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RESUMEN

Los tricomas son apéndices epidérmicos que frecuentemente son utilizados en la taxonomia
de diversos grupos de plantas. El género Tilia pertenece a la familia Malvaceae y el niUmero
de especies que se distribuye en México es controversial; con base en caracteristicas
morfologicas de la hoja se han propuesto desde una hasta 15 especies. La finalidad de este
trabajo es encontrar caracteres que permitan apoyar o refutar las diferentes propuestas
mediante la descripcion de la diversidad de los tricomas asi como la anatomia, arquitectura
foliar y metabolitos secundarios. Se realizaron recolectas de hojas maduras asi como de
yemas vegetativas en nueve estados de la Republica Mexicana; las laminas foliares de las
yemas vegetativas se incluyeron en glicolmetacrilato para obtener secciones finas que se
tiferon con Violeta de cresilo y otras mas se prepararon para MEB. Mediante las
observaciones realizadas mediante microscopia de luz y MEB se describio la ontogenia de
los tricomas. De hojas maduras se realizaron inclusiones en parafina para obtener secciones
transversales y se tifieron con Safranina-Verde répido, también se prepararon hojas
diafanizadas y se utilizaron dos tipos de tincion, safranina y azul de Toluidina. Ademas,
mediante técnicas cromatograficas (CCF Y HPLC), se caracterizaron los metabolitos
secundarios presentes en los tricomas. En las secciones transversales se determiné el tipo de
vena media, se describid y midié el ancho del mesofilo y del parénquima en empalizada, asi
como el grosor de las cuticulas. En las transparencias se describio la arquitectura foliar,
también se obtuvo la densidad de tricomas por mm?, frecuencia de tricomas estrellados con
diverso niumero de brazos que lo conforman, longitud de los brazos, densidad de areolas por

mm?. Se realizaron analisis estadisticos de correspondencia, CANDIS y DISCRIM, ademas



de correlaciones de Spearman para los datos fitoquimicos. En total, se describi6 la ontogenia
de seis tipos de tricomas, solo uno de ellos unicelular; la ontogenia revel6 que todos los
tricomas inician su desarrollo a partir de una célula protodérmica y los tricomas
multicelulares se distinguen por el tipo y el nimero de divisiones de la célula protodérmica
que les da origen. Se encontraron dos tipos méas de tricomas glandulares que los registrados
en otros estudios para Tilia y no se observaron estadios transicionales entre los distintos
tipos de tricomas, lo que permitird una codificacion rigurosa de los mismos en futuros
estudios filogenéticos. Para la anatomia foliar, se describi6 un tipo més de vena media y se
observé que algunos tipos pueden tener variaciones como la presencia de fibras gelatinosas;
se identificaron cinco tipos y, el arreglo tipo tres se encuentra Unicamente en individuos del
estado de Tamaulipas. Los tricomas estrellados son los que presentan mayor variacion, con
cuatro hasta doce brazos, siendo los de ocho brazos los més abundantes. Los fitoquimicos
identificados fueron principalmente flavonoides (apigenina, rutina, florizidina, mirecetina,
quercetina, naringenina, floretina y galangina), ademas de terpenos (carnosol, acido ursélico,
stigmasterol, acido oleanodlico, a-amirina y B-citosterol) y éstos presentaron diferencias entre
sitios de colecta. Con base en los analisis estadisticos, se reconocen al menos dos grupos que
se distribuyen en el territorio mexicano, y se propone que los individuos del grupo del
Golfo sean tratados como Tilia mexicana y aquéllos que se distribuyen en el resto del pais se

traten como Tilia occidentalis.



ABSTRACT

Trichomes are epidermal appendages that are frequently used in the taxonomy of some
groups of plants. The genus Tilia belongs to the Malvaceae family and the number of
species distributed in Mexico is controversial; based on the morphological characteristics of
the leaf, 1 to 15 species have been proposed. The purpose of this work is to find characters
that can support or refute the different proposals by describing the diversity of trichomes as
well as the anatomy, foliar architecture and secondary metabolites. Harvests of mature
leaves as well as vegetative buds were made in nine states of the Mexican Republic; the
leaves of the vegetative buds were included in glycol methacrylate to obtain fine sections
that were stained with Cresyl violet and still others were prepared for SEM. Through the
observations made by light microscopy and SEM, the ontogeny of the trichomes was
described. From mature leaves, inclusions were made in paraffin to obtain cross sections and
were stained with Fast green-Safranin, diaphanized leaves were also prepared and two types
of staining, Safranin and Toluidine blue were used. In addition, secondary metabolites
present in trichomes were characterized by chromatographic techniques (TLC and HPLC).
In cross sections, the mean vein type was determined, the width of the mesophyll and
palisade parenchyma were described and measured, as well as the thickness of the cuticles.
In the transparencies the leaf architecture was described, the density of trichomes per mm?,
frequency of trichomes by number of arms, length of the arms, density of areolas per mm?.
Statistical correspondence analysis, CANDIS and DISCRIM were performed, as well as
Spearman correlations for phytochemicals. In total the ontogeny of six types of trichomes
was described, only one of them is unicellular; ontogeny revealed that all trichomes start

their development from a protoderm cell and the multicellular trichomes are distinguished



by the type and number of divisions of the protoderm cell that gives them origin. Two more
types of glandular trichomes were found than those registered in other studies for Tilia and
no transitional stages were observed between the different types of trichomes, which will
allow a rigorous coding of them in future phylogenetic studies. For leaf anatomy, one more
type of middle vein was described and it was observed that some types may have variations
such as the presence of gelatinous fibers; it was identified that the type 3 arrangement is
found only in individuals from the state of Tamaulipas. Stellate trichomes are the ones with
the greatest variation, with four to twelve arms, with eight arms being the most abundant.
The phytochemicals identified were mainly flavonoids (apigenin, rutin, florizidin, mirecetin,
quercetin, naringenin, floretin and galangin) as well as terpenes (carnosol, ursolic acid,
stigmasterol, oleanolic acid, a-amyrin and B-cytosterol) and these presented differences
between collection sites. Based on the statistical analyzes, we recognize at least two groups
that are distributed in the Mexican territory, and it is proposed that the individuals that are
recognized as the Gulf group be treated as Mexican Tilia and those that are distributed in the

rest of the country treat like Tilia occidentalis.



INTRODUCCION

Los tricomas son apéndices epidérmicos especializados, cuyas funciones se
relacionan con la defensa contra herbivoros y diversos patdgenos, asi como con la
fotoproteccion (Agati et al., 2013; Kim et al., 2012; Levin, 1973). Por ello, el estudio de las
caracteristicas de los tricomas permite conocer el papel que desempefian en varios aspectos
de la adaptacion fisiologica y ecoldgica de las plantas, asi como en sus procesos evolutivos
(Bickford, 2016; Nogueira et al., 2013; Payne, 1978). También, los tricomas son uno de los
atributos que frecuentemente se emplean en la taxonomia de numerosos grupos de plantas;
mas de 300 tipos de tricomas se han descrito para caracterizar su variacion morfolégica
(Kolb y Mdiller, 2004). Debido a dicha diversidad, algunos autores han propuesto
clasificarlos en dos grupos principales: glandulares y no glandulares (Inamdar et al., 1983;

Theobald et al., 1980).

Ademas de los tricomas, otros caracteres anatdmicos de las hojas, asi como su
arquitectura se han empleado en la sistematica vegetal. Caracteres micro-morfoldgicos o
anatomico foliares han proporcionado evidencias para apoyar o refutar la ubicacion de los
individuos en su respectiva especie (Chalk, 1983; Dickison, 2000; Stuessy, 1990) o en la
separacion de ellas (Andrés-Hernandez y Terrazas, 2006; Araujo-Silva et al., 2010;
Downing et al., 2008; Lu et al., 2008). Por su parte, la arquitectura foliar fue utilizada por
Hickey (1973) para designar la ubicacion y la forma de los elementos que constituyen las
caracteristicas externas de la hoja, como el patron de venacion, configuracion del margen,
forma de la lamina y posicion de las glandulas. En la mayoria de las hojas la venacién esta

claramente diferenciada en 6rdenes. Las venas de un orden particular desarrollan un curso y



un modelo propio, distinto de los demas. Esto hace que el reconocimiento de dérdenes de
venacion sea esencial al describir la arquitectura foliar. La descripcién de las hojas no s6lo
se basa en caracteres cualitativos, sino también en los cuantitativos, como la relacién
largo/ancho de la lamina, los angulos formados entre la vena primaria y las secundarias y de
éstas con las terciarias, asi como los angulos establecidos por la base y el &pice (Ash et al.,

1999).

Otra caracteristica que ha sido evaluada en diferentes grupos son los metabolitos
secundarios, que por mostrar variacion en la presencia y concentracion de diversos
compuestos se ha sugerido su uso como herramienta quimiotaxonémica a nivel de género y
especie (Hickok, 1972; Medina-Medrano et al., 2014). Estos metabolitos secundarios
resultan de la biosintesis, transformacion y degradacion de compuestos endégenos mediante
proteinas especializadas (Cowan, 1999); entre los méas importantes se encuentran los
flavonoides; éstos estan presentes en todo el reino vegetal, distribuyéndose en todos los
organos de las plantas. Marcano y Hasegawa (2002) afirman que la presencia de flavonoides
en todos los érganos de la planta, le proporcionan ventajas fisioldgicas y ecolégicas, como el
aroma para atraer insectos o repeler herbivoros. Las yemas en crecimiento de arbustos, las
hojas jovenes, los 6rganos reproductores y de dispersion y, en general, todas las partes en
crecimiento anual, muestran una mayor concentracion de metabolitos secundarios, o

reactividad de éstos, que los tejidos viejos (Rhoades, 1979).

Con base en lo sefialado, la finalidad de este trabajo es evaluar las caracteristicas
anatomicas, arquitectonicas y quimicas de las hojas para encontrar caracteres que apoyen la

delimitacion de la o las especies del género Tilia que se distribuyen en México.



Género Tilia

El género Tilia L. de la subfamilia Tilioideae (Malvaceae) estd representado por
arboles caducifolios, tallos pubescentes con tricomas simples o estrellados, glabrescentes;
estipulas deciduas, hojas alternas, largamente pecioladas, laminas ovadas, oblongo-
lanceoladas o elipticas, apice acuminado, base cordada, obtusa, truncada o cuneada, con
frecuencia oblicua, margen aserrado o dentado-mucronado, 5-nervadas, papiraceas, glabras
0 pubescentes; inflorescencias terminales o axilares, en forma de cimas pedunculadas,
dispuestas sobre una bractea folidcea, oblonga o espatulada, reticulada, membranacea,
pedunculo adnado a la bractea; flores hermafroditas, sépalos 5, libres, ligeramente cuculados
en el boton, lanceolados a ovados, apice acuminado, estrellado-pubescentes; pétalos 5,
libres, glabros, blancos o amarillos; estambres numerosos, arreglados en grupos sobre el
receptaculo, filamentos unidos en grupos en la base, separados cerca del apice, cada uno con
una antera dorsifija, estaminodios 5, petaloides, adnados a los estambres; gineceo 5-carpelar,
5-locular, pubescencia de pelos simples y estrellados, évulos 2 por léculo, placentacién
axilar, estigma 5-lobado; fruto en forma de nuez, indehiscente, 1-locular, globoso,
densamente estrellado-pubescente; semillas 1 6 2, obovoides, de color negro (Pérez-Calix,

2009).

Tilia tiene aproximadamente 45 especies (Judd et al., 2007) que se distribuyen
exclusivamente en las zonas templadas del hemisferio norte, con 21 especies reconocidas
para Europa y Asia, mientras que el nimero de especies para Norte América aun es
indeterminado (Pigott, 2012). En México, Tilia se encuentra en el bosque mesofilo de

montafia, entre los 770 y 2600 msnm desde Chihuahua hasta Oaxaca (Hardin, 1990).



ANTECEDENTES

Diversos autores se han dado a la tarea de definir el nimero de especies del género
Tilia presentes en México con base en sus caracteristicas foliares. Bush (1929), utilizando
las diferencias en el tamafio de la lamina, tipo de pubescencia y tipo de venacion propuso
que son 15 las especies que se distribuyen en el territorio mexicano. Mas tarde, Jones (1968)
reconocio para Mexico Unicamente a Tilia mexicana Schltdl., utilizando el tipo y abundancia
de la pubescencia en el envés de la lamina, enfatiza la presencia de tricomas estrellados de
cuatro u ocho brazos, asi como tricomas unicelulares. En 1990, Hardin reconoce a Tilia
americana var. mexicana Schltdl. con base exclusivamente en la morfologia y combinacion
de cuatro tipos de tricomas (acicular, glandular, fasciculado y estrellado). Por su parte,
Pigott (2012) considera que en Meéxico solo esta presente Tilia caroliniana (Mill.) Castigl.
con dos subespecies (T. caroliniana subsp. floridana (Small) E. Murray y T. caroliniana
subsp. occidentalis (Rose) Pigott), las cuales pueden separarse por la presencia y abundancia
de los tricomas estrellados que se distribuyen en la cara abaxial de la lamina de las ramas
reproductivas. Este autor destacé que las caracteristicas mas importantes de los tricomas
estrellados son el nimero de brazos y la longitud de éstos; y menciona ademas, que el color
de la pubescencia puede ser distintiva, siendo usualmente blanca o café palido para la subsp.
T. caroliniana subsp. floridana y anaranjada o café-rojiza para T. caroliniana subsp.

Occidentalis.

Tricomas: ontogenia y variacion

Caracterizar a los tricomas cuando han alcanzado un desarrollo completo, puede

resultar complicado, por lo que los estudios ontogenéticos de éstos permiten validar la
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presencia de algunos tipos en ciertos grupos vegetales (Ma et al., 2016). Ejemplo de ello se
observa en el trabajo de Inamdar (1967) quien confirmo la presencia de tricomas peltados en
la familia Oleaceae realizada por Solereder (1908) y ademas distinguid tres tipos méas de
tricomas segun el plano de division (anticlinal, periclinal, oblicua o irregular) de la célula
inicial del escudo. Por su parte, Gama y colaboradores (2013) reconocen tricomas peltados
en Bignonia aequinoctialis L. (Bignoniaceae), los cuales se desarrollan a partir de una célula
protodérmica con divisiones periclinales que originan la célula del pedinculo y la célula
inicial de la cabeza. Varios autores han recalcado la importancia de la ontogenia de los
tricomas con un enfoque evolutivo (Carlquist, 1961; Cowan, 1950). Ramayya (1972)
propone una clasificacion filogenética de los tricomas y reconoce cinco sistemas de
desarrollo de los tricomas. Mas tarde, Rao (1990) aclara la posicion taxonémica de
Muntingia L. (Muntingiaceae) con base en los sistemas de desarrollo tricomas propuesto por

Ramayya (1972).

Las caracteristicas morfoldgicas de los tricomas han tenido un papel importante en la
sistematica de plantas a nivel de género (Hardin, 1979; Rajput et al., 1985; Redonda-
Martinez et al., 2012) y especie (Celep et al., 2014), como el trabajo realizado para las

especies del género Croton L. (Euphorbiacee) (Martinez-Gordillo y Espinosa-Matias, 2005).

En la familia Malvaceae es frecuente la presencia de tricomas glandulares y no
glandulares, las caracteristicas de éstos son consideradas Utiles para establecer las relaciones
dentro de la familia (Inamdar et al., 1983; Ramayya y Rao, 1976; Shanmukha y Ramayya,
1987). En ocho especies del género Pseudobombax Dugand (subfamilia Bombacoideae)
Carvahlo-Sobrihno y colaboradores (2009) encontraron que las diferencias cualitativas y

cuantitativas de los dos tipos de tricomas presentes, resultaron de importancia taxonémica a



nivel de especie. También los tricomas resultaron ser Utiles para diferenciar especies del
género Hibiscus L. (Shahee et al., 2009). Por su parte, Gual (1998) utiliz6 la forma,
coloracion y densidad de los tricomas como caracteres taxondmicos para delimitar especies
en los géneros Luehea Willd., Tilia y Trichospermum Blume; Renddn-Carmona y
colaboradores (2006) usaron, ademas de la abundancia, la longitud de los brazos de los
tricomas estrellados para diferenciar las especies dentro del género Mortoniodendron Standl.

& Steyerm.

Arquitectura foliar

El patron de venacion ha sido especialmente importante en la identificacion de
algunos grupos a diferentes niveles jerarquicos de la clasificacion (Andrés-Hernandez et al.,
2012; Andrés-Herndndez y Terrazas, 2009; Cervantes et al., 2009; Hetterscheid y
Hennipman, 1984; Hickey, 1979; Martinez-Cabrera et al., 2007; Martinez-Millan vy
Cevallos, 2005; Pacheco-Trejo et al., 2009; Tejero-Diez et al., 2010). En el género Quercus
L. la variacién discreta del patron de venacion resultd Gtil para la distincion de algunas
especies (Martinez-Cabrera et al., 2003; Romero, 2000). Esta herramienta también fue util
para delimitar especies de los géneros Byttneria Loefl. y Pterocymbium R. Br. de la familia

Malvaceae (Nurshahidah et al., 2013).

Anatomia foliar

Los trabajos de anatomia sistematica realizados para el orden Malvales lo definen
como un grupo monofilético que comparte cavidades de mucilago en el mesofilo, un

indumento de tricomas estrellados (Judd y Manchester, 1997) y estomas que suelen ser
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anomociticos y que se presentan en la superficie abaxial de la hoja (Metcalfe y Chalk, 1950).
Sin embargo, existen trabajos en algunas especies de Tilia, que muestran que si bien, la
estructura anatomica del género es distintiva y Unica en algunas caracteristicas, su
uniformidad no esta generalizada entre especies (Pigott, 2012).

Hussin y colaboradores (1998) encontraron diferencias en el arreglo de los haces
vasculares de la vena media y el peciolo, los cuales fueron importantes para delimitar
especies del género Sterculia L. Ramirez-Diaz (2016) describe para las tilias de México, seis
tipos diferentes de vena media, considerando principalmente el arreglo del tejido vascular y

la distribucion del coléngquima, de los contenidos minerales y de cavidades de mucilago.

Metabolitos secundarios

Las plantas sintetizan una amplia variedad de metabolitos secundarios que juegan un
papel importante en la supervivencia al protegerlas contra factores estresantes bioticos y
abioticos; dichos compuestos estan involucrados en la resistencia contra plagas y
enfermedades, atraccion de polinizadores y en la interaccibn con microorganismos
simbidticos. Asi también, ayudan en la proteccion contra la radiacion ultravioleta, estrés

hidrico, altas temperaturas, etc. (Wink, 2010).

Debido a que los flavonoides, su biosintesis y acumulacion, son estables dentro de
las plantas y a que estan bajo un control genético cercano, con independencia de factores
ambientales (Harborne, 1966; Markham, 1989), algunos trabajos quimiotaxonémicos se han
llevado a cabo en diferentes grupos de plantas. Ejemplo de esto es el trabajo realizado por

Nahrstedt y Butterweck (1997) para el género Hypericum L. (Clusiaceae).
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Estudios fitoquimicos pevios indicaron que el género Tilia contiene altos niveles de
flavonoides agliconas y glicosilados (Zub, 1972). Toker et al. (2001) reportan la presencia
de quercetina, kaempferol y rutina en las hojas de Tilia argentea Desf., T. platyphyllus Scop.
y T. rubra DC. en diferentes concentraciones en cada una de ellas. Asimismo, en Tilia
americana var. mexicana se han identificado principalmente glicdsidos de kaempferol y
quercetina, tales como canferitrina, isoquercitina, astragalina, quercitrina, rutina y tilirésido

(Aguirre-Hernandez et al., 2010; Nogueron-Merino et al., 2015).

Otro grupo importante de metabolitos secundarios son los terpenoides, que tienen
funciones como hormonas (giberelinas), como atrayentes de polinizadores o como
insecticidas (Harborne, 1993). En la familia Malvaceae, especies de algodén (Gossypium L.)
presentan gossypol, un sesquiterpeno que resulta toxico para los herbivoros cuando se rompe
la cobertura cuticular de los tricomas glandulares permitiendo que los terpenoides
secuestrados se volatilicen o exuden sobre la superficie de la planta y formen un

revestimiento resinoso (Gershenzon et al., 1991).

Variacién

Para realizar hipotesis sobre posibles patrones de variacion genética, significado
adaptativo de los caracteres especificos y las respuestas de plasticidad a gradientes
ambientales, es fundamental la caracterizacion de la distribucion geogréfica de la variacién
fenotipica en poblaciones naturales (Bruschi et al., 2003; Hedrick, 2006; Uribe-Salas et al.,
2008). Por ejemplo, en el género Quercus se han demostrado correlaciones significativas
entre la variacion en los caracteres foliares y los factores ambientales especificos (Cardillo y

Bernal, 2006; Siso et al., 2001; Uribe-Salas et al., 2008). Tales correlaciones ayudan a
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entender cudles son los factores ambientales que influyen en la fisiologia y morfologia de la
planta. En general, se considera que la correlacion entre la variacion de los caracteres
morfologicos y la variacion ambiental es resultado de la plasticidad fenotipica o de la
diferenciacion genética adaptativa entre y dentro de poblaciones vegetales (Balaguer et al.,

2001; Bruschi et al., 2003; Hovenden y Vander Schoor, 2006).

Es por eso que caracterizar la variacion anatdmica y quimica de las hojas de Tilia y
buscar posibles correlaciones con los gradientes ambientales resulta importante para
entender si las diferencias antes observadas de los caracteres foliares, como la distribucion y
abundancia de sus tricomas en la ldmina asociadas al gradiente longitudinal (este — oeste) de
su distribucion (Ramirez-Diaz, 2016), se debe a la plasticidad fenotipica 0 a una
diferenciacion genética, la cual corresponderia a las subespecies propuestas por Pigott

(2012) para México.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la hoja y la diversidad de los tricomas presentes en diferentes poblaciones del

género Tilia distribuido en la Republica Mexicana.

Objetivos particulares

Describir la ontogenia de los tricomas y corroborar los cuatro tipos descritos para la

subespecie presente en México y evaluar la presencia de formas intermedias.

e Describir la arquitectura y anatomia foliar.

o ldentificar los flavonoides y terpenos que se encuentran en los tricomas mediante
técnicas cromatograficas.

e Comparar y evaluar las diferencias en la anatomia foliar.

e Comparar y evaluar las diferencias de los fitoquimicos presentes en los tricomas.

14



MATERIALES Y METODOS

En campo

Con el fin de tener representada la distribucion mas nortefia y surefia, ademas la gran
variacion que se presenta en la Franja Volcanica Transmexicana, se seleccionaron
poblaciones en los estados de Chihuahua, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacéan,
Morelos, Oaxaca, Puebla y Tamaulipas para realizar el trabajo de campo. En estas
poblaciones, se recolectaron hojas de ramas reproductivas de al menos tres individuos y se
prensaron; conjuntamente se tomaron las coordenadas de colecta y la altitud, los ejemplares
de respaldo fueron depositados en MEXU (Cuadro 1). Adicionalmente, de dos poblaciones,
Tlanchinol, Hidalgo (20°59'16” N - 98°39'36" W) y Cuetzalan, Puebla (19°4623" N -
97°38'36" W), se seleccionaron individuos para seguir el desarrollo de las hojas desde el
estadio de yema, a partir de octubre del 2016 hasta la expansion de las hojas en marzo del
2017. En ambas poblaciones se recolectaron yemas vegetativas en diferentes estadios de
desarrollo, se fijaron en CRAF Il por 72 horas (Ruzin, 1999) por 72 horas, se lavaron y

conservaron con etanol al 50%.

En laboratorio

Antes de procesar las muestras, de cada hoja se obtuvieron las medidas de largo y

ancho, y se generd una base de datos junto con los datos de colecta.

Ontogenia de los tricomas: Todas las yemas recolectadas se clasificaron en seis

estadios de desarrollo segun su tamafo; las hojas contenidas en cada yema se numeraron

comenzando por la méas externa.
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Observaciones en microscopia de luz: microscopia de luz se emplearon yemas
completas del estadio 1, asi como 2 o 3 hojas de las yemas de los estadios 1 al 4, las cuales
se incluyeron en glicol metacrilato y se cortaron a 4 um de grosor siguiendo la técnica de
Zarlavzky (2014). También se realizaron cortes a mano alzada de hojas maduras y se tifieron
con Safranina-Verde répido (Ruzin, 1999). Las preparaciones se revisaron con un
microscopio 6ptico Olympus BX51 y se fotografiaron con el analizador de imagenes Image

Pro Plus version 6.01.

Observaciones en MEB: Se utilizaron hojas de las yemas de los estadios 2 a 4, asi

como hojas maduras. Se deshidrataron en una serie gradual de alcohol etilico (50-100%),
llevadas al punto critico y cubiertas con una pelicula de oro en una ionizadora (Hitachi-S-
2460N). Las fotografias de sus superficies adaxial y abaxial se realizaron en un microscopio
Hitachi-S-2460N (15 Kv) en el Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de

México.

Hojas diafanizadas (transparencias): Se siguieron dos métodos segun el tipo de

tincién requerida. (A) Las hojas se diafanizaron con NaOH 20% durante 72 horas. Después
se aplicé una solucién de NaCl 50% hasta que las hojas obtuvieron un color blanquecino o
amarillo palido y se hicieron tres lavados con agua corriente de 30 minutos cada uno. Se
inicid la deshidratacion con una serie de etanol (50%, 70%, 96%) durante 24 horas cada uno.
Al finalizar la deshidratacion se dejaron en solucién aclaradora (Martinez-Cabrera et al.,
2007) durante 20 dias aproximadamente; se retiré la solucién aclaradora y se hicieron tres
lavados con etanol 96% durante 24 horas cada uno. Las hojas se tifieron con Safranina
durante 1 hora, se lavaron con etanol 100% hasta lograr un contraste adecuado entre el fondo

y la nervadura y, enseguida, se hizo un cambio con xilol y se montaron con resina sintética.
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(B) EIl procedimiento es similar al descrito anteriormente, pero se utilizd el NaOH 5%
durante 24 horas, y después de lavar la solucién aclaradora con etanol 96%, se inicidé una
serie de rehidratacion con etanol (96%, 75%, 50%) y agua, durante 24 horas cada uno. Las
hojas se tifieron con Azul de Toluidina 50% por un minuto, se hizo un lavado con agua y se
montaron con gelatina glicerinada. Para describir el patron de venacién se siguié a Ash et al.
(2009), se asignad el tipo de los tricomas de acuerdo a Hardin (1990) y el tipo de domacios de

acuerdo a Wilkinson (1979).

Cortes en parafina: Los segmentos medios de la ldmina con vena media se pasaron

por NaOH 5% durante cinco minutos y se lavaron con agua corriente durante 30 minutos, se
colocaron en canastillas y se mantuvieron en etanol 50% en agitacion durante dos semanas,
pasado el tiempo se colocaron en el procesador automatico de tejidos Leica TR1020 para su
deshidratacién en alcohol butilico (Ruzin, 1999). Se incluyeron en parafina y se cortaron con
microtomo de rotacion (Leica RM2125RT) a 12 um de espesor. Las secciones se montaron
sobre portaobjetos con la técnica del adhesivo de Haupt (Johansen, 1940). Para desparafinar,
las secciones permanecieron en la estufa durante 10 minutos, después se hicieron 3 cambios
de xilol durante 5 minutos cada uno, seguido de una serie de etanol (50%, 70%, 96%)
durante 5 minutos cada uno. La tincion se realiz6 con safranina—verde rapido (Ruzin, 1999)
dejando las secciones en Safranina durante 1 hora, posteriormente enjuagando con una serie
de agua, etanol 96% y etanol 100%. El Verde rapido se aplico durante el tiempo de paso,
inmediatamente después se lavaron con etanol 96%, un cambio de etanol 100% y dos
cambios de xilol. Se montaron con resina sintética. La terminologia para describir la lamina

foliar y vena media fue la de Metcalfe y Chalk (1950).
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Desprendimiento de tricomas: Los tricomas se desprendieron con una navaja sobre

una hoja de papel y se almacenaron en tubos Eppendorf. La coloracion de los tricomas se
determiné bajo la luz del sol utilizando la escala de colores de Munsell para tejidos

vegetales.

Identificacién de los componentes metabdlicos presentes en los tricomas: Para 10

poblaciones de la Faja Volcénica Transmexicana se obtuvo 1 mg de tricomas por el método
de raspado con una navaja. Para la obtencion de los extractos, los tricomas se sometieron a
tres extracciones sucesivas de 12 horas cada una, utilizando tres disolventes de polaridad
creciente (hexano, acetato de etilo y metanol). El disolvente se elimind mediante

evaporacion a presion reducida para la obtencién de extractos crudos.

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos de los tricomas se
identificaron por medio de cromatografia en capa fina (CCF). Se utilizaron placas de silica
gel (Merck) de 10 x 4.5 cm de altura y 0.1 cm de grosor; las muestras de cada uno de los
extractos se aplicaron en las placas de cromatografia y éstas se eluyeron en una camara de
vidrio con 5 mL de una mezcla hexano-acetato de etilo (9:1) para terpenoides y acetato de
etilo-4cido formico-acido acético glacial-acetona-agua (12:1:1:16:2) para flavonoides.
Posteriormente, las placas se observaron con una lampara de luz UV (onda corta 254 y onda
larga 365 nm) y finalmente fueron reveladas con el reactivo de Anisaldehido para identificar
terpenoides y el reactivo de Productos Naturales/Polietilenglicol (NP/PEG) para observar

flavonoides. Ambos reactivos fueron preparados segin Wagner et al. (2001).

Para la identificacion de terpenos y flavonoides mediante HPLC, las muestras de

tricomas se sometieron a extracciones con dos disolventes (hexano y metanol). Para la
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obtencion de los extractos de hexano, a cada una de las muestras se les agregd 0.5 mL de
hexano, se sonicaron por 10 minutos, en seguida se colocaron en un agitador por 5 minutos
y finalmente fueron centrifugadas por 5 minutos a 10,000 revoluciones por minuto. El
sobrenadante se colocé en frascos para su andlisis en el HPLC, posteriormente, al mismo
material vegetal se le agregé 0.5 mL de metanol y se realiz6 el mismo procedimiento

seguido para la obtencidn de los extractos de hexano.

La identificacion y cuantificacion de terpenos y flavonoides se realizd6 en un
cromatdégrafo marca Agilent serie 1100 equipado con un detector de luz ultravioleta y
arreglo de diodos. Para el analisis de los extractos, se tomd una alicuota de 20 pL y de los
estandares se pesaron 5 mg, los cuales fueron disueltos en 1 mL de metanol grado HPLC; se
eliminaron impurezas mediante acrodiscos con membrana de nylon con una apertura de poro

de 0.45um y se inyectaron 20 uL de cada uno de ellos.

Para la identificacion de terpenos se utilizd una columna Zorbax Eclipse XDB-C8
(125 x 4.0 mm de diametro interno y 5 um de tamafio de particula) con una fase movil de
acetonitrilo (A)-agua (B) (80:20), el flujo fue de 1 mL/min y una temperatura de 40 °C. El
equipo se calibré a una longitud de onda de 215 y 220 nm, el tiempo de analisis fue de 21
minutos. Los terpenos de los extractos de hexano fueron identificados y cuantificados al
compararlos con estandares adquiridos de los laboratorios Sigma-Aldrich, los cuales fueron

carnosol, acido ursdlico, acido oleanolico, a-amirina, B-sitosterol y estigmasterol.

Para la identificacion de los flavonoides, se utiliz6 una columna C18 Hypersil ODS
(125 mm x 4 mm de didmetro interno y 5 um de tamafio de particula), con una fase movil de

acetonitrilo (A)-agua a pH de 2.5 con TFA (B), con el siguiente gradiente: 0-10 min, A:B
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15:85; 20 min, A:B 35:65 y 25 min, A:B 35:65. El flujo fue de 1 mL/min y una temperatura
de 30 °C. El equipo se calibré a las longitudes de onda de 360 nm. EI volumen de inyeccién
fue de 20 pL y el tiempo de analisis para este método fue de 25 minutos. Para identificar los
flavonoides presentes en los extractos se usaron estdndares de apigenina, kaempferol,
quercetina, mirecetina, luteolina, naringenina, floretina, florizidina, galangina y rutina
(Sigma-Aldrich). La cuantificacion de los componentes presentes se realizd mediante la
elaboracion curvas de calibracion para cada uno de los estdndares, las cuales fueron
construidas inyectando cinco puntos desde 14.24 a 231 pg de cada compuesto. Las
interpolaciones se hicieron con el programa ChemStation de Agilent Co. La variacion del
area en unidades de absorbancia de cada inyeccion fue utilizada para construir el modelo
matematico de regresion lineal con la formula Y=mX+b, la cual se comparé posteriormente

con los extractos y de esta manera se determino la concentracion de cada compuesto.

Variables cuantitativas y analisis estadisticos

En las hojas diafanizadas, en cinco campos por individuo se cuantifico lo siguiente:
el nimero de areolas por mm?, el nimero de tricomas por mm?, el nimero de brazos y la
longitud de los tricomas estrellados: ademas se determiné el recorrido de las venas de tercer
orden y se codificaron como convexas (1), rectas (2) y sinuosas (3). En las secciones
transversales de la ldmina foliar se cuantifico en cinco campos por individuo, el grosor de
cuticula adaxial y abaxial, ancho total del mesofilo y ancho del parénquima en empalizada,
ademas, se asigno el tipo de vena media (1 a 5). El nivel de coloracion se codifico del 1 al
12, siendo el 12 sin coloracién. Todas las variables se transformaron con algoritmo base 10

con la finalidad de normalizar su distribucion y reducir las diferencias entre varianzas. A las
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variables con valores de cero o muy bajos se les agreg6 una constante de 10 para eliminar en

la transformacion valores de cero.

Con los valores de concentraciones obtenidos de terpenos y flavonoides se realizaron
correlaciones de Spearman con los pardmetros de las variables ambientales y anélisis de

varianza del modelo general lineal para detectar diferencias entre las poblaciones.

Se realiz6 un andlisis de correspondencia para evaluar como y cuales variables
ordenan a los individuos. También se realiz6 un analisis CANDIS para reconocer si existen
los tres grupos asignados, dada la hipotesis de dos subespecies presentes en México de
acuerdo a Pigott (2012). Por ultimo, se aplico el analisis DISCRI para conocer el porcentaje
de individuos que se clasifican correctamente en sus grupos. Todos los andlisis estadisticos

se realizaron en el paquete estadistico SAS version 9.4 (SAS Institute, 2004).
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Cuadro 1: Ejemplares de respaldo.

Estado Colector No. de colecta Coordenadas ID individuo
N/W
Chihuahua Medina 01y02 18°20'19.6" 01y 02
Rodriguez 102°58'0.8"
Guanajuato TT 1003, 1004 21°31'14" N 04y 05
100°25'14.02" W
Hidalgo Martinez- 341 20°59'16" N 39
Cabrera 98°39'36" W
342 20°59'18.01" N 33
98°39'35" W
Jalisco Ramirez-Diaz | 041,042 23°58'02.8" N 08 y 09
99°27'45.1" W
043,044,045,046 19°14'29.3" N 13, 14, 15, 16
104°29'39.8" W
047 19°36'11.3" N 18
104°17'08" W
Revueltas- 001 19°14'29.3" N 06
Hernandez 104°39'27.7" W
002 19°14'29.3" N 07
104°29'39.8" W
003,004,005 19°36'31.3" N 10, 11, 12
104°18'21.9" W
006 19°33'58.1" N 17
104°15'03.2" W
007 19°33'42.6" N 19
104°14'31.7" W
Michoacan Aguirre- 19°27'49.06" N 20
Hernandez 101°36'36.8" W
19°38'30.2" N 21,2223, 24
101°15'25.9"W
18°38'22.57" N 25y 26
101°15'22.57"W
Morelos Basurto-Pefia 18°58'26.4" N 27
99°16'26.1" W
19°00'23.5" N 28,29,30,31, 32
99°13'38.1" W
Oaxaca Pacheco-Cortés | 185 17°19'37.5" N 35
96°26'48.3" W
184 17°2020.7"N 34
96°30'02.6" W
R.RiosGyJ. | 1635-A 17°08' 92"N 36, 37, 38
Gutiérrez G. 97° 50' 85"W
Puebla Ramirez-Diaz | 012,013 19°46'23" N 03
97°38'36" W
Tamaulipas Ramirez-Diaz | 014,015,016,017,018 | 22°03'03" N 40,42,43,44, 45
99°14'31.4" W
022 23°02'58.9" N 47
99°14'43.1" W
024,025,026 22°02'47.6" N 46. 48,49
99°14'48" W
030,031,032 23°58'02.8" N - | 50,51y 52
99°27'45.1" W
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RESULTADOS
Tricomas: ontogenia y diversidad

Ontogenia de los tricomas

La yema del estadio uno alcanza un maximo de 5 mm de largo, esta cubierta por
bracteas de color café obscuro y contiene cuatro laminas foliares bien definidas cada una de
ellas con una bractea de textura delgada, siendo la lamina foliar mas pequefia de 1.1 mm. En
este estadio (1) la yema pasa todo el invierno (Figura 1A). Una vez que se inicia el
crecimiento de las yemas éstas se hinchan e incrementa su tamafio, separandose las brécteas
de color café y exponiendo las bracteas de textura méas delgada y de color café claro (Figura
1B-E) hasta que las laminas foliares son expuestas (Figura 1F). En las yemas, las brécteas se
distinguen por sus abundantes tricomas aciculares; la superficie abaxial de las ldminas esta
completamente cubierta por tricomas en diferentes estados de desarrollo, excepto en los
dientes en formacion; mientras que la superficie adaxial presenta escasos tricomas sobre las
venas (Figura 2A-D). A nivel de meristemo, los primordios foliares tienen protodermis con
divisiones anticlinales abundantes, algunas células ya diferenciandose en tricomas
aciculares, éstos escasos (Figura 2E), en mesofilo hay dos estratos e inicia la diferenciacion
del tejido vascular en la vena media (Figura 2F). En hojas de 700 um o mas, vena media ya
esta diferenciada y la 1dmina continGa su elongacion, se inicia la diferenciacion de las venas
secundarias, el mesofilo presenta tres estratos y en la superficie abaxial mayor abundancia
de tricomas en diferentes estados de desarrollo (Figura 2G). En hojas méas desarrolladas (>
700 um) se aprecia en la superficie abaxial mayor abundancia de todos los tipos de tricomas
(Figura 2H) en especial los glandulares y aciculares sobre las venas. La lamina conserva el

mesofilo de tres estratos, tanto la vena media como las secundarias han completado su
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desarrollo, los elementos traqueales son funcionales; se aprecian venas de Grdenes mayores
diferenciadas y asociada a éstas la epidermis con tricomas (Figura 2I). Se siguen
conservando pocos tricomas en la cara adaxial. Una vez que la lamina se libera de las
escamas de la yema se expande rapidamente alcanzado su tamafio (Figura 2J) y es cuando
los tricomas estrellados son mas abundantes formando junto con los aciculares una red
intrincada que no permite ver la superficie abaxial. A continuacion se describe la ontogenia

para cada uno de los tricomas.

Tricomas aciculares: inician su desarrollo con el alargamiento de una célula
protodérmica que multiplica su tamafio hasta cinco veces y posteriormente agudiza su parte
apical (Figura 3A-D), no se aprecia ningin contenido en su lumen celular y con la madurez

de la hoja muchos se caen.

Tricomas fasciculados: se desarrollan a partir de una division anticlinal de una célula
protodérmica, presentando dos o mas divisiones anticlinales sucesivas. Cada una de las
células resultantes se alargan y agudizan diferencialmente (Figura 4A-F), manteniéndose
erguidos; las células que se encuentran alrededor se elevan para formar una especie de anillo

alrededor de la base (Figura 4G).

Tricomas estrellados: su formacion inicia con divisiones anticlinales de una célula
protodérmica, el nimero de divisiones determina el nimero de brazos que conforman al
tricoma (Figura 5A-C), que en superficie se aprecian como apéndices lobulados (Figura 5F).
Mas tarde cada una de estas células se alarga diferencialmente en forma paralela a la

superficie epidérmica y agudiza su apice, quedando los brazos postrados sobre la lamina
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(Figura 5D-G); cuando la ld&mina se expande estos tricomas cubren la region entre las venas

(Figura 5G).

Tricomas glandulares: se encontraron tres tipos de tricomas glandulares, en todos los
casos su desarrollo inicia con una célula protodérmica que se alarga y sobresale de las
células que la rodean y enseguida se divide periclinalmente (Figura 6A, B). EI numero de
divisiones determina el tipo de tricoma glandular. En el tricoma glandular bulboso, las
células del pie pueden ser tres, mientras que las dos células superiores se dividen de forma
anticlinal, finalmente, las cuatro células resultantes se ensanchan (Figura 6C). En el tricoma
glandular en forma de botella, la célula epidérmica inicial se divide periclinalmente una vez,
la célula apical se divide también periclinalmente hasta formar ocho células, mientras la
celula basal se alarga; las dos células centrales se dividen anticlinalmente originando cuatro
células que se enchanchan, al mismo tiempo la célula apical se divide anticlinalmente y las
células resultantes se redondean (Figura 6D, F). En el tricoma glandular largo, la célula
inicial se divide periclinalmente para formar una columna de hasta once células y cuando

alcanza dicho numero de divisiones, la célula apical se redondea (Figura 6E, G).
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Figura 1: Yemas de diferentes estadios. A) Yema con bracteas de proteccion de invierno
(b). B-E) Yemas en crecimiento, exposicién de las bracteas internas (b”). F) Yema madura,
exposicion de ldminas foliares. Barra es 2 mm en A-D; 3mmen E, F.
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Figura 2: Desarrollo de la lamina foliar en la yema y lamina foliar expandida. A) Seccion
longitudinal de una yema. B) Yema con bracteas cubiertas de tricomas aciculares. C)
Superficie abaxial de la lamina con tricomas en diferentes etapas de desarrollo. D)
Superficie adaxial de la lamina con tricomas sobre las venas y el margen. E-I) Secciones
transversales. E) Meristemo con primordios foliares y células epidérmicas diferencidndose
en tricomas. F) Primordio foliar con vena media diferenciada y tricomas escasos. G)
Diferenciacion de venas secundarias. H-1) Laminas con superficie abaxial y abundantes
tricomas asociados a los haces vasculares y las regiones intercostales. J) Seccion transversal,
lamina expandida. Barra es 2 mm en A; 1 mm en B; 500 um en C-D; 300 um en E, H; 100
pmenkF, 1, J; 50 umen G.
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Figura 3: Ontogenia de los tricomas aciculares. A-B) Secciones transversales de lamina
foliar A) Célula protodérmica inicia su alargamiento. B) La célula agudiza su apice y se
alarga. C-D) Tricomas aciculares maduros sobre la vena media. Barra es 20 um en A-B; 50
pmen C; 300 um en D.

A B

Figura 4: Ontogenia de los tricomas fasciculares. A-D, G) Secciones transversales. A-B)
Divisiones anticlinales de la célula protodérmica. C- D) Brazos alargandose vy
permaneciendo erectos sobre la ldmina. E-F) Crecimiento diferencial de los brazos. G)
Células protodérmicas que rodean al tricoma que se levantan y forman anillo alrededor de la
base del tricoma. Barra es 50 um en A-D; 25 um en E-F; 20 um en G.
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Figura 5: Ontogenia de los tricomas estrellados. A-D) Secciones transversales. A-B)
Divisiones anticlinales de la célula protodérmica. C-F) Alargamiento lateral de los brazos.
F) Tricomas estrellados en diferentes estadios de desarrollo (asteriscos). G) Tricomas
estrellados completamente expandidos con los brazos postrados sobre la lamina cubierta de
ceras. Barra es 20 um en A-C; 50 pm en D; 100 um en E-F; 150 pm en G.
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Figura 6: Ontogenia de los tricomas glandulares. A-E) Secciones transversales. A) Célula
protodérmica papilosa. B) Primeras divisiones periclinales. C) Tricoma glandular bulboso.
D y F) Tricoma glandular en forma de botella. E y G) Tricoma glandular largo. Barra es 20
pmen A, C-D; 50 um en B, E-G.
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Diversidad de los tricomas

En las hojas maduras se identificaron tricomas aciculares, glandulares bulbosos y
glandulares largos, fasciculados y estrellados. Los tricomas aciculares se diferenciaron en
dos grupos segun su longitud y distribucion, los largos miden 802.66 + 103.42 um y se
localizan sobre la vena principal; los cortos tienen una longitud de 342.89 + 49.94 um y

estan presentes principalmente en el margen de las hojas, en algunos casos sobre la ldmina.

Los tricomas glandulares bulbosos miden 53.55 + 18.99 um de largo, siempre estan
presentes, se localizan sobre las venas 0 a un costado de éstas, pero en su mayoria
colapsados; mientras que los glandulares largos son muy escasos y se encuentran siempre
colapsados sobre las venas. Por su parte, los tricomas fasciculados pueden tener de dos a
ocho brazos, siendo los mas comunes los de cuatro brazos, con 456.14 + 42,50 um de
longitud, se localizan principalmente formando los domacios en las axilas de la vena

principal con las venas secundarias, también sobre las venas y algunas veces sobre la lamina.

Los tricomas estrellados son los més diversos, presentan de cuatro hasta doce brazos,
siendo los de ocho brazos los mas comunes y los de doce brazos muy extrafios. Los tricomas
de doce y diez brazos se encontraron exclusivamente en individuos de Cuetzalan, Puebla,
pero resultaron ser muy escasos. La longitud de los brazos es variable (Cuadro 2) y se

localizan sobre toda la ldmina y sobre las venas.

Se encontraron diferencias entre las descripciones realizadas por Hardin (1990),
Pigott (2012) y las de este trabajo para los diversos tipos de tricomas asi como para su

distribucion en la hoja (Cuadro 3).
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Cuadro 2: Principales caracteristicas de los tricomas estrellados. Namero de brazos (moda)
y longitud (media y desviacion estandar) de los brazos.

Numero de brazos Longitud de los brazos (um)

333.88 +103.93
328.23 +101.28
300.49 +70.88
321.16 +76.82
320.42 +118.49

o ~NO 01 b~
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Cuadro 3: Comparacion de las diferentes descripciones realizadas para los tipos de tricomas
encontrados en el género Tilia.

Tipo de Hardin (1990) Pigott (2012) Ramirez-Diaz (2018)
tricoma
Glandular Llamado glandular bulboso. De 30 | Llamado fusiforme o De 35290 um,
a 110 um de largo, multicelular, clavado, no da multicelulares,
uniseriado con la punta hinchada, | descripciény no generalmente cuatro
ya sea corto o alargado. Los mas diferencia a glandulares células. Células apicales
largos generalmente presentes largos se ensanchan. Presentes
sobre las venas principales. sobre las venas 0 a sus
costados. Son glandular
largo y glandular en
forma de botella
Acicular Unicelular liso, mas 0 menos liso, | Simples, unicelulares, Unicelulares lisos con
conico en un punto. Dos grupos: relativamente grandes, 0 | apice agudo.
a) acicular corto: 0.30 a0.40 mm | pequefios y 0scuros a) largos de 0.7-1.0 mm,
de largo, a menudo dispersos en marrén o marron rojizo. sobre las venas,
ambas superficies y siempre Multicelular claviforme, | abundantes en hojas en
asociados a venas primarias u generalmente escasos, desarrollo.
ordenes superiores; restringido a las partes b) cortos de 300 a 400
b) acicular largo: 0.5-1.3 mm de inferiores de las venas pm, presentes en la
largo, se encuentran en la primarias lamina y en el margen.
superficie abaxial a lo largo de la
vena media y venas secundarias.
Estrellado Multicelular, con los brazos mas o | Multicelular, con 3-16 Multicelulares, con 2 a 8
menos paralelos a la ldamina; cada | brazos que se doblan brazos alargados,
brazo de 150 a 350 um de largo. abruptamente casi en la postrados y con apice
Presentes en ambas caras, con base, de modo que agudo, cada brazo de 65
mayor frecuencia en la abaxial. sobresalen desde un a 450 pm. Presentes en la
pedicelo corto formado cara abaxial de la hoja.
por sus bases unidas. La
base puede ser tubular y
secretar mucilago.
Fasciculado Multiseriado, 2-6 brazos en Con 2-10 brazos Multicelulares, con 2 a 8

posicién mas 0 menos erecta, cada
brazo de 200 a 500 um de largo,
presentes en las axilas de las
venas, dispersos en las venas, a lo
largo de toda la Iamina con mayor
frecuencia en la cara abaxial.
Ademas, estipitados de los brazos
y con frecuencia tienen un anillo
basal.

unicelulares, rectos o
curvados formando un
penacho.

brazos alargados, erectos
y con apice agudo, de 150
a 400 um de largo. Sobre
la lamina y formando el
domacio. Con estipite y
un anillo de células
epidérmicas alrededor de
la base.
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Arquitectura foliar

La hoja es simple peciolada (Figura 7A). La lamina es entera, asimétrica, de 3.9 a
35.1 cm de largo y de 1.1 a 33.2 cm de ancho, con el apice acuminado y base cordada con un
angulo reflexo, o bien cuneada u obtusa. EI margen es serrado con angulo agudo, con 1 a 3
dientes por centimetro linear, con dientes de primer y segundo orden, éstos tienen el flanco
distal céncavo y flanco proximal flexo o convexo con venas de primer a cuarto orden
(Figura 7E-G). Textura cartacea, la cara adaxial glabra o pubescente sobre las venas, cara
abaxial pubescente. Los domacios se encuentran en la union de las venas secundarias a la
vena primaria central (Figura 7B), son del tipo mechén de tricomas. Venacion actinédroma
basal con una vena central y 2 0 4 pares de venas primarias. La vena primaria central tiene
un recorrido recto ramificado, terminando en el apice del diente. Las venas secundarias
excurrentes con un angulo de divergencia angosto, grosor relativo moderado y recorrido
recto. Las venas terciarias percurrentes rectas, sinuosas 0 convexas, con angulo agudo
respecto a la vena primaria, el curso de las venas terciarias exteriores variable. Las venas
cuaternarias alternadas recurrentes. Las venas agrofiticas compuestas presentes. Las venas
de quinto orden formando un reticulado irregular. Las areolas bien desarrolladas (Figura
7C), las venulas en su mayoria simples o ramificadas una vez. La venacion marginal

cerrada, serpenteada (Figura 7D). Se observaron cristales prismaticos a lo largo de las venas.
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Figura 7: Detalles de la arquitectura foliar general. A) Hoja entera. B) Domacio tipo
mechon de tricomas. C) Areolas bien desarrolladas, algunas con vénulas. Se observan
tricomas estrellados y aciculares. D) Venacién marginal cerrada. E-G) Diente con flanco
distal céncavo y flanco proximal convexo.
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Anatomia foliar

Superficialmente, las células epidérmicas son poligonales con las paredes anticlinales
rectas y a nivel, mientras que las periclinales son planas y con el microrelieve estriado en las
células asociadas a los estomas (Figura 8A y B). Los estomas son del tipo anomociticos. Los
cinco tipos de tricomas presentes en las laminas maduras se describieron en la seccion
diversidad de tricomas. Transversalmente, en la superficie adaxial y abaxial se presenta una
cuticula lisa, a veces estriada en la cara abaxial que varia en grosor entre ambas superficies
(adaxial 1.4 = 0.53 pm, abaxial 0.99 + 0.39 pm) (Figura 8B). La epidermis es
monoestratificada, de células generalmente cuadradas; los estomas se ubican, en su mayoria,
a nivel de las otras células epidérmicas, en pocos ejemplares se observaron elevados. El
mesofilo (51.15 + 27.08 um) en la mayoria, es dorsiventral con el parénguima en
empalizada en el extremo adaxial de la hoja, formado por uno o dos estratos de células, el
parénquima esponjoso se ubica en el extremo abaxial con dos o tres estratos celulares de
forma variable, generalmente laxo y amplio (Figura 8C); a excepcion de algunos individuos
que presentan mesofilo en empalizada isolateral. Los haces vasculares en el mesofilo se
conforman por pocas células de xilema y de floema, con vaina que las rodea completamente
y que se lignifica conforme la lamina madura (Figura E). Las inclusiones minerales son del
tipo drusa en el parénquima esponjoso y prismatico en la vaina del haz vascular. La vena
media presenta una epidermis simple con células mas pequefias que las epidérmicas de la
lamina y cavidades de mucilago (Figuras 8D-F). Se encontrd un nuevo tipo de vena media.

A continuacion se presentan las descripciones de cada uno.
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Figura 8: Detalles de la anatomia foliar general. A) Estomas en la epidermis abaxial. B)
Estrias en la epidermis abaxial. C) Mesofilo bilateral y extension de la vaina en haz
vascular, D) Drusas en parénquima de vena media. E) Cristal prismatico en vaina del haz
vascular. F) Cavidades de mucilago en vena media.
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Tipo 1: Haz vascular formando un anillo cerrado de xilema pero discontinuo en el
floema hacia el extremo abaxial y hacia el centro haces en diferenciacion (Figura 9A). El
tejido vascular esta rodeado por tres a cinco estratos de fibras. Las fibras presentan paredes
gruesas Y lignificadas, y hacia el extremo abaxial tienen un lumen amplio. Por debajo de
ambas epidermis se presentan de dos a tres estratos de colénquima anular que puede
contener drusas. De tres hasta nueve cavidades de mucilago de tamafio variable hacia el
extremo abaxial, en algunos casos una cavidad en el extremo adaxial. Drusas y prismas en el

parénquima.

Tipo 2: Haz vascular formando un anillo cerrado de xilema pero discontinuo en el
floema hacia el extremo abaxial, con células de parénquima al centro del anillo (Figura 9B).
El tejido vascular estd rodeado por 2 a 3 estratos de fibras. Las fibras presentan paredes
engrosadas y un lumen reducido. Por debajo de ambas epidermis se presentan tres o cinco
estratos de colénquima anular que contienen drusas. De tres a cinco cavidades de mucilago
en el extremo abaxial y algunas veces una en el extremo adaxial. Pocas drusas y prismas en

el parénquima.

Tipo 3: Haz vascular colateral en forma de arco abierto y hacia el extremo adaxial
una elipse con xilema casi rodeado por el floema (Figura 9C). El tejido vascular esta
rodeado por 2 a 4 estratos de fibras. Las fibras presentan paredes delgadas con lumen amplio
y abundantes contenidos obscuros. Por debajo de ambas epidermis dos a tres estratos de
colénquima anular y tres o cuatro estratos de parénquima, donde se encuentran hasta ocho

cavidades de mucilago. Drusas en parénquima.
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Tipo 4: Haz vascular formando un arco cuyos extremos se curvan hacia el centro
(Figura 9D). EI tejido vascular esta rodeado por dos a tres estratos de fibras. Las fibras
presentan pared gruesa. Algunas veces la vaina esta formada por fibras gelatinosas (Figura
9F). Por debajo de ambas epidermis se observan tres o cinco estratos de colénquima con
drusas y algunas veces prismas. De tres a cinco cavidades de mucilago en el extremo

abaxial. Drusas y prismas en parénquima.

Tipo 5: Haz vascular colateral en forma de arco abierto con los extremos ligeramente
curvados (Figura 9E). El tejido vascular solamente estd rodeado por parénquima escaso con
abundantes contenidos obscuros. Por debajo de ambas epidermis hay dos estratos de
colénquima angular con drusas por debajo de cada epidermis. Siete u ocho cavidades de
mucilago en el extremo abaxial de tamafio grande y algunas veces una en el extremo adaxial.

Drusas en parénquima.

39



Figura 9: Secciones transversales de vena media. A) Tipo 1, Manantlan, Jalisco. B) Tipo 2,
Patzcuaro, Michoacan. C) Tipo 3. Puerto. Purificacion, Tamaulipas. D) Tipo 4, Puerto
Purificacion, Tamaulipas, E) Tipo 5. Cuetzalan, Puebla. F) Detalle de fibras gelatinosas,
Putla, Oaxaca.

40



El cuadro 4 resume las caracteristicas anatdmicas de la vena media y las principales
diferencias que presentan segun la entidad federativa en la que se recolectaron. Jalisco,
Morelos y Tamaulipas son los estados que presentaron mayor diversidad en el arreglo de los
haces en la vena media. Ademas el arreglo tipo 3 se encontr6 exclusivamente en individuos

del estado de Tamaulipas.

Cuadro 4: Principales diferencias anatdmicas de la vena media por estado en el que se
presentaron.

Estado Tipo de vena Colénquima Parénquima (cavidades Vaina de firbras
media de mucilago y cristales)
Chihuahua 4 3 estratos con 9 abaxiales Con fibras de pared
prismas 1 adaxial gruesa
Drusas y prismas
Guanajuato 1 3 estratos con drusas 5 abaxiales Con fibras de pared
Drusas y prismas gruesa
Hidalgo 1 3 estratos con drusas 9 abaxiales De fibras de pared
1 adaxial delgada, con prismas
Drusas
Jalisco 1 3 estratos con drusas 3 abaxiales Con fibras de pared
1 adaxial gruesa
Drusas y prismas
2 9 abaxiales Con fibras de pared
Drusas delgada
4 4 abaxiales Con fibras de pared
Drusas gruesa
Michoacan 2 3 0 5 estratos con 4 abaxiales Con fibras de pared
drusas Drusas y prismas gruesa
4 3 abaxiales Con fibras de pared
Drusas delgada
Morelos 1 2 6 3 estratos con 3 0 5 abaxiales Con fibras de pared
2 drusas 1 adaxial delgada
4 Drusas Con fibras gelatinosas
Oaxaca 1 3 estratos con drusas 5 abaxiales Con fibras gelatinosas
Drusas y prismas
4 3 abaxiales Con fibras gelatinosas
Drusas
Puebla 5 2 estratos con drusas 8 abaxiales Ausente
1 adaxial
Drusas
Tamaulipas 3 2 estratos con drusas 5 en cara abaxial Con fibras de pared
Drusas delgada
4 3 en cara abaxial Con fibras gelatinosas
5 7 en cara abaxial Ausente

Drusas
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Metabolitos secundarios

En las CCF se detectd la presencia de flavonoides y terpenos en los tricomas, en el
Cuadro 5 se enlistan aquellos compuestos que se determinaron mediante HPLC y su

concentracion.

Cuadro5: Compuestos identificados en los tricomas mediante HPLC

Compuesto Concentracion (ug/ul)
Flavonoides
Apigenina 0.031 +0.001
Rutina 0.044 £ 0.055
Florizidina 0.159 + 0.229
Mirecetina 0.123 £ 0.327
Quercetina 0.026 + 0.031
Naringenina 2.191+1.265
Floretina 0.442 + 0.406
Galangina 0.160 £ 0.049
Terpenos

Carnosol 0.302 + 0.426
Acido ursoélico 0.246 + 0.257
Estigmasterol 0.367 £ 0.079
Acido oleandlico 0.786 + 1.933
g-amirina 1.803 + 2.840
B-citosterol 0.174

En el cuadro 6 se presentan los coeficientes de correlacion obtenidos para los
compuestos identificados en los tricomas de las poblaciones de la Faja Volcanica
Transmexicana con la latitud, longitud y altitud. En su mayoria, las correlaciones resultaron
ser no significativas. Lo coeficientes de correlacién son altos y negativos para la mirecetina
con la latitud y positivos con la longitud, ademas la quercetina se asocié positivamente con

la latitud y negativamente con la altitud y galangina también se correlacioné de forma
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negativa con la altitud. Se encontré que la floretina y la quercetina se comportan como

antagoénicos.

Cuadro 6: Metabolitos secundarios identificados en los tricomas y sus valores de
correlacion con variables geograficas. **P<0.008, *P<0.01.

Compuesto Latitud Longitud Altitud
Apigenina -0.08 0.06 0.18
Floretina 0.14 -0.26 -0.13
Florizidina -0.16 -0.1 -0.26
Galangina 0.31 -0.18 -0.35*
Mirecetina -0.46** 0.40* 0.13
Naringenina 0.021 -0.07 -0.02
Quercetina 0.44* -0.22 -0.38*
Rutina -0.19 0.21
Acido oleandlico -0.03 0.01
Acido ursélico -0.03 0.01
Carnosol 0.03 0.01
Stigmasterol -0.03 0.01
Amirina 0.01 0.01
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Analisis estadisticos

El analisis de correspondencia mostré que son siete las variables que mejor explican
la variacién de los individuos (Cuadro 7), siendo las de mayor importancia la densidad de
tricomas por mm?, la presencia de tricomas estrellados con seis brazos y el color de la
pubescencia. También la presencia de tricomas estrellados con cuatro y ocho brazos, asi

como el ancho del mesofilo y del parénquima en empalizada (Figura 10).

Cuadro 7. Coeficientes de correspondencia para las caracteristicas evaluadas. * Variable
con valores mas altos en cada dimension.

Variable Dimension 1 Dimension 2
Latitud 0.1723 0.1864
Longitud 0.1010 0.2904
Altitud 0.1095 0.3386
Largo de la lamina 0.0512 0.1766
Ancho de la lamina 0.0234 0.1051
Densidad de tricomas 0.1413 0.6932*
Densidad de areolas 0.1229 0.3055
Tipo de v. principal 0.0257 0.1754
Recorrido v. terciarias 00.371 0.0829
Tricomas de 4 brazos 0.4760 0.0010
Tricomas de 5 brazos 0.0146 0.0952
Tricomas de 6 brazos 0.6159* 0.0061
Tricomas de 7 brazos 0.0001 0.0027
Tricomas de 8 brazos 0.0017 0.3499
Color de los tricomas 0.5096* 0.2527
Ancho del mesofilo 0.0431 0.3452
Ancho de empalizada 0.0125 0.3428
Ancho de cut. adaxial 0.0250 0.2315
Ancho de cut. abaxial 0.0004 0.0629
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Figura 10: Representacion grafica del andlisis de correspondencia de los caracteres
evaluados. Circulos rojos representan los caracteres. Circulos azules numerados representan
los individuos (ver Cuadro 1 para identificacion de los individuos), linea roja representa las
dos variables con mayor carga en la dimension 1y en azul la variable de la dimension 2.

El andlisis candnico discriminante explica mediante dos ejes el 100% de la
distribucion de los individuos (CAN1 72.05% y CAN 2 27.95%) y pone en evidencia
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos (Cuadro 8). En este andlisis,
el ancho de la lamina es la caracteristicas con mayor importancia para agrupar a los
individuos, ademas del grosor de las cuticulas (Cuadro 9). En la figura 11 se muestra la
representacion gréfica de las dos variables candnicas donde los centroides de cada grupo
(Faja Volcanica Transmexicana, Golfo de México y Pacifico) son significativamente
diferentes como ya se menciono.
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Cuadro 8. Valores de la distancia a cuadrado de la region de Mahalanobis para los tres
grupos definidos a priori.

Grupo Faja Volcanica Golfo Pacifico

Faja Volcanica 0 2.762 (P=0.006) 2.273 (P=0.022)
Golfo 2.762 (P=0.006) 0 3.208 (P=0.002)
Pacifico 2.273 (P=0.022) 3.208 (P=0.002) 0

Cuadro 9. Coeficientes candnicos para las caracteristicas evaluadas. * Variable con valores
mas altos en cada dimension.

Variable CAN 1 CAN 2
Largo de la lamina -0.6215 -1.3256*
Ancho de la lamina 1.4069* 1.1545
Densidad de tricomas -0.3156 -0.2144
Densidad de areolas 0.1843 0.3645
Tipo v. principal 0.1522 -0.1248
Recorrido v. terciarias -0.3669 -0.3130
Tricomas de 4 brazos -0.9991* 0.0188
Tricomas de 5 brazos -0.2529 -0.0530
Tricomas de 6 brazos 0.4512 0.2943
Tricomas de 7 brazos -0.2631 -0.0317
Tricomas de 8 brazos 0.0841 0.1277
Color de los tricomas -0.3261 0.6768*
Ancho del mesofilo 0.6114* 0.3354
Ancho de empalizada -0.5836* -0.1967
Ancho de cut. adaxial 0.9364* -0.2380
Ancho de cut. abaxial -0.1316 -0.2547
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Plot of Can2*Canl. Symbol is value of region.
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Figura 11: Representacion grafica del analisis DISCRIM. El simbolo es el valor de la
region. F- Faja VVolcanica Transmexicana. G-Golfo de México. P- Pacifico.
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Por su parte, el analisis DISCRIM mostr6 que el porcentaje de observaciones
clasificadas correctamente en los grupos reconocidos es mayor para los del Golfo de México

(Cuadro 10).

Cuadro 10. Numero de observaciones y porcentaje correctamente clasificado en cada region

Faja volcanica Golfo Pacifico Total

Faja volcanica 9 2 4 15
60.00 13.33 26.67 100.00

Golfo 0 12 1 13
0.00 92.31 7.69 100.00

Pacifico 6 3 15 24
25.00 12.50 62.50 100.00

Total 15 17 20 52
28.85 32.69 38.46 100.00
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DISCUSION

Ontogenia de los tricomas

El tipo de tricoma se define con la primera division de la célula protodermica o por la
ausencia de ésta, como sucede en los tricomas aciculares, cuya célula protodérmica
unicamente se alarga y se agudiza su apice. ElI nimero de brazos de los tricomas estrellados
y fasciculados también se define por las primeras divisiones anticlinales de la célula
protodérmica y la elongacion de los brazos se lleva a cabo de manera distinta en cada uno de
ellos. Los tricomas glandulares son méas diversos en numero y orientacion de las divisiones,
asi como en las células que los conforman. De acuerdo al desarrollo ontogenético observado,
se reconocen mas de cuatro tipos de tricomas en los diferentes estadios del desarrollo de las
laminas foliares, cuando éstas aun se encuentra en la yema y no hay formas intermedias de
los tricomas. Todos los tricomas en Tilia tienen origen exclusivo en las células
protodérmicas, incluyendo a los tricomas glandulares, como en otras familias de
angiospermas (Akers et al., 1978; Ascensdo y Pais, 1998; Celep et al., 2014; Kolb y Miiller,

2004; Nielsen et al., 1991).

Identificacion de los tipos de tricomas

La falta de conocimiento sobre todos los tipos de tricomas dentro de las
angiospermas vuelve problematica su delimitacion (Ramayya, 1962); creando confusion en
la terminologia y descripcion entre los tricomas estrellados y fasciculados. Por ejemplo,
Inamdar y Chohan (1969), definen el tricoma estrellado como un apéndice multicelular que
tiene 2-8 brazos rodeados por 8-10 células epidérmicas, mientras que Ramayya y Rao (1976)

distinguen los tricomas estrellados de los fasciculados porque estos Gltimos presentan brazos
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erectos sobre la lamina. Nuestras observaciones son congruentes con Ramayya y Rao
(1976), ya que los tricomas fasciculados son erectos. Ademas, presentan un anillo de células
epidérmicas mas pequefias en su base (Figura 4G) que en superficie parece un anillo, esta
caracteristica es similar a lo descrito por Rendén-Carmona et al. (2006) como un estipete
para Mortoniodendron. En contraste, los tricomas estrellados, desde sus primeras etapas de
diferenciacion son lobulados (Figura 5F) y a medida que los brazos se extienden lo hacen en
forma paralela a la lamina conforme ésta se expande (Figura 5) similar a lo registrado para
Mortoniodendron (Rendon-Carmona et al., 2006). En Theobroma cacao L., Garcia et al.
(2014) observaron tricomas estrellados con pie y sésiles; en Tilia Gnicamente se encontraron

tricomas estrellados sésiles.

Hardin (1990) describe para las especies de Tilia presentes en América, tricomas
glandulares bulbosos uniseriados, sin embargo, los Unicos tricomas glandulares uniseriados
que se observaron en este trabajo son los denominados glandulares largos. Ademas, también
observamos tricomas glandulares multiseriados en forma de botella descritos por Ragonese
(1960) para otra Malvaceae como Hibiscus rosa-sinensis L. Se sabe que los tricomas
glandulares tienen un desarrollo excesivamente rapido en los primordios foliares (Duke y
Paul, 1993), en el caso de las tilias, los tricomas tipo glandular largo son los primeros que se
desarrollan y se presentaron con mayor abundancia en las yemas colectadas en otofio,
mientras el arbol estd en dormancia, dicha abundancia puede estar relacionada a la
lubricacion y proteccidon contra la desecacién de la yema, asi como contra patdgenos y
herbivoros (Fahn, 1979, 1990; Kronestedt-Robards y Robards, 1991; Thomas 1991; Uphof,

1962). Este resultado es contrario a lo encontrado en Vitis L., donde los tricomas glandulares
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aparecen tardiamente en el desarrollo de la ldmina una vez que los aciculares se desprenden

(Ma et al., 2016).

Con base en nuestras observaciones los tricomas podran codificarse por su numero
de células como unicelular (0), multicelular (1); por su secrecion como glandular (0) y no
glandular (1). Multicelular glandular como globoso (0), botella (1), largo (2) y multicelular
no glandular fascicular (0), estrellado (1). Estas hipotesis de homologia podréan incluirse en
futuros analisis filogenéticos para Tilia. Los tricomas glandulares largos y los no glandulares
aciculares predominan sobre las venas. Una vez que la yema se hincha comienza el
desarrollo de los otros tricomas aqui descritos, principalmente sobre las venas y los
margenes. Los estrellados son los Gltimos en completar su desarrollo y cubren las regiones
intercostales como también se ha descrito para otras Malvaceae (Gual, 1998; Rendon-

Carmona et al., 2006).

Arquitectura foliar

Hickey (1979) realizo la descripcién de la arquitectura foliar de dos especies de Tilia
que se distribuyen en Asia, T. mandshurica Rupr. & Maxim y T. chingiana H.H. Hu & W.C.
Cheng. Al comparar las descripciones de las dos especies Asiaticas con la realizada en este
trabajo, se encontraron coincidencias principalmente en el apice acuminado, la base cordada
y el patrén de venacidn actinddromo basal. Sin embargo, Hickey (1979) describe dientes de
un solo orden para estas especies, mientras que en los ejemplares revisados para este trabajo
se encontraron dientes de primer y segundo orden, con vena primaria o venas de ordenes

mayores.
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Algunos atributos son comunes en varios géneros de la familia Malvaceae, por
ejemplo, el género Sterculia (Hussin y Sani, 1998) y el género Tilia comparten la presencia
de vénulas simples o una vez ramificadas, mientras que se diferencian de las del género
Mortoniodendron donde predominan las vénulas cuatro o més veces ramificadas (Solis-
Montero et al., 2009). Martinez-Cabrera et al. (2011) separan dos especies del género
Quercus, utilizando la forma de las aréolas, la ramificacion de las vénulas y el recorrido de
la vena secundaria dentro del diente como caracteres principales. Corney y colaboradores
(2012) separan tres especies de Tilia (T. cordata Mill., T. platyphyllos, T. americana)
utilizando caracteristicas de los dientes como el tamafio, forma y angulos de insercion. En el
presente trabajo no se profundizo en dichas caracteristicas, por lo que es importante hacer un
analisis con los algoritmos generados por estos autores, asi como evaluar el orden de vena

que se inserta en el diente y el recorrido de ésta.

Anatomia foliar

La anatomia observada en los individuos empleados en este trabajo coincide con la
descripcion del género realizada por Pigott (2012) para diferentes especies, como en la
presencia de mesofilo en empalizada conformado por uno o dos estratos de células y el
parénquima esponjoso laxo que reportd para T. cordata y T. platyphyllos. Ademas, Hanson
(1917) observo que en las hojas de T. americana L. con mayor exposicion al sol, el mesofilo
se compone Unicamente por células de empalizada, lo que podria ser comparable con la
anatomia encontrada en algunos individuos de Chihuahua y Oaxaca, revisados en este
trabajo.

De los tipos de vena media descritos por Ramirez-Diaz (2016), en este trabajo dos de

ellos fueron eliminados (Tipos 3 y 6), en el caso del sefialado como tipo tres se trata de un
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haz tipo cinco que no ha completado su desarrollo; mientras que el tipo seis se trata de la
interseccion de la vena principal con venas secundarias. De esta manera, en el presente
trabajo se reconocen y reclasificaron Unicamente cinco tipos de arreglo de los haces
vasculares para Tilia. Es importante recalcar que el tipo tres se presenta exclusivamente en
el estado de Tamaulipas y el tipo cuatro que desarrolla una vaina de fibras gelatinosas se
encontrd Unicamente en dos estados (Oaxaca y Tamaulipas) y corresponde a los individuos

en los que se diferencia un menor nimero de cavidades de mucilago.

Metabolitos secundarios

La variacion en los flavonoides es considerada una adaptacion fitoquimica a los
factores bioticos y abidticos (Dixon y Pavia, 1995), dentro de los factores abioticos, aquellos
que varian con la latitud, como el fotoperiodo, la intensidad de la luz y las temperaturas
bajas por las noches, favorecen la produccién de flavonoides en las plantas (Davik et al.,
2006; Jaakola y Hohtola, 2010). Hickok y Anway (1972) observaron que en Tilia americana
se cumple esta correlacion, y que parece ser andloga a la variacibn mostrada por la
pubescencia estrellada y la longitud de la glandula. Sin embargo, Jakaola y Hohtola (2010)
sefialan que la quercetina y sus derivados parecen aumentar a mayor intensidad de luz,
relacion que puede ser explicada por su funcion como antioxidantes (Agati et al., 2010;
2012; 2013). Respecto a los otros compuestos identificados y que no presentaron correlacion
con factores ambientales, su presencia se puede justificar mediante factores bidticos. Varios
autores reportan que la apigenina, naringenina, galangina y floretina proveen a la planta de
resistencia ante hongos y bacterias (Agati et al., 2013; Lee et al., 2011; Padmavati et al.,

1997; Treutter, 2006); mientras que la rutina confiere proteccion contra los herbivoros, por
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ejemplo, contra las larvas de Spodoptera liture en plantas de tabaco (Mallikarjuna et al.,
2004). Por su parte, los terpenos también estdn asociados a la defensa contra herbivoros y
parésitos (Loughrin et al., 1994; Paré y Tumlinson, 1999). Aguirre-Hernandez vy
colaboradores (2010) encontraron diferencias en la presencia y concentracion de los
flavonoides en flores y bréacteas de Tilia provenientes de tres estados de la Republica
Mexicana y sugieren la utilidad de los flavonoides como quimiomarcadores dentro del
género y posiblemente entre especies. En este trabajo también se encontraron diferencias en
los flavonoides presentes en los tricomas, pero los resultados aqui presentados solo incluyen
algunas poblaciones de la Faja Volcanica Transmexicana. Por ello se sugiere ampliar el
estudio de los flavonoides, incluyendo tanto los tricomas como la ld&mina entera, en un
namero mayor de individuos que representen la distribucién del género en México y asi

poder evaluar su utilidad como herramienta quimiotaxonémica.

Reconocimiento de especies

Los resultados del andlisis canonico discriminante separan tres grupos, siendo el
grupo del Golfo el que mas difiere de los tres. Este grupo es claramente reconocible porque
sus individuos siempre presentan la combinacion de tricomas estrellados de cuatro y seis
brazos, de 250-400 um de largo; ademéas algunos individuos de este grupo presentan
tricomas estrellados de ocho brazos. Aunque en esta region se caracterizaron diferentes tipos
de vena media, el tipo tres es exclusivo de esta region, por lo que se considera una
caracteristica importante para el reconocimiento del grupo. Sin embargo, es necesario
muestrear poblaciones en el estado de Veracruz para confirmar que todos los individuos que

se distribuyen en esa region pertenecen a dicho grupo.
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Los individuos que se distribuyen en la Faja Volcanica Transmexicana y en la
vertiente del Pacifico presentan caracteristicas muy variables. Se identificaron individuos
que no presentan tricomas estrellados sobre la 1dmina, pero presentan tricomas aciculares
tanto en la ldmina como sobre las venas, ademas de tricomas fasciculados formando los
domacios, estos individuos corresponderian a los que Pigott (2012) considera arboles
glabros para la especie Tilia americana. Es importante recalcar que la coloracion de la
pubescencia toma mayor relevancia para los individuos en los que se determind como
“nula”, ya que son aquellos individuos que no presentan tricomas estrellados; mientras que
aquellos que si presentan pubescencia, la variacion de color es tan amplia que no es posible

agruparlos.

El ancho del mesofilo y del parénquima en empalizada es significativo, Ramirez—
Diaz (2016) obtuvo resultados similares; sin embargo, no pudo confirmar la utilidad de estos
caracteres para agrupar individuos, debido a que el material estudiado provenia de herbario y
no se tenia la certeza de un muestreo estandarizado. En el presente trabajo, el muestreo
estandarizado de hojas maduras de ramas reproductivas, permitié eliminar la incertidumbre
sobre la utilidad de dichos caracteres, asi mismo para el ancho de las laminas. EI grupo del
Golfo es reconocible por los atributos de los tricomas estrellados, las laminas angostas (5.66
+ 1.28 cm), el mesofilo de 65.68 + 18.15 um con un parénquima en empalizada de 27.79 £
5.73 um y el grosor de la cuticula de la cara adaxial 0.94 + 0.28 um. A diferencia, el grupo
del Pacifico se caracteriza por tener ldminas mas anchas (9.08 = 4.47 cm), un mesofilo de
60.55 + 37.58 um con una empalizada de 33.83 £ 22.68 um y una cuticula abaxial de 1.43 +

0.68 um de grosor.
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McCarthy (2012) analizé tres especies norteamericanas de Tilia (T. americana, T.
caroliniana, T. heterophylla Vent.) e incluye 27 muestras de México y concluye que la
densidad de la pubescencia disminuye al disminuir la latitud, pero no encontrd diferencias
claras que permitieran separar a dichas especies. Sin embargo, cuando reduce el nimero de
muestras a Unicamente aquellas que provienen de hojas de ramas reproductivas, los
individuos recolectados en México se separan claramente de los individuos de Estados
Unidos. Esta autora también realiz6 un andlisis de nicho y los individuos de México se
separan claramente de los de Estados Unidos, por lo que sugiere solo reconocer para los
Estados Unidos a T. americana y para México a T. mexicana. Resultados similares obtuvo
Phuekvilai (2014), al utilizar secuencias nucleares, porque los individuos recolectados en
México también se separan de aquellos procedentes de Estados Unidos, formando dos
clados. Los resultados de estos trabajos sugieren que las especies de Estados Unidos no se
distribuyen en México, por lo que las subespecies a la fecha reconocidas por Hardin (1979),
T. americana var. mexicana y por Pigott (2012), T. caroliniana subsp. caroliniana, T.

caroliniana subsp. floridana no deberan ser reconocidas para México.

En el estudio de filogeografia de Tilia de Norteamérica, McCarthy y Mason-Gamer
(2016) reconocen dos grandes clados y que en las poblaciones de México se encuentran seis
haplotipos diferentes. El grupo que denominan “el mas mexicano” se conforma por cuatro
haplotipos que se distribuyen a lo largo de las montafias de la Sierra Madre Occidental y que
no se comparten con individuos de los Estados Unidos de Norteamérica, mientras que los
otros dos haplotipos (se encontraron en individuos colectados en Querétaro) también se
encontraron en individuos de poblaciones de Virginia y Texas y se interpretan como

ancestrales. Los estudios de McCarthy (2012), McCarthy y Manson-Gamer (2016) y Pigott

56



(2012) tienen un muestreo reducido con poca representatividad de las poblaciones
mexicanas y no consideran ni explican la alta variacién encontrada en la Faja Volcéanica
Transmexicana, ademas, algunos de los ejemplares de herbario con los que trabajaron no
tienen las localidades precisas en las que fueron recolectados, Gnicamente estan identificados
como material de México; esto dificulta conocer una variacion mas real en las diferentes
regiones del pais. Para confirmar la presencia de dos o mas especies de Tilia en México
deberan continuarse los trabajos con un enfoque filogeografico que incluya un mayor
namero de poblaciones en México, asi como los analisis filogenéticos con genes nucleares y
explorar otros atributos reproductivos que puedan ser incorporados a analisis de evidencia

total.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados de este trabajo se concluye que no hay estados
intermedios entre los diferentes tipos de tricomas encontrados en las hojas del género Tilia,
que con excepcién de los tricomas estrellados, los otros pueden o no encontrarse en las
laminas maduras; por lo que caracterizar el tamafio de sus brazos contribuye a la
delimitacion de las especies con base en los atributos de los tricomas estrellados y no en la
ausencia-presencia de los otros tipos; sin embargo, aunque se encontraron diferencias entre
estas caracteristicas, no se debe considerar como Unico elemento para la separacion de las
especies, ademas, se descarta la utilidad de la caracterizacion del color de la pubescencia
como una herramienta sistemtica. Las caracteristicas anatomicas de la vena media
permitieron el reconocimiento de grupos con caracteristicas Unicas, mientras que para la

arquitectura foliar se requieren trabajos mas profundos con énfasis en los dientes.

Considerando los resultados obtenidos por McCarthy (2012), Pigott (2012),
Phuekvilai (2014), McCarthy y Mason-Gamer (2016) y los de este trabajo, en México se
pueden reconocer al menos dos grupos, por lo que se sugiere tratar a los individuos que se
distribuyen en la Sierra Madre Oriental como especie Tilia mexicana, y aquellos que se

distribuyen en la Sierra Madre Occidental como Tilia occidentalis Rose.
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