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RESUMEN

Con el fin de registrar caracteres utiles para la delimitacion taxonémica de 27
especies del género Yucca, se realizé un analisis anatémico de la cuticula foliar y
de las caracteristicas externas de la epidermis, por medio de microscopia laser
confocal y andlisis quimico mediante espectrometria infrarroja con transformada de
Fourier. Se usaron hojas maduras de individuos adultos recolectadas en México. La
microscopia confocal permitié reconocer algunas caracteristicas que diferencian a
las especies: en la cuticula, el relieve y la ornamentacion; en la epidermis, la
presencia de papilas, el complejo estomético y la presencia de tricomas. En las
especies de Yucca estudiadas, las papilas son raras, al igual que los tricomas,

mientras que los estomas paraciticos y tetraciticos son comunes.

La espectrometria registré cuatro principales componentes: cutina, ceras,
compuestos fendlicos y polisacaridos, estos componentes se presentan a lo largo
de las especies estudiadas con algunas variaciones en la altura de los picos
asignados. La cutina y las ceras estuvieron presentes en mayor porcentaje. Estas
caracteristicas y otras evidencias morfolégicas y quimicas contribuirdn en la

delimitacién de las especies estudiadas.



| INTRODUCCION

La estructura de la cuticula ha sido analizada por varias técnicas microscopicas,
como la microscopia electrénica de transmisién (Holloway 1994), de barrido (Hill y
Dilcher 1990) y la confocal (Buda et al., 2009). Esta Ultima registra imagenes a
través de un laser que hace un barrido de la muestra y las proyecta en un monitor
en tercera dimension permitiendo observar la localizacion precisa de determinados
componentes celulares (Zobel y March, 1993). Por tanto, es util para describir con
mayor detalle el relieve y la ornamentacion de la cuticula, asi como las
caracteristicas de los derivados epidérmicos en las plantas. También se han
utilizado métodos espectroscépicos para la caracterizacion quimica cualitativa de la

cuticula de los vegetales (Fernandez et al., 2011; Heredia-Guerrero et al., 2014).

La cuticula es una capa hidrofébica compleja que cubre la superficie aérea de
las plantas terrestres. Muy delicada en las plantas acuaticas sumergidas, donde
tiene poca resistencia a la entrada de los gases, del agua y de las sales (Strasburger
et al., 1971). Esta conformada principalmente de ceras y cutinas, cuya acumulaciéon
determina su grosor. Tiene diversas funciones: regula la transpiracién del agua,
protege del ataque de patdgenos, brinda soporte mecéanico, entre otras (Nawrath,
2006). Ademas, presenta diferentes tipos de ornamentacion, relieve y composicion
guimica. Estas caracteristicas incluyendo algunas otras de la epidermis, como el
tipo de estomas o tricomas, se han usado para delimitar especies en diferentes
familias de plantas, entre ellas, Agavaceae (Alvarez de Zayas, 1985, 1987, 1990;
Solano et al., 2013; Solano et al., 2017). En éste estudio se analiza la cuticula, los
estomas y derivados epidérmicos de 27 especies de Yucca mediante microscopia
confocal y la composicion quimica a través de espectrometria infrarroja, para
registrar caracteres que en conjunto con otras evidencias permitan delimitar las
especies de este género. Asimismo, se abordan las siguientes preguntas: ¢todas
las especies de Yucca comparten las mismas caracteristicas anatomicas de la
cuticula, los estomas y los derivados epidérmicos?, ¢cudles caracteres permiten

separar las especies?, ¢la composicion quimica difiere entre las especies?



I ANTECEDENTES

La cuticula de las plantas se localiza sobre la epidermis de tallos herbaceos, hojas,
flores y frutos, con excepcion de las aperturas estomaticas (Pighin et al., 2004;
Bargel et al., 2006). Tiene importancia funcional y ecoldgica por ser el primer tejido
gue interacciona con el ambiente (Kunst y Samuels, 2003). Es una capa continda
conformada por lipidos y sintetizada por las células epidérmicas. Esta constituida
por dos capas, una superior de ceras epicuticulares y otra inferior formada por
cutina. Las ceras de la capa superior normalmente constituyen del 20 a 60 % de la
masa cuticular (Heredia, 2003). Estas ceras son una mezcla compleja de
compuestos alifaticos de cadenas lineales que contienen entre 20 y 40 carbonos.
Sin embargo, también se han identificado ésteres de cera con cadenas que van
desde 36 hasta 70 carbonos (Reina-Pinto y Yephremov, 2009). Los principales
componentes quimicos de las ceras son n-alcanos, ésteres, alcoholes, aldehidos,
cetonas y acidos grasos, de cadena larga o corta. Entre las ceras se han encontrado
algunos metabolitos secundarios, como los triterpenoides y compuestos fendlicos;
entre ellos, el acido cumarico y ferulico, flavonoides y fenilpropanoides. Ademas,
polisacéaridos, principalmente celulosa y pectina, y algunos polipéptidos (Kunst y
Samuels, 2003; Leide et al., 2011; Riederer, 2006).

La cutina, componente principal de la capa inferior, representa del 40 al 80
% del peso de la cuticula; estd conformada por polimeros de cadena larga,
insolubles, que contienen &cidos grasos C16 en mayor proporcién y una fraccion
pequefia de acidos C18, compuestos hidroxilados y epoxihidroxilados (Heredia,
2003; Bessire et al., 2007). Debido a los enlaces covalentes entre sus monémeros,
la cutina resiste dafios mecanicos y forma la estructura basica de la cuticula.
Ademas, la zona rica en polisacaridos, como celulosa, hemicelulosa y pectinas,
representa el sitio de union con la pared celular epidérmica externa (Heredia, 2003;
Stark y Tian, 2006; Samuels et al., 2008).

Las cuticulas de algunas especies como Agave americana (Wattendorff y

Holloway, 1982) y Clivia miniata (Schmidt y Schénherr, 1982) pueden contener
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cutan. La naturaleza quimica del cutan genera un poco de controversia, debido en
parte a su alta resistencia a la degradacion y a los diferentes métodos quimicos
empleados para intentar caracterizar esta sustancia. Puede estar formado por
variedades de polimetilenos y polisacaridos unidos por enlaces no hidrolizables (Nip
et al., 1986), o exclusivamente por una red de cadenas polimetilénicas que
contienen dobles enlaces y grupos carboxilicos libres unidos por enlaces éter
(Villena et al., 1999).

La cuticula desempefia funciones relacionadas con sus propiedades fisicas,
quimicas, mecanicas y morfolégicas, que permiten la supervivencia de las plantas.
Entre ellas se pueden mencionar: la regulacion de la transpiracion, el mantenimiento
del balance de agua y la difusion de gases (Kolattukudy, 1996; Veraverbeke et al.,
2003; Wagner et al., 2003); ayuda a mantener limpia y seca la superficie de la planta
o del fruto, ya que facilita el desprendimiento de gotas de agua, particulas de polvo
y esporas (Jeffree, 2006; Samuels et al., 2008); por sus propiedades anti-adhesivas,
influye en las interacciones planta-insecto y ayuda a evitar la proliferacion de
patbgenos (Commenil et al., 1997; Muller, 2006); protege contra los rayos UV
(Barnes et al., 1996); proporciona soporte mecanico (Dominguez et al., 2009) y
participa de manera indirecta en la correcta formacion de los 6rganos en las
primeras fases de desarrollo de la planta, ya que impide la adhesion incontrolada
de las células epidérmicas de los érganos en formacion (Riederer, 2006; Leide et
al., 2011).

Knoche et al. (2004) y Rogiers et al. (2004) mencionan que la resistencia que
ofrece la cuticula no depende especificamente de su grosor, sino de su composicion
quimica, principalmente de la presencia de lipidos cuticulares solubles y de las

proporciones en que éstos se encuentran.

En estudios sobre la ornamentacion y el relieve de la cuticula, Artabe y
Archangelsky (1992) analizaron, mediante microscopia electronica de barrido (MEB)
y de transmision (MET), la epidermis de Mesodescolea plicata y la compararon con
Stangeria eriopus y Stangeria paradoxa (Cycadales) con el fin de establecer las

relaciones entre ambos géneros. Sefalaron que existen diferencias en la
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ornamentacion y el grosor de la cuticula entre Mesodescolea (5-6 um), S. eriopus
(8 um) y S. paradoxa (4 um), y que estos caracteres permiten su separacion

taxonémica.

Alvarez de Zayas (1987) menciona que los caracteres epidérmicos,
principalmente los estomaticos, son utiles para la caracterizacion taxonémica y el
estudio de las relaciones filogenéticas. Esto ha sido demostrado por diversos
autores, entre los que destaca Falczuk et al. (1996) quienes estudiaron la epidermis
foliar de 29 especies (26 dicotiledéneas y 3 pteridofitas) con el fin de determinar
caracteres taxondmicos diagnosticos. Ellos mencionan que los caracteres de mayor
utilidad fueron el contorno de las células epidérmicas, la presencia y tipos de
tricomas, la ornamentacion de la cuticula y el tipo de estomas determinado por la

disposicion de las células subsidiarias (Falczuk et al., 1996).

Prada y Rolleri (2003) realizaron un estudio de morfologia foliar comparada
en especies del género Isoetes. Registraron las siguientes diferencias: la cuticula
es lisa, sin cuiias cuticulares en |. echinosporum; someramente estriada, con estrias
discontinuas y sin cufias cuticulares en I. brochonii; estriada y sin cufias cuticulares
en I. x hyckeyi, |. velatum subsp. velatum, I. longisssimum, |. velatum subsp.
asturicense; estriada y con cufias cuticulares sobresalientes en |. setaceum e |I.
lacustre; plegada y verrugosa, con cufias cuticulares prominentes en |. durieui e I.

histrix.

Carpano et al. (2009) analizaron las caracteristicas morfologicas y
anatomicas de las hojas de cuatro especies de Aloe. Registraron a través de MEB
que la cuticula de A. vera tiene verrugas y tubérculos, libres y fusionados, ademas
de granulos. En cambio, la cuticula de A. saponaria contiene granulos densamente
distribuidos y generalmente fusionados; A. ciliaris tiene costillas que forman un
disefio reticuloide. Por otro lado, la cuticula de A. arborescens, esta formada por
granulos, tubérculos, verrugas y costillas cortas, casi paralelas, estos elementos
generalmente se fusionan entre si, ademas de ceras en forma de escamas. Estos

resultados demuestran que la ornamentacion de la cuticula es variable entre



especies del mismo género, por tanto, puede considerarse como caracter Gtil en la

delimitacién taxonémica.

En relacion con la familia Agavaceae, desde comienzos del siglo XX se ha
estudiado la anatomia foliar en algunos de sus géneros. Por ejemplo, Muller (1909)
hizo una importante contribucion al conocimiento de la anatomia foliar de Agave, al
usar caracteres estructurales foliares en la identificacion de las especies. Por otro
lado, para explicar las adaptaciones que presentan las agavaceas a condiciones de
sequia severa, Roux-Lopex (1964) y McCledon (1908) estudiaron la epidermis foliar,
la forma y grosor de la cuticula, asi como el desarrollo de camaras supraestoméaticas

y relacionaron estas caracteristicas con el control de la perdida de agua.

En afios recientes, Solano et al. (2013) y Solano et al. (2017) estudiaron la
anatomia foliar en Polianthes y Manfreda, respectivamente; con base en la
ornamentacion y grosor de la cuticula, asi como de los caracteres de la epidermis,
demostraron que estas evidencias son utiles en la separacion de las especies. Los
estudios foliares anatdmicos mencionados anteriormente, indican que
probablemente en Yucca se encontraran caracteres taxondomicos de la cuticulay la
epidermis que permitan delimitar a las especies de este género. El numero de
especies de Yucca varia en funcion de los diferentes criterios que los sistématas
han utilizado en sus propuestas de clasificacion: Espejo-Serna y Lopez-Ferrari
(1992) reconocen 35, Verhoek (1998) 48 y Pellmyr et al. (2007) de 35 a 40 especies.

Ademas, Yucca tiene importancia econdmica, la mayoria de sus especies
arborescentes se cultivan en varias partes del mundo como plantas ornamentales
por sus flores vistosas de color blanquecino. En el Altiplano Mexicano es comun
consumir como alimento las flores, los frutos y el pedunculo floral; también las hojas
se usan para techar casas y extraer fibras para elaborar diversos utensilios
(McVaugh, 1989; Garcia-Mendoza, 2011). Toda la planta contiene sapogeninas que
estan mas concentradas en las semillas. Estos compuestos esteroidales son usados
para la sintesis de cortisona, hormonas sexuales y pildoras anticonceptivas. Por la
presencia de estos compuestos las hojas y raices son utilizadas como sustituto del

jabdn (Granados-Sanchez y Lopez-Rios, 1998). Se ha sefialado el uso de Y. filifera,
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Y. decipiens y Y. valida, como recurso potencial para la obtencién industrial de

pastas celulésicas en la elaboracién de papel (Matuda y Pifia, 1980).

Con respecto a los estudios sobre la composicion quimica mediante
espectrometria infrarroja, Heredia-Guerrero et al. (2014) realizaron una revision
bibliografica sobre los componentes quimicos presentes en la cuticula vegetal y
registraron cuatro compuestos principales: cutina, ceras, compuestos fendlicos y
polisacaridos. Por otro lado, Guzman-Delgado et al. (2016) realizaron un estudio
sobre la composicion quimica de la cuticula foliar de Ficus elastica (Moraceae). En
el espectro registraron picos caracteristicos de los constituyentes de las cuticulas,
los principales correspondieron a los polisacéridos y en menor medida a la cutina
(3331- 3345 cm, vibraciones de tensiéon de los O-H). Ademas, encontraron
compuestos alifaticos asignados a ceras, cutina y cutan (2918 y 2850 cm
vibraciones de tension asimétricas y simétricas de los grupos CHz, respectivamente)
y otras absorciones menores atribuidas a compuestos fendlicos y cutina (1650-1500
cm?! vibraciones de tensién de los C-C-C y C==C, entre otros; Guzman-Delgado et
al., 2016). Del mismo modo, Ferndndez et al. (2011) estudiaron la composicién
guimica de la cuticula en el fruto de Prunus persica y registraron picos atribuidos a
compuestos alifaticos, grupos funcionales de éster atribuidos a ceras y cutina, y

enlaces glucosidicos tipicos de los polisacaridos.

Las yucas son plantas rosetdfilas, acaules o caulescentes; tallos simples o
ramificados; hojas sésiles, dispuestas en el apice del tallo o de las ramas, lineares,
o lineares-lanceoladas, base ensanchada, planas o convexas, coriaceas, margen
entero, corneo, frecuentemente desintegrandose en fibras, apice en general corneo;
inflorescencias racemosas, ramas laterales de primer o segundo orden, erectas o
péndulas, bracteadas, bracteas ascendentes o reflejas, blanquecinas, pedunculo
corto o extendiéndose mas alla de las hojas, pubescente o glabro; flores bisexuales,
perigonio campanulado o globoso, blanquecinas, a veces con tintes verdosos,
rojizos o purpureos, pedicelos con una bractéola basal; tépalos 6, carnosos, libres
0 escasamente unidos en la base, planos o ligeramente concavos, los segmentos

de la serie interna mas anchos; estambres 6, insertos en la base de los tépalos,
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filamentos claviformes, aplanados u oblongo-cilindricos, carnosos, papilosos o lisos,
anteras basifijas, dehiscencia introrsa; ovario supero, columnar, sésil, trilocular,
verde o blanquecino, Ovulos numerosos, estilo corto o ausente, 3 lobulos
estigmaticos; frutos erectos o péndulos, capsulares o abayados, dehiscentes o
indehiscentes; semillas prismaticas, planas, orbiculares o globulares, brillantes u
opacas, color negro cuando maduran, con o sin ala marginal; endospermo ruminado
(Garcia-Mendoza, 2011; Matuda y Pifia, 1980).

En México crecen alrededor de 30 especies de Yucca, las cuales, fueron
agrupadas por Matuda y Pifia (1980) en cuatro secciones y cinco series, con base
en caracteristicas anatémicas, fisiolégicas y ecoldgicas (Cuadro 1). La mayoria se
localizan en las zonas aridas y semiaridas con climas BS y BW, caracterizando el
matorral desértico rosetofilo o izotal. Tan solo cuatro especies crecen en algunas
regiones humedas del centro y sur de México: Y. treculeana, Y. aloifolia, Y.
guatemalensis y Y. lacandonica, ésta Ultima es la Unica que tiene habito epifito
(Matuda y Pifia, 1980).

De acuerdo a Ridaura (1980), las poblaciones con mayor densidad de plantas
se localizan en dos regiones, la Peninsula de Baja California, poblada
principalmente por Yucca valida, que alcanza densidades de hasta 300 plantas/ha,
y la region formada por los estados de México, Michoacan, Hidalgo, Querétaro,
Guanajuato, San Luis Potosi, Nuevo Leon, Zacatecas y Coahuila, donde Y. filifera
es la especie mas abundante, existiendo zonas donde hay mas de 300 plantas/ha.

En algunas ocasiones esta especie se encuentra mezclada con Y. torreyi.



Cuadro 1. Sistematica de las especies mexicanas del género Yucca (sensu Matuda y

Pifia, 1980).

Seccion

Serie

Especie

I. Sarcocarpa

III. Hesperoyucca

IV Chaenocarpa

1. Faxonianae

2. Baccatae

3. Treculeanae

1. Rupicolae

2. Elatae

Y. carnerosana

Y. endlichiana

Y. grandiflora

Y. treculeana

Y. torreyi

Y. schidigera

Y. schottii

Y jaliscensis

Y. periculosa

Y. decipiens

Y valida

Y. potosina

Y filifera

Y. guatemalensis
Y. aloifolia

Y. lacandonica
Y. capensis

Y. queretaroensis
Y. mixtecana

Y. linearifolia

Y. whipplei

Y. reverchoni

Y. coahuilensis
Y rigida
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Il JUSTIFICACION

México es el centro de diversidad de Agavoideae (Asparagaceae), dentro de esta
subfamilia, Yucca es el segundo género con mayor rigueza de especies y 50 % de
ellas son endémicas del territorio mexicano. A través del tiempo, la ubicacion
taxonomica del género y la delimitacion de sus especies ha sido controvertida.
Estudios previos realizados en otros géneros de Agavoideae, han demostrado que
las caracteristicas de la epidermis y la cuticula, como el relieve y la ornamentacion,
asociadas a la composicion quimica, pueden presentar caracteres que permitan

delimitar a las especies de este género.

IV OBJETIVO

Analizar el relieve, la ornamentacion y composicion quimica de la cuticula foliar,
ademas de la epidermis, de algunas especies de Yucca, asi como reconocer

caracteres Utiles en la delimitacion de sus especies.

V  HIPOTESIS

En géneros taxondmicamente cercanos a Yucca, como Polianthes y Manfreda
(Asparagaceae, Agavoideae), se ha demostrado que los caracteres de la cuticula
son constantes entre individuos de la misma especie, pero varian segun el taxon.
Por lo tanto, el andlisis de estos caracteres, mediante técnicas avanzadas de
analisis quimico y microscopico, permitira reconocer aguellos que sean utiles en la

delimitacion de las especies de Yucca.
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VI  MATERIAL Y METODO

Trabajo de campo

Se realizaron salidas al campo, en el area de distribucion del género dentro de la
Republica Mexicana, para recolectar muestras de tejido foliar de ejemplares adultos
pertenecientes a 27 especies de Yucca (Cuadro 1). De la parte media a lo largo de
la hoja madura, se cortaron porciones de aproximadamente 2 cm de largo. Las
muestras se fijaron en una solucién de formol, acido acético glacial, alcohol etilico
al 95 % y agua (FAA,10:5:50:35) y posteriormente se lavaron con agua hasta
eliminar el olor del fijador. Para evitar el endurecimiento del tejido, se almacenaron
en una solucion de glicerina, alcohol etilico y agua (GAA, 2:1:1). Ademas, se
herborizaron ejemplares como respaldo, éstos fueron depositados en las
colecciones FEZA y MEXU.

Aislamiento de la cuticula

Las muestras almacenadas en GAA se dividieron en porciones de 1.0 x 0.5 cm y
para facilitar la accion de las enzimas, cada uno de estos fragmentos se separé
paradermalmente. La seccién correspondiente a la cara adaxial de la hoja se usé
para estudiar el relieve, la ornamentacion de la cuticula y las caracteristicas
externas de la epidermis. Las cuticulas se aislaron enzimaticamente por
quintuplicado siguiendo la metodologia descrita por Orgell (1955) y Yamada et al.
(1964). Cada segmento se incubd a una temperatura de 25 a 35 °C durante dos a
cuatro semanas en una solucion de pectinasa (2 %) y celulasa (0.2 %), ajustada a
un pH de 3.8 con buffer de acetatos. Después de la incubacion, las cuticulas fueron
lavadas varias veces con agua destilada hasta quedar libres de residuos celulares,

posteriormente se secaron a temperatura ambiente.
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Tratamientos cuticulares

Las muestras cuticulares de cada especie se separaron en frascos individuales
previamente etiqguetados. Una parte se uso para el analisis anatomico de la cuticula
mediante Microscopia Confocal Laser de Barrido (CLSM, por sus siglas en ingles),
la otra para el andlisis de la composicion quimica mediante Espectrometria Infrarroja
con Transformada de Fourier y Refleccion Total Atenuada (ATR-FTIR, por sus siglas
en ingles). Todo el material se conservé en refrigeracion, a 3 °C, hasta su

observacion y tratamiento.

Analisis microscoépico

Para el analisis por CLSM las cuticulas aisladas fueron impregnadas con una
solucién acuosa de paraquat comercial (0.5 pyL). Las cuticulas se mantuvieron a 25
°C durante 24 h en una camara con humedad relativa de 95 %, después se
conservaron en refrigeracion. Antes del analisis microscopico, las cuticulas fueron
enjuagadas con agua destilada hasta eliminar el paraquat y después se colocaron
durante 5 min en 2 mL de reactivo de Fenton (solucion acuosa de FeCl3 0.1 mMy
H202 10 mM; Fernandez et al., 1999). Enseguida se hicieron las observaciones de
la cuticula en un microscopio confocal Leica, DMi8 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania), equipado con un sistema exploratorio SP8 MP (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania), a una longitud de onda de 522 y 640 nm. Se registraron
imagenes tridimensionales y secuencias de video en el formato nativo de Leica
(*.lif). El manejo de ambos tipos de archivos se realizdé con el software Leica

Application Suite X (LASX; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

Composicion quimica

Para el analisis por ATR-FTIR, las muestras se colocaron en un matraz de Kitasato
y se mantuvieron en un congelador Thermo Scientific a -70 °C por 24 h.
Posteriormente se secaron en un liofilizador modelo FreeZone 4.5 (Labconco Co.,

USA) hasta que estuvieron libres de humedad y después se conservaron en un
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desecador de vidrio. El andlisis de las muestras se realizé con un espectrometro
modelo FTIR Cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con
una unidad ATR de diamante. Cada espectro se obtuvo utilizando el software
MicroLab PC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos), en un rango
espectral de 650-4000 cm™, con una resolucién de 4 cm~ y la apodizacion Happ-
Genzel. Se promediaron un total de cinco muestras para cada especie. El manejo
de los espectros obtenidos se realizé con el software Origin Pro 2016, vb9.3.226
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). La asignacion de los picos en los
espectros ATR-FTIR se realiz6 con base en la literatura existente (da Luz, 2006;
Heredia-Guerrero et al., 2014, Reyes-Rivera y Terrazas 2017). Cada espectro fue
corregido con respecto a la linea de base para eliminar la sefial de ruido. Las cinco
replicas fueron promediadas y posteriormente se calcul6 el area bajo la curva de los
picos asignadas a los compuestos de la cuticula. La proporcibn de cada
componente quimico de la cuticula se calcul6 considerando Unicamente los picos

asignados.
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Cuadro 2. Especies de Yucca incluidas en el analisis del relieve, la ornamentacién y composicion
quimica de la cuticula foliar, asi como las caracteristicas externas de la epidermis.

NUmero de
Especie recolecta/ Tipo de vegetacion Estado
recolector

Yucca aloifolia 5636 - ESC Bosque tropical subcaducifolio ~ Oaxaca
Y. capensis 5880 - ESC Bosque tropical caducifolio Baja California Sur
Y. carnerosana 1869 - RRG Matorral xerdfilo Tamaulipas
Y. coahuilensis 1881 -RRG  Matorral xerofilo Coahuila
Y. decipiens 4960 - ESC Matorral xerdfilo San Luis Potosi
Y. elata 1872 - RRG Matorral xerdfilo Nuevo Ledn
Y. endlichiana 1888 - RRG Matorral xerdfilo Coahuila
Y. filifera 1866 - RRG Matorral xeréfilo Tamaulipas
Y. grandiflora 5993 - ESC Bosque de Quercus-Juniperus Sonora
Y. guatemalensis 5637 - ESC Bosque tropical caducifolio Veracruz
Y. jaliscensis AGM Matorral xeré6filo Jalisco
Y. lacandonica 5640 - ESC Bosque tropical subcaducifolio ~ Oaxaca
Y. linearifolia 1870 - RRG Matorral xerdfilo Nuevo Lebn
Y. mixtecana 5587 - ESC Matorral xerdfilo Puebla
Y. periculosa 5635 - ESC Matorral xeréfilo Puebla
Y. potosina 4962 - ESC Matorral xerdfilo San Luis Potosi
Y. queretaroensis 1856 - RRG Matorral xerofilo Querétaro
Y. reverchonii 1884 - RRG Matorral xerdfilo Coahuila
Y. rigida 5596 - ESC Matorral xerdfilo Coahuila
Y. rostrata 1887 - RRG Matorral xerdfilo Coahuila
Y. schidigera 1851 -RRG  Matorral xerdfilo Baja California
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Continuacion del Cuadro 2

Especie NUmero de Tipo de vegetacion Estado
recolecta/
recolector
Y. schottii 5606 - ESC Bosque de encino-pino Chihuahua
Y. thompsoniana 5602 - ESC Matorral xerofilo Chihuahua
Y. torreyi 4966 - ESC Bosque tropical caducifolio San Luis Potosi
Y. treculeana 1860 - RRG Matorral xerdfilo San Luis Potosi
Y. valida 1837 - RRG Matorral xerdéfilo Baja California Sur
Y. whipplei 1849 -RRG  Matorral xerdfilo Baja California

Recolectores: AGM= Abisai Garcia Mendoza, ESC= Eloy Solano Camacho, RRG= Ramiro Rios Gomez.
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VIl RESULTADOS

7.1 Andlisis por Microscopia Confocal Laser de Barrido (CLSM)

El analisis por CLSM permitié obtener imagenes tridimensionales de la cuticula con
base en la fluorescencia nativa de sus componentes quimicos. A diferencia de los
estudios convencionales, donde se describe la cuticula desde un solo plano
(usualmente transversal), el analisis tridimensional ayudo6 a describir detalles mas
especificos sobre las caracteristicas morfologicas de la cuticula, asi como de la
organizaciéon celular de la epidermis y sus derivados. De este modo fue posible
describir el tipo de estomas, la presencia de papilas o tricomas y el grosor de la
cuticula, asi como el grado de penetracion en los espacios entre células epidérmicas

contiguas.

La ornamentacion de la cuticula fue descrita con base en su contorno
externo; p. ej. lisa, rugosa o estriada (Fig. 1A-C). El contorno interno de la cuticula
ayuddé a describir la forma de las paredes celulares; p. ej. rectangulares,
hexagonales o poligonales (Fig. 1D). Ademas, se evaluo el relieve cuticular; éste
rasgo es complementario a la ornamentaciébn ya que toma en cuenta el plano
tridimensional y se describié de acuerdo a la forma en la que se acumula la cuticula.
Relieve liso, cuando la cuticula es muy gruesa y forma una capa mas o menos
uniforme, ademas, el contorno externo de las células no se aprecia bien definido.
Relieve irregular, cuando la cuticula es delgada y se acumula uniformemente sobre
la cara externa de las células epidérmicas, en este caso, la morfologia de la

superficie externa de las células epidérmicas esta bien definida (Fig. 1A, C).
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x/microns

y/microns

Figura 1. A) Contorno externo de la cuticula y B) vista de perfil en Y. rostrata; C)
representacion del relieve de la cuticula; D) contorno interno de la cuticula en Y.
carnerosana. Abreviaturas: gC= grosor de la cuticula; pC= penetracion de la

cuticula.
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7.1.1 Yucca guatemalensis

En vista de perfil, la cuticula es gruesa (15 um), penetra hasta 35 um en los espacios
intercelulares, presenta relieve liso y ornamentacion escamosa (Fig. 2A). En vista
paradermal, se observan células epidérmicas sin papilas, el contorno interno denota
células hexagonales con paredes anticlinales rectas; estomas tetraciticos, células

subsidiarias irregulares, mas pequefas que las células epidérmicas (Fig. 2B).
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Figura 2. Cuticula foliar de Yucca guatemalensis, superficie foliar adaxial. A. Vista
de perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (liso), ce= complejo estomatico (tetracitico),
cs= célula subsidiaria.

18



7.1.2 Yucca jaliscensis

En vista de perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra menos de 5 um en los
espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion estriada (Fig.
3A). En vista paradermal, se observan células epidérmicas papilosas; el contorno
interno denota células poligonales a rectangulares con paredes anticlinales rectas;
estomas tetraciticos, células subsidiarias regulares, igual en tamafo a las células
epidérmicas (Fig. 3B). Y. mixtecana y Y. schottii presentan caracteristicas de la
cuticula y de la epidermis similares a Y. jaliscensis, con las excepciones que se
muestran en el Cuadro 3.
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Figura 3: Cuticula foliar de Yucca jaliscensis, superficie foliar adaxial. A. Vista de
perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), ce= complejo estomético
(tetracitico), cs= célula subsidiaria, p=papilas.
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7.1.3 Yucca lacandonica

En vista de perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra menos de 5 um en los
espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion lisa (Fig. 4A). En
vista paradermal, se observan células epidérmicas sin papilas, el contorno interno
denota células poligonales con paredes anticlinales rectas; estomas tetraciticos
abundantes, células subsidiarias irregulares, mas pequefias que las epidérmicas
(Fig. 4B). La cuticula de Yucca capensis presenta caracteristicas similares a esta

especie, con las excepciones que se muestran en el Cuadro 3.

25 10

Figura 4. Cuticula foliar de Yucca lacandonica, superficie foliar adaxial. A. Vista de
perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), ce= complejo estomético

(tetracitico), cs=células subsidiarias.
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7.1.4 Yucca linearifolia

En vista de perfil, la cuticula es delgada (10 um), no penetra profundamente en los
espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion rugosa (Fig. 5A).
En vista paradermal, se observan células epidérmicas sin papilas, el contorno
interno denota células poligonales con paredes anticlinales rectas; estomas
tetraciticos hendidos, células subsidiarias irregulares mas pequefias que las células

epidérmicas (Fig. 5B).
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Figura 5. Cuticula foliar de Yucca linearifolia, superficie foliar adaxial. A. Vista de
perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), ce=complejo estomético

(tetracitico, hendido), cs=célula subsidiaria.
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7.1.5 Yucca potosina

En vista de perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra menos de 5 um en los
espacios intercelulares, presenta relieve liso y sélo en las zonas adyacentes a los
estomas es irregular; la ornamentacion es lisa (Fig. 6A). En vista paradermal, se
observan células epidérmicas sin papilas, el contorno interno denota células
epidérmicas rectangulares con paredes anticlinales rectas; estomas hendidos,
células subsidiarias irregulares (Fig. 6B). Yucca coahuilensis, Y. decipiens, Y.
grandiflora 'y Y. periculosa presentan caracteristicas de la cuticula y de la epidermis

similares a esta especie, las diferencias entre ellas se muestran en el Cuadro 3.
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Figura 6. Cuticula foliar de Yucca potosina, superficie foliar adaxial. A. Vista de perfil.
B. Vista paradermal. R=relieve (predominantemente liso), ce=complejo estomatico
(hendidos).
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7.1.6 Yucca queretaroensis

En vista de perfil, la cuticula es gruesa (20 um), penetra aproximadamente 10 um
en los espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion lisa (Fig.
7A). En vista paradermal, se observan células epidérmicas papilosas, el contorno
interno denota células poligonales a rectangularesc con paredes anticlinales rectas
a ligeramente sinuosas; estomas tetraciticos (Fig. 7B). Yucca aloifolia, Y. elata, Y.
endlichiana, Y. filiferay Y. treculeana, presentan caracteristicas de la cuticula y de

la epidermis similares a esta especie, sus excepciones se muestran en el Cuadro 3.
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Figura 7. Cuticula foliar de Yucca queretaroensis, superficie foliar adaxial. A. Vista
de perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), ce= complejo estomatico

(tetracitico), cs=célula subsidiaria p=papilas.
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7.1.7 Yucca rostrata

En vista de perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra menos de 5 um en los
espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion lisa (Fig. 8A). En
vista paradermal, se observan células epidérmicas no papilosas, el contorno interno
denota células poligonales con paredes anticlinales rectas; estomas paraciticos
abundantes, células subsidiarias regulares de tamafio similar a las células
epidérmicas (Fig. 8B). Yucca carnerosana, Y. rigida y Y. reverchonii presentan
caracteristicas de la cuticula y de la epidermis similares a esta especie, las

diferencias entre ellas se muestran en el Cuadro 3.
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Figura 8. Cuticula foliar de Yucca rostrata, superficie foliar adaxial. A. Vista de perfil.
B. Vista paradermal. R= relieve (irregular), ce=complejo estomatico (paracitico),

cs=célula subsidiaria.
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7.1.8 Yucca schidigera

En vista de perfil, la cuticula es gruesa (15 um), penetra menos de 5 um en los
espacios intercelulares, presenta relieve irregular, ornamentacion ligeramente
estriada (Fig. 9A). En vista paradermal, se observan células epidérmicas sin papilas,
el contorno interno denota células rectangulares con paredes anticlinales rectas a
ligeramente sinuosas; estomas paraciticos, células subsidiarias irregulares mas

pequefias que las células epidérmicas (Fig. 9B).
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Figura 9. Cuticula foliar de Yucca schidigera, superficie foliar adaxial. A. Vista de

perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), ce=complejo estoméatico (hendido).
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7.1.9 Yucca thompsoniana

En vista de perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra hasta 5 um en los espacios
intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion lisa (Fig. 10A). En vista
paradermal, se observan células epidérmicas sin papilas, el contorno interno denota
células poligonales a mas o menos rectangulares con paredes anticlinales rectas;

estomas paraciticos (Fig. 10B).
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Figura 10. Cuticula foliar de Yucca thompsoniana, superficie foliar adaxial. A. Vista
de perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), ce=complejo estomatico

(paracitico).
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7.1.10 Yucca torreyi

En vista de perfil, la cuticula es gruesa (20 um), penetra hasta 10 um en los espacios
intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion granulosa (Fig. 11A). En
vista paradermal, se observan células epidérmicas papilosas y tricomas que llegan
a medir hasta 80 um, el contorno interno denota células poligonales con paredes
anticlinales ligeramente sinuosas; estomas tetraciticos, células subsidiarias

irregulares (Fig. 11B).
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Figura 11. Cuticula foliar de Yucca torreyi, superficie foliar adaxial. A. Vista de perfil.
B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), ce=complejo estomatico (tetracitico),

tr=tricomas.
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7.1.11 Yucca whipplei

En vista de perfil, la cuticula es delgada (10 um), penetra hasta 10 um en los

espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion estriada (Fig.

12A). En vista paradermal, se observan células epidérmicas papilosas, el contorno

interno denota células rectangulares con paredes anticlinales rectas; estomas

paraciticos en las comisuras de las estrias (Fig. 12B).
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Figura 12. Cuticula foliar de Yucca whipplei, superficie foliar adaxial. A. Vista de

perfil. B. Vista paradermal. R=relieve (irregular), E=estria, P=papilas.
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Cuadro 3. Caracteristicas anatémicas en la cuticula foliar de las especies de Yucca estudiadas.

Especie Contorno células Estomas Relieve/ Tricomas Grosor
epidérmicas Ornamentacion

Yucca aloifolia Poligonales con paredes Tetraciticos Irregular/ estriada - 10 um
anticlinales rectas

Y. capensis Poligonales con paredes Paraciticos Irregular/ lisa - 10 um
anticlinales rectas

Y. carnerosana Poligonales con paredes Paraciticos Irregular/ lisa - S um
anticlinales rectas

Y. coahuilensis Rectangulares con paredes Paraciticos Liso/ lisa - 5 um
anticlinales rectas

Y. decipiens Hexagonales con paredes No se observé Liso/ lisa - 5 um
anticlinales rectas

Y. elata Poligonales, con paredes Paraciticos Irregular lisa - 10 um
anticlinales rectas

Y. endlichiana Poligonales con paredes Tetraciticos Irregular/ lisa - 25 um
anticlinales rectas a
sinuosas

Y. filifera Poligonales a mas o menos Paraciticos Irregular/ lisa - 20 um
rectangulares, con paredes
anticlinales rectas a
ligeramente sinuosas

Y. grandiflora Rectangulares con paredes Paraciticos Liso/ lisa - 10 um
anticlinales rectas hendidos

Y. guatemalensis  Hexagonales con paredes Tetraciticos Liso/ escamosa - 15 um
anticlinales rectas

Y. jaliscensis Poligonales a rectangulares Tetraciticos Irregular/ estriada Papilas 5 pum
con paredes anticlinales
rectas

Y. lacandonica Poligonales con paredes Tetraciticos Irregular/ lisa - 5 pum
anticlinales rectas

Y. linearifolia Poligonales con paredes Tetraciticos Irregular/ rugosa - 10 um
anticlinales rectas hendidos

Y. mixtecana Rectangulares con paredes Paraciticos Liso/ lisa - 10 um
anticlinales rectas

Y. periculosa Hexagonales con paredes Tetraciticos Liso/ lisa - 5 um
anticlinales rectas

Y. potosina Rectangulares con paredes Hendidos Liso/ lisa - 5 um
anticlinales rectas

Y. queretaroensis  Poligonales a rectangulares Tetraciticos Irregular/ lisa Papilas 20 um
con paredes anticlinales
rectas, ligeramente
sinuosas

Y. reverchonii Poligonales con paredes Paraciticos Irregular/ estriada - 15 um
anticlinales rectas

Y. rigida Poligonales con paredes Paraciticos Liso/ lisa - 10 um
anticlinales rectas

Y. rostrata Poligonales con paredes Paraciticos Irregular/ lisa - 5 pum

anticlinales rectas
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Continuacioén del Cuadro 3

Especie Contorno células Estomas Relieve/ Tricomas Grosor
epidérmicas Ornamentacion

Y. schidigera Rectangulares con paredes Paraciticos Irregular/ ligeramente - 15 um
anticlinales rectas a estriada
ligeramente sinuosas

Y. schottii Rectangulares con paredes Tetraciticos Irregular/ lisa Papilas 10 um
anticlinales ligeramente
sinuosas

Y. thompsoniana  Poligonales a mas o menos Paraciticos Irregular/ lisa - 5 um
rectangulares, con paredes
anticlinales rectas

Y. torreyi Poligonales paredes Tetraciticos Irregular/ rugosa Tricomas 20 um
anticlinales ligeramente y papilas
sinuosas

Y. treculeana Poligonales con paredes Paraciticos Irregular/ lisa - 15 um
anticlinales rectas a
ligeramente sinuosas

Y. valida Poligonales con paredes No se observo Irregular/ ligeramente - 10 um
anticlinales rectas estriada

Y. whipplei Rectangulares con paredes Paraciticos Irregular/ estriada Papilas 10 um

anticlinales rectas
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7.2 Andlisis de la composicion quimica mediante ATR-FTIR

El andlisis de las cuticulas aisladas de las especies de Yucca, mediante ATR-FTIR,
permitié identificar varios picos que proveen informacion sobre la naturaleza de los
grupos funcionales, asi como la proporcién de los compuestos quimicos que las
conforman. En el Cuadro 4 se resumen los picos asignados a los principales
componentes quimicos de la cuticula y en la Figura 13 se muestran los espectros

ATR-FTIR obtenidos para cada especie.

En todas las especies se registraron cuatro picos principales: dos picos altos
en 2915 y 2848 cm™ asignados respectivamente a las vibraciones de tension,
asimétricas y simétricas de los CHz (Cuadro 4). Ademas, los picos alrededor de
1460 cm, correspondientes a la vibracién de tipo tijera de los CHz, asi como un pico
en 718 cml, asignado a una vibracién de balanceo de los CH2. Estos picos fueron
atribuidos al material alifatico presente en la cutina y ceras de la cuticula. Por otro
lado, se registraron dos picos menos frecuentes entre las especies, ambos
asignados a las vibraciones de tension de los C-C en los compuestos aromaticos,
uno en 1516 cm y otro en 1543 cm™ (conjugadas con las vibraciones de tensién
de los C=C).
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Cuadro 4. Grupos funcionales y compuestos quimicos obtenidos de los espectros ATR-
FTIR en las cuticulas foliares aisladas de Yucca, también registrados por otros autores.

Asignaciones

Nuamero de
onda (cm?)

Compuestos

Referencias

Va(CHZ)
Vs(CHZ)
v(C=0) éster

v(C=0---H) éster
y(C-H) aromético

v(C=C) &cido fendlico

v(C-C) aromatico

(conjugado con C=C)

v(C-C) aromatico
0(CHy) tijereteo

2915
2848
1731

1718
1654
1634-1637
1543

1510-1523
1459-1463

0(CH,) aleteo y torsion 1366-1376

0(CHy) tijereteo

S(OH)
S(OH)

va(C-O-C), éster

vs(C-0-C), éster
v(C-0-C), enlace
glucosidico
v(C-0)

v(C-H)

y(C-H) aromatico
0(CHy>) balanceo

1315-1319

1258-1268
1241-1248

1161-1168

1097-1104
1054-1064

953-956
889-909
816-829
779

cutina, ceras
cutina, ceras

cutina

cutina

compuestos fendlicos
compuestos fendlicos
compuestos fendlicos

compuestos fendlicos
cutina, ceras

cutina, ceras,
polisacaridos

Heredia-Guerrero et al. (2014)
Guzman-Delgado et al. (2016)
Heredia-Guerrero et al. (2014)
Guzman-Delgado et al. (2016)
Heredia-Guerrero et al. (2014),
Fernandez et al. (2011),

Heredia-Guerrero et al. (2016)
Heredia-Guerrero et al. (2014)

Heredia-Guerrero et al. (2014)
Heredia-Guerrero et al. (2014)
Heredia-Guerrero et al. (2014)

Heredia-Guerrero et al. (2014)
Heredia-Guerrero et al. (2014)

Heredia-Guerrero et al. (2014),
Lupoi et al. (2015)

celulosa, polisacéridosPinar et al. (2014), Lupoi et al.

cutina, polisacéridos
cutina, polisacéridos

cutina

cutina
polisacaridos

cutina, polisacaridos
celulosa

compuestos fendlicos
compuestos fendlicos

(2015)
Heredia-Guerrero et al. (2014)

Heredia-Guerrero et al. (2014),
Guzman-Delgado et al. (2016)
Heredia-Guerrero et al. (2014)
Guzman-Delgado et al. (2016)
Heredia-Guerrero et al. (2014)

Heredia-Guerrero et al. (2014),
Fernandez et al. (2011)

Heredia-Guerrero et al. (2014)

Reyes-Rivera y Terrazas (2017)

Heredia-Guerrero et al. (2014)
Foo (1981)
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Figura 13. Espectros ATR-FTIR crudos, obtenidos para las especies estudiadas

En el Cuadro 5, se enlistan alfabéticamente las especies con el porcentaje
respectivo de cada uno de los compuestos quimicos obtenidos mediante el analisis
por ATR-FTIR. Las especies que contienen los mayores porcentajes de cada
compuesto son: de cutina y ceras, Yucca carnerosana; de cutina, Y. rigida; de
compuestos fendlicos, Y. capensis; de cutina combinada con polisacéridos, Y.
grandiflora; de celulosa, Y. periculosa; el mayor porcentaje de carbohidratos en Y.
decipiens, Y. guatemalensis, Y. lacandonica y Y. schottii. Las especies con menores
porcentajes son: de cutina y ceras, Y. potosina; de cutina y compuestos fendlicos,
Y. rigida; de cutina combinada con polisacéridos, Y. linearifolia; menor porcentaje

de polisacaridos, Y. capensis.
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Cuadro 5. Proporciones de cada componente quimico de la cuticula en las
especies de Yucca estudiadas.

Especie

Porcentaje presente de cada compuesto 2

Yucca aloifolia

. capensis

. carnerosana

. coahuilensis

. decipiens
elata

. endlichiana

. filifera

. grandiflora

. guatemalensis
. jaliscensis

. lacandonica

. linearifolia

. mixtecana

. periculosa

. potosina

. queretaroensis
. reverchonii

. rigida

. rostrata

. schidigera

. schottii

. thompsoniana
. torreyi

. treculeana

. valida

< X <X <X <X <X<Xx<=<=<<<X<=<=<=<=<=<x=<=<=<=<=<<< <

. whipplei

36
31
45
33
41
38
36
38
38
38
40
38
45
38
38
28
45
38
42
36
38
36
36
36
42
45
38

Cutinay Cutina
ceras

21
12
18
20
16
23
21
23
15
15
20
15
18
15
23
14
18
23
25
14
23
16
21
14
17
18
23

14
31
18
20
16
15
21
15
15
15
20
15
27
15
15
14
18
23
8
14
23
16
28
28
25
18
23

Compuestos Cutinay

fenolicos polisacaridos

16
21

16

14
8
9
8

15

14

0 © 00 ~N N

Polisacéaridos Celulosa

12

©O 0O 0 0oo0oooooolRl ®mo oo oo oo ok

o

a Las proporciones se expresan en porcentajes y fueron calculadas a partir de las

asignaciones de los picos en los espectros de ATR-FTIR.
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VIII  DISCUSION

8.1 Ornamentacion de la cuticula foliar y caracteristicas de la epidermis

La CLSM es una herramienta util para describir detalladamente la cuticula e inferir
las caracteristicas externas de las células epidermicas, ya que permite hacer
observaciones en dos y tres dimensiones. Gracias a la autoflorescencia de sus
componentes quimicos y su comportamiento de absorcién y emision molecular, se
puede visualizar la distribucién de los compuestos de la cuticula y su estructura
macromolecular (Fernandez et al., 1999). Ademas, se han demostrado
recientemente que la capacidad de la microscopia confocal para crear imagenes
tridimensionales puede aportar informacién sobre la localizacion de compuestos

fenolicos (Hutzler et al., 1998).

En los anadlisis mediante CLSM se obtuvieron imagenes emitidas a dos
longitudes de onda, 522 y 640 nm, causadas por la autoflorescencia de la cuticula
foliar. Las cuticulas de la mayoria de las plantas tienen una emision intrinseca que
se debe principalmente a la presencia del complejo biopolimero de flavonoides y
acidos cindmicos (Fernandez et al., 1999). Los flavonoides y &cidos cinamicos son
una clase de compuestos fenélicos de bajo peso molecular que estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal (Shirley, 1996; Tohge et al., 2013). En los espectros
de ATR-FTIR de las cuticulas de Yucca se observaron cinco picos atribuidos a
compuestos fendlicos (Cuadro 4), por lo tanto, gran parte de la fluorescencia

observada mediante CLSM se debe a la presencia de fenoles.

Las caracteristicas anatomicas de la cuticula y las células epidérmicas son
variables, como se ha reportado en otros géneros de Agavaceae (Alvarez de Zayas,
1990). En este estudio 23 de las 27 especies estudiadas se distribuyen en
matorrales xerdéfilos o selvas bajas caducifolias, con clima seco, de esas, ocho
tienen la cuticula gruesa (15-25 upm): Yucca endlichiana, Y. filifera, Y.
guatemalensis, Y. queretaroensis, Y. reverchonii, Y. torreyii, Y. schidigera y Y.
treculeana. En las 15 especies restantes es delgada (5-10 um) a pesar de estar
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expuestas a temperaturas altas. Sin embargo, algunas de estas especies presentan
caracteristicas que reducen la transpiracion excesiva, como los estomas hendidos
y camaras subestomaticas en Y. guatemalensis, Y. elata y Y. treculeana (Alvares
de Zayas, 1987). Algunas de las especies con cuticula gruesa, ademas desarrollan
tricomas, que permiten tolerar condiciones de estrés abidtico como alta radiacion
solar y sequia (Sepulveda, 2013). Las cuatro especies restantes crecen y se
desarrollan en otros tipos de vegetacion con clima templado o tropical y tienen la
cuticula delgada, entre ellas Y. aloifolia, Y. lacandonica (bosque tropical
subcaducifolio), Y. grandiflora (bosque de Quercus-Juniperus) y Y. schottii (bosque
de encino-pino).

El relieve de la cuticula foliar mds comun entre las especies de Yucca
estudiadas es irregular, esta presente en 18 de ellas, enseguida el liso en nueve. La
ornamentacion mas comun es lisa y la exhiben 18 especies, en seis es estriada,
escamosa en Y. guatemalensis, por ultimo, Y. linearifolia y Y. torreyi son rugosas.
Esto concuerda con lo que reportaron Solano et al. (2017) para el género Manfreda,

donde la cuticula puede ser lisa o estriada dependiendo de la especie.

Los complejos estomaticos observados son de dos tipos, paraciticos y
tetraciticos, presentes en 14 y 10 especies, respectivamente. Esto concuerda con
lo observado en géneros cercanos, como Polianthes (Solano et al.,, 2013) y
Manfreda (Solano et al., 2017), donde predominan los estomas paraciticos.
Ademas, Alvarez de Zayas (1990) indicé estomas tetraciticos en Manfreda scabra
y menciona que los complejos estomaticos tetraciticos caracterizan a los géneros
Agave, Baschorneria, Clystoyuca, Furcrea, Hesperaloe, Hesperoyucca, Samuela y
Yucca. En Y. decipiens, Y. potosina y Y. valida, no se observaron los complejos
estomaticos debido que se encuentran hendidos y esto dificulta la incidencia del
laser; ademas, en ocasiones las células epidérmicas adyacentes a los estomas se
distribuyen formando cumulos que obstruyen parcial o totalmente la cavidad

estomatica (Figs. 6y 9).

Las papilas y los tricomas se presentan en pocas especies, las primeras se

localizan adyacentes a los estomas en Yucca jaliscensis (Fig. 3) y Y. schottii; en Y.
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queretaroensis se observan uniformemente distribuidas en toda la lamina foliar (Fig.
7) y en Y. whipplei sobre los valles de la misma. Por otro lado, Y. torreyi presenta
tricomas de diferentes tamafos (Fig. 11); Verhoek-Williams (1998) y Solano et al.
(2013; 2017) sefalaron que los tricomas son escasos en géneros de la familia

Agavaceae y que este caracter es util en la delimitacion de especies.

En general, los contornos internos de la cuticula, correspondientes a la pared
de las células epidérmicas, son poligonales con paredes anticlinales rectas, ocho
especies presentan paredes anticlinales ligeramente sinuosas y tres, Yucca
decipiens, Y. guatemalensis y Y. periculosa, son hexagonales con paredes

anticlinales rectas (Cuadro 3).

Matuda y Pifia (1980) dividieron a las especies mexicanas de Yucca en cuatro
secciones y cinco series (Cuadro 1); en general las especies correspondientes a
estas categorias subgenéricas comparten caracteristicas similares de la cuticula en
la epidermis, aunque algunas presentan caracteres que las distinguen. Yucca
coahuilensis (seccion Chaenocarpa, serie Rupicolae), es similar a Y. decipiens, Y.
periculosa, Y. potosina (seccién Sarcocarpa, serie Treculeanae) y a Y. grandiflora
(seccion Sarcocarpa, serie Baccatae). Del mismo modo, Y. carnerosana (seccién
Sarcocarpa, serie Faxonianae) comparte caracteristicas con Y. reverchonii, Y. rigida
y Y. rostrata pertenecientes a la seccion Chaenocarpa, serie Rupicolae. Asimismo,
Yucca aloifolia, Y. filifera, Y. queretaroensis y Y. treculeana (seccion Sarcocarpa,
serie Treculeanae), Y. endlichiana (seccion Sarcocarpa, serie Baccatae) son
similares a Y. elata (seccion Chaenocarpa, serie Elatae). Por otro lado, Y. whipplei
Unica especie de la seccion Hesperoyucca (sensu Matuda y Pifia, 1980), no
comparte caracteristicas cuticulares y epidérmicas con ninguna otra especie.
Algunos autores como Bogler y Simpson (1995) y Clary (1997) sefalaron, con base
en caracteres moleculares, que es un clado independiente de otras agavaceas y
propusieron que podria ser tratado como el género Hesperoyucca creado por Baker
(1892), al elevar la seccién Hesperoyucca de Engelmann (1871). Los resultados
agui obtenidos apoyan esta propuesta. Yucca lacandonica y Y. capensis son

similares entre si y pertenecen a la misma seccién Sarcocarpa, serie Treculeanae.
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8.2 Composicion quimica de la cuticula

La espectrometria mediante ATR-FTIR es una técnica accesible, rapida, precisa y
no destructiva que ha demostrado tener importantes ventajas en el analisis quimico
y estructural de la cuticula de las plantas (Heredia-Guerrero et al., 2014). Esta
técnica permite la identificacion de los grupos funcionales de un compuesto, cuando
una determinada molécula absorbe radiacion infrarroja, la vibracidon intramolecular,
con frecuencia iguala a la radiacion, enseguida aumenta en intensidad y genera
sefales con frecuencias que corresponden a la vibracion de un enlace especifico
(CCIQS, 2019). La atenuacion total de refraccion (ATR) es una técnica de muestreo
utilizada en espectrometria FTIR, la cual se produce cuando una radiacién infrarroja
entra en un cristal de atenuacion total de refraccion. El cristal esta disefiado para
permitir una reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la
superficie del cristal. Esta onda se extiende a la muestra que se mantiene en
contacto intimo con el cristal, y de esta manera se registra el espectro infrarrojo de
la muestra (CCIQS, 2019).

Los porcentajes mas altos de los compuestos presentados en el Cuadro 4,
corresponden a la combinacién entre cutina y ceras, mayor al 28 % en todas las
especies analizadas, estos son los componentes mayoritarios de la cuticula
(Heredia-Guerrero, et al., 2014). También se observaron picos especificos de
cutina, cuyas proporciones varian entre 12 a 23 % en funcion de la especie.
Fernandez et al. (2011) registraron que la composicion quimica de las cuticulas
aisladas de Prunus persica correspondié a 27 % de ceras, 20 % de cutinay 53 %
de residuo insoluble que consiste en una mezcla de polisacaridos y cutan. En
general, los picos mas notorios corresponden a los grupos alifaticos de la cutina y
las ceras, estos son dos picos, en 2848 y 2915 cm™, ambos presentes en todas las
especies. Los otros picos que estuvieron presentes en todas las especies y que
corresponden a la cutina y ceras fueron, uno atribuido al estiramiento de los grupos
éster (C-O-0; en 1158-1164 cm™!) y algunos asignados a las vibraciones de los CH2
(vibracion de balanceo, en 718 cm?; vibracion de aleteo, 1372 cm y de torsion, en

1376 cm*; vibracion de tijereteo, en 1459-1463 cm™). Los espectros de la cutina
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agui observados son acordes a los espectros descritos en la literatura, mismos que
se caracterizan por su estructura quimica: un poliéster formado por 4cidos grasos

polihidroxilados (Heredia-Guerrero, et al., 2014).

Los compuestos fendlicos estuvieron presentes en todas las especies, sin
embargo, la intensidad de los picos dependié de la especie. El porcentaje de este
compuesto va de 8 a 28 %. Los picos principales son aquellos asignados a las
vibraciones de tension de los &cidos fendlicos, en 1624 -1637 cm; asi como los
picos alrededor de 829 y 1654 cm?, asignados a las vibraciones de tension fuera de
plano de los C-H en los anillos aromaticos. Asimismo, dos picos, en 1510-1523 y
1543 cm!, asignados a las vibraciones de tensién de los C-C y C=C de los anillos
aromaticos. Estos dos ultimos picos estan presentes Unicamente en 4 y 3 especies,
respectivamente; sélo Yucca endlichiana y Y. thompsoniana presentan espectros
con ambos picos.

En cuanto a los polisacaridos, se obtuvieron picos especificos de
polisacaridos, que van de 6 a 18 %, y polisacaridos combinados con cutina, que van
de 0 a 21 % entre las distintas especies. Se observo un pico importante, atribuido a
la vibracion de tension de los C-O-C en los enlaces glucosidicos (1054 cm1-1064
cm?) y cuatro picos combinados con cutina atribuidos a los grupos hidroxilo §(OH)
y v(C-0O). Heredia-Guerrero et al. (2014) mencionan que aun hace falta una
asignacion completa de los espectros correspondientes a los polisacéaridos de la
cuticula vegetal. Normalmente, para las asignaciones de absorciones de
polisacaridos, se han realizado comparaciones con picos tipicos de celulosa pura o
polisacaridos de pared celular. Por otro lado, hubo un par de picos (889-909 cmy

1315-1319 cm?) atribuidos a restos de celulosa.
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IX  CONCLUSIONES

El analisis por Microscopia Confocal Laser de Barrido ayuddé en la delimitacion de
especies y la conformacion de grupos. Las diferencias anatOmicas que se
observaron dentro de las especies y que pueden ser consideradas importantes
taxondmicamente son: el complejo estomatico de dos tipos, paracitico, presente en
14 especies y tetracitico en 11 especies; el relieve liso o irregular, siendo el irregular
el mas comun en 19 especies; la ornamentacion de la cuticula dispuesta en cuatro
formas diferentes, siendo la lisa la m&s comdn en 18 especies; la presencia de
papilas en Yucca jaliscensis, Y. schottii, Y. queretaroensis y Y. whipplei. Y la
presencia de tricomas en Y. torreyi. Los contornos internos de la cuticula,
correspondientes a la pared de las células epidérmicas mas comunes son
poligonales con paredes anticlinales rectas en 10 especies, y los menos comunes
son hexagonales con paredes anticlinales rectas, en tres especies.

Por otro lado, la informacion obtenida por ATR-FTIR nos permitié conocer aspectos
especificos sobre la composicion quimica de la cuticula foliar del género Yucca,
siendo la cutina y las ceras los componentes mayoritarios. Los componentes
qguimicos dentro de la cuticula de las especies no mostraron una heterogeneidad
marcada y con la informacién disponible se pudo detectar diferencias en la altura y

amplitud de los picos asignados a diferentes componentes quimicos de la cuticula.
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