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| RESUMEN

El género Yucca esta conformado por unas 45 especies nativas de Norte y
Centroamérica, que se caracterizan por sus hojas lanceoladas e inflorescencias
racemosas con colores blanquecinos. Se han propuesto tres secciones de Yucca:
Chaenocarpa, Sarcocarpa y Clistocarpa, sin embargo, la taxonomia del género es
controversial y no se cuenta con estudios suficientes que analicen el valor
sistematico de la anatomia y la composicion quimica de la cuticula. En el presente
trabajo se estudio la ornamentacion de la cuticula foliar, los estomas y los derivados
epidérmicos con Microscopia Confocal Laser de Barrido (CLSM) y su composicion
quimica por medio de Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier y

Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR) en 16 especies septentrionales de Yucca.

La mayoria de las cuticulas son delgadas y poseen relieve irregular, se
observaron estomas paraciticos y tetraciticos, la mitad de las especies presentan
apéndices epidérmicos. En la ornamentacion cuticular se presenta la mayor
variacion, las especies presentan cuticula estriada, rugosa, grumosa y lisa. De
acuerdo con el andlisis ATR-FTIR, el compuesto predominante de la cuticula es la
cutina, mayormente asociada a ceras. También se observé una variedad de picos
asignados a compuestos fendlicos, asi como fracciones menores de polisacéridos;
estos compuestos favorecen la autofluorescencia de la cuticula y facilitan los

analisis microscopicos y espectroscopicos.

Algunas caracteristicas que pueden contribuir en la delimitacién de especies
son: los tricomas en Y. baccata, los estomas hundidos en Y. brevifolia, las verrugas
cuticulares en Y. madrensis, el grosor de la cuticula menor a 5 um en Y. necopina y
el relieve liso en Y. verdiensis. Por otro lado, aquellos caracteres que permiten
agrupar a las especies son la presencia de papilas y la ornamentacion rugosa para
la seccion Sarcocarpa y la composicion quimica en la serie Rupicolae. Ademas, se
discutié la nomenclatura de algunos taxones en la serie Elatae. Los caracteres
anatomicos y bioquimicos de la cuticula también pueden estar relacionados con la

ecologia y la distribucion de las especies.



Il INTRODUCCION

La cuticula vegetal es una capa extracelular que se localiza en la mayoria de los
tejidos epidérmicos de las plantas (Heredia, 2003). Esta compuesta principalmente
por un poliéster insoluble llamado cutina y un conjunto de ceras (Dominguez et al.,
2009). Sus funciones principales son la proteccién contra la pérdida de agua, la
radiacion ultravioleta y la infeccion por patdgenos. El estudio de los caracteres
epidérmicos y la ornamentacion de la cuticula han contribuido a generar
descripciones que permiten distinguir especies en distintos grupos taxonémicos
(Alvarez de Zayas, 1990; Falczuk et al., 1996; Prada y Rolleri, 2003; Solano et al.,
2013; Solano et al., 2017, SaGnchez-Manzo, 2020).

El género Yucca L. (Asparagaceae, Agavoideae) se compone de
aproximadamente 45 especies de plantas perennes, nativas del norte y centro de
América (Chase et al., 2009; Thiede, 2020). Su distribuciébn comprende desde el sur
de Canada hasta Guatemala y esta bien representado en las regiones aridas de
México y del suroeste de Estados Unidos de América (Clary y Simpson, 1995).
México posee mas del 60% de las especies de Yucca y 50% de ellas son endémicas
(Garcia-Mendoza, 2011). Habitan principalmente en matorrales xeréfilos en donde
destacan por su importancia ecolégica, evolutiva (Althoff et al., 2012; Pellmyr, 2003)
y etnobotanica (Hodgson, 2001; Patel, 2012; Vuncannon, 1999). La historia
taxondmica de Yucca es compleja y en la actualidad no hay estudios suficientes
para conocer si los caracteres anatémicos y la composicion quimica de la cuticula

pueden contribuir a la sistematica del género.

En el presente estudio se analiz6 la cuticula, los estomas y los derivados
epidérmicos de la hoja en 16 especies de Yucca con distribucién septentrional,
mediante CLSM. Ademas, se investigo la composicion quimica de la cuticula foliar
por medio de ATR-FTIR con el objetivo de encontrar caracteres Gtiles que permitan

delimitar las 16 especies.



[l ANTECEDENTES

3.1 Descripcion e historia taxondmica del género Yucca L.

Las yucas presentan una diversidad de formas: son plantas acaules o caulescentes,
0 bien, rosetofilas. Poseen tallos simples o ramificados (Figura 1). Hojas sésiles
dispuestas en el apice del tallo o de las ramas, lineares o linear-lanceoladas, con
base ensanchada, rigidas, planas o0 convexas, coridceas, margen entero,
frecuentemente desintegrandose en fibras, &pice corneo. Inflorescencias
racemosas, erectas o péndulas, con bracteas ascendentes o reflexas. Flores
bisexuales, blanquecinas ocasionalmente con tintes verdosos, rojizos o purpureos;
pedicelos con una bractéola basal; tépalos 6, carnosos, libres o escasamente unidos
en la base, planos o ligeramente céncavos, los segmentos de la serie interna mas
anchos; estambres 6, insertos en la base de los tépalos, anteras basifijas; ovario
supero, columnar, sésil, 3-locular, verde o blanquecino, évulos numerosos, estilo
corto o ausente, 3 I6bulos estigmaticos. Frutos erectos, péndulos, capsulares o
abayados, dehiscentes o indehiscentes; semillas prismaticas, planas, orbiculares o
globulares, negras y opacas. La diversidad del género Yucca asciende a 40-45
especies, distribuidas naturalmente en México, Estados Unidos y Canada (Garcia-
Mendoza, 2011).

Figura 1. Ejemplares de Yucca filifera que conforman el estrato arb6reo en un matorral
xerofilo. Localidad de La Mesa, Tecozautla, Hidalgo.



El género Yucca fue descrito por Linneo (1753), quien lo incluy6 en la clase
VI Hexandria, orden | Monogynia. Mas adelante, Jussieu (1789) propuso la familia

Liliaceae e incorporo este género.

En el siglo XIX se publicaron las primeras clasificaciones subgenéricas de
Yucca con base en caracteres morfologicos. Carriére (1859) subdividio el género en
grupos artificiales segun fueran especies caulescentes o acaules, con o sin
margenes foliares filiferos. Baker (1870) reconocio tres grupos con base en el tipo

de margen: Serrato-marginata, Filamentoso-marginata e Integro-marginata.

Engelmann (1871) separ6é el género Yucca en dos grupos, Euyucca y
Hesperoyucca. También subdividi6 Euyucca en las secciones: Sarcocarpa,
Clistocarpa y Chaenocarpa. Trelease (1902) segregd Yucca, sensu Engelmann, en
tres géneros independientes: Hesperoyucca, Clistoyucca y Samuela. Estos géneros
fueron incluidos nuevamente en el género Yucca por McKelvey (1938), quien
reconocié cuatro secciones: Sarcocarpa, Clistocarpa, Chaenocarpa Yy
Hesperoyucca. McKelvey también reconocio series en Sarcocarpa y Chaenocarpa,

pero varias de ellas fueron invalidadas posteriormente.

Hutchinson (1934, 1959) cred el orden Agavales y amplié la delimitacion de
Agavaceae a 19 géneros incluidos en seis tribus, proponiendo la tribu Yucceae
representada por el género Yucca. Sin embargo, es frecuente encontrar que, en las
clasificaciones publicadas en la segunda mitad del siglo XX, adn se incluye Yucca
en Liliaceae (Smith y Ludwig, 1976; Huxman y Loik, 1997; Maragni et al., 2000).
Con base en principios del Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica la
seccion Sarcocarpa fue renombrada como seccién Yucca por Clary (1997); este
autor posteriormente reconocié a Hesperoyucca como género distinto de Yucca
(Clary, 2001).

Estudios recientes indican una relacién cercana entre Yucca, Agave,
Camassia, Hesperaloe, Polianthes y otros géneros de agavaceas (Bogler et al.,
2006; Archibald et al., 2015; Heyduk et al., 2016). En la actualidad también se

reconocen tres subgéneros o secciones de Yucca: Chaenocarpa con frutos



capsulares, Sarcocarpa con bayas y Clistocarpa con cdpsulas esponjosas (Heyduk
et al., 2016, Pellmyr et al., 2007).

Muchos nombres registrados para algunas especies de Yucca tienen
aplicacion incierta; por ejemplo, Yucca guatemalensis Baker y Yucca elephantipes
Regel ex Trel., se consideran como sinbnimos de Yucca gigantea Lem. en las bases
de datos especializadas (The Plant List, www.theplantlist.org; Plants Of The World
Online, https://powo.science.kew.org/). Sin embargo, autores como Smith y
Figuereido (2016), asignan éstos tres nombres a dos especies: Yucca gigantea y

Yucca guatemalensis, siendo Yucca elephantipes equivalente a la dltima.

Otro caso similar es el de Yucca aloifolia, especie ampliamente cultivada y
nativa del sureste de Estados Unidos de América y del sur de México. Esta especie
presenta caracteristicas propias de plantas domesticadas, donde la propagacion
vegetativa se asocia a la ausencia de un polinizador endémico. Con base en esta
caracteristica, Pellmyr (2003) sugirié que la especie se origind a partir de cultivares
de Y. guatemalensis desarrollados por culturas prehispanicas. Sin embargo, Clary
(1997), muestra que Yucca aloifolia se relaciona filogenéticamente a Y. gloriosa y
sugiere que estas especies evolucionaron de manera independiente en nichos

ecolégicos similares.
3.2 Los caracteres epidérmicos en la sisteméatica vegetal

La epidermis de la planta es un tejido que revela diversidad anatémica y funcional.
En ambas superficies de las hojas se presenta una epidermis cubierta por una capa
gruesa e impermeable llamada cuticula. Ademas de las células que constituyen la
epidermis, se pueden encontrar las células oclusivas y acompafantes que forman
los estomas, diferentes tipos de apéndices o tricomas y otros tipos celulares
especializados (Evert y Eichhorn 2013). Estos caracteres epidérmicos han sido de
utilidad para estudiar la sisteméatica de distintos grupos taxondémicos. Su importancia
ha sido sefialada por autores como Falczuk et al. (1996) quienes determinaron
aguellos atributos diagndésticos para la determinacion de especies herbaceas

presentes en un pastizal natural de Argentina.



Algunos autores han estudiado la anatomia foliar y epidérmica en la
sistematica de angiospermas. Baranova (1972) analiz6 la anatomia de los estomas
y otras caracteristicas epidérmicas para esclarecer las relaciones filogenéticas de
Magnoliaceae y otras familias emparentadas. Las diferencias observadas en las
familias corresponden a la morfologia de los estomas, la cuticula y la presencia de
tricomas. La cuticula de las Winteraceae se distingue de otras familias al presentar

un engrosamiento que ocluye las aperturas estomaticas.

Respecto a las monocotiledéneas, Stebbins y Khush (1961) estudiaron los
complejos estomaticos en 192 especies, pertenecientes a 49 familias. Determinaron
la relacién de su organizacion con la filogenia, resaltando su variabilidad en niveles
taxonomicos superiores al de familia. Ademas, organizaron las familias en cuatro

categorias segun el numero de células subsidiarias presentes en los estomas.

Otras caracteristicas anatémicas también pueden ser estudiadas para
diferenciar entre géneros y especies. Ortufiez y de la Fuente (2009) estudiaron la
morfologia de la epidermis del género Festuca (Poaceae) y reportan que la
morfologia de las células epidérmicas en la superficie abaxial de las laminas posee

algunos de los caracteres con mayor importancia taxonémica.

En relacion con la familia Asparagaceae, durante el siglo XX se realizaron
algunos estudios sobre las caracteristicas de la epidermis. Blunden et al. (1973)
analizaron comparativamente la anatomia foliar de los géneros Agave,
Beschorneria, Doryanthes y Furcraea; encontraron que en Agave, las diferencias
anatomicas de la epidermis son suficientes para diferenciar entre especies.
Asimismo, las células epidérmicas de Furcraea presentan un mayor tamafio y

papilas con formas mas regulares que las de Agave.

Alvarez de Zayas (1988) analizd la anatomia floral de las Agavaceae y
observo diferencias entre taxones con base en el grosor de la pared de las células
epidérmicas, la densidad del citoplasma, asi como la presencia o ausencia de

proyecciones como papilas o pelos.



Meng et al. (2016) hicieron una comparacién de los caracteres morfolégicos
de la epidermis en 34 especies del género Maianthemum. Aquellos
correspondientes a la forma y el patron de las paredes celulares, presentaron una
alta variacion tanto en las especies, como en las superficies foliares adaxial y
abaxial. Los autores mencionan que estas diferencias posiblemente se relacionan
con la distribucion geografica y a las condiciones ambientales, asi como las

evidencias filogenéticas.

En afios recientes Ali et al. (2020) analizaron mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) la epidermis de seis especies de Polygonatum de
diferentes regiones de China. Ellos reportan una variacion significativa en rasgos
como el tipo y distribucién de los estomas, la forma de las células epidérmicas, el
patrén anticlinal de la pared celular y varios tipos de tricomas.

Vislobokov et al. (2021) analizaron los caracteres micromorfolégicos en 69
especies del género Aspidistra mediante SEM. Encontraron que el relieve de la
epidermis varia de plano a verrugoso y rugoso; la superficie adaxial carece de
papilas en general y estas se presentan solo en la superficie abaxial de algunas
especies. Por ello, concluyeron que estos caracteres son de importancia
taxondmica en Aspidistra y en conjunto con la estructura de los brotes permiten

clasificar las especies en 13 grupos.
3.3 Importancia biolégicay taxondmica de la cuticula

La cuticula es una capa que cubre la superficie externa de las células epidérmicas
en los tallos, hojas y frutos no lignificados. La estructura y composicién quimica de
la cuticula varia en funcién de la especie, los érganos y las etapas de crecimiento,
pero en general estd compuesta por una matriz de cutina y un conjunto de ceras
gue pueden formar una capa sobre la matriz o estar embebidas dentro de ésta
(Heredia-Guerrero, 2003). Las ceras cuticulares se mezclan con otros compuestos

como, alcoholes, alcanos, ésteres y triterpenoides (Jetter et al., 2006).

Las funciones de la cuticula son diversas, la principal es proteger los 6rganos

contra la excesiva pérdida de agua y junto con los estomas forman las principales



estructuras encargadas de la transpiraciéon en el cuerpo de la planta. La baja
permeabilidad de la cuticula permite regular la pérdida de agua y solutos polares al
ajustar la apertura de los estomas. El conjunto cuticula-estoma también es capaz
de permitir o limitar el intercambio de gases a través de la interfaz planta-atmdsfera,
tales como dioxido de carbono, oxigeno, contaminantes inorganicos y compuestos
organicos volatiles como terpenos. Para los vapores organicos altamente
liposolubles, asi como metabolitos secundarios propios de la planta y algunos
contaminantes de origen antropogénico, la cuticula es la ruta preferida de
intercambio, aun cuando los estomas se encuentran abiertos (Riederer, 2006).

La cuticula también representa la primera defensa contra herbivoros y
patégenos, no solo por su conformacién que representa una barrera mecanica, sino
también por desempenfar un papel activo en las interacciones planta-patégeno. La
pared celular de las células epidérmicas forma un continuo con la cuticula que es
esencial en la liberacion de sefiales bioguimicas hacia el interior y exterior de las
células, en respuesta a un agente infeccioso o a un estimulo hormonal. Durante la
interaccion, también se ve afecta la permeabilidad de la cuticula (Yeats y Rose,
2013; Ziv et al., 2018).

La radiacioén ultravioleta puede inducir efectos deletéreos en las plantas, los
cuales son disminuidos mediante distintas adaptaciones, como la induccién de
acidos flavonoides y fendlicos, asi como la presencia de la cuticula en los érganos
primarios. Solovchenko y Merzlyak (2003) estudiaron las propiedades Opticas de la
cuticula de manzanas en relacion con la proteccién ultravioleta. Ellos reportan que
la transmitancia de luz no reflejada asciende hasta 14.2 - 35.7 % a 375 y 300 nm, lo
gue denota una reduccidon importante en la radiacion ultravioleta que llega a las

células subyacentes a la cuticula.

La formacion de la cuticula es importante durante el desarrollo de la planta,
pues funciona como agente separador durante el proceso ontogenético y esta
involucrada en la delimitacién de los 6rganos (Burghardt y Riederer, 2006; Yeats y
Rose, 2013); los mutantes con cuticulas defectuosas presentan una mayor pérdida

de agua y anormalidades morfologicas como la fusion de 6rganos (Riederer, 2006).



3.4 Estudios microscopicos de la cuticula

Diversas técnicas microscopicas se han utilizado para analizar la ornamentacion de
la cuticula. Las técnicas mas usadas en afos anteriores fueron la microscopia de
campo brillante, de luz polarizada y de fluorescencia. Considine y Knox (1979)
utilizaron microscopia de campo brillante y polarizacion para analizar el desarrollo
del sistema dermal en frutos de Vitis vinifera L. Ellos describieron dos etapas de
desarrollo en donde pudieron observar cambios en la forma y dureza de la cuticula.
Por otro lado, Pesacreta y Hasenstein (1999) estudiaron la cara interna de la
cuticula foliar en Cirsium horridulum (Asteraceae) mediante microscopia electronica
de transmisién (TEM) y microscopia electrénica de barrido (SEM). Describieron la
cuticula como una capa hidrofoba, que se distribuye de manera continua en la
epidermis y resaltan las diferencias morfolégicas de las superficies adaxial y abaxial,
asi como las regiones que cubren las venas. Estos estudios proveen informacion
sobre la complejidad y diversidad de la arquitectura cuticular, pero tienen
limitaciones para conocer el relieve y la ornamentacion en diferentes puntos de la
cuticula. En afios recientes, las técnicas microscopicas como la Microscopia
Confocal Laser de Barrido (CLSM) han permitido generar imagenes en tercera

dimensién y alta resolucién (Buda et al., 2009).

Existen diferentes mecanismos que poseen los microscopios confocales,
pero todos siguen el mismo principio general: la luz pasa a través de una abertura
y es enfocada en un area pequefia, después es reflejada y pasa a través de un
segundo lente. Esta luz se enfoca en una segunda abertura, mientras que la luz
fuera de foco se elimina (Javaloy et al., 2005). A través de estas secciones se
pueden reconstruir imagenes tridimensionales de una muestra con cierto espesor,
con base en la densidad y opacidad 6ptica intrinseca de la cuticula (Durrenberger
et al., 2001).

Es posible usar la microscopia confocal para estudiar no solo la
ornamentacion de la cuticula, sino también aspectos de la anatomia externa de las
células epidérmicas asociados al relieve de la cuticula. Por ejemplo, se puede

observar la morfologia externa y el contorno celular, la organizacion de las células



en los complejos estomaticos, la presencia y morfologia de tricomas y papilas, asi
como el grado de penetracion de la cuticula en los espacios intercelulares (Sanchez-
Manzo 2020). Los estudios de la cuticula mediante CLSM permiten realizar
descripciones morfolégicas detalladas y frecuentemente se combinan con otras
técnicas microscopicas 0 espectroscopicas para obtener una mayor cantidad de

informacion de las muestras, o bien, para comprar las distintas técnicas.

Una de las primeras aplicaciones de CLSM al estudio de la cuticula fue
realizada por Fernandez et al. (1999). Los autores enfatizan el papel de los
flavonoides y los compuestos fendlicos presentes en la cuticula, pues su
autofluorescencia permite reconstruir la ornamentacién a través del microscopio
confocal. También, generaron imagenes de las cuticulas foliares, obtenidas de
diferentes especies frutales mediante aislamiento enzimatico. En sus resultados se
puede apreciar el espesor de las cuticulas en el eje z, el relieve y la forma de las
células. Por un lado, muestran distintos patrones de autofluorescencia en Clivia
miniata, que posee un tipo de cuticula con baja intensidad ya que los compuestos
fendlicos se encuentran restringidos, localizados cerca de las paredes celulares. Por
el contrario, Citrus aurantium presenta estomas con una alta intensidad, dando lugar
a una imagen mas definida. En la cuticula de Capsicum annuum, existe
fluorescencia baja en regiones situadas entre los bordes de las células y

demuestran la presencia de compuestos fendlicos asociados a la cutina.

Buda et al. (2009) estudiaron el potencial de la microscopia confocal para
analizar la cuticula vegetal utilizando frutos de Solanum lycopersicum; mostraron
que el andlisis tridimensional mediante CLSM permite una mayor comprension de
la ornamentacién de la cuticula en comparacion con imagenes obtenidas en dos
dimensiones con el microscopio de campo brillante y fluorescencia. Las imagenes
en 3D les permitieron observar una compleja topografia de la superficie interna de
la cuticula en la interfase con las paredes celulares y un patron de punteaduras en
las paredes anticlinales de las células epidérmicas. Esto representa una ventaja
sobre las técnicas microscopicas que generan imagenes bidimensionales, las

cuales usualmente se obtienen de cortes paradermales y transversales y permiten
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visualizar Unicamente la cara externa y el perfil de la muestra, sin profundizar en

detalles como el grado de penetracion de la cuticula o su relieve general.

Nadiminti et al. (2015) aislaron cuticulas de Triticum aestivum, Zea mays y
Lupinus angustifolius, mismas que fueron analizadas con CLSM, SEM vy
microscopia de campo brillante y fluorescencia. Las imagenes obtenidas a través
del microscopio confocal les permitieron observar la capa cuticular en general, asi
como las capas internas y externas. También observaron diferencias morfoldgicas
en el material celuldsico de las células epidérmicas. Sin embargo, reportaron una
disminucién significativa en la intensidad de fluorescencia en los planos 6pticos mas

profundos de la muestra.

En los dltimos afios se han aplicado variantes de la microscopia confocal
para estudiar otros aspectos de la cuticula, asi como la presencia de agentes o
materiales ajenos a esta. Li y Chen (2014) estudiaron la presencia y distribucién del
fenantreno, un contaminante que se puede alojar en las cuticulas foliares. Estos
autores lograron distinguir una acumulacién de fenantreno en la parte media de la
matriz cuticular, que se compone de lipidos poliméricos, hacia los cuales el

contaminante presenta una gran afinidad.

Guo et al. (2021), implementaron un sistema que combina la microscopia
confocal de alta resolucion y la espectroscopia de fluorescencia via fibra optica de
nucleo liquido. Con esta técnica observaron la distribucién y retencion de
benzo(a)pireno en las cuticulas foliares de tres especies de mangle. La retencion
de benzo(a)pireno fue notablemente mayor en la superficie abaxial. Esto contribuyé
a entender los mecanismos de migracion de los contaminantes en las plantas,

debido al papel de la cuticula como primer mecanismo de barrera hacia el ambiente.

3.5 Composicion quimica de la cuticulay sus aplicaciones en la

sistemaéatica

En el siglo XIX, la cuticula ya era considerada como una capa distinta a la epidermis;
p. ej. Henslow (1831), la describié como una membrana fina, homogénea y continua
que cubre las células epidérmicas. Después, von Mohl (1847), describio la cuticula
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como una capa estratificada carente de polisacaridos, compuesta principalmente
por una capa cuticular, una matriz lipidica y una capa de ceras cuticulares. En el
siglo XX se caracterizaron algunos compuestos presentes en la cuticula y la cutina
se consideré como el principal componente estructural de la cuticula (Kolattukudy,
1970).

En la actualidad, la cuticula es considerada como una capa sintetizada por
las células epidérmicas, con una composicién quimica heterogénea; posee una
fraccion adyacente a las paredes celulares, rica en polisacaridos como celulosa,
hemicelulosas y pectinas que funcionan como sitio de anclaje a la pared celular. En
una posicién adyacente se encuentra una matriz compuesta principalmente de
cutina, la cual representa del 40 al 80 % del peso de la cuticula. La cutina es un
polimero insoluble de cadena larga, formada por &cidos grasos hidroxilados y
epoxihidroxilados Cis y Cis esterificados (Samuels et al., 2008). Otro componente
importante de la cuticula son las ceras, que son mezclas de series homoélogas de
compuestos alifaticos de cadena larga, como alcanos, alcoholes, aldehidos, acidos
grasos y ésteres, en conjunto con cantidades variables de compuestos ciclicos
como triterpenoides. Las ceras pueden formar una capa externa (ceras
epicuticulares) o estar distribuidas a través de la cuticula (ceras intracuticulares).
También es posible encontrar algunos compuestos fendélicos como el &cido

cindmico y flavonoides (Heredia-Guerrero et al., 2014).

Las cuticulas de ciertas especies de monocotiledoneas, como Agave
americana (Wattendorff y Holloway, 1982) y Clivia miniata (Schmidt y Schénherr,
1982), pueden contener cutan, un polimero inerte al igual que la cutina, pero se
caracteriza por una red de cadenas de metileno y grupos carboxilo con uniones éter.
El cutan puede sustituir a la cutina parcial o completamente y presenta una alta
resistencia a la degradacion y a los diferentes métodos quimicos empleados para

intentar caracterizar esta sustancia (Villena et al., 1999).

Los compuestos quimicos de la cuticula han sido estudiados mediante
diversas técnicas como la cromatografia de gases, ionizacion de llama y

espectrometria de masas, sin embargo, éstas presentan limitaciones en la
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informacion que proporcionan respecto a la estructura molecular y a la presencia de
grupos funcionales especificos. Otros métodos como la espectroscopia Raman e
infrarroja (IR por sus siglas en inglés) tienen ventajas de ser técnicas no
destructivas, accesibles, que mejoran el andlisis quimico y estructural (Heredia-
Guerrero et al., 2014).

La espectroscopia IR estd basada en las vibraciones moleculares de los
enlaces quimicos que son inducidas por excitacion mediante la absorcion de
radiacion infrarroja (Heredia-Guerrero et al., 2014). Los espectros IR puede ser
obtenidos colocando las muestras directamente bajo la radiacién infrarroja, o bien,
pueden ponerse en contacto con un elemento de reflectancia intermedia con lo cual
el haz se refleja varias veces y la superficie de la muestra interactia con la onda
evanescente, absorbiéndose la radiacion en cada punto de reflexion (Heredia-
Guerrero et al., 2014); a esta variante se le conoce como Espectrometria Infrarroja

con Transformada de Fourier y Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR).

La composicion quimica de la cuticula, asi como otras partes del cuerpo de
la planta, han sido estudiadas bajo el enfoque de la sistematica vegetal para
identificar perfiles o patrones quimicos que sirvan como marcadores en diferentes
niveles taxondmicos. Sin embargo, estos trabajos son escasos en comparacion con
aquellos que estudian los caracteres morfolégicos, anatomicos o moleculares,

ademas, han sido aplicados casi exclusivamente en el campo de la paleobotanica.

La capacidad de preservacion que tienen los biopolimeros como la cutina tras
un proceso de maceracion natural, al compactarse el material vegetal en
condiciones anaerdbicas que limitan la destruccion microbioldgica, ha permitido
estudiar los componentes de la cuticula con el fin de realizar caracterizaciones en
vegetales fosilizados. Uno de los primeros trabajos en utilizar este enfoque fue el
analisis taxondmico realizado por Niklas y Gensel (1977), quienes caracterizaron
guimicamente algunas plantas vasculares del Paleozoico correspondientes a 27
taxones. Autores como Lyons et al. (1995) y Zodrow y Mastalerz (2001) también
incursionaron en este campo de estudio con sus propuestas taxonomicas para

algunos helechos fésiles de Canada.

13



3.6 Contexto evolutivo y filogenético de la biosintesis de la cuticula

La sintesis de la cuticula fue una adquisicion evolutiva de gran relevancia para las
plantas terrestres, sobre todo para los colonizadores tempranos como los musgos.
Las redes génicas que controlan la biosintesis de la cuticula presentan elementos
conservados por las plantas con semilla, que estan asociados con la biosintesis de
lignina y suberina (Hugues et al., 2017). La importancia del metabolismo fendlico, el
cual es necesario para la sintesis de biopolimeros como la cutina, la suberina y la
lignina, ha sido sefialada por Renault et al. (2017), quienes sugieren que estos
compuestos presentes en tejidos vegetales especializados pueden tener un
“ancestro comun” en los lipidos asociados a fenoles que posee el musgo
Physcomitrella patens en su matriz cuticular. Lo anterior se plantea con base en la
presencia de 4-coumaril-CoA, tanto en la ruta del &cido ascérbico en briofitas como
en laruta de la pentosa en angiospermas. De este modo, los biopolimeros vegetales
tendrian una ruta biosintética que posee sefal filogenética a lo largo de la evolucion

de los grandes grupos de plantas terrestres.

Respecto a los grupos de plantas vivientes, Herbin y Robins (1968)
estudiaron el contenido de alcanos en las ceras cuticulares de 19 especies de Agave
y los compararon con aquellos obtenidos previamente para el género Aloe. También
determinaron los alcanos presentes en 16 especies de Crassulaceae y 19 de
Eucaliptus, encontrando en todos los grupos una amplia variedad de patrones que
permitieron observar diferencias entre las especies, pero no hacer una correlacion

con la subclasificacion de éstas.

Fiasson et al. (1997) caracterizaron los flavonoides foliares presentes en 55
muestras representativas de 11 taxones de Ranunculus. Los patrones que
observaron mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), estaban
asociados principalmente con las condiciones de las diferentes regiones de Europa
en donde se distribuyen las especies, mas que con la taxonomia morfolégica. Caso
contrario es el trabajo de Almaraz-Abarca et al. (2009), quienes realizaron una
comparacion de los perfiles fendlicos correspondientes a los tejidos foliares de

algunas especies de Agave utilizando Cromatografia Liquida de Alta Resolucidén con
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Detector de Arreglo de Diodos (HPLC-DAD). Sefnalan que los flavonoides foliares
son marcadores valiosos para discriminar entre Agave durangensis, A. asperrima,
A. wocomahi, A. shrevei subsp. shrevei, y A. shrevei subsp. matapensis. Asimismo,
Almaraz-Abarca et al. (2006) analizaron el contenido de flavonoides en tres
especies de pinos (Pinus leiophylla, P. chihuahuanay P. lumholtzii) por
cromatografia de capa fina y espectroscopia ultravioleta con el fin de distinguir una
de otra. De este modo se plante6 que Pinus chihuahuana deberia ser reconocida

como una especie distinta y no como una variedad de Pinus leiophylla.

\Y JUSTIFICACION

La problematica taxondmica en algunas especies de Yucca se ve agravada debido
a la carencia de evidencia estructural y caracteres diagndésticos robustos. Por otro
lado, la falta de filogenias que incluyan a la mayoria de las especies dificulta
reconocer y rastrear los caracteres con relevancia taxonémica. De este modo surge
la necesidad de estudiar la ornamentacion de la cuticula foliar y los rasgos
epidérmicos asociados para identificar posibles caracteres utiles en la sistematica
del género. En este sentido, la ornamentacion y la composicion quimica de la
cuticula pueden incluir atributos con importancia taxonémica que permitan delimitar
especies en Yucca, asi como en otras monocotiledéneas (Artabe y Archansgelsky,
1992; Falczuk et al., 1996; Troncoso et al., 2002; Guevara et al., 2011; Solano et
al., 2017). Actualmente los estudios taxondmicos basados en los componentes
quimicos y la ornamentacion de la cuticula foliar en el género Yucca incluyen
Gnicamente a las especies con distribucién en la republica mexicana, sin embargo,
no se habian considerado las especies con distribucién en el Norte de México y Sur
de Estados Unidos de América. De forma complementaria al trabajo de Sanchez-
Manzo (2020), aqui se estudiaron 16 especies de Yucca con distribucion
septentrional para evaluar la utilidad taxonémica de los compuestos quimicos de la
cuticula foliar mediante espectrometria infrarroja en conjunto con el analisis
anatomico de la cuticula y los caracteres epidérmicos asociados mediante

microscopia confocal.
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\% OBJETIVO

Describir y analizar la composicion quimica y la ornamentacion de la cuticula foliar
en 16 especies de Yucca con distribucién septentrional y reconocer caracteres con

importancia taxonémica.

VI HIPOTESIS

En especies de Yucca (Asparagaceae, Agavoideae) con distribucion meridional se
ha relacionado la composicidon quimica y la ornamentacion de la cuticula foliar con
la distribucion geografica y la taxonomia. Por lo tanto, el andlisis quimico y
microscépico de la cuticula en especies del género Yucca con distribucién

septentrional permitira reconocer aquellos atributos Utiles en la sistemética de este

grupo.

VIl METODO

7.1 Origeny procesamiento del material vegetal

Las plantas usadas en este trabajo fueron previamente recolectadas en el norte de
la repUblica mexicana y el sur de Estados Unidos de América; todos los ejemplares
fueron determinados taxondmicamente por especialistas y depositados en
diferentes herbarios. Se utilizaron muestras foliares pertenecientes a ejemplares
adultos de 16 especies de Yucca con distribucién septentrional (Cuadro 1). Las
muestras fueron almacenadas en una solucion de glicerina, alcohol etilico y agua

(GAA, 2:1:1) hasta su procesamiento para los analisis quimicos y microscopicos.

7.2 Aislamiento de la cuticula

Las muestras almacenadas en GAA se cortaron en secciones de 0.5 x 0.5 cm, cada
uno de estos fragmentos fue separado paradermalmente con una navaja de
diseccién. Ambas secciones, correspondientes a las superficies adaxial (haz) y
abaxial (envés) de la hoja, se utilizaron para aislar enzimaticamente las cuticulas

siguiendo el método descrito por Orgell (1955) y Yamada et al. (1964). Cada
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segmento se incubo a una temperatura de 20-30 °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 se lavaron varias veces

con agua destilada hasta quedar libres de residuos celulares.

Las muestras cuticulares de cada especie fueron almacenadas en frascos
individuales y etiquetados, agregando 3 mL de buffer de acetatos (ph=3.8). Una
parte se utiliz6 para el analisis anatomico de la cuticula mediante microscopia
confocal y la otra para estudiar la composicién quimica, mediante espectrometria
infrarroja. Todo el material se conservé en refrigeracion a 3 °C hasta su observacion

y tratamiento.

7.3  Andlisis estructural por Microscopia Confocal Laser de Barrido (CLSM)

Las cuticulas fueron lavadas hasta eliminar el exceso de buffer de acetatos y se
impregnaron con 1 mL de solucién acuosa de Paraquat (10 uM), posteriormente se
colocaron a 25 °C durante 24 h en una camara con humedad relativa de 95%. Antes
del analisis microscopico, las cuticulas fueron lavadas con agua destilada hasta
eliminar el exceso de Paraquat y después se impregnaron durante 5 min en 2 mL
de reactivo de Fenton (solucién acuosa de FeCls 0.1 mM y H202 10 mM; Fernandez
et al., 1999). Enseguida se hicieron las observaciones en un microscopio confocal
Leica, DMi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), equipado con un sistema
exploratorio SP8 MP a una longitud de onda de 522 y 640 nm. Los archivos
correspondientes a las imagenes tridimensionales y secuencias de video se
registraron en el formato nativo de Leica (*.1if). El manejo de ambos tipos de archivos
fue realizado con el software Leica Application Suite X (LASX; Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemania).

Con las imagenes y secuencias de video se registraron las siguientes
caracteristicas morfolégicas para cada especie: grosor, relieve y ornamentacion de
la cuticula, forma de las células epidérmicas, tipo de complejo estomatico, presencia

de papilas, tricomas o verrugas.
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Cuadro 1. Lista de especies de Yucca incluidas en el andlisis estructural y quimico de la
cuticula foliar y de caracteristicas externas de la epidermis. Se incluyen las secciones y
series reconocidas por Clary y Simpson (1995), Etter y Kristen (1997-2023), Pellmyr et al.
(2003) y Smith et al. (2008).

No. de
Especie / autor Seccioén Serie recolectalrec Habitat Estado
olector
Yucca baccata Torr. Sarcocarpa Baccatae 1410-MAH Bosrﬂﬁg de AZ
L Bosque de
\S(i;na:jllleyl Wooton & Chaenocarpa Elatae 2008-0111-10* pino-encino; AZ
) pastizales
- . 1940-0478- Matorral
Y. brevifolia Engelm. Clistocarpa n/a 021* desértico AZ
Y. campestris McKelvey Chaenocarpa Elatae 1990-0335-10* Matp r_ral NM
desértico
Y. constricta Buckley Chaenocarpa Elatae 2014-0820-01* Mato rral, TX
pastizales
Y. declinata Laferr. Sarcocarpa Baccatae 2018-0807-01* ig?equtjc? SON
Y. filamentosa L. Chaenocarpa Elatae 2018-0806-01* Bospﬂﬁg de MS
Y. gloriosa L. Sarcocarpa Heteroyucca LM 5908 Dunas MS
costeras
Y. harrimaniae Trel. Chaenocarpa Elatae 32431-WH Matgr_ral uT
xerofilo
. Cafion
R(A'Cll(g;sgengs Chaenocarpa Elatae 199(;2?37' desértico AZ
y pino-enebro
Y. madrensis Gentry Sarcocarpa Treculeanae 5604-ESC E_>osque _de SON
pino-encino
Y. nana Hochstatter Chaenocarpa Elatae 32455-WH Sosque de uT
pino-enebro
Y. necopina Shinners Chaenocarpa  Arkansanae 2018'01283'10' Pastizales X
Y. pallida McKelvey Chaenocarpa Rupicolae 2014-0234-01* Praderas TX
1979-0509-01* Bosaue de
Y. rupicola Scheele Chaenocarpa Rupicolae 1972-0149- a4 TX
14(R)* encino
Y. verdiensis McKelvey  Chaenocarpa Elatae Sin nlg(r:n ero- Bosrﬂgg de AZ

Abreviaturas: ESC, Eloy Solano Camacho; KC, Karen Clary; MAH, Maria Magdalena Ayala

Hernandez; MBG, Mercer Botanic Gardens; RP, Raul Puente; WH, Wendy Hodgson. AZ, Arizona;
NM, Nuevo México; TX, Texas; SON, Sonora; MS, Mississippi; UT, Utah.

*Desert Botanical Garden.
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7.4  Andlisis quimico por Espectrometria Infrarroja con Transformada de
Fourier y Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR)

En esta fase de la investigacion las muestras fueron enjuagadas hasta eliminar el
buffer de acetatos, 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 desecador. El analisis ATR-FTIR se realiz6 para cada segmento
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, USA),
en un rango espectral de 650-4000 cm™, con una resolucién de 4 cm™ y la
apodizacion Happ-Genzel. El manejo de los espectros obtenidos fue realizado con
el software Origin Pro 2016, vb9.3.226 (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
USA).

Los picos reconocidos en los espectros ATR-FTIR se asignaron a sus
correspondientes grupos funcionales con base en la literatura existente (Ribeiro 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. Se promediaron un total de cinco replicas para cada segmento y
posteriormente se calculé el area bajo la curva de los picos asignados a los
componentes de la cuticula. La abundancia relativa de cada componente quimico

de la cuticula fue calculada considerando Unicamente los picos asignados.

Las relaciones de similitud fueron evaluadas mediante analisis estadisticos
multivariados, usando datos cuantitativos continuos correspondientes a las
abundancias relativas de los picos asignados en los espectros promediados. Para
ello, se realizaron analisis de componentes principales (PCA) y analisis de
agrupamiento jerarquico aglomerativo (HCA), usando los parametros por defecto,
en el software Origin Pro 2016, vb9.3.226 (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, USA).
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VIl RESULTADOS

8.1 Morfologia de las cuticulas foliares de Yucca: CLSM

Utilizando CLSM se obtuvieron imagenes tridimensionales de las cuticulas de
ambas superficies foliares de las especies de Yucca estudiadas. Los archivos
registrados corresponden a las superficies externas e internas de la cuticula, asi
como vistas laterales y secuencias de video. De este modo se describi6 el tipo de
estomas, la presencia de tricomas y protuberancias epidérmicas como las papilas,
la forma de las células epidérmicas, el grosor de la cuticula y su grado de

penetracion en los espacios intercelulares.

La cara exterior de las cuticulas se utilizé para describir la ornamentacion de
la cuticula (p. €j. lisa, rugosa o estriada) y el relieve (plano o irregular), mientras que
la cara interior sirvio para describir el tipo de estomas y la forma de las células de
acuerdo con los contornos celulares (p. ej. poligonales, hexagonales o
rectangulares). Para describir el grosor de la cuticula se utilizé el siguiente criterio:
muy delgada <5 um, delgada de 5 um a 9 um, moderadamente gruesa 10 a 19 um,

gruesa 20 a 25 pm, muy gruesa >25 pm.

El relieve es una caracteristica complementaria a la ornamentacion y
describe la forma en que se acumula la cuticula sobre las células epidérmicas
(Sanchez-Manzo 2020). En el contexto de la morfologia cuticular, se hace referencia
a un relieve plano cuando la cuticula es muy gruesa y forma una capa
predominantemente llana, ademas, la superficie externa de las células no se aprecia
bien definida. Por otro lado, el relieve irregular se presenta cuando la cuticula es
delgada y se acumula uniformemente sobre la cara externa de las células
epidérmicas, por lo que la morfologia de la superficie externa de las células
epidérmicas esta bien definida y permite visualizar proyecciones epidérmicas como
papilas y tricomas, entre otros derivados. Asimismo, el relieve de la cuticula es
irregular cuando se deposita en forma de grumos, cufias o0 escamas no

homogéneas.
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Cuadro 2. Caracteristicas morfolégicas en la cuticula foliar de las especies de Yucca

estudiadas.
. Forma de las . . Apéndices
Especie células epidérmicas Estomas Relieve/ornamentacién epidérmicos Grosor
Yucca baccata P/r Tetraciticos Irregular/rugosa Tr;)caoprﬁgg Y 25 pm
Y. baileyi P/r Tetraciticos Irregular/estriada Papilas 5um
Y. brevifolia HP/r Hendidos Irregular/estriada - 15 pm
Y. campestris RP/r Tetraciticos Irregular/ligeramente estriada Papilas 5um
Y. constricta RP/r Paraciticos Irregular/lisa - 5um
Y. declinata P/r, Paraciticos Irregula_r/ rugosa (adaX|aI) y Papll_as 5um
lisa (abaxial) (adaxial)
. . . Papilas
Y. filamentosa R/r Tetraciticos Irregular/estriada 5um
escasas
Y. gloriosa P/r Paraciticos ngeramente '”egu'a.” - 5um
predominantemente lisa
Y. harrimaniae P/r Paraciticos Irregular/estriada - 5um
Y. kanabensis P/s Tetraciticos Irregular/lisa Papilas 10 um
escasas
Papilas,
Y. madrensis P/r Paraciticos Irregular/rugosa verrugas 10 um
cuticulares
Y. nana R/s Paraciticos Irregular/ligeramente estriada - 15 um
Y. necopina P/r Paraciticos Irregular/rugosa Papilas 10 um
Y. pallida HP/r Paraciticos Irregular/rugosa Papilas 5um
Irregular/ligeramente estriada
Y. rupicola RP/r Tetraciticos (adamal) a Papllas 5um
predominantemente lisa dispersas
(abaxial)
Y. verdiensis HP/r Paraciticos Predominantemente - 20 ym

plano/grumosa

Abreviaturas: P/r, Poligonales con paredes anticlinales rectas; HP/r, hexagonales a poligonales con

las paredes anticlinales rectas; RP/r, rectangulares a poligonales con las paredes anticlinales rectas;

R/r, rectangulares con las paredes anticlinales rectas; P/s, poligonales con las paredes anticlinales

ligeramente sinuosas; R/s, rectangulares con las paredes anticlinales ligeramente sinuosas.

Las caracteristicas registradas para cada especie se resumen en el Cuadro

2. Estas corresponden a la forma de las células, tipo de estomas segun el nimero

y disposicion de las células subsidiarias, el relieve y la ornamentacion de la cuticula,

la presencia de tricomas o de apéndices epidérmicos como papilas, verrugas, asi

como el grosor de la cuticula. La mayoria de las especies presentaron
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caracteristicas similares en las cuticulas de ambas superficies foliares, con
excepcion de Y. declinata y Y. rupicola. Para el resto de las especies se incluyeron
las imagenes mas representativas de las estructuras y rasgos que se describen a

continuacion.

En nueve de las 16 especies se registraron paredes anticlinales que denotan
células epidérmicas con una variedad de formas poligonales, cuatro presentan
células rectangulares y tres, células hexagonales. Los estomas son de tipo
paracitico en nueve especies, y de tipo tetracitico en seis especies; en Y. brevifolia
los estomas se encuentran hundidos. Por otra parte, la superficie cuticular es
mayoritariamente irregular, con excepcion de Y. verdiensis, que presenta relieve liso

en casi toda la superficie.

En la ornamentacion cuticular es donde se presenta la mayor variacion
morfologica: seis especies tienen ornamentacion de tipo estriado, cuatro de tipo
rugoso, tres de tipo liso, una de tipo grumoso y en dos especies la ornamentacién
es de diferente tipo entre las superficies foliares: en Y. declinata es rugosa en el haz
y lisa en el envés, mientras que en Y. rupicola es ligeramente estriada en el haz y
predominantemente lisa en el envés. Los apéndices no se observaron en ocho
especies, mientras que las restantes presentan papilas, verrugas 0 una
combinacion de tricomas y papilas. La mayoria de las cuticulas son delgadas, en 10
especies se registra un grosor aproximado de 5 pm, Unicamente seis especies

superan los 10 pm.

8.1.1 Yucca baccata

En vista de perfil la cuticula es muy gruesa (25 pm), penetra hasta 20 um en los
espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion rugosa (Figura
2A). En vista paradermal se observan células epidérmicas con papilas y tricomas,
el contorno interno denota células poligonales con paredes anticlinales rectas;
estomas tetraciticos con células subsidiarias irregulares, mas pequefias que las

células epidérmicas (Figura 2B, C).
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8.1.2 Yucca baileyi

De perfil la cuticula es delgada (5 pm), penetra hasta 15 um en los espacios
intercelulares, su relieve es irregular y su ornamentacion estriada (Figura 3A). En
vista paradermal se observan células epidérmicas con papilas, el contorno interno
denota células poligonales con paredes anticlinales rectas; estomas tetraciticos con
células subsidiarias regulares, de tamafio similar a las células epidérmicas (Figuras
3B, C).

8.1.3 Yucca brevifolia

En vista de perfil la cuticula es moderadamente gruesa (15 um), penetra hasta 40
um en los espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion
estriada (Figura 2D). En vista paradermal se observan células epidérmicas sin
papilas, el contorno interno denota células hexagonales a poligonales con paredes
anticlinales rectas. Complejos estométicos hundidos, denotados por espacios sin

fluorescencia (Figuras 2E, F).

8.1.4 Yucca campestris

La cuticula es delgada (5 pum), penetra hasta 15 pum en los espacios intercelulares,
presenta relieve irregular y ornamentacién ligeramente estriada (Figura 3D). En vista
paradermal se observan células epidérmicas con papilas, el contorno interno denota
células rectangulares a poligonales con paredes anticlinales rectas; estomas
tetraciticos con células subsidiarias irregulares, de tamafio menor que las células

epidérmicas (Figuras 3E, F).

8.1.5 Yucca constricta

En vista de perfil la cuticula es delgada (5 um), penetra hasta 20 um en los espacios
intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion lisa (Figura 4A). En vista
paradermal se observan células epidérmicas sin apéndices, el contorno interno
denota células rectangulares a poligonales con paredes anticlinales rectas; estomas
paraciticos con células subsidiarias regulares, de tamafio similar a las células

epidérmicas (Figuras 4B, C).
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Figura 2. Cuticulas de Yucca con caracteristicas particulares, vistas de perfil y
paradermales de las caras exterior e interior. R, relieve; t, tricomas; v, verrugas
cuticulares; ce, complejo estomético (hendido en Y. verdiensis); co, células oclusivas; cs,
células subsidiarias.




8.1.6 Yucca declinata

En vista de perfil la cuticula es delgada (5 pum), penetra hasta 20 um en los espacios
intercelulares, con relieve irregular en ambas superficies, ornamentacion rugosa en
la superficie adaxial y lisa en la abaxial (Figuras 5A, D). En vista paradermal las
células epidérmicas de la cara adaxial tienen papilas (Figuras 5B, C). El contorno
interno denota células poligonales con paredes anticlinales rectas, de mayor tamafio
en la cara abaxial (Figura 5F). Estomas paraciticos en el enveés, células subsidiarias

irregulares de tamafio menor a las células epidérmicas (Figura 5E).

8.1.7 Yucca filamentosa

De perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra hasta 10 um en los espacios
intercelulares, con relieve irregular y ornamentacion estriada (como también se
observa en Y. campestris). En vista paradermal se observan células epidérmicas
rectangulares y papilas escasas, el contorno interno denota células
predominantemente rectangulares con paredes anticlinales rectas; estomas
tetraciticos con células subsidiarias irregulares, mas chicas que las células

epidérmicas.

8.1.8 Yucca gloriosa

De perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra hasta 15 pum en los espacios
intercelulares, con relieve ligeramente irregular 'y  ornamentacién
predominantemente lisa (Figura 4D). En vista paradermal se observan células
epidérmicas sin papilas, el contorno interno denota células poligonales con paredes
anticlinales rectas. Estomas paraciticos con células subsidiarias regulares, de

tamafo similar a las células epidérmicas, en su lado mas largo (Figuras 4E, F).

8.1.9 Yucca harrimaniae

En vista de perfil la cuticula es delgada (5 um), penetra hasta 20 um en los espacios
intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion estriada (Figura 4G). En
vista paradermal se observan células epidérmicas sin papilas, el contorno interno
denota células poligonales con paredes anticlinales rectas. Estomas paraciticos con
células subsidiarias irregulares, de tamafio menor que las células epidérmicas
(Figuras 4H, 1).
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Figura 3. Cuticulas de Yucca con presencia de papilas, vistas de perfil y paradermales de
las caras exterior e interior. R, relieve; p, papilas; ce, complejo estomatico; co, células
oclusivas; cs, células subsidiarias.
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8.1.10 Yucca kanabensis

En vista de perfil la cuticula es moderadamente gruesa (10 pum), penetra hasta 15
UM en los espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion lisa
(como también se observa en Y. constricta). En vista paradermal se observan
células epidérmicas con escasas papilas, el contorno interno denota células
poligonales con paredes anticlinales rectas ligeramente sinuosas. Estomas
tetraciticos con células subsidiarias irregulares, mas pequefias que las células

epidérmicas.

8.1.11 Yucca madrensis

De perfil, la cuticula es moderadamente gruesa (10 pum), penetra hasta 25 pm en
los espacios intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion rugosa
(Figura 2G). En vista paradermal se observan células epidérmicas con papilas, el
contorno interno denota células poligonales con paredes anticlinales rectas.
Estomas paraciticos con células subsidiarias regulares, de tamafio similar a las

células epidérmicas (Figuras 2H, ).

8.1.12 Yucca nana

En vista de perfil la cuticula es gruesa (15 um), penetra hasta 25 pum en los espacios
intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion ligeramente estriada
(Figura 4J). En vista paradermal se observan células epidérmicas sin papilas, el
contorno interno denota células en su mayoria rectangulares a poligonales con
paredes anticlinales ligeramente sinuosas. Estomas paraciticos con células

subsidiarias regulares, de tamafio similar a las células epidérmicas (Figuras 4K, L).

8.1.13 Yucca necopina

El grosor de la cuticula es moderado (10 um), penetra hasta 15 pum en los espacios
intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion rugosa (Figura 3G). En
vista paradermal se observan células epidérmicas con papilas, el contorno interno
denota células poligonales con paredes anticlinales rectas. Estomas paraciticos con
células subsidiarias irregulares, de tamafio menor a las células epidérmicas (Figuras
3H, ).
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Figura 4. Cuticulas de Yucca con estomas paraciticos, vistas de perfil y paradermales de
las caras exterior e interior. R, relieve; ce, complejo estomatico; co, células oclusivas; cs,
células subsidiarias.




8.1.14 Yucca pallida

La cuticula es delgada (5 um), penetra hasta 10 um en los espacios intercelulares,
presenta relieve irregular y ornamentacion rugosa (Figura 3J). En vista paradermal
se observan células epidérmicas con papilas, el contorno interno denota células
hexagonales a poligonales con paredes anticlinales rectas. Estomas paraciticos con
células subsidiarias regulares, de tamafio similar a las células epidérmicas (Figuras
3K, L).

8.1.15 Yucca rupicola

De perfil, la cuticula es delgada (5 um), penetra hasta 15 pm en los espacios
intercelulares, presenta relieve irregular y ornamentacion ligeramente estriada en el
haz a predominantemente lisa en el envés (Figuras 5G, J). En vista paradermal se
observan algunas células epidérmicas con papilas en el envés (Figura 5K), el
contorno interno denota células poligonales largas con paredes anticlinales rectas.
Estomas tetraciticos con células subsidiarias regulares, de tamafio similar a las

células epidérmicas (Figuras 5I, L).

8.1.16 Yucca verdiensis

En vista de perfil la cuticula es gruesa (20 um), penetra hasta 30 um en los espacios
intercelulares, presenta relieve predominantemente plano y ornamentacion
grumosa (Figura 2J). En seccion paradermal se observan células epidérmicas sin
papilas, el contorno interno denota células hexagonales a poligonales con paredes
anticlinales rectas. Estomas paraciticos con células subsidiarias regulares, de

tamafo similar a las células epidérmicas (Figuras 2K, L).

29



Y. declinata (Haz)

)
¥ (o) 0605040302010 0

- ¥ (m) 4504
¥ (um) 4504

Y. declinata (Envés)

¥ m) 450

Y. rupicola (Haz)

Y. rupicola (Envés)

Figura 5. Cuticulas de Yucca con diferencias morfoldgicas en las superficies adaxial y
abaxial, vistas de perfil y paradermales de sus caras exterior e interior. R, relieve; ce,
complejo estomético; cs, células subsidiarias; p, papilas.




8.2 Composicion quimica de las cuticulas foliares mediante ATR-FTIR

Los espectros ATR-FTIR obtenidos para las 16 especies de Yucca (Figura 6)
permitieron identificar diversos picos correspondientes a grupos funcionales y
enlaces quimicos especificos. Los picos asignados a los principales componentes

quimicos de la cuticula en funcién al nimero de onda se presentan en el Cuadro 3.

En todas las especies se presentan dos picos principales con nimeros de
onda de 2,915y 2,848 cm™ que son asignados a las vibraciones de tensién simétrica
y asimétrica de los CHz, respectivamente (Cuadro 3). Con frecuencia se presento
un pico en 1,460 cm?, asociado a la vibracion de tipo tijera de los CH2. Dichos picos
representan el material alifatico presente en la cutina asociada a ceras de la
cuticula. Ademas, se registraron en la mayoria de las especies dos picos en 1,718
y 1,731 cm, los cuales se asignaron a los enlaces éster que forman uniones en los

acidos grasos a lo largo de la estructura de la cutina.

Adicionalmente, fue posible encontrar distintos picos que denotan la
presencia de varios compuestos fendlicos en las cuticulas de las especies
estudiadas. Los principales picos se encuentran en: 1,634-1,637 cm™, asignado a
los enlaces dobles carbono-carbono de los acidos fendlicos; en 1,420-1,430 cm™,
asignado a los enlaces carbono-hidrégeno aromaticos; en 1,030 cm,
correspondientes a la deformacion en los enlaces simples carbono-oxigeno. Por
altimo, se registraron los picos asignados a enlaces propios de los polisacaridos
como la celulosa y la hemicelulosa, principalmente aquellos en 1,315-1,319 cm™ty
1,158 cmt, asignados a las vibraciones de tijereteo de los CHz2 y de los enlaces

glucosidicos, respectivamente.
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Figura 6. Espectros ATR-FTIR crudos obtenidos a partir de las cuticulas en ambas
superficies foliares de Yucca.
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Cuadro 3. Asignacion de los picos principales en los espectros ATR-FTIR de la cuticula.

NUmero de
onda (cm™)

Asignaciones

Compuestos

Referencia

3,693-3,750

3,568-3,577

3,400-3,430
2,915
2,848

1,731

1,718
1,654

1,610
1,543
1,158

1,048
1,030
1,634-1,637
1,510-1,523
1,459-1,463
1,420-1,430

1,366-1,376

1,315-1,319
1,258-1,268
1,241-1,248
1,161-1,168
1,097-1,104
1,054-1,064

953-956
889-909
835-855
816-829
779

v (O-H---0)
v H intramolecular
v O-H

Va(CH2)

Vs (CH2) en metil y
metileno

v (C=0) éster

v (C=0---H) éster
y (C-H) aromético
(C=C) anillo
aromético

v (C-C) aromatico

(conjugado con C=C)

v (C-0-C)

v (C-0)
Y (C-O)

Cutina, polisacéaridos
Compuestos fendlicos

Compuestos fendlicos

Cutina, ceras
Cutina, ceras

Cutina

Cutina

Compuestos fendlicos

Compuestos fendlicos

Compuestos fendlicos

Celulosa 'y
hemicelulosa
Celulosay
hemicelulosa

Compuestos fenolicos

v (C=C) &cido fendélico Compuestos fendlicos

v (C-C) aromético
6 (CHy) tijereteo
v (C-H) aromatico
6 (CH2) aleteo y
torsion

6 (CHy) tijereteo

6 (OH)
6 (OH)

va(C-O-C), éster

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

v (C-0)

v (C-H)

y (C-H) aromatico
y (C-H) aromético
6 (CH2) balanceo

Compuestos fendlicos

Cutina, ceras

Compuestos fendlicos

Cutina, ceras,
polisacaridos
Celulosa,
polisacaridos

Cutina, polisacaridos
Cutina, polisacéridos

Cutina
Cutina

Polisacaridos

Cutina, polisacaridos

Celulosa

Compuestos fendlicos
Compuestos fendlicos
Compuestos fendlicos

Heredia-Guerrero et al. (2014),
Guzman-Delgado et al. (2016)
Poletto et al. (2012),
Popescu et al. (2009)

Pandian et al. (2021), Pandi et al.

(2021), Pang et al. (2021)
Heredia-Guerrero et al. (2014),
Guzman-Delgado et al. (2016)
Heredia-Guerrero et al. (2014),
Guzman-Delgado et al. (2016)

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

Heredia-Guerrero et al. (2014)

Toledano et al. (2010), Pandian et al.

(2021)
Heredia-Guerrero et al. (2014)

Pandey y Pitman (2003)

Pandey y Pitman (2003)

Chen et al. (2010), Pang et al. (2021)

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

Poletto et al. (2012), Pandi et al. (2021)

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

Pinar et al. (2014), Lupoi et al. (2015)

Heredia-Guerrero et al. (2014)

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

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

Heredia-Guerrero et al. (2014)
Reyes-Rivera y Terrazas (2017)

Xu et al. (2006), Toledano et al. (2010)

Heredia-Guerrero et al. (2014)
Foo (1981)

Abreviaturas: v, estiramiento; 9, flexidn; y, flexion fuera de plano; a, asimétrico; s, simétrico.
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La abundancia relativa, expresada en porcentajes, se calculd con base en las
asignaciones de los espectros ATR-FTIR para cada grupo funcional (Cuadro 4). Las
especies gque presentan los mayores porcentajes de cada compuesto son: Yucca
pallida (cutina y ceras); Y. necopina (cutina); Y. brevifolia (compuestos fendlicos);
Y. kanabensis (cutina asociada a polisacaridos); Y. baileyi (polisacéridos); Y.
madrensis (celulosa). Las especies con menores porcentajes son: Y. brevifolia
(cutina y cutina asociada a ceras); Y. necopina (compuestos fendlicos); Y. declinata

(cutina y polisacéridos); Y. pallida (polisacaridos y celulosa).

Cuadro 4. Abundancias relativas de cada componente quimico de la cuticula.

Especie Porcentaje presente de cada compuesto*
. . Compuestos Cutina Polisacéaridos

Cutinay ceras Cutina fen%licos polisacérié/os y celulosa Celulosa

H E H E H E H E H E H E
Yucca baccata 53.5 56.3 21.2 20.7 18.1 15.6 4.2 4.1 1.8 0.7 1.2 29
Y. baileyi 53.1 43.4 224 23.3 20.9 16.8 3.6 3.6 0 12.7 0 0.1
Y. brevifolia 29.7 50.9 15.4 13.0 496 33.0 5.0 31 0.3 0 0 0
Y. campestris 48.7 50.7 215 26.3 25.9 17.2 3.6 5.9 0.2 0 0 0
Y. constricta 42.4 52.6 229 29.2 29.8 12.8 4.2 4.5 0.3 0.7 05 0.2
Y. declinata 55.2 55.5 23.6 24.4 12.6 13.3 3.8 0.8 4.7 5.9 0 0.1
Y. filamentosa**  55.8 - 253 - 141 - 4.6 - 0.3 - 0 -
Y. gloriosa 54.2 59.9 25.2 26.8 16.5 8.4 3.6 4.6 0.3 0.3 0.1 0
Y. harrimaniae 51.4 50.7 29.1 26.9 115 14.4 4.0 4.0 3.9 4.0 0 0
Y. kanabensis 37.9 50.0 19.5 25.8 33.2 15.0 7.0 4.5 1.3 0.6 1.1 4.0
Y. madrensis 57.5 54.2 21.7 12.8 16.0 12.6 4.2 6.8 0.5 7.7 0.1 59
Y. nana 50.8 49.6 241 24.8 18.0 18.1 3.0 3.3 4.1 4.2 0 0.1
Y. necopina** 53.9 - 30.6 - 104 - 4.8 - 0.3 - 0 -
Y. pallida 61.0 57.8 22.0 23.0 12.3 16.3 4.7 29 0 0 0 0
Y. rupicola 51.0 49.4 28.8 274 15.2 16.7 4.9 4.7 0.1 0.4 0 1.3
Y. verdiensis 41.3 50.4 20.6 23.0 33.1 22.7 4.6 35 0.2 0.2 0.1 0

Abreviaturas: H, Haz foliar o superficie adaxial; E, Envés foliar o superficie abaxial.

*Las proporciones se expresan en porcentajes y se calcularon en funciéon de las asignaciones para
los picos en los espectros ATR-FTIR.

**Para Y. filamentosa y Y. necopina se obtuvieron lecturas de ambas superficies foliares

conjuntamente.
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La similitud entre muestras fue calculada con base en la distancia euclidiana,
usando las areas bajo la curva de cada pico asignado en los espectros ATR-FTIR.
Se realizo el analisis de agrupamiento jerarquico (HCA) para representar los grupos
de especies mas similares entre si; los grupos formados por las 16 especies de
Yucca se muestran en el dendrograma (Figura 7). Se observan dos grupos mayores
(A"B con distancia mayor a 3), cada uno de estos, con dos subgrupos (C"D y E"F,
respectivamente, con distancia mayor a 2). El Subgrupo C esta formado por Y.
verdiensis, Y. kanabensis y Y. baccata; el Subgrupo D incluye a Y. constricta, Y.
campestris, Y. brevifolia y Y. baileyi. En el subgrupo E se incluyen Y. rupicola, Y.
pallida, Y. necopina y Y. madrensis. El subgrupo F contiene a Y. harrimaniae, Y.
gloriosa, Y. filamentosa y Y. declinata.

Y. verdiensis B
Y. verdiensis A
Y. kanabensis
Y. baccata B
Y. baccata A
Y. constricta

Y. campestris
Y. brevifolia

Y. baileyi
Y. rupicola B

Y. rupicola A
Y. pallida I
Y. necopina -
Y. madrensis —}
Y. nana e

Y. harrimaniae -
Y. gloriosa -
Y. filamentosa - G

Y. declinata

qu

Especies

Distancia
Figura 7. Analisis de agrupamiento jerarquico (HCA) con base en las similitudes
calculadas a partir de los espectros ATR-FTIR de la cuticula adaxial.

En el analisis de componentes principales (PCA), la distribucion
espacial de las variables permitié recuperar los mismos grupos de especies

gue en el HCA. Por ejemplo, las especies del Grupo mayor A fueron
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separadas del resto por la contribucion negativa del PC1 (Figura 8); dentro
de este grupo se puede observar que Y. verdiensis, Y. kanabensis y Y.
baccata (Subgrupo C) se separan de las especies del Subgrupo D por una

contribucion positiva del PC2.

0.5 0.0 0.5
T T T |
2 - Y. verdiensis A \f rupicola B 104
Y. verdiensis B 4 Y. rupicola A
Y. kanabensis y ruplco.a
] ' Y. gloriosa .Y palida 702
Y. baccataiA ~Y. harrimaniae
LN) 0 Y npr‘npinn 0.0
T K - Y. filamentosa
Y. baccata B ~~Y. madrensis
Y. nana
i Y declinat —4-0.2
<9 \ ~Y. declinata
Y. baileyi Y..constricta
-2 / Y. campestris 404
Y. brevifolia ’
T T T |
) 0 2
PC1

Figura 8. Gréfica biplot obtenida del PCA con base en las abundancias relativas de
cada pico asignado en los espectros ATR-FTIR de la cuticula adaxial.

IX DISCUSION

9.1 Autofluorescencia de la cuticulay su relacion con el andlisis estructural

La microscopia confocal es considerada como una herramienta util para el analisis
estructural en el campo de la botanica. Los tejidos vegetales contienen muchos
compuestos fluorescentes como la clorofila, la lignina o la suberina (Garcia-Plazaola

et al.,, 2015), lo que hace posible aplicar técnicas de fluorescencia para la
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generacion de imagenes (Donaldson, 2020). La autofluorescencia de la cuticula es
atribuida a la cutina como componente principal, no obstante, ésta no es muy
conspicua (Donaldson y Williams, 2018), por lo que la fluorescencia puede
originarse debido a los acidos fendlicos o flavonoides asociados a su estructura
(Fernandez et al, 1999).

Las imagenes obtenidas por medio de CLSM revelaron una diversidad
morfoldgica en las 16 especies de Yucca. Las longitudes de onda utilizadas en este
estudio para visualizar de manera Optima las cuticulas comprenden un rango de
491-580 nm. Fernandez et al. (1999) reportan una excitacion en 488 nm de las
cuticulas en hojas y frutos de distintas especies. Buda et al. (2009), por su parte,
utilizaron longitudes de onda de 491-563 nm para visualizar las cuticulas de
Solanum lycopersicum. Los autores anteriormente citados resaltan el papel de los
compuestos fenolicos como componentes autofluorescentes de la cuticula para

estas longitudes de onda.

En el andlisis FTIR las cuticulas de Yucca registraron un total de 12 picos
asignados a compuestos fenolicos (Cuadro 3). La fluorescencia intrinseca de la
cuticula se debe principalmente a la presencia de flavonoides y acidos cinamicos,
que son compuestos fendlicos de bajo peso molecular con una amplia diversidad
estructural y funcional, que ademas sirven como puntos de anclaje con las células
epidérmicas (Fernandez et al., 1999). También fue posible detectar cuatro picos
asignados a polisacaridos que se encuentran contenidos en la cuticula, tales como
celulosa y hemicelulosa asociados a la lignina. Al igual que los fenoles, los
polisacaridos tienen capacidad de autofluorescencia, que en la celulosa se ha
atribuido a la asociacién con fracciones de lignina y compuestos aromaticos, como

lignanos, flavonoides y taninos (Albinsson et al., 1999).

De las 16 especies de Yucca analizadas, la mayoria se distribuyen en las
regiones aridas y subtropicales del norte de México y del sur y centro-sur de EUA,
con excepcion de tres especies: Y. baccata, cuya distribucion comprende desde el
sur de Nevada hasta el centro de México, Y. filamentosa y Y. gloriosa, que son

exclusivas de las regiones templadas del Este de EUA
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(https://[powo.science.kew.org). En general, se pueden observar distintas

adaptaciones que favorecen las funciones de la cuticula en condiciones de
temperaturas altas y humedad escasa, como ocurre en los desiertos, matorrales y
bosques subtropicales del norte de México y el sur de EUA. Un ejemplo son las
cuticulas gruesas que se observaron en las especies Y. baccata, Y. brevifolia, Y.
kanabensis, Y. nanay Y. verdiensis, cuyos valores se encuentran en el rango de los
10-25 um. Para el resto de las especies se registraron cuticulas predominantemente
delgadas (=5 um); no obstante, fue posible observar otras caracteristicas asociadas,
como el desarrollo de células epidérmicas largas, el desarrollo de apéndices y las
células estométicas hundidas, como también reporta Alvarez de Zayas (1990) para

algunos ejemplares de Yucca y otros géneros relacionados.

La presencia de papilas prominentes, localizadas sobre cada célula
epidérmica se observo en Y. baileyi, Y. campestris, Y. necopina, Y. pallida y en el
haz de Y. declinata, en contraste con lo reportado por Sanchez-Manzo (2020), en
donde solo se presentaron papilas en 5 de las 28 especies mexicanas de Yucca. La
Unica especie septentrional en donde se observaron tricomas fue Y. baccata, los
cuales representan una adaptacion para la regulacion hidrica y térmica de la lamina
ante condiciones de estrés (Holmes y Keiller, 2002), pero ademas adquieren roles
protectores y defensivos que desempefian de forma dinamica al servir como sitios
de acumulacion de compuestos fendlicos (Karabourniotis et al., 2020). En las
imagenes obtenidas de las cuticulas de Y. baccata (Figuras 2A-C) se hace evidente
este fendmeno; para lograr una visualizacion completa de los componentes
quimicos se incluyd un segundo canal, con un rango de longitud entre 643-763 nm
asociado al color rojo, que denota una heterogeneidad de compuestos en la

cuticula, asociados a los tricomas y las papilas.

La mayoria de las especies presentaron estomas por debajo de la superficie
epidérmica, lo que impidié en algunos casos observar las células oclusivas. En Y.
brevifolia este desnivel se pronuncia en todo el complejo estomatico. El tipo de
estoma mas frecuente fue el paracitico, esto concuerda con los resultados obtenidos

por Sanchez-Manzo (2020) para el género Yucca, asi como lo reportado por algunos
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autores para otros géneros de Agavaceae, como Polianthes (Solano et al., 2013) y
Manfreda (Solano et al., 2017).

9.2 Composicion quimica de la cuticula

La espectrometria infrarroja utiliza la excitacion de las vibraciones moleculares
presentes en los enlaces quimicos por medio de la absorcién de luz, posteriormente
la onda absorbida o reflejada y su intensidad se registran en forma de picos o
bandas en el espectro (Heredia-Guerrero et al., 2014). Los analisis ATR-FTIR
pueden detectar una variedad de constituyentes organicos presentes en las
superficies de las hojas. El andlisis de los espectros puede tener aplicaciones en los
estudios botanicos o ecolégicos y se ha sugerido el potencial de esta técnica para
la identificacion de especies (Ribeiro da Luz, 2006). La caracterizacion de las
cuticulas foliares de Yucca por medio de ATR-FTIR ha provisto informacion

significativa sobre la naturaleza quimica y la estructura de sus componentes.

Los picos asignados a las vibraciones de los enlaces en los grupos CH:2
fueron los de mayor area en los espectros de las 16 especies de Yucca (Figura 6).
Estos corresponden a la fraccién de cutina que contiene ceras y representan los
principales componentes de la cuticula, también son los responsables de su rigidez
estructural e impermeabilidad (Espafa et al., 2014). Los porcentajes obtenidos de
cutina y ceras tienen una media de 51.2%, con un minimo de 29.71% y un maximo
de 60.97% (Cuadro 4). Estos pueden ser interpretados como valores altos en
comparacion con los reportados por Sanchez-Manzo (2020) en cuticulas de yucas

con distribuciéon meridional, donde la fraccion de cutina y ceras no supera el 50%.

Las siguientes regiones mas representativas fueron especificas de la cutina,
alcanzando porcentajes de entre 13 y 30%. Ademas, se presentaron en todas las
especies dos picos con nimeros de onda de 1,241-1,248 cm™y 1,258-1,268 cm™,
gue corresponden a la fraccion de cutina asociada a polisacéaridos de las regiones
cuticulares mas cercanas a la pared celular de las células epidérmicas (Heredia-
Guerrero et al., 2014) y pueden representar de un 0.75 a un 7% de los compuestos

asignados. Ribeiro da Luz (2006) menciona que el total de material poliestérico que
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conforma la cutina, en cuticulas de tomate, puede representar mas del 80% del peso
seco; Heredia-Guerrero et al. (2014), por otra parte, reporta que estos porcentajes
pueden ir del 50 al 80%. Esto es similar a los resultados obtenidos en el presente
trabajo: la media del total de las areas para los picos asignados a cutina en el haz
foliar de las 16 especies es de 76.67%, con un minimo de 50.06% en Y. brevifolia y

un maximo de 89.28% en Y. necopina.

Los compuestos fendlicos representan desde un 10% del area total asignada
en Y. necopina hasta casi un 50% en Y. brevifolia (Cuadro 4). Los fenoles pueden
encontrarse embebidos en la matriz cuticular al tener una estructura compleja y baja
polaridad, o estar unidos covalentemente a la cutina y las ceras cuticulares via
enlaces éter o éster, como en el caso de los fenoles de bajo peso molecular. Estos
compuestos contribuyen a las funciones de la cuticula, como la resistencia a la
radiacion, las interacciones planta-microorganismo/animal y la alelopatia, ademas,
poseen propiedades antioxidantes, significancia taxondmica y le confieren rigidez y

permeabilidad (Karabourniotis y Liakopoulos, 2005).

Los polisacaridos también contribuyen en gran medida a la capacidad de
sorcion de agua que posee la planta a través de la cuticula (Tredenick y Farquhar,
2021), su contribucién puede ascender a un 67%, en contraste con la cutina y las
ceras que representan un 33% (Chamel et al., 1991), ademas, representan los sitios
de anclaje entre la cuticula y la pared celular. Lopez-Casado et al. (2007) mencionan
gue un 14-28% del peso seco de las cuticulas estd conformado por polisacaridos.
No obstante, la mayoria de las especies de Yucca aqui estudiadas, con excepcion
de Y. baileyi y Y. madrensis, presentan una fraccion menor al 10%, similar a la que

reporta Sanchez-Manzo (2020) para las especies de distribucion meridional.
9.3 La cuticula foliar en relacion con la sisteméatica de Yucca

Para las caracterizaciones morfolégicas y bioquimicas de las cuticulas de Yucca, se
propuso analizar las similitudes o diferencias en relacion con las clasificaciones
taxon6micas subgenéricas y descripciones especificas reportadas en la literatura.

Respecto a la seccién Clistocarpa, representada Unicamente por Y. brevifolia, se
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pueden resaltar los complejos estométicos hundidos en conjunto con una cuticula
relativamente gruesa. En la seccion Sarcocarpa, representada por cuatro especies,
se observa que Y. baccata, Y. declinata, Y. madrensis poseen similitudes
morfolégicas, como una variedad de protuberancias donde se presentan papilas,
tricomas y verrugas cuticulares, asi como el relieve irregular y la ornamentacion
rugosa. Y. gloriosa, por su parte, se asemeja mas con otras especies de Sarcocarpa
como Y. carnerosana, que presenta cuticulas delgadas, sin proyecciones y estomas

paraciticos (Sanchez-Manzo, 2020).

En la seccién Chaenocarpa se localizan el resto de las especies estudiadas.
La serie Elatae se encuentra bien representada por ocho especies, las cuales
revelan una diversidad morfoldgica en los contornos celulares, los complejos
estomaticos, la ornamentacion y el grosor de la cuticula. Unicamente Y. baileyiy Y.
campestris presentan papilas y también comparten la mayoria de sus
caracteristicas. En la serie Elatae también es donde se encuentran los ejemplares
gue son importantes contrastar en este apartado, debido a que tienen asignada una
nomenclatura que hace posible encontrar sinénimos y algunas controversias
taxonOmicas, segun los autores o bases de datos que se consultaron. Por ejemplo,
Yucca constricta Buckley se considera sinénimo de Yucca elata (Engelm.) Engelm

en Tropicos (https://www.tropicos.org), en las cuticulas de Y. constricta se presentan

paredes anticlinales que denotan células epidérmicas largas con forma rectangular,
asi como un grosor de la matriz cuticular de 5 um, en contraste con lo reportado por
Sanchez-Manzo (2020) para Y. elata que posee células epidérmicas con formas
poligonales regulares y un grosor en el orden de los 10 um. Ademas, Y. constricta
guarda similitudes en su composicion quimica con Y. baileyi, ambas agrupadas en
el Subgrupo D por el HCA (Figura 7). Estos resultados son acordes a las hipotesis
filogenéticas de Clary y Simpson (1995) y Smith et al. (2008), en donde Y. constricta
y Y. elata aparecen como especies diferentes que se encuentran estrechamente

relacionadas entre si, al igual que con Y. baileyi.

Un caso mas generalizado es la sinonimia de Yucca nana Hochstatter, con

respecto a Yucca harrimaniae Trel., de acuerdo con bases de datos digitales
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(https://powo.science.kew.org/; http://www.theplantlist.org/). Yucca nana como

especie tampoco esta representada en las filogenias de Yucca previamente citadas.
En los especimenes analizados se pueden observar diferencias en la forma de los
contornos celulares de la epidermis, la ornamentacién y en el grosor de sus
cuticulas. Estas especies poseen diferencias en la composicion quimica de las
cuticulas con base en los espectros ATR-FTIR (Figura 6) y no se agrupan en el HCA
ni en el PCA (Figuras 7 y 8). Por lo anterior, se sugiere profundizar en la sistematica
de ambos taxones para esclarecer sus relaciones filogenéticas y poder confirmar si
corresponden a una misma especie o0 a dos especies distintas, o bien, considerar la

existencia de una o mas variedades o formas de Y. harrimaniae.

Por ultimo, Yucca verdiensis McKelvey, actualmente se encuentra en las
bases de datos digitales como sinénimo de Yucca elata var. verdiensis (McKelvey)
Reveal. Esta nomenclatura se puede sustentar por la morfologia cuticular, debido a
gue presenta un grosor mayor a 15 um, que le confiere la particularidad de poseer
ornamentacion rugosay un relieve liso que impide observar los contornos celulares
en la cara exterior. Por otra parte, Y. elata presenta cuticulas mas delgadas, con

relieve irregular y ornamentacion lisa (Sanchez-Manzo, 2020).

La serie Rupicolae es un grupo monofilético perteneciente a la seccion
Chaenocarpa y esta conformado por unas seis especies que evolucionaron desde
el altiplano central mexicano hasta el norte de Texas (Pellmyr et al., 2007). En este
trabajo se consideraron las especies Y. pallida y Y. rupicola, las cuales no poseen
cuticulas con semejanzas anatémicas evidentes mas alla del relieve irregular, sin
embargo, poseen una gran similitud en su composicion quimica, de acuerdo con los
analisis HCA y PCA realizados con las abundancias relativas obtenidas del andlisis
ATR-FTIR (Figuras 7 y 8), asi como antecedentes bibliograficos que establecen su

cercania biogeografica y evolutiva (Pellmyr et al., 2007; Smith et al., 2008).

Finalmente, Yucca necopina es una especie perteneciente a la seccion
Chaenocarpa, mas restringida que el resto y actualmente solo se conoce por
distribuirse en el estado de Texas. Su posicion taxondmica en Chaenocarpa es

incierta, y es posible que se localice en la serie Arkansanae (Etter y Kristen, 1997-
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2023). En las im&genes obtenidas con CLSM se observé que fue la Unica especie
en presentar cuticula muy delgada, menor a 5 um y con zonas sin fluorescencia, asi
como las células epidérmicas de menor tamafio y complejos estomaticos muy
superficiales. Esta especie también comparte algunas caracteristicas con Y. pallida,
como los estomas paraciticos, el relieve irregular y la presencia de papilas, ambas
especies se distribuyen en el estado de Texas, comunmente en los pastizales de

las regiones templadas y subtropicales.

Con base en los resultados observados en este trabajo y los antecedentes
para el género Yucca, se considera altamente probable que varias de las
caracteristicas anatomicas y bioquimicas de la cuticula foliar estén relacionadas con
la taxonomia y la distribucion de sus especies. La composicion quimica de la
cuticula también puede variar entre individuos de la misma especie, por lo que
resulta conveniente aumentar el nimero de ejemplares estudiados para poder
utilizar los espectros ATR-FTIR de las cuticulas foliares como criterio de

delimitacion.

X CONCLUSIONES

La microscopia confocal (CLSM) y la espectrometria infrarroja (ATR-FTIR) son
herramientas que permitieron estudiar una variedad de caracteres en el andlisis
estructural y de composicién quimica de la cuticula foliar, de este modo fue posible
reconocer los atributos que pueden tener importancia taxonémica dentro del género
Yucca. Aquellos que son exclusivos para algunas especies y que pueden contribuir
a la delimitacion de estas son: los tricomas en Y. baccata, que presentan
fluorescencia con dos longitudes de onda distintas; los complejos estomaticos
hundidos y la acumulacion de compuestos fendélicos en Y. brevifolia; las verrugas
cuticulares en Y. madrensis; el relieve liso y la ornamentacion grumosa en Y.
verdiensis y la presencia de papilas unicamente en el haz foliar de Y. declinata.
Respecto a las diferencias anatdmicas que pueden contribuir a la agrupacion de las

especies resaltan los complejos estomaticos de dos tipos, paraciticos en nueve
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especies y tetraciticos en seis; las protuberancias papilosas, presentes en siete
especies y la ornamentacion, que presenta cuatro variantes, siendo mas comun la

de tipo estriada, presente en seis especies.

La espectrometria infrarroja permitié analizar los grupos funcionales de los
componentes cuticulares por medio de la radiacion electromagnética que pueden
absorber sus enlaces quimicos. En el andlisis ATR-FTIR se obtuvieron espectros
que permitieron caracterizar los componentes de las cuticulas, asi como sus
abundancias relativas. La cutina y las ceras que se encuentran en la matriz cuticular
son los compuestos mayoritarios. Por otra parte, las fracciones de compuestos
fendlicos y polisacaridos mostraron la mayor variabilidad. Los andlisis estadisticos
mostraron que los individuos de la misma especie aparecen el mismo grupo o en
subgrupos cercanos como consecuencia de la alta similitud en la composicion
quimica de sus cuticulas. Ademas, se recuperan algunos agrupamientos de
especies que concuerdan con las filogenias de Yucca publicadas anteriormente por

otros autores; por ejemplo, el grupo formado por las especies de la serie Rupicolae.
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