
morpho-anatomical adaptations related to this mutualism in species belonging to two
sections of the genus Ficus (Americanae and Pharmacosycea), as well as their fig wasps
distributed in the region of Los Tuxtlas, in the Veracruz state, Mexico. The thesis is
structured into four chapters.

Chapter | presents a general introduction to provide a theoretical framework of the
main characteristics of the Ficus-wasp Agaonidae mutualism, a characterization of the
study area, and the general methods implemented.

Chapter Il described and analyzed the ostiole's structural diversity during the
syconium's receptive phase in the Ficus species. The results indicated that the ostiole is a
complex structure composed of two zones: the ostiolar bracts and a periostiolar zone. The
variation in the arrangement of the ostiolar bracts in both sections was broader than
reported from previous studies. In addition, the analysis of the ostiolar structures allowed
us to identify, for the first time, the presence of two types of glands emitting volatile
compounds, assumed to be involved in the attraction of their pollinating wasps. Also, were
observed trichomes and colleters that possibly function for wasps as tactile signals and
lubricating structures, respectively. Altogether, the evidences supports the hypothesis that
the ostiole is a selective filter in the Ficus-Agaonidae mutualism.



Chapter Ill evaluates the type of pollination (active or passive) of each Ficus species
through direct and indirect observations of the morphology of the syconia and the
pollinating wasps. It is demonstrated that only one mode of pollination (active or passive)
is present in each section and that the floral characteristics of the syconia are related to
those observed in the pollinating wasps. Specifically, section Americanae is actively
pollinated since pistillate flowers form a synestigma (a structure that allow a pollination),
more eficient, staminate flowers have one anther, and their exclusive fig wasps of the
genus Pegoscapus have pollen pocket, enhancing the transport of the pollen grains. In
contrast, passively pollinating is found in section Pharmacosycea, which produces syconia
without synstigma, staminate flowers with two anthers, and pollination is carried out by
wasps belonging only to the genus Tetrapus, those who lack of corbiculae were not
observed, with pollen grains transportation throughout the body wasps. Furthermore, the
anther-to-ovule ratio coincides with the average reported for each pollination mode (active
minor of 0.15, passive more than 0.21). Also, the presence of only one pollinating wasp
morphospecies per Ficus species was recorded, supporting the one-to-one paradigm,
which proposes that each Ficus species is pollinated exclusively by one species of
Agaonidae wasp.

Chapter IV integrates all the information obtained in the study and presents a
general discussion of the main findings and conclusions on the characteristics and
importance of studying syconia and pollinating wasps. In conclusion, the role of the ostiole
as a selective filter is documented in both neotropical sections of the genus Ficus. In
addition, the morphological characteristics of each mode of pollination between Ficus and
Agaonidae wasps are detailed as evidence of a coevolutionary history.
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Ficus isophlebia creciendo en un potrero en la region de Los Tuxtlas, Veracruz, México.
Fotografia: Nadia Castro Cardenas



INTRODUCCION GENERAL
1. Presentacion del estudio

La presentacion floral (tamafo, nimero y arreglo de las flores) influye en la visita de los
polinizadores y puede ser un factor determinante del éxito reproductivo (Ohashi y Yahara,
2001). Por lo general, los polinizadores son atraidos por despliegues florales masivos o por
inflorescencias que contienen mas flores (Harder y Johnson, 2005). Lo anterior podria
reflejar una mayor facilidad entre los polinizadores para detectar este tipo de arreglos
florales, pero también puede ser indicador de la cantidad, calidad y tipo de recompensas
gue ofrecen y, en consecuencia, influir en la busqueda de alimento y en el éxito
reproductivo de los polinizadores (Faegri y van der Pijl, 1979; Endress, 1994). Esto puede
ser mas evidente en los sistemas de polinizacion-oviposicion (nursery pollination), donde
se proporcionan las recompensas florales o se intercambian por sitios de cria, es decir, los
polinizadores ovipositan dentro de las estructuras reproductivas de las plantas cuando
polinizan las flores y, a menudo, esta interaccién es altamente especifica (Dufay y Anstett,
2003; Pellmyr, 2003; Hossaert-McKey et al., 2010; Suleman et al.,, 2013; Souto-Vilarés et al.,
2018).

Actualmente soélo se conocen 17 sistemas de polinizacién-oviposicion (Hossaert-
McKey et al., 2010; Nunes et al., 2018). La interaccion entre las especies del género Ficus
(Moraceae) y sus avispas polinizadoras, de la familia Agaonidae, es uno de estos sistemas y
de los pocos reportados de mutualismo estricto (Weiblen, 2002; Kato et al., 2003; Pellmyr,
2003; Kawakita, 2010). Esta interaccion es compleja, debido a la presentacion floral en una
inflorescencia tipo urna y al reconocimiento especifico que debe existir entre ambos
interactuantes (Galil y Eisikowitch, 1968; Smith y Bronstein, 1996; Weiblen, 2002). La
especificidad del mutualismo se debe, principalmente, a una serie de filtros biologicos,
entre los que destacan los compuestos organicos volatiles (VOCs-volatile organic
compounds), el ostiolo (entrada apical del sicono cubierta por bracteas) y la coincidencia
de los ciclos de vida de los interactuantes (Weiblen, 2002; Cook y Segar, 2010; Hossaert-

McKey et al., 2010; Farré-Armengol et al.,, 2013).



La integracion de los llamados filtros biolégicos de Ficus proporciona un sistema
fascinante de estudio para comprender cémo el conjunto de estructuras clave, tanto en los
siconos, como en las avispas polinizadoras, han contribuido a la especificidad en este
mutualismo obligado. Por lo tanto, el presente estudio se centra en describir la
morfoanatomia de esas estructuras clave en el mutualismo. En las siguientes secciones se
describen los aspectos morfoldgicos mas destacados que promueven la especificidad en la
interaccién mutualista Ficus-avispa Agaonidae. Para cada seccidn, se reviso literatura
correspondiente de los factores morfoldgicos, ecolégicos y quimicos que pudieran estar

favoreciendo el reconocimiento especifico planta-polinizador.

2. Género Ficus

Ficus (Moraceae) es uno de los géneros con mas especies dentro de las angiospermas, con
cerca de 800 especies (Berg, 1989; Frodin, 2004; POWO, 2020) y es el cuarto mas diverso
de arboles tropicales y subtropicales dentro de las angiospermas (Beech et al., 2017). El
género esta dividido en seis subgéneros y 19 secciones, que se distribuyen en las partes
tropicales de Africa, América, Asia y Australia (Fig. 1) (Berg y Corner, 2005; Pederneiras et
al, 2015). La sinapomorfia para reconocer al género es su peculiar inflorescencia

denominada sicono o higo, el cual es Unico dentro de las plantas con flores (Berg, 1989).



Urostigmal  Agaonidae Ficus Agaonidae Synoecia Agaonidae

Seccion: Género: Seccién:  Género: Seccion:
Americanae  Pegoscapus Ficus Blastophaga Kissosycea
Galoglychia 7 géneros* Eriosycea  Valisia Rhizocladus
Malvanthera  Pleistodontes
Urostigma Platyscapa
Conosycea Eupristina + 2
géneros**

Género:
Wiebesia

Pharmacosycea Agaonidae Sycidium Agaonidae Sycomorus Agaonidae
Seccion: Género: Seccion: , ) Seccion:
Pharmacosycea  Tetrapus Sycidium Genero: Sycocarpus Género:
Oreosycea Dolichoris Palaeomorphe ~ Kradibia Sycomorus Ceratosolen
Adenosperma

Figura 1. Clasificacion y distribucion del género Ficus. El género Ficus se encuentra
dividido en los subgéneros Ficus, Pharmacosycea, Sycidium, Sycomorus, Synoecia y
Urostigma (Cruaud et al., 2012). Se detallan las secciones mas comunes y los géneros de
avispas polinizadoras de la familia Agaonidae asociadas a cada seccion. 1= Nombre
actualmente aceptado Spherosuke (Pederneiras et al., 2015). *Agaon, Alfonsiella,
Allotriozoon, Courtella, Elisabethiela, Niegeriella y Paragaon. **Deilagaon y Waterstoniella.
(llustraciones digitales por Nadia Castro-Cardenas).

2.1. El sicono

El sicono es una inflorescencia altamente modificada, que semeja una urna, que contiene
en su interior numerosas flores unisexuales y se comunican con el exterior por un orificio
apical de la inflorescencia denominado ostiolo (Fig. 2; Janzen, 1979; Verkerke, 1989). El
ostiolo generalmente es pequefio y esta formado por bracteas ostiolares y una zona
periostiolar (Ramirez, 1974; Verkerke, 1989; los detalles se describiran en el Capitulo 2).
Generalmente, el ostiolo puede encontrarse superficialmente, a nivel de la epidermis

externa de la inflorescencia, pero también puede estar hundido (e. g. subg. Synoecia) o



elevado (e. g. sect. Americanae, F. baeuerlenii King) con respecto a la epidermis del sicono

(Berg y Corner, 2005; Capitulo 2).

Las bracteas ostiolares se han clasificado en tres tipos (superficiales, transicionales e
internas); por su posicion en el sicono y dependiendo de las secciones del género,
presentan caracteristicas particulares (Ramirez, 1974; Verkerke, 1989; Machado et al., 2013;
Capitulo Il). Las bracteas superficiales generalmente se encuentran entrelazadas, y en
ocasiones pueden ser tan largas que se flexionan hacia del interior del sicono, y en
conjunto con los otros tipos de bracteas, conforman un orificio en forma de hendidura
bilabiada o trilabiada (sect. Galoglychia, Stilpnophyllum) o ser cortas y entrelazadas,
formando ostiolos con forma circular (subg. Urostigma, Sycidium y Sycocarpus y sect.
Americanae, Pharmacosycea) (Ramirez, 1974; Verkerke, 1989; Berg y Corner, 2005). Sin
embargo, existen casos en que las bracteas ostiolares no se entrelazan (e. g. subg.
Sycidium, Ficus 'y las especies F. insipida, F. dammaropsis, F. satterthwaitei, F. uncinata)
(Verkerke, 1989; Berg y Corner, 2005). Recientemente, se ha propuesto que existe una zona
periostiolar, que rodea a las bracteas superficiales y comparte caracteristicas morfoldgicas
con éstas, por lo que se propone su incorporacion a la caracterizacion del ostiolo (Castro-

Cardenas et al.,, 2022; Capitulo 2).
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Figura 2. Siconos de Ficus. A) Ficus dammaropsis Diels. (Subg. Sycomorus). B) F. insipida
Willd. (sect. Pharmacosycea). C) F. trigona Lf. (sect. Americanae). Ostiolo elevado. D) F.
pumila L. (subg. Synoecia). E) F. americana Aubl. (sect. Americanae). A) Ostiolo hundido. B-
C) Ostiolo elevado. D-E) Cortes longitudinales del ostiolo, se aprecian las bracteas
superficiales (SB), transicionales (TB) y las internas (IB) rodeadas de la zona periostiolar (PZ).
(Fotografias: A, Weiblen G (Ezedin y Weiblen, 2019); B, E, Castro-Cardenas en este trabajo;
C, Sasaki D (https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:853876-1); D, van
Noort S (http://www.figweb.org).

Anatémicamente, la pared del sicono generalmente esta formada por varias capas
de células parenquimatosas, en las que se pueden encontrar laticiferos, células con taninos
o células esclerenquimaticas (Baijnath y Naicker, 1989; Verkerke, 1989; Fan et al., 2019). En
ocasiones, la epidermis externa puede estar densamente cubierta por tricomas, tanto

glandulares, como no glandulares (Verkerke, 1989). En algunos siconos se presentan
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manchas con agrupaciones de estomas y, en apariencia, son diferentes a los que se
pueden encontrar en las hojas (Verkerke, 1989). En ciertas especies se encuentran células
esclerenquimaticas en dos capas o aparecen de forma difusa a lo largo del receptaculo
(Verkerke, 1989; Berg y Corner 2005), cuya funcion, posiblemente, sea una barrera fisica al
estar lignificadas y asi obstaculizar la oviposicion de avispas parasitas y no polinizadoras

(Ghara et al., 2011; Fan et al., 2019).

Al interior del sicono se encuentran flores unisexuales (pistiladas, estaminadas y
neutras), bracteas interflorales y tricomas (Verkerke, 1989; Fig. 3). El numero de flores
dependera del tamafio del sicono, ya que en los pequefios se reconocen desde diez flores
(F. oleifolia), en medianos pueden encontrarse de 5,000-7,000 (F. pumila; F. drupaceae, F.
mauritiana), mientras que aquellos muy grandes llegan a albergar hasta 21,600 flores (F.
sakalavarum; Kjellberg et al., 2001 apéndice electronico). El perianto generalmente es
membranaceo y el nUmero de sépalos varia de tres a seis, dependiendo de las especies.
Los sépalos pueden ser libres o connados, con o sin tricomas, blanquecinos o en algunos

grupos tener tonalidades rojizas (Berg y Corner 2005).

Figura 3. Morfologia del sicono de Ficus. A) Esquema general de la morfologia del sicono
de especies monoicas. 1, ostiolo; 2, cavidad ostiolar; 3, pared del receptaculo del sicono. B)
Distribucion de las flores al interior del sicono. 4, flor estaminada; 5, flor pistilada y sésil de
estilo largo; 6, flor pistilada de estilo corto; 7, estigmas; 8, sépalos; 9, bracteas interflorales.
(llustraciones digitales por Nadia Castro-Cardenas).
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Las flores estaminadas generalmente consisten en uno o dos estambres, con
anteras introrsas, rodeadas de un perianto simple formado de sépalos (Fig. 4A-E). Las flores
se pueden distribuir en una o mas hileras cercanas al ostiolo (sect. Sycomorus, Sycidium,
Oreosycea y subsect. Urostigma) o estar dispersas entre las flores pistiladas (subg.
Urostigma y sect. Pharmacosycea) (Berg y Corner, 2005; Pederneiras et al., 2018). El nUmero
de flores por sicono varia considerablemente, pero se estima que cerca del 10 % del total
de flores en el sicono son estaminadas en especies monoicas (Kjellberg et al., 2001). En su
mayoria, las flores estaminadas son pediceladas, pero en ocasiones pueden ser sésiles (Fig.
4B), como en las especies de la sect. Rhizocladus (Verkerke, 1989; Berg y Corner, 2005). En
algunas especies se presentan pistilodios (e. g. sect. Paleomorphe, subg. Sycidium), los
cuales no forman semillas, ni son parasitadas por las avispas polinizadoras (Berg y Corner,
2005). La dehiscencia de las anteras se produce generalmente por hendiduras
longitudinales o raramente transversales (sect. Malvanthera), aunque no todas las especies
presentan una linea de dehiscencia (Verkerke, 1989; Fig. 4B-E). La antesis de las flores
estaminadas coincide con la maduracién de las semillas (Verkerke, 1989; Berg y Corner,
2005; Basso et al., 2014). Los granos de polen miden menos de 10 um de diametro, con
dos o tres poros, pero generalmente son biporados. Los granos son cilindricos, esféricos o
elipsoidales (Ibarra-Manriquez y Martinez-Hernandez, 1997; Wang et al., 2014; Liu et al,,
2017; Delgado-Pérez et al., 2020), con ornamentaciones psiladas, ruguladas o granulada-

ruguladas (Wang et al., 2014; Fig. 4F-H).
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Figura 4. Flores estaminadas y granos de polen de Ficus. A) F. racemosa L. B) F. religiosa
L. C) seccidn Galoglychia. D) F. petiolaris Kunth. E) F. yoponensis Desv. F) F. colubrinae
Standl. G) F. insipida Willd. H) F. ischnopda Mig. A) Anteras introrsas, rodeadas de sépalos
(Te). B-C) Anteras sin lineas de dehiscencia D) Antera con tenues lineas de dehiscencia
(flechas) E) Anteras iniciando dehiscencia. F) Granos de polen tri y biporados G) Granos de
polen cilindricos y biporados. H) Grano de polen elipsoide. (Fotografias tomadas de: A, B:
Basso-Alves et al.,, 2014; C, Verkerke 1989; D-G, Castro-Cardenas en este estudio; H, Wang
et al,, 2014).
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Las flores neutras son estériles; presentan un perianto bien desarrollado, similar a
las flores estaminadas, en ocasiones presentan un estambre o un gineceo poco
desarrollado. A menudo se distribuyen cerca de las bracteas ostiolares, pero también
pueden estar dispersas en el sicono (Berg y Corner, 2005); en el subg. Synoecia son
conspicuas. Por las caracteristicas que presentan se ha sugerido que pudieron haber sido
flores estaminadas (Verkerke, 1989), ya que cominmente se encuentran en los siconos con

flores pistiladas en las especies dioicas (Berg y Corner, 2005).

Las flores pistiladas tienen un ovario unilocular, que puede o no presentar un
pedicelo corto o largo, y en su mayoria estan rodeados por sépalos (Fig. 5A-E). Los sépalos
son libres o connados y rodean al ovario (Fig. 5B, C). En la sect. Kissosycea (subg. Synoecia)
pueden llegar a ser filamentosos o pueden estar reducidos formando una copa corta con
bordes estrechos (F. schwarzii) (Verkerke, 1989; Berg y Corner, 2005) o no presentar
perianto (e. g. F. uncinata -Berg y Corner, 2005). El color y la forma del perianto de las
flores femeninas tiene importancia taxonémica (Fig. 5H; Verkerke, 1989). El estilo puede
estar en posicién central o lateral, con diferentes longitudes entre las flores a lo largo de la
inflorescencia (Fig. 5E, F, G). En especies con siconos monoicos, el estilo difiere de longitud,
por lo que se distinguen flores corto-estiladas y largo-estiladas (Fig. 5D, E; Jousselin et al.,
2003). Este ultimo tipo de flores son generalmente sésiles, mientras que las corto-estiladas

son siempre pediceladas y con ovarios ligeramente mas largos (Berg y Corner, 2005).

Las diferencias entre el largo del estilo en ambos morfos florales pistilados hacen
que los estigmas estén a la misma altura (Fig. 5 I-K). Los estigmas tienen distintas formas y
pueden ser secos (Verkerke, 1989) o hUmedos (Delgado-Pérez et al., 2022). Generalmente
se tienen dos ramas estigmaticas, que pueden ser: i) filiformes a subuladas (subg.
Pharmacosycea; sect. Galoglychia y en F. palmata), ii) presentar solo una rama estigmatica
(sect. Galoglychia, particularmente en las especies africanas (Berg y Wiebes, 1992), y iii)
infundibuliformes y con papilas estigmaticas cortas (sect. Sycidium, Sycomorus, Neomorphe

y Sycocarpus) (Verkerke, 1989).
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Cuando los estigmas estan muy préximos forman una estructura denominada
sinestigma (Fig. 5I, K). El sinestigma puede ser una estructura continua dentro del sicono,
compuesta por todos los estigmas de todas las flores femeninas o estar en contacto de
dos o mas estigmas como en el subg. Spherosuke y las sect. Americanae, Conosycea,
Galoglychia, Sycidium, Sycocarpus'y Sycomorus (Verkerke, 1989; Kjellberg et al., 2001;
Jousselin et al., 2003; Basso-Alves et al.,, 2014; Deng et al., 2015; Teixeira et al., 2018, 2020).
El grado de cohesividad estigmatica esta determinado por: i) la proximidad de las papilas
estigmaticas (Teixeira et al., 2020), ii) el nUmero de estigmas involucrados (Jousselin y
Kjellberg, 2001; Zhang et al., 2009; Teixeira et al., 2018) y iii) la presencia de tricomas en los
estilos (Verkerke, 1987; Teixeira et al., 2018). Cabe destacar que el sinestigma desempefia
un papel fundamental en la polinizacion, debido a que se asegura la produccion de
semillas, al actuar como una superficie comun para la germinacion de polen, el crecimiento
y la competencia de los tubos polinicos hacia todos los ovarios disponibles (Jousselin y
Kjellberg, 2001; Teixeira et al., 2020), por lo que tiene un papel analogo al compitum
presente en algunas angiospermas de temprana divergencia (Amborellaceae,

Austrobaileyaceae, llliciaceae, Nymphaeaceae, Schisandraceae; Endress, 2011).

El ovario contiene un Unico 6vulo, hemianatrépo o anatropo, bitégmico y
crasinucelado (Fig. 5 G; Verkerke, 1989). En etapa receptiva los ovarios estan distribuidos
en dos niveles, debido a la longitud del estilo y pedicelo (Verkerke, 1989), como un posible
mecanismo para maximizar el espacio durante el desarrollo de las semillas y de las avispas
polinizadoras (Janzen, 1979; Verkerke, 1989; Jousselin et al., 2001). En especies dioicas, las
flores pistiladas de los siconos masculinos no producen semillas, aunque los évulos estén
bien desarrollados, debido a que en estas flores se desarrollaran las avispas polinizadoras

(Berg y Wiebes, 1992; Cook y Rasplus 2003; Berg y Corner, 2005).

16



Figura 5. Flores pistiladas de Ficus. A) F. americana Aubl. B) F. asperifolia Miq. C) subg.
Sycocarpus. D) F. obtusifolia Kunth. E) F. isophlebia Standl. F) F. americana Aubl. G) F.
yoponensis Desv. H) F. insipida Willd. I) F. tuerckheimii Standl. J) F. apollinaris Dugand. K) F.
petiolaris Kunth. A-C) Flores pistiladas, se observa el perianto (Pe) que rodea al ovario. D)
Distribucion espacial de las flores. Se aprecian las flores pediceladas (Fp), las flores sésiles
(Fs) y las flores estaminadas (A). E) Corte histoldgico de las flores pistiladas pediceladas
(Fp) y sésiles. Los estigmas (E) estan al mismo nivel. F) La flor pistilada (corte longitudinal)
solo presenta un ovario (Ov). En la pared interna del receptaculo (Re) con tricomas (flecha),
muy préximos a las bracteas (Br). G) Corte longitudinal del ovario. El saco embrionario (Se)
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se encuentra rodeado por la nucela (Nu). Sélo se aprecia un tegumento (Te). H-1) Avispas
polinizadoras al interior del sicono. H) Estigmas de color blanco y los tépalos de color
rosado. I) Se aprecian los estigmas muy proximos (flechas). J) Vista superficial al interior
del sicono. Los estigmas (rosados) se encuentran al mismo nivel formando un sinestigma.
K) Porcion del sinestigma (en rosa) lineal. (Fotografias tomadas: A, D-K, Castro-Cardenas N;
B-C, Verkerke, 1989).

Las bracteas interflorales se encuentran dispersas entre las flores pistiladas y
estaminadas de las especies monoicas, con excepcion de las especies de la sect. Urostigma
y Sycomorus (Verkerke 1989). Este tipo de bracteas son estructuras alargadas, con pocas
capas de células y con varias formas, se originan en la pared interna del sicono (Baijnath y
Naicker, 1989; Verkerke, 1989). De las estructuras que se encuentran en el interior del
sicono, son las primeras en diferenciarse y en etapas tempranas del desarrollo del sicono
protegen los primordios florales. Solo durante la fase receptiva (fase B o pistilada, p. 26),
las bracteas interflorales tiene una altura menor que las flores (Baijnath y Naicker, 1989;
Verkerke, 1989; Berg y Corner, 2005). Al interior del sicono se presentan tricomas de
apariencia secretora, entre las bracteas interflorales y los sépalos (Baijnath y Naicker, 1989;

Delgado-Pérez et al., 2020); sin embargo, su funcién aun es desconocida.

3. Avispas polinizadoras del género Ficus

Las avispas que polinizan a los Ficus pertenecen a la familia Agaonidae (Chalcidoidea:
Hymenoptera), que comprende aproximadamente 20 géneros. Se han descrito 356
especies, pero se estima que su riqueza puede llegar a las 1,000 especies (Lopez-
Vaamonde et al., 2009; Cruaud et al., 2010). Cada especie de avispa Agaonidae esta
asociada con una sola especie de Ficus, aunque existen excepciones al respecto (Molbo et

al,, 2003; Machado et al., 2005; Su et al., 2008; Suleman et al.,, 2014).

Las avispas Agaonidae adultas exhiben un alto grado de dimorfismo sexual (Figs.
6A, B; 7A, B). Las hembras se caracterizan por tener una cabeza mas larga que ancha; sin

embargo, en el género Agaon esta relacion es inversa (Fig. 7C, D); presentan un solo
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apéndice mandibular, con una hilera (lamela) de finos dientes (Figs. 7 E, G; 8G, H). La
cabeza tiene una forma acanalada y en ella se localizan las antenas (Figs. 6F; 7C, D). El
tercer segmento de las antenas se encuentra transformado en la parte apical, es una

proyeccion en forma de diente (Fig. 6H, J, K). En algunas especies, sobre el mesosoma, se

presentan estructuras denominadas corbiculas (Fig. 6l). Las patas delanteras, en ocasiones,

presentan estructuras para el transporte del polen, particularmente en la coxa (peines
coxales) (Fig. 6L). Los machos son mas pequefios que las hembras, son apteros, con
reminiscencias de ojos y carecen de ocelos (Figs. 6A-C; 7A-B, E, F). Las antenas presentan
un numero reducido de segmentos y generalmente se encuentran ubicados en la parte
frontal de la cabeza (Figs. 6B; 7E, F, I). Las patas mesotoracicas son mas reducidas y las
tibias son cortas y espinosas (Figs. 6A; 7. El gaster termina en un tubo con la genitalia, el

cual es casi la mitad del tamafio del cuerpo (metasoma telescédpico. Figs. 6A; 7B).
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Figura 6. Caracteres diagndsticos de Agaonidae. A-C) Avispas polinizadoras machos. A)
Pegoscapus sp. (1. Antenas reducidas; 2. Metasoma telescopico; 3. Segundo par de patas
reducido). B-C) Macho de Tetrapus sp. Vista lateral de la cabeza. B) Acercamiento a la
reminiscencia del ojo (naranja) y posicién de las antenas (amarillo). C) Acercamiento a las
antenas (amarillo) en posicién apical. D-L) Avispas polinizadoras hembras. D) Hembra de
Pegoscapus sp. (4. Antenas; 5. Mandibula; 6. Corbicula en el mesosoma; 7. Ovipositor; 8.
Ala). E-G, L) Tetrapus sp. E) Aparato mandibular (amarillo). F) Vista apical de la cabeza
acanalada, se observa la insercion de las antenas en la parte media de la cabeza (flecha). G)
Aparato mandibular (amarillo). H) Vista apical de la cabeza. Se detalla la modificacion del
tercer segmento antenal (café). G-1, K) Pegoscapus sp. 1) Vista apical de las corbiculas en el
mesosoma. J) Acercamiento de una antena. Se observa la modificacion del tercer
segmento (flecha). L) Esquema de la ubicacién de una corbicula coxal. K) Acercamiento de
una antena. Se observa la modificacion del tercer segmento (amarillo). (Fotografias: A-K,
Castro-Cardenas N; L, Ramirez 1969).
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La familia Agaonidae (sensu Rasplus et al., 1998) es un grupo monofilético (Herre et
al., 1996; Rasplus et al., 1998; Gibson, 2003) y se proponen dos sinapomorfias constantes
(Boucek, 1993): i) la presencia de un apéndice mandibular, con laminas ventrales o hileras
de dientes (Figs. 7E, G; 8G-H) y ii) un metasoma telescopico en los machos (Figs. 7B; 8B).
Otros caracteres propuestos son el tercer segmento antenal transformado (ausente o
reducido en los géneros Tetrapus, Deilagaon y algunas especies de Liporrhopalum), y una

cabeza acanalada, excepto en Agaon, Courtella y Pleistodontes (Boucek, 1993).

Figura 7. Avispas polinizadoras de Agaon kiellandi Wiebes. A) Hembra B) Macho C-D)
Vista apical de la cabeza, la cual es mas ancha que larga. Los ojos ocupan la mayor proporcién
de la cabeza. E) Vista apical de la cabeza del macho. Se aprecian las antenas reducidas. F) Vista
lateral de la cabeza del macho. G) Vista ventral de la cabeza, se aprecia el aparato mandibular.
H) Esquema de los dientes (lamela). I) Vista dorsal del macho. Se observa el segundo par de
patas poco desarrollado. (Fotografias: A, B, C, F, G, I: van Noort S. [www.figweb.org], D, E, H:
Wiebes 1994).
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A pesar de que se ha demostrado que Agaonidae es un grupo monofilético, las
relaciones infragenéricas no estan resueltas en su totalidad (Boucek, 1993; Rasplus et al.,
1998; Lopez-Vaamonde et al,, 2009; Cruaud et al.,, 2010). La hipétesis filogenética hasta el
momento sugiere cuatro subfamilias: i) Tetrapusinae (Tetrapus), ii) Kradibiinae (Ceratosolen
y Kradibia), iii) Blastophaginae (Dolichoris, Blastophaga y Wiebesia) y iv) Agaoninae
(Alfonsiella, Allotriozoon, Courtelia, Deilagaon, Elisabethiella, Eupristina, Nigeriella,
Pegoscapus, Platyscapa, Pleistodontes y Waterstoniella) (Cruaud et al., 2010). Las cuatro
subfamilias de avispas polinizadoras se encuentran relacionadas con subgéneros o
secciones de Ficus (Fig. 1), cuyos siconos sirven como sitios de cria para que se desarrollen

sus larvas (Ransted et al., 2008; Jansen-Gonzalez et al., 2012).

En América se reconocen dos géneros de avispas polinizadoras, Tetrapus y
Pegoscapus (Ramirez 1970b; Wiebes 1995; Rasplus y Soldati, 2005). El primero de ellos fue
descrito por Mayr, en 1885 y hasta la fecha sélo se han sido descrito siete especies, pero se
reconocen que existen un vacio en la taxonomia del grupo (Ramirez, 1974). Las especies
hospederas se encuentran en la seccion Pharmacosycea (subg. Pharmacosycea). El género
se caracteriza porque las hembras miden aproximadamente 2 mm, presentan una cabeza
oblonga, més larga que ancha, un apéndice mandibular, con dos columnas longitudinales
de dientes grandes; en los machos las antenas son mas o menos claviformes, con un
mesonoto distinto, separado de las placas metanotales y del propodeo, que también esta
separado (Fig. 8; Wiebes, 1995). En el caso de las hembras, Ramirez (1974) indica que

carecen de corbiculas (estructuras de las avispas hembra para colectar polen).
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Figura 8. Caracteres diagnosticos de Tetrapus Mayr. A) Avispa hembra. B) Mandibulas
con apéndices planos y alargados presentando dientes. C-D) Avispa macho. C) Vista
ventral. Se observa la longitud del mesosoma telescopico. D) Vista lateral. Se observa que
las patas medias estan casi ausentes o reducidas. 1. Antena 2. Cabeza. 3. Vena marginal
segmentada. 4. Ovipositor 5. Apéndice laminar con dientes. 6. Cabeza. 7. Mesosoma
telescopico. 8. Patas delanteras. 9. Patas traseras. (Ramirez, 1970; Wiebes, 1995).

El género Pegoscapus fue descrito por Cameron 1906 y comprende 46 especies
descritas hasta la fecha, sin embargo, también faltan bastantes especies por describir
debido a que se asocia cada especie de avispa a una especie de Ficus. El género se
distribuye en la region tropical de Florida, y desde México hasta Argentina (Wiebes, 1995).
Las especies hospederas de este género pertenecen a la seccion Americanae (subg.

Spherosuke). Las especies se caracterizan porque las hembras miden 1.8 mm
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aproximadamente, tienen una cabeza tan larga como ancha, el apéndice mandibular tiene
varias lamelas ventrales sin dientes; los machos presentan antenas delgadas, sin ser
clavadas, el mesotono se fusiona con el metanoto y se encuentra completamente separado
del propodeo (Fig. 9; Wiebes, 1995). Las hembras presentan corbiculas coxales y esternales

(Ramirez, 1974).

Figura 9. Caracteres diagndsticos de Pegoscapus Cameron. A) Avispa hembra B-C)
Avispa macho. B) Vista lateral. C) Vista dorsal, se aprecian el mesotono que se fusiona con
el metanoto. 1. Antena 2. Cabeza. 3. Vena marginal. 4. Corbicula 5. Ovipositor 6. Cabeza.
7. Antena reducida. 8. Patas delanteras. 9. Patas medias. 10. Patas traseras. 11. Mesotono
fusionado con el metanoto (Ramirez, 1970; Wiebes, 1995).

4. Ciclos de vida de Ficus-avispa polinizadoras

Se reconocen cinco etapas de desarrollo de los siconos: pre-femenina (A), femenina o

receptiva (B), interfloral (C), masculina o donadora (D) y post-floral (E) (Fig. 10; Galil y
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Eisikowich, 1968). Las etapas Ay E estan asociadas con el surgimiento del sicono y con la
dispersién de los frutos, respectivamente; mientras que las fases B, C y D estan asociadas

con el ciclo de vida de las avispas polinizadoras (Weiblen 2002; Cook y Rasplus, 2003).

La etapa A, comienza con el surgimiento de la yema del sicono y de los primordios
florales y culmina con la maduracién de las flores pistiladas. Durante la fase B las flores
pistiladas presentan estigmas receptivos y comienza la emision de compuestos volatiles
para atraer a las avispas polinizadoras, las cuales entran al sicono a través del ostiolo. Una
vez en la cavidad siconial, las avispas polinizan y ovipositan las flores pistiladas. La avispa
fundadora inserta su ovipositor a través del estilo de la flor y deposita un huevo entre el
ovario y el tegumento del évulo (Jansen-Gonzalez et al.,, 2012). Durante la oviposicion, las
avispas fundadoras inyectan sustancias quimicas para que la flor pueda convertirse en

agalla (Martinson et al., 2014).

Durante la fase C, se lleva a cabo el desarrollo de las avispas polinizadoras hijas a
expensas del endospermo o el tejido nucelar del 6vulo, mientras que en las flores no
ovipositadas, se forman las semillas (Jansen-Gonzalez et al., 2012; Martinson et al., 2014).
Dependiendo de la especie de Ficus y las condiciones ambientales del entorno (Chiang et
al., 2018), las larvas de las avispas polinizadoras se desarrollaran en aproximadamente tres
semanas o si el entorno es frio, pueden tardar varios meses en alcanzar la etapa adulta
(Smith y Bronstein, 1996; Patel y Hossaert-McKey, 2000; Chiang et al., 2018). Los machos
de las avispas polinizadoras emergen de las flores agalladas antes que las hembras (Gu et
al., 2014), para aparearse con ellas; mientras tanto, las flores estaminadas maduran.
Después de aparearse, los machos realizan tuneles para que las avispas polinizadoras hijas
puedas salir del sicono. En la fase D, los granos de polen estan maduros y puede
presentarse la dehiscencia de las anteras, lo cual depende del tipo de polinizacién (ver mas
adelante). Las avispas hembra emergen de las agallas y colectan el polen, ya sea de forma
activa o pasiva, segun la especie (ver p. 29). Finalmente, en la etapa E, después de la salida
de las avispas polinizadoras, la pared del sicono experimenta cambios en su tamafio,
textura, coloracién y composicion quimica, lo que facilita la atraccion y dispersion de los

frutos por distintos grupos de frugivoros (Fig. 10; Shanahan et al., 2001).
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Figura 10. Fases de desarrollo de los siconos de especies monoicas de Ficus. A. Pre-
femenina. B. Femenina o receptiva. C. Interfloral. D. Masculina o donadora. E. Post-floral. El
tiempo de desarrollo del sicono es aproximadamente de seis semanas. (Galil y Eisikowitch,
1968) (llustraciones digitales Nadia Castro-Cardenas).

Recientemente, Palmieri y Pereira (2018) propusieron la adicién de una nueva fase
de desarrollo (Fase F), la cual se relaciona con los siconos que no son consumidos por los
dispersores primarios y que son aprovechados por dispersores secundarios. Los ciclos
antes descritos, a su vez, estan acoplados con interacciones antagonistas con avispas no
polinizadoras. Estas avispas son parasitas que ovipositan desde el exterior del sicono,
dejando sus huevecillos dentro de las flores pistiladas, sin que ocurra polinizacion (Herre et
al., 1996; Borges, 2015; Farache et al,, 2016). En algunas especies también se han descrito
avispas parasitoides, las cuales dejan sus huevos dentro de las avispas polinizadoras que se
estan desarrollando en el sicono y de las cuales se alimentan (Ghara et al,, 2011; Borges,

2015).
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3. Sistemas reproductivos en Ficus

En el género Ficus se presentan principalmente los sistemas reproductivos monoicos y
ginodioicos (Cook y Rasplus, 2003); sin embargo, alin no se precisa sobre la condicién
basal, debido a discrepancias entre las filogenias (Jousselin et al., 2003; Clement y Weiblen,

2009; Rasplus et al., 2020).

Se estima que la mitad de las ca. 800 especies de Ficus son monoicas (Berg, 1989).
Este sistema se caracteriza por la presencia de flores pistiladas y estaminadas en un mismo
sicono, donde se producen polen, semillas y se reproducen las avispas polinizadoras (Fig.
11A). Las flores pistiladas presentan pedicelos y estilos con diferentes longitudes, los
estigmas pueden ser libres o formar un sinestigma y las flores estaminadas
frecuentemente son menos numerosas que las flores pistiladas (Fig. 11a; Berg y Corner,
2005). Por otra parte, ca. de 300 especies son funcionalmente dioicas, pero
estructuralmente ginodioicas (Fig. 11B, C; Berg, 1989; Cook y Rasplus, 2003). En este
sistema se presentan individuos funcionalmente femeninos, ya que sus siconos contienen
exclusivamente flores pistiladas, mientras que existen otros individuos, que son
funcionalmente masculinos, pero que presentan siconos con flores estaminadas y
pistiladas (Fig. 11B, C, b, ¢; Kjellberg et al., 1987; Cook y Rasplus, 2003). Los siconos de los
arboles masculinos Unicamente tienen flores pistiladas de estilo corto y las avispas
polinizadoras ovipositan en todas las flores, de manera que no desarrollan semillas (Fig. 11;
Cook y Rasplus, 2003). Los siconos de los arboles femeninos tienen flores pistiladas de
estilo largo, cuyos ovarios son inaccesibles para la oviposicién de las avispas polinizadoras.

Por lo tanto, estos siconos producen sélo semillas (Verkerke, 1987).

A pesar, de que se comienzan a elucidar algunas de las estrategias en cada sistema
reproductivo, la variacion observada plantea preguntas interesantes sobre qué presiones
evolutivas pueden haber influido en las transiciones inferidas de un sistema monoico a
dioico o viceversa, y si esos cambios pueden haber influido en los patrones de

diversificacion evolutiva de ambos socios mutualistas (Yang et al., 2015).
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Figura 11. Diferentes tipos de siconos en Ficus. (A) Sicono de especies monoicas. (a)
Distribucion de las flores pistiladas y estaminadas dentro de un mismo sicono. Este tipo de
siconos producira semillas, polen y avispas polinizadoras. (B) y (C) Siconos de especies
ginodioicos. (B) Sicono funcionalmente femenino. (b) Las flores pistiladas presentan estilos
cortos y pueden ser ovipositadas, mientras que las flores estaminadas se concentran
principalmente en la region ostiolar. Este tipo de siconos producira polen y avispas
polinizadoras. (C) Sicono funcionalmente masculino. (c) Las flores pistiladas presentan
estilos mas largos que los ovipositores de sus avispas polinizadoras. Este tipo de siconos
solo produciran semillas (llustraciones digitales por Nadia Castro-Cardenas)

4. Polinizacion en Ficus

Las especies de Ficus exhiben dos modos de polinizacion: pasiva y activa. Ambos tipos de
polinizacién son resultado de una serie de adaptaciones morfolégicas y conductuales por
parte de sus avispas polinizadoras (Ramirez, 1969; Frank, 1984; Machado et al., 2001). Se
estima que la polinizacion pasiva se presenta en cerca de 250 especies de Ficus (Kjellberg
et al,, 2001; Jousselin et al., 2004). Este tipo de polinizacién comienza cuando las avispas
polinizadoras ingresan cubiertas de polen y polinizan de manera “accidental” las flores
pistiladas y, al mismo tiempo, ovipositan sus huevos (Jousselin y Kjellberg, 2001; Kjellberg

et al,, 2001; Jousselin et al., 2003; Jousselin et al., 2004). Posteriormente, durante la fase D,
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ocurre la maduracién y liberacion del polen al interior del sicono, lo cual coincide con la
emergencia de las avispas polinizadoras, de modo que el polen queda atrapado en varias
partes del cuerpo de las avispas cuando dejan su sicono natal (Galil y Eisikowitch, 1968;
Ramirez, 1969). Las especies que son polinizadas pasivamente presentan proporciones
relativamente mas altas de anteras con respecto a las especies con polinizacion activa, por
lo que se produce mucho mas polen por sicono, lo que facilita que las avispas
polinizadoras queden impregnadas de polen (Ramirez, 1969; Galil y Eisikowitch, 1971;

Kjellberg et al., 2001).

En contraste, la polinizacién activa se presenta en casi 500 especies (Jousselin y
Kjellberg, 2001; Kjellberg et al., 2001). En este caso, las avispas polinizadoras (recién
emergidas) localizan los estambres y cargan el polen en estructuras especializadas,
localizadas en la parte externa del térax, llamadas corbiculas (Ramirez, 1969).
Posteriormente, al ingresar a un nuevo sicono, toman de sus corbiculas el polen para
depositarlo de manera activa en las flores pistiladas, mientras ovipositan para asegurar la
produccion de semillas (Jansen-Gonzalez et al., 2012). Por lo tanto, este tipo de
polinizacién se distingue por un comportamiento de recoleccion y deposicién de polen
por parte de sus avispas polinizadoras mas especializado y no fortuito, como en el caso de
la polinizacion pasiva (Jousselin y Kjellberg, 2001; Kjellberg et al., 2001; Cook y Rasplus,
2003; Jousselin et al., 2003). Las especies de Ficus con este modo de polinizacion,
presentan proporciones mas bajas de anteras, ademas de que estas son relativamente mas
pequeias (Galil y Meiri, 1981), por lo que hay una menor produccion de polen (Kjellberg et

al., 2001).

Las proporciones antera/6vulo se han destacado como indicadores del modo de
polinizaciéon (Kjellberg et al., 2001). De acuerdo con Kjellberg et al. (2001), proporciones
bajas, menores de 0.16, se asocian con la polinizacion activa, mientras que valores mayores

de 0.21 se relacionan con la polinizacion pasiva.
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5. Co-adaptaciones morfolégicas en el mutualismo Ficus-avispa Agaonidae

El mutualismo entre Ficus y avispas polinizadoras es de los mas estrictos que se conocen
en la naturaleza, por lo que se asume que ambos linajes han coevolucionado (Ramirez,
1970; Herre et al., 2008). Se calcula que el origen de la interaccidon Ficus-Agaonidae oscila
entre 60 y 100 Ma (Machado et al., 2001; Datwyler y Weiblen, 2004; Rgnsted et al., 2008;
Cruaud et al,, 2012). La coevolucion entre Ficus-Agaonidae esta parcialmente demostrada
debido a una serie de asociaciones morfologicas y funcionales entre los siconos y las
avispas polinizadoras (Cuadro 1). Otra evidencia que apoya la coevolucion es el hecho de
gue ambos linajes son monofiléticos (Cruaud et al., 2010; 2012), lo que implicé que ambos
socios pudieran evolucionar de manera paralela. Se reconoce que cada seccion o
subseccién de Ficus es polinizada por un género de Agaonidae (Fig. 1).

Cuadro 1. Caracteristicas que se relacionan con la coevolucién entre Ficus y sus avispas
Agaonidae.

Atributos Papel en la interaccion mutualista Referencia

Sicono

Tamafo del ostioloy el  Atributos relacionados alométricamente (positiva 1, 2

tamafo de la avispa 0 negativamente) para mantener la especificidad.
polinizadora (e. g. largo  Un desacoplamiento puede impedir la entrada de
y ancho de la cabeza) la avispa al sicono.

Arreglo de las bracteas  Interviene en el nUmero de avispas polinizadoras 1, 3,4
ostiolares que ingresan a la cavidad siconial y es una barrera

fisica para minimizar o evitar el acceso al sicono

de avispas no polinizadoras, herbivoros y

patégenos.

Estructuras secretoras Emision de los compuestos volatiles para la 5 6
atraccion de las avispas polinizadoras.

Flores pistiladas
NuUmero de ovarios por  Determina el niUmero potencial de semillas y de 7,89
sicono ovarios parasitados por avispas.
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Atributos Papel en la interaccion mutualista Referencia

Tamanhos del estilo y Se relacionan alométricamente. El tamafo del 10, 11,12, 13,
del ovipositor ovipositor de la avispa polinizadora determinara 14,15, 16
el morfo floral que sera parasitado.

Flores estaminadas

Numero de anteras por  Permite inferir el nimero potencial de los granos 14, 17
flor de polen por sicono.

Tipo de dehiscencia Se relaciona con la recoleccion en anteras abiertas 18, 19
o rupturas necesarias por parte de las avispas
polinizadoras.

Formay ornamentacién Adherencia o no del polen al exoesqueleto de las 17

del polen avispas polinizadoras.

Avispas polinizadoras

Forma de la mandibula  Se asocian con la ruptura de las anteras para 15, 20
y la orientacién de los colectar los granos de polen, la entrada de las

dientes avispas polinizadoras través del ostiolo y la

competencia de sitios de cria entre éstas.

Presencia de corbiculas  Transporte de los granos de polen. 17, 21

1) Liu et al., 2011; 2) Zeng et al,, 2018; 3) Janzen 1979; 4) Gibernau et al., 1996; 5) Machado et al,,
2013; 6) Souza et al., 2015; 7) Nerdf et al.,, 1996; 8) Raja et al., 2008; 9) Suleman et al.,, 2014; 10)
Ganeshaiah et al., 1999; 11) Jousselin et al., 2001; 12) Jousselin et al., 2003; 13) Jousselin et al., 2004;
14) Kjellberg et al., 2001; 15) Yu et al,, 2004; 16) Dunn et al., 2008; 17) Wang et al., 2014; 18)
Verkerke 1989; 19) Cook et al., 2004; 20) Dunn et al,, 2015; 21) Compton et al., 2010.

6. Compuestos volatiles florales en Ficus

En el caso del mutualismo estrecho de Ficus con las avispas Agaonidae, el encuentro entre
ambos participantes es un paso crucial para la continuidad de su ciclo de vida. Los
compuestos organicos volatiles florales (VOCs, por sus siglas en inglés) estan claramente
involucrados en este reconocimiento (Barker, 1985; van Noort, 1989). Se han identificado
cerca de 120 compuestos diferentes en las especies estudiadas de Ficus (Grison-Pigé et al.,

2002; Hossaert-Mckey et al., 2010).
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Dentro de los principales compuestos detectados en la interaccion se encuentran
distintas familias quimicas, entre los que destacan los terpenos (monoterpenos y
sesquiterpenos), compuestos alifaticos y aquellos derivados del ciclo del acido shikimico
(Grison-Pigé et al.,, 2002). A pesar de ello, sélo el 20 % de los compuestos presentes en
Ficus son raros con respecto a los registrados para las demas especies de angiospermas
(Grison-Pigé et al., 2002; Knudsen et al., 2006), por lo que se ha registrado que las mezclas
en las especies estudiadas son altamente especificas para atraer a sus avispas
polinizadoras (Hossaert-McKey et al., 1994, 2010; Chen et al., 2009; Proffit et al., 2020). Por
ejemplo, en F. carica, F. hispida y F. semicordata, los monorterpenos (linalool y dos dxidos
de linalool (furanoides) y un compuesto benzenoide (alcohol bencilico) son necesarios para
la atraccion especifica de sus avispas polinizadoras (Grison-Pigé et al., 2001; Proffit et al,,
2008; Wang et al., 2013). Por otro lado, en F. semicordata el 4 metil-anisol se encuentra en
una alta concentracion y es altamente especifico para la atraccion de su avispa
polinizadora (Hossaert-McKey et al., 2016). En especies simpatricas, las diferencias entre las
mezclas de VOCs pueden reforzar las presiones selectivas reduciendo la frecuencia de
errores de seleccion del hospedero correcto por parte de sus avispas polinizadoras (Wang
et al, 2013). En estudios recientes se ha determinado, por medio de registros
electroantenograficos y pruebas de comportamiento, que la combinacion de VOCs, en las
mezclas emitidas por los Ficus es crucial para la atraccion de sus avispas polinizadoras
(Proffit et al., 2020). También se ha inferido que la ausencia de nuevos compuestos
especificos podria estar limitado por restricciones evolutivas que restringen la capacidad

de sintetizar nuevos compuestos (Okamoto y Su, 2021).

Las avispas polinizadoras detectan los VOCs desde largas distancias (Gates y Nason,
2012). Se ha argumentado que también identifican compuestos clave, en pequefias
cantidades y a distancias cortas, para tener una identificacion correcta del hospedero
(Wang et al., 2013; Okamoto y Su, 2021). En F. carica se ha comprobado que cambios
pequeiios en la proporcion de compuestos en la mezcla conduce a la pérdida de atraccién
(Proffit et al., 2020). Aunado a esto, se menciona que la especificidad también puede estar

influenciada por el comportamiento de las avispas polinizadoras al examinar los siconos
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receptivos (Renwick, 1989; Dobson y Bergstrom, 2000; Schiestl, 2010; Soler et al., 2011;
Farré-Armengol et al., 2013; Muhlemann et al., 2014). Cuando una avispa localiza un arbol
receptivo, aterriza sobre un sicono y comienza una secuencia fija de los eventos
conductuales con el fin de identificar si entrara al sicono (Frank, 1984; Barker, 1985; van
Noort et al. 1989). En especies simpatricas de Ficus, las especies de avispas polinizadoras
identifican su hospedero, caminando sobre el sicono, lo que indica que las avispas utilizan
sefiales de largo y corto alcance, ademas de sefales tactiles en la superficie del sicono

(Azuma et al., 2010; Wang et al., 2013).

7. Planteamiento del problema

La especificidad planta-polinizador puede estar influenciada por diferentes barreras
(precigoticas o postcigdticas) que ocasionan el aislamiento reproductivo entre especies de
plantas (Grant, 1994), las cuales pueden ser producto de procesos conductuales por parte
de los polinizadores, adaptaciones morfologicas, o cambios quimicos en las plantas (Baack
et al,, 2015). En los sistemas de polinizacidn-oviposicion (nursery pollination) los cambios
conductuales y las modificaciones morfoldgicas son mas fuertes, debido a que los servicios
de polinizacion se intercambian por sitios de cria (Ollerton, 2006). Los mutualismos con
sistemas de polinizacidon-oviposicion mas conocidos son: i) Yucca (Asparagaceae) con
polillas del género Tegeticula (Pellmyr, 2003), ii) Glochidion (Phyllanthaceae) con polillas
Epicephala (Kawakita, 2010), iii) Lophocereus schottii (Cactaceae) con el lepidéptero Upiga
virescens (Fleming y Holland, 1998) y iv) Ficus con avispas de la familia Agaonidae (Herre et

al., 2008).

En el caso del mutualismo Ficus-agadnidos representa un sistema para analizar el
aislamiento reproductivo por medio de la diversidad morfoldgica, ya que, en términos
generales, una especie de avispa polinizadora esta asociada con una especie de Ficus (one-
to-one rule), aunque existen excepciones al respecto (Michaloud et al., 1985; Rasplus, 1996;
Haine et al.,, 2006; Su et al., 2008; Cook y Segar, 2010). En este sentido, es ampliamente

reconocido que la sincronizacién de los ciclos de vida de los interactuantes juega un papel
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determinante en el éxito reproductivo de ambos socios (Galil y Eisikowitch, 1968).
Asimismo, existen factores morfoldgicos y quimicos que no se han explorados en
comparacién con los factores ecoldgicos y genéticos dentro del sistema (Weiblen, 2002;

Cook y Segar, 2010; Wang et al.,, 2013; Okamoto y Su, 2021).

Por lo tanto, entender la coevolucién basada en rasgos genéticos, morfologicos y
quimicos forma parte fundamental para comprender la estrecha relacién entre ambos
socios mutualistas (Jousselin et al., 2003; Hossaert-McKey et al., 2010; Wang et al.,, 2013;
Segar et al,, 2019; Zhang et al., 2020). La especificidad en esta interaccion se ha mantenido
por una serie de filtros bioldgicos, entre los que destacan los VOCs y el ostiolo (Janzen,
1979; Grison-Pigé et al., 2002; Cook y Rasplus, 2003; Cook y Segar, 2010; Machado et al.,
2013; Hossaert-Mckey et al., 2016). Se ha propuesto que el ostiolo es una estructura
implicada en la emisién de los VOCs (Souza et al., 2015). Sin embargo, el ostiolo también
podria jugar un papel como barrera selectiva para sus avispas polinizadoras (Liu et al.,,
2011; Ramirez W. com. person.). En consecuencia, implementar estrategias de investigacion
multidisciplinarias permitira comprender el papel funcional del ostiolo en el mutualismo y
su papel selectivo en el sistema Ficus-avispas Agaonidae (Soler et al.,, 2011; Liu et al,, 2011;

Souto-Vilarés et al,, 2018; Wang et al., 2019).

Adicionalmente, el analisis morfologico y quimico a diferentes escalas, contribuira a
interpretar las estructuras claves en esta interaccion y contribuira al entendimiento de
mecanismos implicados en la especificidad entre los interactuantes (Hembry y Althoff,
2016). En este contexto, en el presente estudio se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ;En qué medida la morfologia floral del sicono de Ficus y la de sus avispas

polinizadoras de la familia Agaonidae influyen en el reconocimiento mutuo de especies?

Para guiar la presente investigacion, se dised un esquema conceptual que ilustra
los filtros fisicos reproductivos implicados en el mutualismo y su posible efecto sobre la
especificidad en el mutualismo Ficus-avispas Agaonidae (Fig. 12). Estos componentes se

han reportado como posibles filtros selectivos en el mutualismo Ficus-avispa Agaonidae
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(Janzen, 1979; Weiblen, 2002; Cook y Segar, 2010; Hossaert-McKey et al., 2016; Zeng et al.,
2018).

Avispa polinizadora

VOCs Ostiolo

Atributos
florales

Figura 12. Filtros fisicos en Ficus. A) Esquema de los tres filtros selectivos presentes en
Ficus (Janzen, 1979; Zeng et al., 2018) . La relacidn entre las tres variables es ciclica debido
a que la falta de una provocaria una reduccién en el éxito reproductivo de Ficus con sus
avispas polinizadoras. B) Las flechas indican los elementos que se correlacionan
positivamente entre ambos interactuantes. 1) Relacion entre el tamafo del ostiolo y el
tamafo de la avispa polinizadora, debido a que son atributos relacionados
alométricamente (positiva o negativamente) para mantener la especificidad. 2) Tamafio del
estilo y el largo del ovipositor, debido a que el largo del ovipositor de la avispa
polinizadora determinara el morfo floral que sera parasitado. (llustraciones digitales por
Nadia Castro-Cardenas).

8. Objetivos y estructura de la tesis

El presente estudio tuvo como objetivo general describir las principales estructuras
reproductivas de los siconos de seis especies de Ficus y de sus avispas polinizadoras como
mecanismos mediadores en su interaccion mutualista, en la region de Los Tuxtlas, en el
estado de Veracruz, México. Primeramente, se describié y analizo la diversidad estructural
del ostiolo durante la fase receptiva en especies de Ficus de las secciones Americanae 'y

Pharmacosycea con relacién a sus avispas polinizadoras (Capitulo Il). Ademas, se
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contrastaron los modos de polinizacion presentes en ambas secciones, considerando

aspectos florales y la morfologia de sus avispas polinizadoras (Capitulo Il).
9. Area de estudio

La zona de estudio se encuentra localizada en la costa del Golfo de México, en el sureste
de Veracruz, dentro del area norte perteneciente a la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas
(RBLT) (18° 8'-18°45' N, 94° 37'-95°22' O; 1,680 m s.n.m.). La sierra de Los Tuxtlas
comprende un area de 80 km de largo por 55 km de ancho, abarcando una superficie de
330,000 ha, que incluye el Area Natural Protegida RBLT, con sus tres zonas nicleo (Volcan
San Martin Tuxtla, Sierra Santa Martha y San Martin Pajapan) y la zona de
amortiguamiento (Guevara, 2010). La zona de amortiguamiento representa el 80% de la
superficie total de la Reserva y se estima que solo el 22 % de la reserva contiene selvas,

bosques y manglares en un grado adecuado de conservacién (Fig. 13; Ramirez, 2011).
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Figura 13. Localizacién geografica de la zona de estudio en la region de Los Tuxtlas,
Veracruz, México (recuadro rojo). A) Zona norte de la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas,
Veracruz, México. B) Puntos de muestreos de los individuos de Ficus colectados. Cy D
Acercamiento del recuadro en B. C) Puntos de muestreo de las especies pertenecientes a
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la seccién de Pharmacosycea (subg. Pharmacosycea, Ficus). D) Puntos de muestreo de las
especies pertenecientes a la seccién Americanae (subg. Spherosuke, Ficus).

La regién de Los Tuxtlas forma parte del complejo volcanico del Terciario Superior y
Cuaternario Medio, compuesto por andesita basaltica y basalto (Verma et al., 1993), el cual
estd bordeado por flujos lavicos del Holoceno (Nelson y Gonzalez-Caver, 1992). Por la
distribucion de los materiales geoldgicos se ha creado un paisaje heterogéneo, donde las
pendientes oscilan entre los 2° hasta los 45°. La variabilidad geomorfoldgica de la zona es
tal, que se puede dividir en 45 unidades de relieve, agrupadas en 10 paisajes
geomorfolégicos, que tienen intervalos altitudinales que van desde los 0 a los 1,680 m
s.n.m (Geissert, 2004). Esta diversidad territorial y de inclinaciéon genera un paisaje de alta
complejidad, que influye en la hidrologia, microclima, formacion de suelo y la distribucién
de la flora y fauna, permitiendo asi el establecimiento de distintas asociaciones vegetales y
ecosistemas, como encinares, pinares, manglares, sabana y vegetacion costera (Sousa,

1968).

El clima predominante de la zona estudiada es calido humedo, con lluvias todo el
ano (Af) con temperatura media anual de 24.5 °Cy la precipitacion anual es de 3,928 mm
(Fig. 14; SMN, 2010). Las lluvias se registran durante todo el afio, pero son mas frecuentes
y abundantes durante el verano, mientras que en la época seca se presenta entre marzo-

mayo, siendo este Ultimo el mes mas seco (Soto, 2004; SMN, 2010).
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Figura 14. Diagramas ombrotérmicos para las localidades de Catemaco, Coyame,
Lauchapan y Sontecomapan, Veracruz. Los datos corresponden a 30 afios de observaciones
de las Estaciones Meteoroldgicas de la Sistema Meteorolégico Nacional (2010).

La region de Los Tuxtlas es considerada como la frontera boreal de la selva alta
perennifolia, ya que permite el desarrollo de especies tropicales y boreales Unicas de la
region (Castillo-Campos y Laborde, 2004). Dentro de los tipos de vegetacion descritos para
esta regidn, el presente estudio se desarrollo en la selva alta perennifolia, de acuerdo con
Miranda y Hernandez-X. (1963) o como un bosque tropical perennifolio, segun Rzedowski
(1978), asi como en comunidades en donde esta vegetacion se encontraba y que ahora
presenta fragmentos con vegetacion en distintas etapas de regeneracion y pastizales para
la crianza de ganado. La Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas alberga uno de los ultimos
remanentes de selva humeda de la costa del Golfo de México (Guevara y Sanchez-Rios,
2004). La riqueza de especies de plantas vasculares conocida para toda la regién es de

2,548 especies, distribuidas en 208 familias y 1018 géneros (Villasefior et al., 2018). Las
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familias con mayor nimero de especies en la regién son Fabaceae (212), Orchidaceae
(171), Asteraceae (150) y Rubiaceae (143). La mayoria de los individuos de las especies
estudiadas de Ficus se encontraban en zonas de pastizales, remantes de selva o como

cercas vivas (Fig. 13).
9.1 Seleccidn de las especies de Ficus

Se seleccionaron tres especies de cada seccion de Ficus, las cuales presentaban diferencias
en el didametro del sicono. Las especies de la seccién Pharmacosycea fueron Ficus
apollinaris Dugand., F. insipida Willd. y F. yoponensis Desv. y de la seccion Americanae, F.
colubrinae Stand|, F. isophlebia Standl. y F. obtusifolia Kunth. La localizacion de individuos
se realiz6 por medio de multiples recorridos, durante los meses de marzo a junio de los
anos 2018 a 2020. Se colectaron siconos con flores pistiladas receptivas (Fase B) y siconos
con flores estaminadas y avispas emergentes (Fase D) (Galil y Eisikowitch, 1968). Una
caracteristica del género es que los individuos presentan bajas densidades (Galil y
Eisikowitch, 1968), con patrones fenoldgicos asincrénicos en la produccion de siconos
(Janzen, 1979; Bronstein y McKey, 1989). Por ello, se establecio que los individuos de cada

especie contaran con al menos, cinco individuos con las fases requeridas.

10. Metodologia general
10.1 Colecta y procesamiento del material

Para cada especie de Ficus se colectaron 10 siconos en Fase B y D de cinco individuos
diferentes. Se diseccionaron los siconos, retirando la mayor parte del receptaculo. El
material se fij6 en FAA (formaldehido, alcohol etilico, acido acético y agua destilada en
proporcion 1:5:0.5:3.5) o en formalina neutra, durante 48 horas. Posteriormente, para su
procesamiento histoldgico, se hicieron dos lavados con agua destilada de 10 minutos cada
uno y se deshidrataron gradualmente con una serie de etanoles del 30 hasta el 70 %. Una

parte del material se reservo para su procesamiento y observacion en el microscopio
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electronico de barrido (MEB), mientras que otra parte se incluyd en resinas sintéticas (LR-

White e Historesin) y en Parafina (Paraplast plus) (Marquez-Guzman et al., 2016).

10.2 Procesamiento del material para el analisis histolégico y micromorfolégico

El material se deshidratd en etanoles graduales en un tiempo de una hora por cada
concentracion (70 %, 85 %, 96 %, 100 %). Parte de las muestras fueron embebidas en
resina plastica LR-White (Electron Microscopy Sciences), cortadas a 1.5 um usando un
ultramicrétomo Leica RM2164 y tefiidas con azul de toluidina al 0.05 %. Otra parte del
material fue incluido con Historesina, cortado a 4 um, usando un microtomo rotatorio
Leica RM-2245 y tefiido con azul de toluidina al 0.05 %, en buffer de fosfatos a pH 6.8.
Finalmente, el material restante fue embebido con parafina, cortado a 5-7 um usando un
microtomo rotatorio y teflidos con safranina y verde-rapido (Marquez-Guzman et al.,

2016).

Para determinar la naturaleza quimica de los tejidos y contenidos celulares, se
realizd un analisis histoquimico, con las muestras embebidas en historesina y en parafina.
Se aplicaron pruebas de acido peryddico de Schiff’s (PAS) para identificar polisacaridos
insolubles, lugol para almidén, Suddan IV y Rojo “O” de aceite para detectar sustancias
lipofilicas y reactivo de Nadi para terpenos (Marquez-Guzman et al., 2016; Castro-Cardenas
et al,, 2022). Las secciones anatdmicas fueron observadas y fotografiadas usando un

microscopio optico Olympus Provis AX70 adicionado con camara digital.
10.3 Procesamiento del material para microscopia electrénica de barrido

La morfologia externa e interna del sicono se evalué a través de microscopia electronica de
barrido (MEB). Después de llevar a cabo la deshidratacién con etanoles graduales, se
procesé el material en una desecadora de punto critico con CO,. Se montd en
portamuestras metalicos sobre cinta conductora de carbdn y se cubrieron con oro, en una
ionizadora Denton Vacuum Desk-II. Las imagenes fueron observadas usando un

microscopio Jeol JSM-5310 LV.
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Abstract

The syconium is the urn-shaped inflorescence shared by all species of the genus Ficus. The orifice at the apex of the
syconium is called the ostiole, and it is covered by interlocking bracts. The ostiolar bracts can have different arrangements,
which only allow the entry of mutualist wasps and promote reproductive isolation among Ficus species. Here, we analyze
the ostiolar structures that could play a role as selective filter and therefore impact the fig-fig wasp mutualism in the neo-
tropical Ficus sections Americanae and Pharmacosycea. Samples of syconia with pistillate flowers during the receptive
phase of seven species of Ficus were examined using light and scanning electron microscopy. Tests for histolocalization
of substances were employed to detect secretory activity throughout the ostiolar tissues. Our results indicated that the
ostiole has two components: ostiolar bracts and the periostiolar zone. Interspecies variation in ostiolar bract arrangement in
both sections studied was broader than previously reported. We report for the first time for Ficus: (i) two types of ostiolar
osmophores (mesophyll and diffuse), that could be a source of volatile compounds for attracting fig wasps; (ii) colleters in
the axil of ostiolar bracts, which probably lubricate and facilitate the entry of pollinating wasps into the syconial cavity;
(iii) secretory trichomes around the ostiolar bracts, and (iv) syconium basal bracts (F. isophlebia) covering the ostiole,
which are the first physical barrier that the fig wasps must overcome to access receptive pistillate flowers. We describe
the zones that compose the ostiole, which support the hypothesis that the ostiole is a selective filter in the interactions
of fig trees with Agaonidae fig wasps. We also suggest that ostiolar osmophores, colleters, the periostiolar zone, and the

arrangements of the ostiolar bracts may be informative with respect to Ficus systematics.

Keywords Colleters - Diffuse osmophore - Fig - Mesophyll osmophore - Ostiolar bracts - Syconium

Introduction

Ficus (Moraceae) species that inhabit the American conti-
nent belong to subg. Pharmacosycea (Miq.) Miq. and subg.
Spherosuke Raf. (Berg 1989; Ibarra-Manriquez et al. 2012;
Pederneiras etal. 2015). These subgenera are associated with
specific genera of Agaonidae pollinating wasps: Tetrapus
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Mayr 1885 in Pharmacosycea, and Pegoscapus Cameron
1906, in Spherosuke Raf. (Cruaud et al. 2012; Rasplus and
Soldati 2005). The fig or syconium is a modified urn-shaped
inflorescence that encloses numerous unisexual flowers; it
is the synapomorphy that distinguishes Ficus from the rest
of the angiosperms (Basso-Alves et al. 2014; Berg and Cor-
ner 2005; Galil and Eisikowitch 1968; Verkerke 1989). The
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pollinating wasps can only enter the syconium through a
small apical orifice called the ostiole, which is covered by
superficial bracts. Wasps are attracted by a particular mix-
ture of volatile compounds during the receptive phase of
the syconium, which lasts between 1 and 7 days, depend-
ing on the species (Berg and Corner 2005; Harrison 2005,
Hossaert-Mckey et al. 2010; Piedra-Malagén et al. 2019,
Wang et al. 2013).

The ostiole is one of the most important selective filters
in the complex mutualistic relationship between Ficus and
Agaonidae wasps in that it limits the size and number of fig
wasps that enter the syconium, it is a source of the fragrance
that attracts pollinating wasps, and it prevents the entry
of parasites and herbivores into the syconium (Hao-Yuan
et al. 2010; Janzen 1979; Liu et al. 2011; Souto-Vilards et
al. 2018; Souza et al. 2015; van Noort and Compton 1996;
Verkerke 1988; Wang et al. 2013). Specifically, zones on
the ostiolar bracts and the external surface of the receptacle
of E auriculata Lour.,, F. enormis Mart. ex Miq., F ingens
(Miq.) Miq., E lyrata Warb., F. microcarpa L. ., F. mon-
tana Burm. f., F. pumila L., and FE tikoua Bureau have been
found to emit floral scents that attract pollinating wasps
(Baijnath and Naicker 1989; Machado et al. 2013; Souza
et al. 2015). Stomata and trichomes near the ostiolar bracts
also seem to participate in fragrance emission in F. ottoni-
ifolia (Miq.) Miq. (Verkerke 1986) and F. asperifolia Miq.
(Verkerke 1987a).

The bracts associated with the ostiole vary among
the sections and subgenera of Ficus in morphology and
arrangement and have been given different names depend-
ing on their position along the ostiole. Ramirez (1974) rec-
ognized two types of ostiolar bracts (superficial and others)
and described the arrangements of these bracts within the
sections and subgenera of Ficus. Verkerke (1989) proposed
three ostiolar types based exclusively on the arrangement
of the ostiolar bracts. In Type I, all ostiolar bracts interlock
to form a helicoidal passage through the ostiole; this type
has been recorded in subg. Urostigma (Endl) Miq. and the
sections Americanae (Miq.) Corner, Conosycea (Miq.) C.C.
Berg, Leucogyne Comer, Stilpnophyllum (Endl.) C.C. Berg
and Urostigma (Endl) Griseb. In Type II, the superficial
bracts of the ostiole are interlocked, while the apex of the
internal bracts curves downwards, forming a tunnel into the
cavity of the syconium (subg. Pharmacosycea (Miq.) Miq.,
sect. Pharmacosycea (Miq.) Griseb.). In Type II1, all ostio-
lar bracts descend to form a bilabiate (subg. Urostigma, sect.
Galoglychia (Gasp.) Endl.) or bilabiate-triradiate structure
(subg. Urostigma, sect. Malvanthera Corner). Moreover,
Machado et al. (2013) further proposed three different types
of ostiolar bracts based on anatomical and functional char-
acteristics: (1) secretory—the most external or superficial
bracts, characterized mainly by the presence of trichomoids;

@ Springer

(i) transitional—situated more internally than secretory
bracts, with shorter trichomoids, and (ii1) wall—positioned
in the internal wall of the ostiole, with a conical appearance
and abaxial epidermis without trichomoids.

There are only a few studies that provide some details
of the structure of the ostiole and its relationship with pol-
linating wasps on the American continent. The anatomy of
different types of ostiolar bracts and the secretory structures
associated with them, such as trichomoids and secretory tri-
chomes, were described in F. enormis, showing the morpho-
physiological complexity of the ostiolar bracts (Machado et
al. 2013). Mesophyll osmophores in the ostiolar bracts and
the outer wall of the syconium were associated with zones
of emission of volatile compounds that allow fig wasps to
locate the syconia during the receptive phase (Souza et al.
2015; Piedra-Malagén et al. 2019) described developmen-
tal phases of the syconium of F. petiolaris Kunth, though
few details were provided on the morphology of the osti-
ole. Syconium development, particularly morphological
changes in the ostiolar bracts were reported for F. tuerck-
heimii Standl., including the presence of trichomoids on
the external ostiolar bracts and osmophores on the exter-
nal syconium wall close to the ostiole (Delgado-Pérez et
al. 2020). Lastly, Rojas-Cortés et al. (2022) described the
morphological changes in the developmental phases of the
syconium of F. pringlei S. Watson, with images of the osti-
ole morphological changes in each development phase.

Despite the importance of the ostiole, its morphology or
anatomy has only been detailed in approximately 20 species,
covering only some of the sections and subgenera of Ficus
(Delgado-Pérez et al. 2020; Machado et al. 2013; Souza et
al. 2015; Verkerke 1989). Additionally, descriptions of the
structures associated with the ostiole vary in their degree of
detail, making it difficult to compare them among taxa. This
information is particularly scarce for American Ficus spe-
cies, where the anatomy of the ostiolar bracts and the struc-
tures associated with the production of volatile compounds
(e.g., osmophores or trichomoids), have been described
for only four species (Delgado-Pérez et al. 2020; Machado
et al. 2013; Souza et al. 2015). In this context, the present
study aimed to compare the morphoanatomy of the ostiole
among seven American species of Ficus belonging to the
sections Americanae and Pharmacosycea by: (1) identifying
and describing the structures that compose the ostiole; (ii)
identifying the secretory structures of the ostiole related to
the attraction of its pollinating wasps, and i11) the discuss the
potential roles of the ostiole in the fig-fig wasp mutualism.
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Fig. 1 Syconium ostioles of Ficus. The top row shows mainly the
lateral view of the syconium, the middle row shows principally the
frontal view of the ostiole, and the bottom row shows a diagram of the
location and arrangement of the different classes of bracts. Sect. Phar-
macosycea. a-cF. apollinaris.d-fF. insipida.g-iF. yoponensis. Sect.
Americanae. jF. americana. k-1F. colubrinae. m-oF. isophlebia. p-rF.
obtusifolia.c, 1, i, 1, o, r Diagrams of'the ostiole. In . insipida (e, f), the

Materials and methods
Sampling and study area

The species included in the study were collected in the Los
Tuxtlas mountain range of southeastern Veracruz, Mexico
(18°10°-18°45" N and 94°42°-95°27" W). They belong to
the two American sections of Ficus: Pharmacosycea (F
apollinaris Dugand., F. insipida Willd., and F yoponensis
Desv.) and Americanae (K americana Aubl., F. colubrinae
Standl., F isophlebia Standl., and F obtusifolia Kunth)
(Fig. 1). Hereafter, the sections will be mentioned without
indicating their taxonomic category. The species studied
were chosen because they cover a wide range of syconium
size and are relatively abundant regionally. A total of 50
syconia were collected from five individuals (10 syconia
from each individual) of each species. The syconia had
pistillate flowers with receptive stigmas (phase B o female
sensu Galil and Eisikowitch 1968). Syconia samples were
fixed in buffered formalin (Lillie 1954) and FAA solution
(Johansen 1940; Marquez-Guzman et al. 2016).

Histological and surface analyses
For the analysis of syconia under light microscopy, the fixed

material was dehydrated in an ascending ethanol series
and embedded in LR White resin (Electron Microscopy

superficial bracts are not interlaced, leaving the ostiole partially open.
In F. isophlebia (m, n) that basal bracts (1, 2) cover the ostiole and the
wing of a pollinating wasp is visible stuck between the basal bracts
(arrow in n). BB basal bract (grey shading), SB superficial bracts (blue
shading), 7B transitional bracts (purple shading), /B internal bracts
(green shading), PZ periostiolar zone (yellow shading). Scale bars: d,
e=2cm; g h, p=1cm;a, bym,n, q=5mm; j=2.5 mm

Sciences), Leica Historesin (Heraeus-Kulzer, Hanau, Ger-
many), or Paraplast (Sigma-Aldrich). The material was
divided into three parts to include it in different resins. The
LR White resin-embedded material was cut into 1-2 pum
thick sections using a RMC-MT-990 rotatory microtome
and stained with 0.0% toluidine blue (Marquez-Guzman et
al. 2016). The Paraplast-embedded materials were sectioned
at 5-7 pm, using a rotary microtome, stained with safra-
nin and fast green. Historesin-embedded material were sec-
tioned at 3-4 um with a Leica RM-2245 rotary microtome
and stained with 005% toluidine blue in pH 6.8 phosphate
buffer (O’Brien et al. 1964). The sections were mounted in
synthetic resin.

Histochemical tests were performed to detect total
polysaccharides (periodic acid Schiff’s reagent; Feder and
O’Brien 1968), lipophilic compounds (Sudan I'V; Jensen
1962 and Sudan Black B; Pearse 1980), terpenes (Nadi
reagent; David and Carde 1964), metabolically active tis-
sues (neutral red, and phenolic compounds 0.05% toluidine
blue in pH 6.8 phosphate buffer; O’Brien et al. 1964). Pho-
tomicrographs were taken using an Olympus Provis AX70
light microscope equipped with a digital camera.

The morphology of the ostiole was described using scan-
ning electron microscopy (SEM). The fixed samples were
dehydrated in gradual ethanol, critical point dried with
CO,, mounted on stubs, coated with gold, observed, and
photographed using a Jeol JSM-5310 LV scanning electron
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Table 1 Characteristics of the ostiole in seven neotropical species of Ficus (Presence (+), Absence (=)

Ostiole traits Sect. Pharmacosycea Sect. Americanae

Ficus apollinaris  F insipida  F yoponensis F americana F. colubrinae F isophlebia F obtusifolia
Periostiolar zone
Laticifer - + + — - - —
Diffuse osmophores + + + + + + +
Mesophyll osmophores  + - + + + + +
Superficial bracts
Colleters + + + + + + +
Phenolic epidermis + + + + + + +
Laticifer - + + - - — —
Mesophyll osmophores  — + + + + + +
Transitional bracts
Colleters + + + + + + +
Druses + + + + + + +
Phenolic epidermis + + + + + + +
Palisade epidermis - + - - - - -
Internal bracts
Colleters + + + + + + +

microscope. Some of the photographs were artificially col-
ored with Adobe Photoshop version 21.0.1 software.

The typification of the ostiolar bracts follows the crite-
ria proposed by Machado et al. (2013), but with modifica-
tions to the nomenclature. We refer to the bracts that that
Machado et al. (2013) called secretory ostiolar bracts as
“superficial bracts” because we found that in F. insipida
these bracts lack secretory structures (see result section),
making the previous name inaccurate in this case. We
refer to Machado et al.’s “wall bracts” as “internal ostiolar
bracts” to better differentiate among the bract types, since
all three types are inserted into the ostiolar wall. We con-
sidered that these names, related to the bracts’ position and
morphology in the ostiole are more precise. The mesophyll
osmophores combined the criteria used by Endress (1994)
and Vogel (1990). We defined these glandular structures as
secretory tissues where volatile compounds are released in
the mesophyll; mesophyll cells contain a high amount of
reserve substances, large nuclei, dense cytoplasm, and rich
vascularization.

Results
Delimitation of the ostiole

Two zones were identified for the ostioles of all studied spe-
cies: the zone with bracts (superficial, transitional, or inter-
nal) and the periostiolar zone (Fig. 1; Table 1). In species
of Pharmacosycea, the periostiolar zone showed elonga-
tions or invaginations (Fig. lc, f, 1), while in dmericanae,
it presented annular thickening around the ostiolar bracts
(Fig. 1 L, o, r). It was identified that there is very little
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variation within each species between the two identified
zones of the ostiole.

During the receptive phase, Pharmacosycea species
presented inconspicuous syconium basal bracts (Fig. 1d),
while in Americanae they ranged from inconspicuous (F
americana and. F. colubrinae; Fig. 1j, k) to conspicuous (F.
isophlebia and F. obtusifolia; Fig. 1 m, n, p, q). For the first
time in Ficus, we found that in F isophlebia the basal bracts
nearly cover the syconium, including the ostiole, mean-
ing that pollinating wasps must pass through the syconium
basal bracts before reaching the superficial ostiolar bracts
(Fig. 1 m, n). We observed secretory trichomes close to the
apex and along the margin of the basal bracts (Fig. 4 g, Fig.
S1). The structures found in the two zones of the ostiole in
each section are described below.

Ostiolar bracts (superficial, transitional, and
internal)

In Pharmacosycea species, the superficial bracts were
arranged in an interlocking pattern (Figs. la-c and g-1 and
a, ¢, g, h and 1), except for F insipida, whose bracts only
partially covered the ostiole (Figs. 2e and f and d-f). Ficus
apollinaris presented a rugose epidermis and acicular tri-
chomes (Fig. 2b). Inall species, the mesophyll in the thicker
area of the bract has four to six layers with dense cytoplasm,
druses, phenolic substances, and laticifers (Fig. 3b, d). On
the superficial bracts of F. apollinaris and F. yoponensis,
the abaxial side had mesophyll osmophores with two to four
layers of small cells with conspicuous nuclei and terpenes
(Fig. 3b, ¢, h, 1). The adaxial side of the bracts was com-
posed of cubic cells that, according to the staining reactions,
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Fig. 2 Ostiolar bracts of Ficus sect. Pharmacosycea (scanning elec-
tron microscopy). a-cF. apollinaris. d-fF. insipida. g-iF. yoponensis.a,
d, g Top row. Ostiole in frontal view. Osmophores (yellow shading)
can be seen in the periostiolar zone. d Note that in F insipida, the
superficial bracts do not interlace. b, e, h, Middle row. b Detail of the
a. Mesophyll osmophore with rugose and abaxial secretory epidermis
in the superficial bracts with acicular trichomes (yellow shading). e

contain phenolic compounds (Fig. 3a, g). The cuticle of
those cells is thicker on the external wall (Fig. 3 h).

The transitional bracts had a helicoidal arrangement
(Figs. 1fand 1, 2f and i and 3a and f) in all species except for
E apollinaris, in which some of the transitional bracts that
were inserted near the internal bracts were perpendicular

Superficial (blue shading) and transitional (purple shading) bracts. h
Detail of the rugose epidermis of the superficial bracts. ¢, f, i Bottom
row: Longitudinal section of the arrangement of ostiolar bracts: super-
ficial (blue shading), transitional (purple shading) and internal (green
shading). ES syconium epidermis, internal bract (green), PZ perios-
tiolar zone, SB superficial bract (blue), transitional bract (purple).
Scale bars: d=1 mm; f, i=500 um; g, ¢=250 pm; a, e, h=100 um;
b=10 um

to the superficial bracts (Figs. lc and 2c). In all species,
this kind of bracts were characterized by phenolic epider-
mal cells on the abaxial side (Fig. 3a, b, d, €), mesophyll
composed of 10 or more parenchyma cell strata, with dense
cytoplasm and abundant druses (Fig. 3e-g). Particularly, in
F insipida, we observed a palisade epidermis on the abaxial
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Fig. 3 Anatomy of the ostiolar bracts of Ficus sect. Pharmacosycea.
a, d, e, fF. insipida. b, cF. apollinaris. g-iF. yoponensis. a, g Lon-
gitudinal sections of the ostiolar bracts showing the epidermis with
tannins (red-brown) on the abaxial side. b Close-up of the superficial
bracts, mesophyll osmophores composed of two or three cell layers,
and druses (arrows) in mesophyll cells. ¢ Detail of the b (red rectangle)
showing droplets (arrows) of the terpenes in the mesophyll cells. d
Detail of superficial bract with druses. e Superficial and transitional
bracts. Epidermal prolongations of the transitional bracts (asterisks)
are absent from the superficial bracts. f Close-up of the superficial
and transitional bracts of the rectangle in e. Detail of several layers

side with phenolic compounds (Fig. 3e, f). The epidermis
of the adaxial side showed rectangular phenolic cells (Fig.
3a, g).

The internal bracts were inserted into the ostiole under-
neath the transitional bracts, closest to the syconial cav-
ity. They had a resupinate arrangement in F insipida and
F. yoponensis and a helicoidal arrangement F. apollinaris
(Figs. 1c, fand 1, 2¢, f and 1 and 3a and g). The epidermis
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of small cells with dense cytoplasm on transitional bracts (arrows).
h Thick cuticle of the superficial and transitional bracts (arrow heads
and asterisks, respectively), mesophyll cells with dense cytoplasm,
and druses (arrows). i Close-up of the rectangle in the h showing
droplets (arrows) of the terpenes in the mesophyll. /B internal bract,
SB superficial bract, 7B transitional bract. Staining. a, g safranin and
fast green; b, f 0.05% toluidine blue in phosphate buffer, pH 6.8; ¢,
i Nadi reagent, e periodic acid-Schiff; h 0.05% toluidine blue. Scale
bars: d=500 pm; a, g=400 pm; =250 pm; e=100 pm; b=50 pm;
f=20 pm; ¢, i=12.5 pm

of the abaxial side had small cells, the mesophyll was com-
posed of one or two strata without druses, and the epidermis
on the adaxial side had smaller rectangular phenolic cells
(Fig. 3a, g).

In Americanae species, there were three superficial
bracts arranged in an interlocking pattern (Fig. 1 L, o, 1, 4a,
e, 1, m, 5a, d, g, J). The mesophyll has six or more layers in
the thicker bract area with dense cytoplasm, druses, terpene
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Fig. 4 Morphology of the ostiolar bracts of Ficus sect. Americanae
(scanning electron microscopy). a-dF americana. e-gF. colubri-
nae. W-1F. isophlebia. m-pF. obtusifolia.a, e, i, m Top row. Ostiole
in frontal view. a, b, e Wings (golden shading) of pollinating wasps
are observed. b, f, j, n Second row. Close-up of the periostiolar zone.
b Diffuse osmophore (yellow dotted circle). ¢, g, k, o Third row. ¢
Close-up of a mesophyll osmophore. g Basal bract of the syconium

droplets, phenolic substances, and laticifer (Fig. 5). On the
superficial bracts, there were mesophyll osmophores with
elongate cells, dense cytoplasm, and thick cuticles (Figs. 4¢
and o and 5 ¢, f, 1, 7i-0). Mesophyll osmophores has cyto-
plasm-rich cells with large nuclei and thin walls (Fig. 5 L,
7i, m-0). Sometimes the cuticle extends only into the epi-
dermal cells, both periclinal and anticlinal (Fig. 7 h, k). In
F. obtusifolia, palisade epidermis of the mesophyll osmo-
phores were grouped, forming small gemmae with dense
cytoplasm (Figs. 40 and 5j and k). The adaxial side of the
bracts was composed of cubic cells containing phenolic
compounds (Fig. 5a, d, g, J).

The transitional bracts had a helical arrangement
(Fig. 1L, o, 1, 4d, h, 1, p). In all species, the bracts were

with several secretory acicular trichomes (arrows). k Secretory and
acicular trichomes of the periostiolar zone. o Close-up of a mesophyll
osmophore. d, h, 1, p Fourth row. Longitudinal section of the ostiole
showing the arrangement of bracts. BB basal bract (brown shading).
ES receptacle epidermis, internal bracts (green shading), SB superficial
bracts (blue shading), 7B transitional bract (purple shading), OR ostio-
lar ring. Scale bars: a, g=500 um; d=200 pm; b, e, f, h, i, j, k, |, m,

n, p=100 pm; ¢, 0=10 pm

characterized by phenolic epidermal cells on the abaxial
side (Fig. 5a, b, d, g, j) and mesophyll composed of five
to eight parenchyma cell strata, with dense cytoplasm and
abundant druses (Fig. 5b, h).

The internal bracts showed a helicoidal arrangement.
These bracts were arranged nearly vertically, with straight
apices (Fig. 1 L, o, 1, 4d, h, ). In E americana, F. colubri-
nae, and F isophlebia, the apex of the bracts curved toward
the abaxial surface (Fig. 5a, d, g), while in F obtusifolia,
it curved toward the adaxial surface (Fig. 5j). The meso-
phyll is reduced, composed of an abaxial side of small cells
and one or two layers without druses (Fig. 5a, d, g, ). The
adaxial side had an isodiametric shape in cross-section and
did not show phenolic cells (Fig. Se).
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Fig. 5 Anatomy of ostiolar bracts of Ficus sect. Americanae. a-cF.
americana.d-fF. isophlebia.g-iF. colubrinae.j-1F. obtusifolia.a, d, g, j
General view of the ostiolar bract arrangement and periostiolar zone. b
Periostiolar zone and ostiolar bracts. ¢, f, i Superficial bracts showing
mesophyll terpenes (arrows). e Internal bracts. h General view of the
ostiole showing druses observed in polarized light. k Small gemmae
in the mesophyll osmophores of the superficial bracts. 1 Close-up a

Colleters

Colleters were found in the seven studied species, with an
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superficial bract. The mesophyll presents conspicuous nuclei (arrows)
and druses (asterisks). BB basal bracts, /B internal bracts, AMe meso-
phyll layers, PE palisade epidermis, SB superficial bract, 7B transi-
tional bracts. Staining a, d, e, g, safranin and fast green; b, 0.05%
toluidine blue in phosphate buffer, pH 6.8; j, k, 1 toluidine blue; c, f, i
Nadi Reagent. Scale bars: h=500 pm; j=400 pm; a, b, d, g=200 pm;
e=80 um; 1=20 pm; f, i=10 pm; k=8 pum

axillar distribution in all types of ostiolar bracts (Fig. 6a).
These secretory structures are trichomes composed of a sin-
gle basal cell smaller than the apical cells (Fig. 6b-h) except
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Fig. 6 Histochemical tests applied to colleters on ostiolar bracts of
Ficus species. a, fF. americana.bF. apollinaris.cF. insipida.d-eF.
yoponensis.gF. colubrinae hF. isophlebia iF. obtusifolia.a Location of
colleters in the bract axils (arrows). /B internal bracts, PZ periostiolar

for F. obtusifolia, which presented two basal cells (Fig. 61).
The apex of the colleters varied in the number of cells and
strata (one or two series; Fig. 6¢-1). In the whole the species
analyzed, the cell walls were thickened and had a cuticle
(Fig. 6b-e), and the cytoplasm of the basal cells contained
terpenes, polysaccharides, and/or lipids. The apical cells
mainly contained phenolic substances (Fig. 6d).

zone, SB superficial bract, 7B transitional bracts. Staining: a, f Nadi
Reagent; b, ¢, h Sudan black; d Periodic acid-Schiff, e, g, i 0.05%
toluidine blue in phosphate buffer at pH 6.8. Scale bars: a=200 pm;
b-i=25 pm

Periostiolar zone

In all species, the periostiolar zone epidermis had smaller
cells than the rest of the syconium, and sometimes had
a rugose texture (Fig. 7a-d). In Pharmacosycea, this
zone was flat to axially elongated, such that the superfi-
cial ostiolar bracts were slightly elevated (¥ insipida and
F yoponensis; Figs. 1d-1 and 2f and 1) or depressed (¥

@ Springer

62



Journal of Plant Research

Fig. 7 Periostiolar zone of Ficus.a, oF. americana.dF. apollinaris.c, i,
j» nF. colubrinae.k, |, mF. isophlebiafF. insipida hF. obtusifolia.b, e,
g yoponensis.a Location of ostiolar bracts and periostiolar zone. b
Longitudinal section. Close-up of the epidermis, composed of small
isodiametric cells with dense cytoplasm (asterisks), and mesophyll
with abundant laticifer (arrows). ¢ Panoramic view of the epidermis
with trichomes glands (yellow shading). d Close-up of the rugose epi-
dermis of the periostiolar zone (yellow shading) with stomas (purple
shading). e, f Longitudinal sections and detail of the branched laticifer
system. g Trichomes with acute apices. h Trichomes in the palisade
epidermis. i Close-up the periostiolar zone. Note the cell secreting
terpenes between the epidermis and mesophyll (arrows). j Mesophyll
osmophores of the superficial bracts and the periostiolar zone, with

apollinaris, Figs. 1a-c and 2a) relative to the syconium. In
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colleters visible between the bracts (arrow). k Detail of the mesophyll
osmophore formed by two or three cell layers in palisade epidermis
and mesophyll with cells with dense cytoplasm. 1 Cross section of the
epidermis detailing the conspicuous nuclei (arrows). m, n, o Longitu-
dinal section of the mesophyll osmophores between superficial bracts
and periostiolar zone, showing secretory cells with cytoplasm, large
nuclei, and intercellular spaces with terpenes close to palisade epi-
dermis (arrows). ES syconium epidermis, Me mesophyll layers, PE
palisade epidermis, PZ periostiolar zone, Re receptacle, SB superficial
bract. Staining: a, g, j, k, | safranin and fast green; b toluidine blue; ¢,
d scanning electron microscopy; e, f, i, m, n, o0 Nadi Reagent. Scale
bars: a, f, = 200 pm; d, e, i, 0=50 pm; b, j, ¢, n=25 pm; g, h, k,
m=20 pm; 1=8 um

addition, the periostiolar zone sometimes had several strata
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Fig. 8 Diffuse osmophores of Ficus syconia. a-dF apollinaris.eF.
insipidafF. yoponensis.gF. americana.hF. colubrinae.iF. obtusifolia.a
Detail of rows of acicular trichomes oriented toward the ostiolar super-
ficial bracts, and the osmophores located between them (yellow shad-
ing). b Osmophore composed of open stomata and acicular trichomes.
¢ Tangential section of an osmophore showing a few secretory and

of subepidermal parenchyma cells and an extensive laticifer
system (Fig. 7e, f); nevertheless, in I apollinaris, the latici-
fer system was less notable. Externally, some species pre-
sented multicellular trichomes (e.g., F. yoponensis;, Fig. 7 g)
while others had acicular, unicellular, or rows of trichomes
oriented toward the superficial bracts (e.g., F. apollinaris,
Figs. 7d and 8a and b).

In the Americanae species, the periostiolar zone was
thickened at the base of the superficial bracts, forming a ring
around the ostiole (Figs. 1j-r and 4b, f, j and n). Externally,
this ring presented either unicellular trichomes (as in F. iso-
phlebia;, Fig. 4k) or acicular trichomes (as in F. obtusifolia,

isodiametric cells (red arrows) below the stomata. d Longitudinal sec-
tions. A stoma, where terpene droplets in the mesophyll were observed
(arrows). e-i Variation in the types of osmophores (yellow shading)
found in the periostiolar zone. Note that all types are characterized
by groups of generally open stomata and epidermis that differs from
the rest of the syconium. Scale bars: a, e, h=100 pum; f, g, i=50 um;
¢=25 pum; d=20 um; b=10 um

Fig. 7h). The ring presented a palisade epidermis similar to
that of the superficial bracts (Fig. 7 h-L).

The periostiolar zone had mesophyll and diffuse osmo-
phores (Figs. 7a and j and 8 g-i, Fig. S1). The mesophyll
osmophores were composed of mesophyll layers, and it
was common to find druses and other polygonal crystals in
higher abundance than in the external epidermis of the syco-
nium (Fig. 5h, 7 g, j, k). The diffuse osmophores had sev-
eral always-open stomata and subepidermal secretory tissue
composed of one or a few cells layers (Fig. 8, Fig. S1). In
all species, the diffuse osmophores were found a few layers
below the external epidermis of the syconium; they were
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isodiametric, with thin cell walls, dense cytoplasm, and
intercellular spaces that facilitate the diffusion of substances
(Fig. 8¢, d). In Pharmacosycea, the diffuse osmophores were
in the periostiolar zone (Figs. 2a, d and g and 8a, b, e and
), while in Americanae, they were adjacent to the ostiolar
ring, opposite the ostiolar bracts (Figs. 4b and f and 8 g-i).
In addition, we identified terpene droplets in the mesophyll
and diffuse osmophores of F. apollinaris (Pharmacosycea)
and all species of dmericanae (Fig. 8d, Fig. S1).

Discussion

This study contributes new detailed descriptive information
on the ostiole which is consistent with hypothesized roles
of the ostiole in fig-fig wasp mutualism. Previous descrip-
tions of the ostiole have included only the ostiolar bracts
(Machado et al. 2013; Ramirez 1974; Verkerke 1989). Here,
we also consider the periostiolar zone as a structure related
to the ostiole, given that its cells, structures, and substances
likely contribute to the ostiole’s functions. The presence
of colleters among the ostiole bracts (Figs. 6a and 7f) had
not been previously mentioned, and osmophores had been
reported in only a small number of species of Ficus (Del-
gado-Pérez et al. 2020; Souza et al. 2015). This is also the
first report in the genus (F. isophlebia) of the role of the
basal bracts of the syconium as a physical barrier to entry by
fig wasps (Fig. 1 m-o, 4 L, 5d).

Secretory structures in the ostiolar bracts

The secretory structures that have been described in the
syconium — scent glands, glandular trichomes, and latici-
fers—have high levels of activity during the receptive phase
(Souza et al. 2015; Verkerke 1986, 1989). Secretory struc-
tures have been previously described in association with the
superficial bracts (secretory bracts) of F. enormis (Machado
etal. 2013), and in the ostiolar ring and the superficial bracts
of F. tuerckheimii (Delgado-Pérez et al. 2020). The pres-
ence of scent glands (i.e., osmophores) on the superficial
bracts of the ostiole corroborates previous results by Souza
etal. (2015), who identified these structures in several Ficus
sections. Mesophyll osmophores located on the superficial
bracts are characterized mainly by multiple strata of ter-
pene-secreting mesophyll (Figs. 3 and 5) and these vola-
tile compounds are released through the epidermis. Volatile
compounds production by vegetative structures and their
liberation to the exterior through the epidermis have been
reported previously (Maoz et al. 2020). On the contrary, dif-
fuse osmophores have secretory tissue composed of one or
few cell layers and present stomata (Fig. 8).
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Both types of osmophores could produce a differential
emission of volatile compounds (Hossaert-Mckey et al
2010; Souto-Vilaros et al. 2018; Souza et al. 2015; Vogel
1990, Wang et al. 2013) since it has been suggested that
pollinating wasps can detect compounds that act in long-
distances attraction and more precise guidance at short
distances (Okamoto and Su 2021). In fact, mesophyll osmo-
phores could contribute to detection of Ficus species by fig
wasps, as has been suggested by the recognition behavior
carried out around the ostiole by the pollinating wasps of F.
burtt-davyi Hutch., F. sur, and F. thonningii Blume (Gib-
ernau et al. 1998; van Noort 1989). Mesophyll osmophores
have been reported in other plant families, such as Astera-
ceae (Katinas et al. 2020) and Fabaceae (Marinho et al
2014), with similar functions in terpene secretion. Indeed,
the location of the osmophores and the fact that they con-
tained terpenes in our studied species are consistent with the
hypothesis that they act as selective filters in the mutualistic
interaction between Ficus-Agaonidae wasps.

Phenolic compounds had been considered protective
secretions and are the result of secondary metabolism related
to scent production (Castro and Demarco 2008; Jurgens
et al. 2006; Silva-Batista et al. 2021). In Ficus, however,
phenolic compounds have been linked to other functions,
such as maintaining the temperature within the syconia
and protecting the flowers and associated structures against
herbivore attack. (Souza et al. 2015). Phenolic compounds
probably perform these functions in . insipida (Fig. 3d, e).
Carrying out specific studies could provide results to cor-
roborate or reject this hypothesis.

The colleters were defined as multicellular glandular
trichomes containing terpenes or mucilaginous substances
(Cragg 1950, Crang et al. 2019; Werker 2000) that provide
defense against insects and fungi (Cragg 1950, Werker
2000). The colleters found in the peduncle of the syconium
and among the floral bracts in Ficus species (Baijnath and
Naicker 1989; Machado et al. 2013; Souza et al. 2015;
Verkerke 1986) could also have defense functions. Another
putative function of colleters could be the lubrication of fig
wasps as they move toward the syconial cavity, which is
illustrated here in F. colubrinae (Fig. S2). This is suggested
by their location among the ostiolar bracts and their lipidic
content in the study species (Fig. 6) and in Ficus enormis
(Machado et al. 2013).

Secretory structures in the periostiolar zone

Secretory trichomes had not been previously reported
around the ostiolar bracts of Ficus species. They were pres-
ent in all the species studied, and their cytoplasmic contents
were mainly lipidic substances. Secretory trichomes could
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have diverse functions. For instance, the arrangement of the
trichomes in F. apollinaris could act as a tactile signal to
guide fig wasps toward the ostiole (Fig. 8a). Another prob-
able function is to provide a food source for ants, which
guard against oviposition by non-pollinating wasps (Lin et
al. 2018). Trichomes may also provide chemical protection,
given the secondary metabolites they secrete (Santos-Tozin
et al. 2016), as indicated in Moraceae species such as 4rto-
carpus heterophyllus Lam. and Maclura tinctoria (L.) D.
Don ex Steud. (Schnetzler et al. 2017). It would be interest-
ing to carry out detailed studies of these secretory trichomes
to identify their function in Ficus.

The diffuse osmophores described in this study contrast
with mesophyll osmophores since the latter lack a secretory
epidermis, although both release volatile compounds, as
has been reported in Philodendron adamantinum Mart. ex
Schott (Araceae) (Gongalves-Souza et al. 2017) and in four
species of Acianthera (Orchidaceae) (Melo et al. 2010).
Although the abundance of these stomata in the studied spe-
cies of Ficus could be relatively low, species of Acianthera
with a similar stomatic density had normal pollinator visita-
tion rates (Melo et al. 2010; Vogel 1963). Stomata have been
reported near the ostiolar bracts of F oftoniifolia (Verkerke
1986), F. asperifolia (Verkerke 1987b), F sur (Verkerke
1988) and I erecta Thunb. var. beecheyana (Hook. & Am.)
King (Tzeng et al. 2001), and although they were attributed
no mutualistic function, these stomata could have the same
role we mention here.

Mesophyll osmophores were another secretory structure
found in the periostiolar zone that may emit volatile com-
pounds. Mesophyll osmophores are found in the ostiolar
ring in Americanae species. Although trichomoids (which
we consider mesophyll osmophores) were first mentioned in
FE enormis (Machado et al. 2013), the histochemical meth-
ods used in that study were unable to identify the substances
secreted. Here, we detected terpenes and phenolic com-
pounds (Table 1). Similar structures had been previously
illustrated for F. ottonifolia and F. tuerckheimii (Delgado-
Pérez et al. 2020; Verkerke 1986); however, there no data to
determine whether they are an important character in Ficus-
fig wasp mutualism.

Systematic significance of the periostiolar
zone and ostiolar bracts

We propose the periostiolar zone as a new term to describe
the area around the ostiolar bracts. The periostolar zone has
only been registered in the Pharmacosycea and Americanae
sections (Fig. 9), and its presence must be verified in the
other Ficus sections. The periostiolar zone is easier to iden-
tify in some species than in others. In Pharmacosycea, it is

possible to recognize two periostiolar zone variants, which
have been used as distinguishing characters of the recog-
nized subsections Pharmacosycea (Berg 2006): (1) elevated
ostiole, which is visible externally as a tubular prolongation
(subsect. Bergianae, as E insipida y F. yoponensis, Fig. 2e,
h) versus (i1) ostiole that is slightly depressed or level with
the external wall of the syconium (subsect. Petenenses Car-
vajal & Shabes, to which F. apollinaris belongs, Fig. 2b).
The descriptions of the subsections do not include more
details about the ostiolar structures. Interestingly, similar
variation in the position of the ostiole occurs in section
Oreosycea (Miq.) Comer (subg. Pharmacosycea), which is
restricted to the paleotropic, whose subsections are distin-
guished by a flattened (subsect. Glandulosae C. C. Berg) or
prominent (subsect. Pedunculatae Sata) ostiole (Berg and
Corner 2005). A more detailed characterization of the peri-
ostiolar zone in these sections of Ficus could help determine
its functional relevance in their interactions with pollinating
wasps.

In Americanae, the presence of the ostiolar ring makes
the periostiolar zone generally identifiable with the naked
eye, and differences among species are related to the abun-
dance of trichomes on the external epidermis or the size of
the syconium. Although it is possible to locate the ostiolar
ring in some American species such as F. crocata (Miq.)
Migq., F. gomelleira Kunth or F. tuerckheimii (Delgado-
Pérez et al. 2020, Pederneiras et al. 2020), in others it is
not as prominent, for example, in F. obtusifolia Kunth or
F. petiolaris (Tbarra-Manriquez et al. 2012; Pedereiras et
al. 2020; Piedra-Malagon et al. 2019). An interesting future
study would be to determine whether the ostiolar ring is a
distinguishing condition of dmericanae, since ithas not been
studied in detail in the sister section Galoglychia (Gasp.)
Endl. (Fig. 9a), nor in the other sections of the subgenus
Urostigma, from the paleotropic (Berg and Corner 2005).

The species studied here did not fit the ostiole classifi-
cation schemes proposed by Ramirez (1974) or Verkerke
(1989) (Fig. 1). Considering the notable morphological
diversity of the syconium (Berg and Corner 2005), it is
likely that these categories do not represent the full range of
variation in ostiolar bracts of the genus. This was illustrated
by Verkerke’s (1989) comments on the variants of the Type
T ostiole that in the gynodioecious species of the subg. Ficus
(sections Neomorphe King, Sycidium Miq. and Sycocarpus
Miq.), the ostiolar bracts are arranged in a more lax m