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Abstract: Anatomy of the gall in Ficus benjamina (Moraceae) associated with thrips (Tubulifera:
Phlaeothripidae). The galls are generally recognized as abnormal growths of tissues affected by insects when
lay the eggs or feed on plant tissues. In, Ficus benjamina the insect Gynaikothrips garitacambroneroi, when
feeding on leaf tissues, causes a gall which consists on the bending of the leaves. In this paper we analyzed the
ultrastructure of sections of healthy leaves, and leaves with galls of . benjamina using scanning electron micros-
copy (SEM). We analyzed the number of stomata per area and found no significant changes, although there is
less cuticular wax on the surface of the affected area by the barb. In the leaf area affected by G. garitacam-
broneroi, bacilli and fungi were observed and eggs of other organisms as possible invaders. Moreover, the inner
tissues of leaves with galls had some problems in the differentiation of palisade and spongy mesophylls, and only
parenchymatous tissue was observed. Rev. Biol. Trop. 57 (Suppl. 1): 179-186. Epub 2009 November 30.
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Ficus benjamina es una de las especies
ornamentales mas cultivadas en el mundo. En
Asia se halla ampliamente distribuida donde
se exporta y utiliza como ornamental (Mound
et al. 1995). Su cultivo, para exportacion, se
ha distribuido por todo el mundo incluyendo
Costa Rica y otros paises del area centroame-
ricana. Esta especie presenta una distribucion
natural desde India, el sur de China, el sudeste
asiatico, Malasia, Filipinas, el norte de Austra-
lia y las islas del Pacifico Sur (Riffle 1998).
Ha sido introducido su cultivo en América del
Norte y del Sur como en el istmo centroameri-
cano, las Islas Marshall (PIER 2001).

Taxonomicamente, F. benjamina es una
especie compleja que ha sido varias veces
cambiada de estatus por su dificultad para iden-
tificarla con respecto a otras especies empa-
rentadas como F. microcarpa y F. retusa.
Actualmente se acepta que las especies F. nitida

y F. waringiana son sinébnimas de esta (Bailey
& Bailey 1976, GRIN 2002). Esta misma difi-
cultad se presenta en la diferenciacion de las
especies de thrips del género Gynaikothrips
asociadas a estos hospederos (Garita-Cambro-
nero & Lizano-Fallas 2006; Retana-Salazar
2006). Mound (1994) sefiala que al parecer las
evidencias indican que las especies de thrips
de este género suelen ser muy especificas con
respecto a sus hospederos.

Las agallas en F benjamina por doblez
adaxial de la hoja, son consideradas crecimien-
tos alterados de los tejidos afectados que con-
trolan la secuencia de diferenciacion celular a
través de la accion de alimentacion del insecto
que la produce. Los Thysanoptera, habitual-
mente conocidos como “thrips”, son esencial-
mente fitofagos, lo cual evidencia una gran
habilidad para explotar a sus hospederos. En el
caso particular de estos insectos la formacion
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de una agalla depende del tiempo de alimen-
tacion y del tamafio de la poblacion dentro de
la agalla (Ananthakrishnan 1981, Raman &
Anathakrishnan 1986).

Los insectos inductores de agallas son
herbivoros altamente especializados que se
alimentan del tejido vegetal (Shorthouse &
Rohfritsch 1992). Por lo general utilizan un
unico tipo de tejido al que pueden indu-
cir hiperplasia o hipertrofia (Gétjens-Boniche
2007). Esta capacidad ha surgido varias veces
en los insectos, lo que explica la gran diversi-
dad de grupos no emparentados que producen
agallas (Nyman & Julkunen 2000).

Sin embargo, los mecanismos precisos
mediante los cuales los thrips inducen la for-
macion de la agalla no se conocen. Los estudios
taxonomicos de los grupos de thrips produc-
tores de agallas indican un avanzado grado
de especificidad (Raman & Anathakrishnan
1986). El aislamiento debido a la especificidad
de hospedero en los thrips galigenos determina
un flujo genético muy limitado entre las pobla-
ciones (Ananthakrishnan 1979).

Desde el punto de vista de la especiali-
zacion adaptativa, tanto morfologica como
funcional es sobresaliente la subfamilia Phlaeo-
thripinae, en la que se incluyen cerca de 300
especies que inducen agallas en 200 especies
de angiospermas, pertenecientes a 60 6rdenes
de plantas. Ademas de la habilidad del thrips
para inducir la formacion de la agalla, también
existe una accidn reciproca de la planta hos-
pedera, que forma diferentes tipos de agallas
que involucran diferentes grados del fenomeno
de la morfogénesis de la agalla como una res-
puesta de la planta (Raman & Ananthakrishnan
19806).

Este estudio nacié como una necesidad de
algunos productores nacionales de la especie F.
benjamina al enfrentarse al problema provoca-
do por este thrips a las plantaciones, esta espe-
cie en muchos casos obligd a una reconversion
agricola, teniendo que cambiar el sistema de
cultivo basico de produccion, debido a que el
mercado de este ornamental fue cerrado ante la
presencia de esta plaga (Held et al. 2005). El
principal objetivo de este trabajo fue describir,

mediante el uso de la microscopia electronica,
de barrido los posibles cambios ocurridos en los
tejidos de las hojas de F. benjamina provocados
por G. garitacambroneroi y de esta forma tratar
de colaborar con el control de esta plaga. En
el trabajo de Goldazarena et al. (2008), los
autores consideran que G. garitacambroneroi
es sinébnimo de G. uzeli.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras se obtuvieron de arboles de
F. benjamina en los alrededores de San Pedro
de Montes de Oca, San José, Costa Rica. Para
ello se tomaron hojas sanas como control y
hojas con agallas bien desarrolladas, las cuales
se liberaron de thrips y otros organismos. Las
hojas se limpiaron de thrips mediante la recolec-
cion con pincel humedecido en alcohol al 80%,
los especimenes tanto hembras como machos
e inmaduros se guardaron en alcohol al 85%
como testigos de la investigacion, los mismos
se hallan depositados en la coleccion del Centro
de Investigacion en Estructuras Microscopicas
(CIEMic), asi como en la del Museo de Insec-
tos de la Universidad de Costa Rica. Se mon-
taron 25 thrips siguiendo el método propuesto
por Mound & Marullo (1996) y se procedio6 a
la identificacion utilizando las claves para el
Neotropico, de Mound & Marullo (1996) para
identificacion de géneros y especies. Se con-
firmé la identificaciéon mediante comparacion
con especimenes depositados en la coleccion
del CIEMic, y siguiendo la descripcion original
de G. garitacambroneroi Retana-Salazar. Los
demas organismos se removieron manualmente
en observacion al microscopio estereoscopico
Leica MZ8, en los laboratorios del CIEMic.

Se evalud la cobertura de estomas en
hojas control y agallas utilizando un area de
150000pm? la cual se dividié en 32 sectores
de 4624pm? (68x68). Se evalud la cantidad de
estomas por cuadricula de muestreo y los resul-
tados se compararon mediante una prueba de
%2. Las muestras para Microscopia Electronica
de Barrido (MEB) fueron preparadas segun
protocolo establecido por Sanchez et al. (2006)
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para muestras vegetales. Las preparaciones se
hicieron en el CIEMic.

RESULTADOS

Las superficies (adaxial y abaxial) de las
hojas control de F. benjamina observadas reve-
laron cantidad de cera cuticular en forma de
capas compactas, cubiertas por bastoncillos de
cera epicuticular, esta capa es muy homogénea
sobre toda la superficie (Fig. 1A, C). Mientras
que las superficies de las hojas con agallas
mostraron zonas de cera con bastoncillos y
zonas carentes de estos (Fig. 1B, D).

En relacion a los estomas, F. benjamina
es una especie anfiestomatica (posee estomas
en ambas superficies). Las superficies de los
controles parecian presentar un mayor niumero
de estomas que las superficies de las hojas con
agallas (Fig. 1A, B), pero una cuantificacion
por area no evidenci6 cambios estadisticamente
perceptibles ( x?=0.1, gl=1, p>> 0. 05).

En la superficie adaxial de las hojas con
agalla y los alrededores de la misma mostra-
ron gran cantidad de bacterias baciliformes,
hifas (Fig. 2A) y otros organismos, como
un Coccoidea (Fig. 2A), también, algunas
areas muy cercanas a estas zonas dafiadas se

Fig. 1. a. Seccion de hoja control mostrando la superficie abaxial de F. benjamina, se aprecia los estomas y la superficie
cubierta de cera cuticular. b. Superficie abaxial de hoja con agallas, se observa carente de bastoncillos de cera epicuticular.
Se notan los estomas. c¢. Seccion de hoja control. Note estomas, cera cuticular en forma de placas compactas cubiertas de
bastoncillos de cera epicuticular. d. Seccién de una hoja con agallas. Se notan estomas y la cera cuticular muy compacta.

E = estoma, C = cuticula, PC = placas compactas.
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Fig. 2. a. Seccion contigua a la lesion provocada por G. garitacambroneroi. Se observa cantidad de bacterias en forma de
bacilos (B) y algunas hifas (H). b. Zona cercana a la lesiéon provocada por G. garitacambroneroi. Se observa cubierta de
micelio (M). e. Corte transversal de una seccion de hoja control. Se observa la epidermis adaxial (EAd), el mesofilo de
empalizada (ME), un cistolito (C) sin litocisto, las células del mesofilo esponjoso (MS) y las células de la epidermis abaxial
(EADb). d. Corte transversal de una seccion de hoja con agalla. No se nota diferenciacion de los tejidos, solo se observa

células parénquimaticas (P). E = estomas, cc = cera cuticular.

observaron cubiertas de micelio (Fig. 2B). La
superficie abaxial no presento estas caracteris-
ticas (Fig. 1B).

Los cortes transversales de hojas de F
benjamina no afectadas, evidenciaron una dis-
tribucion y diferenciacion normal de los tejidos
epidérmicos (adaxial y abaxial), mesofilo de
empalizada, haces vasculares y mesofilo espon-
joso (Fig. 2C), por el contrario las secciones de
hojas con agalla mostraron una desdiferencia-
cion de los mesofilos de empalizada y espon-
joso (Fig. 2D), aunque los tejidos epidérmicos

y las venas centrales y menores conservaron su
estructura normal (Fig. 3B, D). Al parecer, fue
mas evidente la presencia de latex en las sec-
ciones controles que las secciones con agallas,
ya que cerca de las venas y otras zonas de las
hojas control era dificil detallar las diferentes
estructuras debido al latex expuesto al reali-
zar el corte, pero aun asi, se pudo diferenciar
los diferentes tejidos que componen una hoja
normal, como son: la epidermis adaxial, meso-
filo en empalizada, haces vasculares, mesofilo
esponjoso y epidermis abaxial (Fig. 3A, C)
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Fig. 3. a. Corte transversal de la vena central (VC) de la hoja de F. benjamina sin agalla. En el centro se notan los tejidos
vasculares (Xilema y Floema) a ambos lados se observa el mesofilo esponjoso (MS) y de empalizada (ME), asi como la capa
de células de la epidermis adaxial (EAd). b. Corte transversal de seccion de hoja con agalla. Se observa la vena central (VC)
con los haces vasculares (HV). En la lamina foliar también se nota algunos haces vasculares (HV) y tejido parénquimatico
no diferenciado (P). ¢. Mayor detalle de la seccion transversal de una hoja control. Se nota parte de la vena central (VC),
epidermis abaxial (EAb), mesofilo esponjoso (MS), mesofilo de empalizada (ME) y la epidermis adaxial (EAd) d. Mayor
detalles del corte de la vena de la hoja con agalla. Se notan los haces vasculares (HV), no hay una diferenciacion del mesofilo

de empalizada ni del esponjoso.

DISCUSION

Las agallas producidas por los thrips son
generalmente abiertas, excepto en el caso
del género Johansenthrips Retana-Salazar
y Soto-Rodriguez hallado en el Neotrépico
(Retana-Salazar & Soto-Rodriguez 2007). Las
agallas abiertas contienen poblaciones de la
especie inductora, donde se registran todos
los estadios de desarrollo. También se hallan
con frecuencia otras especies de insectos y

artropodos que pueden ser inquilinos o depre-
dadores de los inductores de la agalla (Crespi
et al. 2003, Heds et al. 2005). La presencia de
multiples especies convierte a las agallas en
comunidades con relaciones complejas. Los
thrips generadores de agallas son mas abun-
dantes en las zonas tropicales del Viejo Mundo
y Australia. Sin embargo, estos grupos perte-
necen a linajes muy diversos mientras que los
inductores de agallas en el Neotropico parecen
pertenecer todos ellos al linaje de los Liothrips,
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esto nos da la ventaja en el estudio de la traza
filogenética del proceso de induccion de aga-
llas (Mound & Morris 2005).

El proceso de morfogénesis de las agallas
es complejo ya que involucra la recanalizacion
del desarrollo de la planta por parte del insecto
inductor (Ananthakrishnan 1998). Los estudios
de la morfogénes de las agallas se han cen-
trado en aquellas que se consideran de mayor
complejidad, es decir las agallas cerradas pro-
ducidas por Cecidomyiidaec o Tephritidae. En
estos casos se ha demostrado que los insectos
inductores de las agallas activan regiones espe-
cificas de la planta hospedera, provocando un
gradiente bioquimico y citologico a partir de
las células mas cercanas al sitio donde se halla
el insecto (Shorthouse & Rohfritsch 1992).

Tradicionalmente se ha considerado que
las agallas generadas por la accion de thrips y
chinches son pequefios crecimientos anorma-
les conformados por tejido parenquimatoso,
lo que confirma los cambios observados en
este estudio. Ademas, algunas especies pro-
ducen enrollamiento de las hojas acompafiado
de hipertrofia celular (Gétjens-Boniche 2007).
Esta aparente simpleza estructural ha generado
que estas agallas sean menos estudiadas aunque
los dafios producidos en especies ornamentales
de exportacion son cuantiosos.

Ananthakrishnan y Raman (1989) en sus
trabajos con agallas que producen enrollamien-
to dedican los estudios estructurales a aquellas
agallas que generan modificaciones del creci-
miento del tejido. Esto ha hecho que grupos
que generan agallas por doblez y enrollamiento
de la lamina foliar sean menos estudiados,
debido a que las deformaciones producidas son
menos evidentes.

Gynaikothrips garitacombroneroi, descrita
recientemente dentro del complejo uzeli-fico-
rum, es una especie agresiva que ha reducido
la produccion nacional de Ficus ornamentales.
Esto ha motivado el estudio pormenorizado de
la morfogénesis de las agallas inducidas por
esta especie de thrips donde los resultados de
la ultraestructura demuestran que este proceso
es bastante mas complejo que el informado
por Ananthakrishnan & Raman (1989) para

especies de la misma familia con formaciones
de agallas similares.

Segin Ananthakrishnan & Raman (1989),
la hoja con agallas no presenta zonas de cre-
cimiento anémalo, como se ha observado con
algunas especies de Liothrips y Gynaikothrips.
Sin embargo, los resultados obtenidos en este
estudio, indican que en efecto, hay un cambio
en la estructura de las células que constitu-
yen la lamina foliar al ser comparadas con la
ultraestructura de hojas sanas donde si hay
una division clara de los diferentes tejidos que
componen la hoja.

Lo anterior nos lleva a replantear las consi-
deraciones tradicionales acerca de la polaridad
de las agallas como caracteres evolutivos de los
grupos de insectos. Se considera que las agallas
que inducen deformacion de los tejidos foliares
son las més derivadas (Géatjens-Boniche 2007).
Sin embargo, las evidencias ultraestructurales
presentadas en este trabajo indican que es posi-
ble que las agallas mas derivadas sean aquellas
en las que se da una regulacion total del tejido
de la ldmina foliar y no una modificacion par-
cial de este tejido.

El que una especie de insecto pueda pro-
mover que todo un érgano vegetal mantenga
una determinada estructura celular, indica la
presencia de un sistema de regulacion mucho
mas complejo que el estudiado en las aga-
llas que evidencian crecimientos particulares,
donde la estratificacion o diferenciacion de
los tejidos se da por el gradiente de difusion
a través de las capas celulares de sustancias
que a menor concentracion determinan mayor
madurez del tejido (Gétjens-Boniche 2007). Un
insecto que presenta la habilidad de mantener
un tipo de tejido en determinadas condiciones
particulares de madurez, y que ademads este
tejido no pierda la funcionalidad para la planta,
y que sea al mismo tiempo nutritivo para el
insecto, parece involucrar regulaciones mas
complejas y puede tener un valor evolutivo y
adaptativo mayor.

La especie de thrips que induce estas
agallas es compleja en su determinacion y se
segrega por diferencias a nivel de genitalia del
macho (Retana-Salazar 2006). Goldarazena et
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al. (2008) sinonimizan G. garitacambroneroi
con G. uzeli de Asia, con base en la revision
de un paratipo de hembra de G. garitacam-
broneroi (depositado en el Museo de Historia
Natural de Londres), y en haber encontrado en
algunos especimenes de G. uzeli del sur-este
de Asia e Islas Maldivas variacion morfologica
que se traslapa con la informada por Retana-
Salazar (2006) para G. garitacambroneroi.
Aunque estos no son criterios suficientes para
establecer la sinonimia, los resultados acerca
del desarrollo de la agalla inducida por esta
especie contrastan grandemente con lo infor-
mado en la literatura acerca de la formacion
de agallas del mismo tipo por otras especies
del género Gynaikothrips (Ananthakrishnan &
Raman 1989). Esto motiva alin mas el propo-
ner criterios complementarios que permitan la
identificacion rapida y segura de estos insectos,
en particular aquellos asociados a agallas.
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RESUMEN

Las agallas son reconocidas generalmente como cre-
cimientos anormales de los tejidos afectados por insectos
cuando estos realizan la deposicion de los huevecillos o se
alimentan de los tejidos de la planta. En Ficus benjamina
la accion del thrips Gynaikothrips garitacambroneroi al
alimentarse de los tejidos de la hoja, provoca una agalla
que consiste en el doblamiento de la hoja. En este trabajo
se analizo la ultraestructura de secciones de hojas sanas y
hojas con agallas de F. benjamina mediante el uso de la
microscopia electronica de barrido. Se analizo la cantidad
de estomas por area y no se determind alteracion significa-
tiva, aunque se observa menor cantidad de cera cuticular en
la superficie del area afectada por la agalla. En la zona de la
hoja afectada por G. garitacambroneroi se observo bacilos
y hongos y huevecillos de otros organismos, aparentemente
invasores. Ademas, en los tejidos internos de las hojas con
agallas se pudo determinar problemas de diferenciacion de
los mesofilos de empalizada y esponjoso, observandose
solo tejido parenquimatico.

Palabras clave: Agalla, Ficus benjamina, Gynaikothrips
spp., microscopia de barrido, ultraestructura, hoja, thrips,
Costa Rica.
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