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Abstract

The Agave genus plants represent a non-timber forest resource, valuable for soil recovery. The epidermis
of the agave leaves contains multiple stomata and is covered by a cuticular layer. Currently, agave plants
have a fungal disease that is characterized by circular gray spots on the maguey leaves, which over time
become necrotic and eventually, these lesions end up drying them. The aim of this work was to describe
the cuticular layer during the fungus colonization that causes bold in Agave salmiana subsp. salmiana.
The cuticular layer is 121 mm £ 2.8 thick. A homogeneous distribution of the stomata was observed, and
the density (22.67-27.67 stomata mm™) and the stomatal index (10.61-14.15) were determined.
Tetracytic stomata and isodiametric polygonal epidermal cells were identified, the ostioles size were
calculated as 57.9 mm £ 5 long and 23.75 mm % 1.25 wide. The transverse and paradermal sections
showed that the fungal hyphae and appressoria are restricted from the obverse side of the cuticular
layer, which confirms the importance of preserving the epidermis in the maguey pulquero leaves.

Key words: Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck, Asterina mexicana Ellis & Everh., cuticle layer,
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Resumen

Las plantas del género Agave representan un recurso forestal no maderable valioso para la
recuperacién del suelo. La epidermis de sus pencas contiene multiples estomas y esta cubierta por
una capa cuticular. En la actualidad presentan una enfermedad fungica que se caracteriza por la
existencia de manchas grises circulares sobre las pencas, que con el tiempo se tornan necroéticas; y
en ocasiones, dichas lesiones terminan por secar las pencas. El objetivo de este trabajo fue
describir la relevancia de la capa cuticular durante la colonizacién del hongo causante de la negrilla
en Agave salmiana ssp. salmiana. La capa cuticular tiene un grosor de 121 + 2.8 mm. Se observo
una distribucién homogénea de los estomas y se determind la densidad (22.67-27.67 estomas mm™2
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y el indice estomatico (10.61-14.15). Los estomas observados son de tipo tetracitico, el tamafio
de los ostiolos de 57.9 mm = 5 de largo y 23.75 mm % 1.25 de ancho y células epidérmicas
poligonales isodiamétricas. Los cortes transversales y paradermales muestran que las hifas y los
apresorios fungicos quedan restringidos al lado anverso de la capa cuticular, por lo cual se
corrobora la importancia de conservar la epidermis en las pencas del maguey pulquero.

Palabras clave: Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck, Asterina mexicana Ellis & Everh., capa
cuticular, estomas, negrilla, ostiolo.
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Las plantas del género Agave representan un recurso forestal no maderable valioso
para la recuperacion del suelo, en particular en zonas aridas y semiaridas. Las hojas
(pencas) de los agaves estan recubiertas con una capa cuticular que desempenia
funciones relevantes, como: el intercambio gaseoso, control de los cambios de
temperatura, como barrera contra patégenos, entre otros (Tafolla-Arellano et al.,
2013). La capa cuticular que cubre las pencas de Agave salmiana Otto ex Salm-
Dyck otorga caracteristicas muy apreciadas en la preparacion de diversos platillos
tradicionales; esta formada por células epidérmicas, cutina, polisacaridos, ceras vy
estomas (Reina-Pinto y Yephremov, 2009; Staiger et al., 2019; Pérez-Espafa et al.,
2019). Los estomas estan formados por dos células guarda u oclusivas, que dan
lugar a un poro llamado ostiolo. Las células oclusivas controlan la apertura y el
cierre de los ostiolos como respuesta a las sefiales hormonales y ambientales para
regular el intercambio de gases (Zeng y He, 2010; Biswapriya et al., 2015). Los
agaves presentan estomas en la cara abaxial y adaxial de las pencas (Hernandez-
Valencia et al., 2003) que se abren durante la noche y se mantienen cerradas

durante el dia para evitar la pérdida excesiva de liquidos en la planta (Lee, 2010).

Los hongos fitopatdgenos utilizan diferentes mecanismos para la invasién de las
plantas (Gudesblat et al., 2009) tales como: adhesién de las esporas a la capa

cuticular, formacion de apresorios y de estructuras adhesivas, invasivas e infectivas,
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desarrollo de una alta presion de turgencia en las células invadidas (Mendgen et al.,
2016) y degradacion de la pared celular y la capa cuticular mediante la secrecién de
enzimas. Algunos fitopatdgenos tienen la capacidad de modular la apertura o el
cierre de los estomas mediante la liberacién de compuestos quimicos (Staples y
Macko, 1980; Lee et al., 1999; Bury et al., 2013).

Actualmente, las plantas de A. salmiana presentan una enfermedad conocida como
“negrilla”; ocasionada por el hongo Asterina mexicana Ellis & Everh. (Ellis and
Everhart, 1900; Cesaveg, 2008), del cual existe escasa informacion. Los sintomas son
manchas oscuras en ambas caras de las pencas que pueden llegar a necrosarlas y
secarlas. El objetivo de este trabajo fue describir la importancia de la capa cuticular

durante la colonizacién del hongo causante de la negrilla en Agave salmiana.

Las capas cuticulares se obtuvieron de pencas de plantaciones de agave en los
municipios Pachuca de Soto, Apan, Cardonal (Hidalgo) y Calpulalpan (Tlaxcala), de
febrero a junio de 2019. Se recolectaron tres pencas por planta de ~8 afios (de
acuerdo con la experiencia de los productores) por municipio, que portaran
sintomas de la enfermedad. De la cara adaxial de cada penca se tomd una muestra
de los sitios apical, media y base (Figura 1a). Las muestras de la capa cuticular se
removieron del sitio de colecta y se mantuvieron en solucidon de glicerol al 2 %

hasta su analisis.
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Figura 1. Capa cuticular de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck ssp. salmiana,
(a) Extraccion de la capa cuticular en tres zonas de la cara adaxial: 1) zona distal,
2) zona media y 3) zona proximal; (b) Adverso de estomas, células oclusivas y
células epidérmicas; (c) apresorios observados en mancha negra (4X), (d) penca

deshidratada por invasion de la negrilla y (e) apresorios obstruyendo los estomas (SEM).

El indice estomatico (IE) y la densidad estomatica (DE) se determinaron con un
microscopio 6ptico (Zeigen, ZB-7300). Las cuticulas se tifieron con azul de metileno
para obtener una mayor definicion. El IE se calculé de acuerdo con lo recomendado

por Sosa et al. (2014) a partir de la siguiente formula:

IE = (NE)/(CE + NE) x 100.

Donde:
NE = Numero de estomas por campo de observacion

CE = Numero de células epidérmicas en el mismo campo de observacion
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La DE se determind al calcular el nimero de estomas identificados en un area de
19.635 mm™2, equivalente al campo observado (40X) en un radio de 2.5 mm. Los
resultados del IE y la DE se analizaron con ANOVA vy las diferencias significativas (P
< 0.05) entre los grupos con la prueba Bonferroni (Software GraphPad Prism

version 5.00 para Windows, GraphPad Software Inc.).

Para el analisis de la microestructura, las capas cuticulares se deshidrataron en una
estufa con vacio (Shel-Lab, Mod. 1407) a 40 °C y 45 kPa. Posteriormente, se fijaron
con cinta de carbdén a una platina de aluminio, se recubrieron con oro-paladio y se
observaron con un microscopio electrénico de barrido (SEM, Modelo JEOL IMS-
5600LV).

La distribucién de los estomas en la capa cuticular de la cara abaxial mostro
homogeneidad en las zonas analizadas. En las micrografias de la capa cuticular de
A. salmiana ssp. salmiana con un grosor de 121 mm % 2.8, se reconocid la
presencia de ceras, células epidérmicas y estomas. El espesor promedio registrado
para la cuticula de A. tequilana F. A. C. Weber es de 8.67 ym para la cara abaxial

(Hernandez-Valencia et al., 2003).

La DE evidenci6 homogeneidad en las zonas analizadas. Los estomas de tipo
tetracitico, el tamafio de los ostiolos de 57.9 mm + 5 de largo y 23.75 mm + 1.25
de ancho y las células epidérmicas poligonales isodiamétricas (Figura 1b) son
similares a lo consignado por Vargas-Rodriguez et al. (2017) y por Chavez-Giitrén
et al. (2019). La diferencia del tamano de los ostiolos se atribuye a variaciones en el
grosor y distribucién de la cera cuticular, a la especie y a las condiciones ambientales

en las que se desarrollan las plantas (Garcia, 2007; Bernardino-Nicanor et al., 2012).

Macroscépicamente, la enfermedad de la negrilla se observa como manchas grises
que con el tiempo se tornan de color negro (Figura 1d). Al interior de la mancha se
identifica la existencia de apresorios (hifas modificadas) especializadas en la
invasion del tejido vegetal (Figura 1c) que se acumulan en la penca de maguey y
obstruyen los estomas; ademas se observan otras hifas adheridas a la capa

cuticular (Figura 1e).
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La DE (22.67 a 27.67 estomas mm™2) no presentd diferencias significativas entre las
zonas de la cara adaxial de las pencas analizadas, ni entre municipios (Figura 2a);
los valores (mm™) fueron similares con lo reconocido para otras especies de Agave,
como: A. mapisaga Trel in L. H. Bailey (20-50 estomas; Nobel, 1994), A. deserti
Engelm. (34 estomas; Gentry y Sauck, 1978) y A. atrovirens Karw. ex Salm-Dyck
(29-30 estomas; Bernardino-Nicanor et al., 2012); pero difieren de A. promontorii

Trel. (18 estomas) y A. sisalana Perrine (11 estomas; Neto y Martins, 2012).
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Figura 2. fndice y densidad estomatica en la capa cuticular de Agave salmiana Otto

ex Salm-Dyck ssp. salmiana en diferentes municipios.

El IE para A. salmiana ssp. salmiana es de 10.61-14.15 (Figura 2b) mientras que
para A. tequilana es de entre 5.72 y 6.68 estomas/células epidérmicas (Hernandez-
Valencia et al., 2003). Ambos parametros (IE y DE) estan influenciados por diversas

condiciones ambientales y nutricionales (Wilkinson, 1979; Roth et al., 1986).

En los cortes paradermales y transversales se advirtido que la capa cuticular actla
como barrera mecanica e impide el paso de las estructuras reproductoras del hongo
patogeno al interior de la penca. Con las micrografias en SEM, se detectd que las
hifas y los apresorios del fitopatégeno solo se manifiestan del lado anverso de la
capa cuticular, ya que no se lograron identificar en el lado reverso. Ademas, se
observd que los apresorios se localizan, principalmente, en los estomas, lo que

sugiere que el mecanismo de invasidén de este hongo consiste en desecar las pencas
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mediante la modulacidon de los estomas, al impedir que cumplan el ciclo dia-noche

de forma adecuada en las plantas afectadas.

Las micrografias SEM muestran la importancia de la capa cuticular como barrera
mecanica al evitar que las hifas ingresen a las capas mas internas de la penca; por lo

tanto, la infeccion queda restringida al lado anverso de la capa cuticular.

La DE coincide con los registros para otras especies de Agave. Sin embargo, este es
el primer reporte sobre la importancia de la capa cuticular de Agave salmiana ssp.
salmiana durante su interaccion con el hongo fitopatdgeno responsable de la
enfermedad de la negrilla. Es necesario realizar estudios complementarios para

proponer alternativas que permitan evitar o controlar la invasidn fangica.
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