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RESUMEN

En Meéxico hay gran cantidad de plantas de las que existe, en general, escaso
conocimiento de su estructura y propiedades, lo cual es una necesidad urgente por atender. Los
helechos son un ejemplo de ello, especificamente la Familia Gleicheniaceae, debido a que esta
representada por varias especies cuya descripcion anatomica y propiedades fitoquimicas no
éstan bien determinadas, o ni siquiera se han realizados estudios. Como aporte, en este estudio,
se analizaron dos especies de esta familia, Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W.
Schaffn. ex E. Fourn.) Copel., para proporcionar una descripcion amplia de sus caracteres
anatomicos, histoquimicos, fitogquimicos y medir su actividad antioxidante; con el fin de

conocer sobre su estructura, composicion y posible aplicacion farmacolégica.

Para la descripcion anatomica e histoquimica de las especies se realizaron cortes
transversales de los diferentes drganos (raiz, rizoma y hoja). Las pruebas histoquimicas que se
realizaron fueron: PAS/HIQ,, fluoroglucina clorhidrica, rojo oleoso, lugol y azul negro de
naftol. En el estudio fitoquimico se utilizaron dos muestras de hoja y de rizoma-raiz, de las
cuales se obtuvieron extractos etandlicos. Posteriormente, se realizd un estudio fitoquimico
preliminar para detectar presencia de polifenoles totales, flavonoides y proantocianidinas;

finalmente, éstos se cuantificaron y se midié la actividad antioxidante en ambas especies.

Los resultados anatomicos e histoquimicos mostraron que: 1) las dos especies

presentan anatomia similar en todos sus Organos, con excepcién del peciolo, en el cual
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presentO una solonestela en S. bifidus, mientras que en S. palmatus se observé una haplostela;
2) ambas especies presentan abundante tejido de sostén (colénquima y esclerénquima) en
todos sus o6rganos; 3) los elementos conductores de ambas especies de Sticherus, son
traqueidas escalariformes; 4) en ambas especies, hay presencia de dos endodermis y bandas de
caspary en la segunda endodermis; ademas, de cavidades en el raquis y contenidos de color

rojo y amarillo en los cortex de la raiz, rizoma y peciolo.

Los resultados del andlisis fitoquimico indican que ambas especies presentan
polifenoles totales y flavonoides en la hoja, el rizoma y la raiz, cabe sefialar que, en el rizoma
y la raiz también se encontraron proantocianidinas. En cuanto a la actividad antioxidante en
ambas especies, las muestras de hoja presentaron menor actividad que las de rizoma y raiz.
Ademas, S. bifidus mostré la mejor actividad antioxidante (ICso hoja 19.32; ICso rizoma-raiz
12.98), aunque no difiere considerablemente S. palmatus (ICso hoja 44.43; 1Cso rizoma-raiz
13.11), por lo que ambas especies presentan buen poder reductor del radical DPPH®. La
actividad antioxidante esta relacionada directamente a las concentraciones de polifenoles,
flavonoides y taninos condensados, encontrados en la cuantificacion fitoquimica y observados

en el estudio histoquimico en estos 6rganos.

10



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

ABSTRACT

In Mexico there are a large number of plants of which there is, in general, little
knowledge of their structure and properties, which is an urgent need to attend. Ferns are an
example of this, specifically the Gleicheniaceae family, because it is represented by several
species whose anatomical description and phytochemical properties are not well determined,
or studies have not even been carried out. For this reason, in this study, two species of this
family, Sticherus bifidus (Willd.) Ching and S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel.,
were analyzed to provide a broad description of their characters anatomical, histochemical,
phytochemical and measuring its antioxidant activity; in order to know more about the

structure, composition and possible pharmacological application.

Anatomical and histochemical studies, cross sections of the different organs (root,
rhizome and leaf), the histochemical tests performed were: PAS/HIO,4 hydrochloric
fluoroglucin, oily red, lugol, and naphthol black blue. In the phytochemical study, two leaf and
rhizome-root samples were used, from which ethanolic extracts were obtained. Subsequently,
a preliminary phytochemical study was carried out to detect the presence of total polyphenols,
flavonoids and proanthocyanidins; finally, they were quantified, and their antioxidant activity

was measured in both species.

Anatomical and histochemical results showed that: 1) the two species present similar

anatomy in all their organs, with the exception of the petiole, in which a solonestela was

11
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present in S. bifidus, while in S. palmatus a haplostela was observed; 2) both species present
abundant supporting tissues (collenchyma and sclerenchyma) in all their organs; 3) the
conducting elements of Sticherus are scalariform tracheids; 4) in both species, there is the
presence of two endodermis and caspary bands in the second endodermis; in addition, of
cavities in the rachis and contents of red and yellow color in the barks of the root, rhizome and

petiole.

The results of the phytochemical analysis indicate in both species present total
polyphenols and flavonoids in the leaf, rhizome and root; it should be noted that,
proanthocyanidins were also found in the rhizome and root. Regarding the antioxidant activity
in both species, the leaf samples presented lower activity than thetan rhizome and root samples
(Clsp). In addition, S. bifidus showed the best antioxidant activity (Clsg hoja 19.32; Clsg
rizoma-raiz 12.98), although S. palmatus did not differ considerably (Clso hoja 44.43; Clsg
rizoma-raiz 13.11), so both species have good reducing power of the DPPH°® radical. The
antioxidant activity is directly related to the concentrations of polyphenols, flavonoids and
condensed tannins, found in the phytochemical quantification and observed in the

histochemical study in these organs.

12
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Introduccion

La mayoria de las veces se relaciona a las plantas con las flores y frutos e incluso con
grandes formas arboreas que forman los bosques de todo el mundo; sin embargo, muy pocas
veces pensamos en los grupos de plantas que invadieron y poblaron la tierra en tiempos
antiguos. Los helechos son de las primeras plantas vasculares que se diversificaron en forma y
tamafo desde hace varios millones de afios, cuya distribucion es amplia y se han adaptado a
una gran variedad de ambientes.

Los helechos pueden ser terrestres, trepadores, herbaceos, arborescentes, saxicolas,
epifitos o hemiepifitos, también hay especies palustres (asociada a cuerpos de agua),
enraizadas en el fondo o flotantes (Neira & Hernandez, 2018). De acuerdo con de la Sota
(1977), estas plantas se encuentran en casi toda la superficie del planeta (con excepcion de las
areas polares, los desiertos y las altas cumbres), en un intervalo altitudinal de 0 a 5000 metros
en las cadenas montafiosas tropicales; sin embargo, éstas se distribuyén principalmente en
regiones calido-humedas (Riba, 1998; Mufiz et al., 2007). Los helechos crecen tanto en
climas muy lluviosos como en regiones semidesérticas, en el interior de las comunidades
selvaticas 0 boscosas o en lugares abiertos y expuestos; en la hojarasca, en suelos arcillosos o
arenosos, en fisuras de rocas, etc. (De la Sota, 1977). Estas plantas prefieren los sitios
himedos y sombrios, por lo que se encuentran a orillas de los rios, los pantanos y areas
generalmente humedas; sin embargo, también toleran condiciones de ambientes secos, debido
a sus paredes protectoras de recubrimiento (Budowski, 1985; Raven et al., 1992). Gracias a

esto, los helechos presenten una amplia dispersion de esporas por el viento (Azana et al.,
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2008). En los bosques tropicales, los helechos son abundantes y, son de los grupos mas
grandes de las plantas sobre la tierra (Moran, 2009).

Los helechos, se caracterizan por presentar dos fases morfoldgicamente distinguibles
en su ciclo de vida: la fase gametofitica o sexual (n) y la fase esporofitica o asexual (2n). El
ciclo de vida de los helechos implica una alternancia de generaciones muy bien definida,
debido a que el esporofito y gametofito generalmente son plantas autotroficas (Hernandez &
Nelson, 2007).

El esporofito es la generacion dominante y mas desarrollada, es la fase que
habitualmente se observa en el campo Y, por tanto, la mas conocida. El esporofito produce y
libera las esporas que, al germinar, dan lugar al gametofito, que contiene los gametos
masculino y femenino. Los gametos se liberan y se unen eventualmente (fecundacién) para
desarrollar un esporofito, y asi reiniciar el ciclo de vida (Neira & Hernandez, 2018). Una
limitante en la reproduccion de los helechos es que la fecundacion generalmente se lleva a
cabo en presencia de agua. ElI gametofito cuyas dimensiones son milimétricas, con frecuencia
pasa desapercibido.

La planta gametofitica madura no guarda semejanza alguna con la generacion
esporofitica y, generalmente, esta muere poco después de la reproduccién y de que surjan las
primeras hojas del esporofito. EI gametofito estd formado por el prétalo que es una estructura
pequefia, en muchas ocasiones en forma de corazon, crece plana al ras del suelo y, por tanto,
carece de tejido vascular y posee rizoides que semejan a una raiz y lo fijan al suelo
(Hernandez & Nelson, 2007).

En el esporofito se pueden observar estructuras morfologicas como: el tallo, el cual

dependiendo del habito puede ser subterraneo (terrestre), aéreo (epifito) o reducido (acuético).

16
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A éste se encuentran unidas las raices y las hojas; algunos helechos no desarrollan raices, sino
una serie de pelos finos que le sirven para absorber nutrientes (Hernandez & Nelson, 2007).
Las hojas presentan dos regiones principales: el peciolo, el cual esta unido en su base al
rizoma y en su apice a la lamina, la otra region de la hoja, la cual puede ser simple (sin
divisiones) o compuesta por un gran numero de divisiones llamadas pinnas y un eje central
que es el raquis (Neira & Hernandez, 2018).

Finalmente, en el esporofito se encuentran las estructuras que contienen a los
esporangios, éstos pueden ser solitarios o agruparse formando estrobilos, soros o
esporocarpos, en los cuales se producen millones de esporas que son dispersadas por el viento
(Murillo, 1983). Los esporangios pueden estar dispuestos en forma lineal, circular o abarcar
toda la superficie abaxial de la lamina (Neira & Hernandez, 2018). El tejido vascular del
esporofito (xilema y floema) sirve para el transporte de agua y nutrientes, y permite al
esporofito alcanzar alturas espectaculares y hace posible la posesién de verdaderas raices,

tallos y hojas (Hernandez & Nelson, 2007).

Diversidad de helechos en México

México se encuentra entre los tres primeros lugares de los 12 paises megadiversos que
albergan alrededor del 70% de la biodiversidad del planeta (CONABIO, 2019), debido a que
se encuentra en la zona tropical en donde existe mayor diversidad de especies y, ademas,
presenta zonas de contacto entre dos regiones biogeograficas (Neartica y Neotropical) en
donde se mezclan faunas y floras con diferentes historias evolutivas. Aunado a otros factores,

la presencia ocedanica, corrientes marinas, vientos alisios y eminentes sistemas montafiosos, le

17
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confieren una amplia diversidad de ambientes, climas y suelos (CONABIO, 2019). Ademas,
en México se pueden encontrar casi todos los ecosistemas del planeta, desde desiertos en el
norte del pais, hasta nieves perpetuas localizadas en las montafias mas altas (CONABIO,
2019).

La heterogeneidad paisajistica, definida por la variedad de climas y la complejidad
historica, geologica y bioldgica, se refleja en la presencia de una importante diversidad
floristica que distingue a México (Sarukhan et al., 1996; SEMARNAT, 2009). Se calcula que
el numero de especies floristicas que presenta es de 22,969 de las cuales el 50% son
endémicas. Lo cual ubica a México como el tercer pais con mayor riqueza de plantas en
América Latina, después de Brasil, con aproximadamente 33,160 especies, y Colombia, con
23,100 especies (Villasefior, 2016; Ulloa et al., 2017).

De acuerdo con PPGI (2016), los helechos y licofitas tienen 1,034 especies que
corresponden al 8.6 % del total de plantas (11,900) en todo el mundo (Villasefior, 2016), por
tal motivo, es en un grupo importante de estudio para entender la ecologia e interrelaciones de

diversas especies dentro de los ecosistemas (Moran, 2009).

Importancia ecoldgica de los helechos

Los helechos, al igual que las licofitas y briofitas, tienen importancia como plantas
colonizadoras y formadoras de suelo, lo cual favore el establecimiento de otras especies
durante el proceso de sucesion vegetal. Al respecto, Equisetum L., Dicranopteris Bemh.,
Diplopterigium (Diels) Nakay y Gleichenia Sm. son ideales para evitar la erosion en los cortes

de camino o taludes. Otros géneros como Cyathea Sm., Cristella H. Lév., Dipteris Reinw. y
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Thelypteris Schmidel, son colonizadores potenciales en la sucesion vegetal (Jones, 1987).
Ademas, los helechos arborescentes son considerados indicadores bioldgicos de lugares poco
0 nada perturbados (Hernandez & Nelson, 2007).

De acuerdo con Escamez (1989), los helechos son importantes por varias razones: son
un grupo de plantas muy antiguo y, por tanto, de gran valor en estudios evolutivos y
filogenéticos. Por otro lado, entre sus especies se encuentra gran nimero de relictos (especies
relegadas en habitats muy puntuales y que en otro momento tuvieron una amplia distribucion),
gue dan testimonio de una vegetacion ancestral. Ademas, su presencia suele estar ligada a
ecosistemas muy particulares cuya fragilidad evidencia su necesidad de proteccion y
conservacion; asi mismo, un gran ndmero de especies sufren presiones ambientales que
amenazan su supervivencia. Finalmente, un gran nimero de especies presentan metabolitos
secundarios con actividades bioldgicas y antioxidantes.

Estas singularidades han interesado a numerosos y relevantes cientificos en todo el
mundo. Sin embargo, la situacion taxondémica actual de géneros y familias de este grupo de

plantas es compleja (Escamez, 1989).

Antecedentes

Los estudios morfolégicos y anatomicos son de suma importancia para conocer a
detalle las caracteristicas estructurales de las plantas. Por medio del anélisis morfol6gico se
conoce la estructura externa de la planta, la cual se refiere a los 6rganos que componen su

cuerpo: hojas, tallos y raices. Con la anatomia se reconoce la estructura interna de la planta, es
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decir, los tejidos que componen cada uno de sus 6rganos y se identifican contenidos celulares
(histoquimica) y metabolitos secundarios (fitoquimica).

La histoquimica permite el estudio de las sustancias organicas que se encuentran
presentes en las estructuras de las plantas (Neira & Hernandez, 2018). Esta se puede
complementar con un analisis fitoquimico, el cual permite determinar cualitativamente los
principales metabolitos secundarios presentes en una planta y, a partir de esto, orientar la
extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor
interés (Gudiel, 2009).

Los metabolitos secundarios son los compuestos resultantes del metabolismo de la
planta que no tienen una funcién reconocida en el mantenimiento de los procesos fisioldgicos
fundamentales de la misma. A estos compuestos se les atribuyen funciones como la
proteccion frente a depredadores y estados de estrés perjudiciales para el individuo (Robert et
al., 1991). Ho et al. (2010), mencionan una variedad de metabolitos secundarios en especies
de helechos que pertenecen principalmente al grupo de los terpenoides (triterpenoides,
diterpenoides, sesquiterpenoides), compuestos fendlicos (derivados del fenilpropanoide y

otros), flavonoides y alcaloides.

Antecedentes anatomicos e histoquimicos en helechos

En helechos, existen estudios anatdmicos enfocados en diversas partes de la planta. Por
ejemplo, White (1974), menciona la importancia de investigar la anatomia de los helechos
enfocada a los meristemos del vastago, tejido vascular y tipos de estela, asi como la ontogenia

de los estomas (Hernandez et al., 2006). Otros autores se enfocan en caracteres importantes
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para distinguir entre especies. Sen & Mittra (1966) y Zlotnik (1991) mencionan la presencia o
ausencia de nidos de esclereidas y meristelas rodeadas o no por una banda esclerosada en el
rizoma. Por otro lado, Pacheco & Moran (1999) y Pacheco et al. (2003) citan la presencia de
cavidades de mucilago en el rizoma de algunas especies de helechos. Hernandez et al. (2006)
se enfocan en caracteres presentes en el peciolo como: el numero, forma, arreglo y
configuracién del xilema de las meristelas y la presencia de la banda esclerosada alrededor de
éstos.

El estudio de la lamina en las especies puede proveer caracteres con relevancia
taxondmica, entre ellos esta: la forma y tamafio de las células epidérmicas; los tipos de
estomas, su posicion, tamafio y abundancia; la composicion del meséfilo y la presencia de
colénquima asociado a las meristelas (Riba, 1967; Velasco, 1971; Lin & De Vol, 1977, 1978;
Veldzquez-Montes, 1983; Moran, 1987; Saiki et al., 1988; Guantay & Hernandez, 1990;
Kramer, 1990; Zlotnik, 1991; Herrera, 1993; Aguilar-Pérez et al., 1994; Pérez Garcia et al.,
1995; Zavaro et al., 1995; Mendoza-Mocifio et al., 1998; Silva-Puente et al., 2001; Herndndez
et al., 2006).

Los estudios avanzados que abordan la anatomia comparada de especies de helechos
son escasos y se limitan a unas pocas especies. Por ejemplo, se ha descrito y analizado la
anatomia de especies de los géneros Dryopteris (Hernandez et al., 2006), Polybotrya (Moran,
1987), Polypodium (Tejero-Diez et al., 2010), Tectaria (Velazquez-Montes, 1983; Velazquez-
Morales, 2021) y Thelypteris (Zavaro et al., 1995), o bien se han realizado estudios de
especies pertenecientes a mas de dos géneros, por ejemplo el realizado entre las familias
Aspleniaceae y Athyriaceae (Umikalsom, 1992); o varios generos de la familias Cyatheaceae

(Lucansky, 1981) o Polypodiaceae (Zlotnik, 1991). Otros trabajos anatomicos sobre helechos
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facilitan y permiten la comparacion entre familias, géneros y especies, lo cual favorece una
clasificacion mas especifica de este grupo (Ogura, 1972; Lin & De Vol, 1977, 1978; Moran,
1987).

Hay muchas familias de helechos de las cuales se tiene poca informacion sobre su
anatomia, histoquimica y fitoquimica, la literatura citada es antigua y a pesar de los estudios
realizados aun existe controversia sobre su morfologia o anatomia. Ejemplo de ello es la
Familia Gleicheniaceae, de la cual aun existe polémica en cuanto a su morfologia foliar y la
anatomia de sus especies. Ranker & Shaw (2011) y Andersen & @llgaard (1996) utilizan una
terminologia que trata de ajustar la arquitectura foliar de las gleiquenaceas. Boodle (1901)
describe los caracteres anatdmicos de 18 especies predominando la presencia de protostelas y
raices tetrarcas en la mayoria de los ejemplares estudiados.

Por otro lado, Ogura (1972) cita que la familia se caracteriza por presentar protostelas
vitalizadas, ademas, confirma la presencia de solenostela en Gleichenella. Schneider &
Carlquist (1998b) aluden la presencia de vasos con placas de perforacion en las raices y
rizomas de Dicranopteris linearis; lo cual, difiere de lo descrito anteriormente por Boodle
(1901), para las gleiquenaceas. Un trabajo mas reciente es el realizado por Gonzales (2003)
sobre el género Sticherus, donde discute su historia taxondémica, morfologia, relaciones
intragenéricas y reconoce 53 especies y nueve hibridos, ademés de describir ocho nuevas
especies: S. albus J. Gonzales, S. chocoensis J. Gonzales, S. fuscus J. Gonzales, S.
hispaniolensis J. Gonzales, S. jacha J. Gonzales, S. nervatus J. Gonzales, S. ovatus J. Gonzales

y S. rufus J. Gonzales & A.R. Sm.
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Respecto de la informacion histoquimica en helechos es escasa. Jaime et al. (2007)
mencionan que las pruebas histoquimicas en hojas de Microgramma squamulosa (Kaulf.) De
la Sota, revelaron la presencia de taninos, lignina, grasas, mucilagos y almidon.

La familia Gleicheniaceae es muy compleja en cuanto a su morfologia y anatomia;
ademas de que no se cuenta con los suficientes estudios a nivel histoquimico que definan los
contenidos celulares presentes en estos helechos. Por otro lado, hay poca informacion sobre
las siete especies de gleichenaceas presentes en México. Por tanto, es relevante estudiar la
anatomia, histoquimica y fitoquimica de dos especies del genero Sticherus (S. bifidus (Willd.)

Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel.)

Antecedentes fitoquimicos en helechos

Estudios previos realizados por Zhou et al. (1998), indican que Thelypteris hispidula
(Decné) tiene terpenoides, mientras que las especies Adiantum capillus-veneris L.
(Pteridaceae), Athyrium filix-femina (L.) Roth (Athyriaceae), Blechnum spicant (L.) Roth
(Blechnaceae) y Dryopteris filix-mas (L.) Schott (Dryopteridaceae) presentan compuestos
aromaticos, policétidos, derivados de carotenoides y compuestos volatiles. Hypodematium
squamuloso-pilosum Ching contiene alcaloides, polifenoles simples y flavonoides (Tomsik,
2013). Asi mismo, en Pteris biaurita, L., Lygodium flexuosum (L.) Sw., Hemionitis arifolia
(Burm.f.) T. Moore, Actinopteris radiata (J. Koenig ex Sw.) Link y Adiantum latifolium Lam.
se han encontrado esteroides, taninos, saponinas, antroquinonas, aztcares y aminoacidos (De

Brito et al., 2012).
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Jaime et al. (2007), realizaron pruebas histoquimicas en hojas de Microgramma
squamulosa y confirmaron la existencia de compuestos fendlicos y flavonoides a partir de
extractos etandlicos y acuosos. Por otro lado, Gudiel (2009), realiz6 un tamizaje fitoquimico y
evalué la actividad antioxidante en el rizoma y hojas de Polypodium triseriale Sw.
(=Serpocaulon triseriale (Sw.) A. R. Sm.). El autor encontrd diferencias en el perfil quimico y
capacidad antioxidante entre hojas y rizoma.

Pastene et al. (2001) indicaron la presencia de flavonoides en Cheilanthes glauca
(Cav.) Mett.; mientras que Cabrera (2014) cita la presencia de proteinas, azlcares reductores,
alcaloides, compuestos fenolicos y flavonoides en tres especies del género Cheilanthes.

En la familia Gleicheniaceae se han realizado pocos estudios en el area fitoquimica,
entre ellos destaca el trabajo de Wallace et al. (1983), donde mencionan la presencia de los
flavonoles: quercetina y kaemperol en todas las especies de la familia. Dado que esta familia
ha sido poco estudiada fitoquimicamente, se consideré importante analizar la presencia de
metabolitos secundarios que presenten actividad antioxidante en las especies Sticherus bifidus

(Willd.) Ching. y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel.

Caracteristicas generales de la Familia Gleicheniaceae (Polypodiopsida)

Los miembros de la familia Gleicheniaceae son plantas terrestres con rizoma
largamente rastrero, peloso o escamoso; tienen hojas monomorfas, trepadoras y bifurcadas
pseudodicotdbmicamente, con una yema latente en la bifurcacion; su peciolo es continuo con el
tallo y presenta un haz vascular que aparece en forma de “C” en seccion transversal con

margenes incurvados (PPGI, 2016); la lamina tienen pinnas opuestas, 1-4-bifurcadas; puede
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tener soros dorsales de 2 a 20 esporangios sin indusios; los esporangios con anillo oblicuo
completo; el pediculo esporangial tiene numerosas hileras de células; finalmente, las esporas
pueden ser monoletes o triletes psiladas (Moran, 1995).

Estos helechos crecen tipicamente en habitats abiertos como orillas de caminos en los
tropicos y subtrépicos. La manera discontinua en que crece la hoja la adapta particularmente
bien para trepar por la vegetacion circundante (Moran, 1995).

De acuerdo con el criterio de clasificacién de Smith et al. (2006), el cual se basa en
datos morfologicos y moleculares, Gleicheniaceae constituye una familia pantropical
monofilética que a nivel mundial se compone por seis géneros y aproximadamente 157
especies. Los géneros son: Sticherus C. Presl (95 sp.), Gleichenia Sm. (15 sp.), Dicranopteris
Bernh. (20 sp.), Diplopteryngium (Diels) Nakai (25 sp.), Gleichenella Ching y Stromatopteris
Mett., ambas monotipicas (PPGI, 2016).

Sticherus es el género mas abundante de Gleicheniaceae, pero, los estudios
morfolégicos y anatdmicos que lo respaldan taxonémicamente son escasos. Entre los trabajos
relevantes esté el de Gonzales (2003), quien hizo una revision taxonémica de varias especies
de Sticherus del neotropico y propuso cambios nomenclaturales para algunas especies. Sin
embargo, el trabajo quedd con varios problemas taxdnomicos sin resolver debido a que es un
género bastante complicado en su morfologia y anatomia, ademas de ser el mas abundante en
especies.

Los analisis moleculares realizados por Schuettpelz & Pryer (2007) mostraron que
Sticherus esta cercanamente emparentado con Gleichenia y Stromatopteris. Asi mismo, existe

literatura que menciona el uso de algunas especies de Sticherus con fines medicinales, ya que
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presentan cualidades digestivas y afrodisiacas (Looser & Rodriguez, 2004 y Rodriguez et al.
2009).

Con base en la informacién se consideré relevante realizar un estudio amplio de las
especies Sticherus bifidus y S. palmatus, con el fin de conocer mas acerca de la estructura,

composicion y presencia de metabolitos secundarios que presentaran actividad antioxidante.

Género Sticherus C. Presl.

Las especies de Sticherus presentan rizomas simples o ramificados, largamente
rastreros, escamosos, glabrescentes, pardos (en varias tonalidades que van de rojizos a
oscuros), protostélicos; las escamas del rizoma son lanceoladas, peltadas, con un margen
ciliado y pardas. Las hojas presentan crecimiento indeterminado y pueden medir varios metros
de largo, ademas de ser erectas 0 escandentes; los peciolos tienen forma cilindrica con
escamas en la base, lustrosos y lisos; el raquis y ramas accesorias estan ausentes; pueden
presentar yemas proliferas o no las cuales estan cubiertas por escamas y con 2 pseudoestipulas
en su base; las pinnas se encuentran bifurcadas; las tltimas ramas son largamente lanceoladas;
los segmentos pueden ser lineares a lanceolados, con o sin escamas sobre la vena media en la
superficie abaxial, por lo general glabros adaxialmente; sus venillas estan una vez bifurcadas y
son catddromas. Sus soros pueden ser inframedios, medios o supramedios, redondeados y con
un receptaculo ligeramente prominente, sin parafisos. Los esporangios se encuentran
agrupados de 3 a 5 (6) en cada soro, son globosos o piriformes, sésiles, con anillo oblicuo y
sin parafisos ni escamas; las esporas son monoletes, reniformes con perisporio ligeramente

rugulado y diminutamente foraminado (Velazquez-Montes, 2012).
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Las especies de Sticherus se ubican, por lo general, en tropicos 0 regiones
pantropicales y australes. En los paises, principalmente de América central, viven 40 especies
(Velazquez-Montes, 2012). En México se encuentran 4 géneros con siete especies en total:
Dicranopteris (1 sp.), Diplopterygium (1 sp.), Gleichenella (1 sp.) y Sticherus (4 sp.) (Mickel
& Smith, 2004). Sticherus bifidus y S. palmatus, se distribuyen en los estados de Chiapas,
Guerrero, Hidalgo, Oaxaca, Puebla y Veracruz. Sin embargo, S. bifidus, también se localiza en
Jalisco, Estado de México y Tabasco (Velazquez-Montes, 2012).

Las especies de este género se pueden encontrar en altitudes desde 900 a 2800 m en
bosques meséfilos de montafia, bosques Quercus-Pinus, bosques de coniferas (Abies-Pinus) y
bosques tropicales caducifolios. Asi mismo, estas crecen en vegetacion riparia y sobre suelos
arcillosos ricos en humus y, generalmente, se les encuentra en sitios expuestos o sombreados y
himedos, cerca de cafiadas a orillas de arroyos, taludes y en cortes de caminos (Velazquez-
Montes, 2012).

De acuerdo con Velazquez-Montes (2012), en el estado de Guerrero, S. bifidus es fértil
durante todo el afio, mientras que S. palmatus, se encuentra fértil en los meses de junio a

agosto. En el estado de Puebla ambas especies son fértiles durante los meses de abril a julio.

27



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

Literatura citada

AGUILAR-PEREZ C., PACHECO L. & ZELAYA-MOLINA L. 1994. Estudio anatomico de Diplazium
plantaginifolium (L.) Urban, D. ternatum y D. striatum (L.) Presl. In VII Congreso
Latinoamericano de Botanica. Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina. 903 pp.

ANDERSEN E.O. & OLLGAARD B. 1996. Una nota sobre algunos términos morfoldgicos de la hoja en
las Gleicheniaceae. Diario del helecho americano. 86(2):52-57.

ASANZA M., INCA J. & NEILL D. 2008. Plantas Utiles del Nororiente Ecuatoriano en el Area de
Influencia de Petroecuador: Kichwa, Secoya, Siona, Shuar, Waorani. PETROECUADOR,
Corporacion Boténica Ecuadendron, Missouri Botanical Garden, Escuela de Biologia de la
Universidad Central del Ecuador, Quito.

BoobLE L.A. 1901. Comparative Anatomy of the Hymenophyllaceae, Schizaeaceae and
Gleicheniaceae. On the Anatomy of the Gleicheniaceael. Annals of Botany, 15(58):359-421.

BubowskIl G. 1985. La conservacién como instrumento para el desarrollo. Editorial Universidad
Estatal a Distancia. San José, Costa Rica. 408 pp.

CABRERA M.J.L. 2014. Determinacién de metabolitos secundarios en tres Pteridofitos, plantas de
interés medicinal. Tesis para obtener el Titulo de Bi6logo. Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Facultad de Ciencias Bioldgicas. Lima, Peru. 47 pp.

COMISION NACIONAL PARA EL CONOCIMIENTO Y USO DE LA BIODIVERSIDAD “CONABIO”. 2019.

Meéxico, pais de las maravillas. https://www.gob.mx/conabio.

DE BRITTO A.J., GRACELIN D.H.S. & KUMAR P.B.J.R. 2012. Phytochemical studies on five medicinal
ferns collected from Southern Western Ghats, Tamilnadu. Asian Pacific of Tropical Biomedicine

2(2):536-538.

28


https://www.gob.mx/conabio

Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

DE LA SOTA E.R. 1977. Flora de la provincia de Jujuy. Parte 1I. Pteridophyta. Coleccion Cientifica del
INTA. Tomo XIII: 275 pp.

ESCAMEZ P.A.M. 1989. Los helechos: elementos esenciales en la conservacion de la flora. Revista
Centro Asociado de la UNED de Melilla. 13:79-118.

GONZALES R.M.J. 2003. Una revision Taxonomica del Género Sticherus (Gleicheniaceae—
Pteridophyta) en los Neotrdpicos. Tesis para Doctorado de las Facultades de Matematicas y
Ciencias Naturales en la Universidad Georg-August, Goettingen. 182 pp.

GUANTAY M.E. & HERNANDEZ M. 1990. Estudio morfoanatomico de las especies del género
Elaphoglossum Schott de Tucuman. Lilloa, 38:73-84.

GUDIEL C.L.A. 2009. Evaluacion fitoquimica y actividad antioxidante de Polypodium triseriale Sw.
(calahuala). Tesis para Titulo de Quimica Farmacéutica. Guatemala. 86 pp.

HERNANDEZ C.R.K. & NELSON S.C.H. 2007. Etnobotanica de los Helechos de Honduras. Ceiba, 48(1-
2):1-10.

HERNANDEZ V., TERRAZAS T. & ANGELES G. 2006. Anatomia de seis especies de Dryopteris en
México. Revista de Biologia Tropical, 54:1157-1169.

HERRERA M.C.M. 1993. Anatomia de dos especies de Cheilanthes Swartz. Tesis de Maestria, Colegio
de Postgraduados, Montecillo, México. 107 pp.

Ho R., TEAI T., BIANCHINI J.P., LAFONT R. & RAHARIVELOMANANA P. 2010. Capitulo 23: Helechos:
de usos tradicionales al desarrollo farmacéuticos e identificacion quimica de principios activos.

JAIME S.G., BARBOZA G. & VATTUONE M.A. 2007. Sobre los caracteres foliares diagnosticos de
Microgramma squamulosa (Kaulf.). Boletin Latinoamericano de Plantas Médicas Aromaticas del
Caribe, 6(5):195-196.

JONES D.L. 1987. Introduction to ferns. Their structure, biology, importance, cultivation and
propagation. Encyclopaedia of Ferns. An Etnobiology Lothian Publishing Company PTY LTD.

Melbourne, Sydney, Auckland. 5:2005-2007. 348 pp.

29



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

KRAMER K.U. 1990. Gleicheniaceae. In: K.U. Kramer & P.S. Green (volume editors). Pteridophytes
and Gymnosperms. In: K. Kubitzki (Ed. Gral.). The Families and Genera of Vascular Plants.
Springer-Verlag, Berlin.1:145-152.

LINB.L. & DEVoL C.D. 1977. The use of stipe characters in fern taxonomy |. Taiwania 22:91-99.

LINB.L. & DEVoOL C.D. 1978. The use of stipe characters in fern taxonomy Il. Taiwania 23:77-95.

LUCANSKY T.W. 1981. Cadena de Helechos de Florida. Diario del Helecho Americano 71:101-108.

MENDOZA-MOCINO S., PACHECO L., ZELAYA-MOLINA L., & AGUILAR-PEREZ C. 1998. Anatomia de
varias especies del género Diplazium Swartz. In VII Congreso Latinoamericano de Botanica. XIV
Congreso Mexicano de Botanica, Diversidad y Conservacién de los Recursos Vegetales en
Latinoamérica. México, DF, México. 4 pp.

MICKEL J.T. & SMITH A.R. 2004. Los pteridofitos de México. Memorias del Jardin Botanico de Nueva
York 88: 1-1054.

MoRrAN R.C. 1987. Monograph of the neotropical fern genus Polybotrya (Dryopteridaceae). Ill.
Ilinois Natural History Survey Bulletin, 34:1-138.

MoORAN R.C. 1995. Gleicheniaceae. En: Moran R.C. & Riba, R. (eds. del volumen) Flora
Mesoamericana 1. Psilotaceae a Salviniaceae. Instituto de Biologia. UNAM, México. Missouri
Botanical Garden.Museo de Historia Natural (London). 470 pp.

MORAN R. C. 2009. Géneros Neotropicales de Helechos Licofitos: Una guia para Estudiantes.
Organizacion para Estudios Tropicales. San José, Costa Rica. 406 pp.

MuRIz D. DE L. M. E., MENDOZA R. A. & PEREZ G. B. 2007. Usos de los helechos y plantas afines.
Etnobiologia, 5:117-125.

MURILLO M. T. 1983. Usos de los helechos en Suramérica con especial referencia a Colombia.
Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Bogota, Colombia, D.E.

NEIRA D.A. & HERNANDEZ M.A. 2018. Nociones generales de helechos. Universo Tacumo. 18: s/p.

30



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

OGURA, Y. 1972. Comparative anatomy of vegetative organs of the pteridophytes. 2™. Ed. Gebriider
Borntraeger. Berlin, Germany. 502 pp.

PACHECO L. & MORAN R.C. 1999. Monograph of the neotropical species of Callipteris with
anastomosing veins (Woodsiaceae). Brittonia, 51:343-388.

PACHECO L., MENDOzZA-MoOCINO S., SILVA-PUENTE D. & GRANADOS B. 2003. Estructuras
mucilaginosas en helechos y plantas afines con énfasis en el género Diplazium (Woodsiaceae).
ContactoS, 48:56-60.

PASTENE E.R., WILKOMIRSKY T., BOCAEZ G., HAVEL J., PERIC |, VEGA M., GONZALEZ M. &
ALDERETE J. 2001. Uso de espectroscopia de rmn y maldi-tof ms en la elucidacién estructural de
flavonoides antioxidantes provenientes de la planta medicinal chilena Cheilanthes glauca (Cav.)
Mett. Boletin de la Sociedad Chilena de Quimica, 46 (4):449-457.

PEREZ GARCIA M., PEREZ GARCIA B. & RIBA R. 1995. Anatomia foliar de especies mexicanas de
Pleopeltis (Filicales: Polypodiaceae). In XIlI Congreso Mexicano de Botanica, Diversidad vegetal
de México. Cuernavaca, Morelos, México. 7 pp.

PTERIDOPHYTE PHYLOGENY GROUP | (PPGI). 2016. A community-derived classification for extant
lycophytes and ferns. Journal Systematics and Evolution, 54 (6):563-603.

RANKER T.A. & SHAwW S.W. 2011. New and Improved Leaf Terminology for Gleicheniaceae.
American Fern Journal, 101(2):117-124.

RAVEN P.H., EVERT R.F. & EICHORN S.E. 1992. Biologia de las plantas. Editorial Reverté. Espafia.

RENzAGLIA K.S., DUFF R.J., NICKRENT D.L. & GARBARY D.J. 2000. Vegetative and reproductive
innovations of early land plants; implications for a unified phylogeny. Philosophical Transactions of
the Royal Society Botanica, 355:769-793.

RiBA R. 1967. Monographic review of the complex Alsophila swartziana Martius (Cyatheaceae).
Anales Instituto de Biologia. Universidad Nacional Auténoma de México. 38. Serie Boténica, 1:61-

100.

31



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

RIBA R. 1998. Pteridofitas mexicanas: distribucion y endemismo. En: Ramamoorthy T. P., Bye, R.,
Lot, A. & Fa, J. (eds). Diversidad bioldgica de México: origenes y distribucion. Instituto de
Biologia, UNAM, México; D.F. 369-384 pp.

ROBERT M.L., REYES J. & LoYyoLA V.M. 1991. Biosintesis y bioconservacion de metabolitos
secundarios por células cultivadas in vitro. Cultivo de tejidos en la agricultura. CIAT. Cali. 211-238
Pp.

SAIKI Y., MATSUMOTO M. & MITSUDA Y. 1988. Vascular patterns in the petiole of Aspleniaceae.
Proceeding of the ISSP: 273-278 pp.

SARUKHAN J., SOBERON J. & LARSON-GUERRA J. 1996. Biological Conservations in a High
Betadiversity Country. En Castri F. Di. & Younés T. (Eds.), Biodiversity Science and
Development: Towards a New Partnership. Paris, France: CAB International-lUBS. 246-263 pp.

SCHNEIDER E.L. & CARLQUIST S. 1998b. SEM studies on vessels in ferns 9. Dicranopteris
(Gleicheniaceae) and vessel patterns in leptosporangiate ferns. American Journal Botany, 85:1028-
1032.

SCHUETTPELZ E. & PRYER K.M. 2007. Fern phylogeny inferred from 400 leptosporangiate species and
three plastid genes. Taxon, 56(4):1037-1050.

SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE Y RECURSOS NATURALES (SEMARNAT). 2009. Biodiversidad.
Retrieved from information enviromental /Documents /pdf/cap_4_biodiversidad.

SEN U. & MITTRA D. 1966. The anatomy of Cystodium. American Fern Journal, 56:97-101.

SILVA-PUENTE, D., PACHECO L. & MENDOZA S. 2001. Morfologia y anatomia foliar de los géneros
Diplazium y Callipteris (Woodsiaceae), CD-ROM. In XV Congreso Mexicano de Botanica.
Querétaro, México.

SMITH A.R., PRYER K.M., SCHUETTPELZ E., KORALL P., SCHNEIDER H. & WOLF P.G. 2006. A

classification for extant ferns. Taxon, 55(3):705-731.

32



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

TEJERO-DIEZ J.D., AGUILAR-RODRIGUEZ S., TERRAZAS T. & PACHECO L. 2010. Arquitectura y
anatomia foliar comparada del complejo Polypodium plesiosorum sensu Moran (Polypodiaceae).
Revista de Biologia Tropical, 58 (3):955-976.

ToMSIK P. 2013. Helechos y licopodios: un tesoro potencial de agentes anticancerigenos, pero también
un peligro cancerigeno. Investigacion en Fitoterapia, 28 (6):798-810.

ULLOA U.E., ACEVEDO R.P., BECK S., BELGRANO M. J., & JBRGENSEN P. M. 2017. An integrates
assessment of the vascular plant species of the Americas. Science, 358:614-1617.

UMIKALSOM Y. 1992. Anatomical studies of the Malaysian Aspleniaceae and Athyriaceae. Botanical
Journal of the Linnean Society, 110:111-1109.

VELASCO R.C. 1971. Estudio anatbmico comparativo de dos especies del género Marattia (Marattiales,
Pteridophyta). Tesis profesional, Universidad Nacional Auténoma de México, México, DF, México.
63 pp.

VELAZQUEZ-MONTES E. 1983. Anatomia comparada de dos especies del género Tectaria Cav.
(Filicales, Pteridophyta). Tesis de Licenciatura, Universidad Nacional Auténoma de Meéxico,
México, DF, México. 62 pp.

VELAZQUEZ-MONTES. E. 2012. Gleicheniaceae (Pteridophyta). México. Flora de Guerrero, 53.

VELAZQUEZ-MORALES E. 2021. Filogenia y taxonomia de las especies mexicanas del género Tectaria
(Tectariaceae-Polypodiopsida) basada en caracteres morfoldgicos. Tesis de Maestria en Biologia,
Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa. 213 pp.

VILLASENOR J.L. 2016. Lista de las plantas vasculares nativas de México. Revista Mexicana de
Biodiversidad, 87(3):559- 902.

WHITE R.A. 1974. Comparative anatomical studies of the ferns. The Annals of the Missouri Botanical
Garden, 61:379-387.

WALLACE J.W., POZNER R.S. & GOMEZ L.D. 1983. A phytochemical approach to the Gleicheniaceae.

American Journal Botanical, 70:207-211.

33



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

ZAVARO P.C.A., SANCHEZ C. & BOzAN J. 1995. Anatomia de las especies cubanas del género
Thelypteris Schmidel, subgénero Cyclosorus Morton. Fontqueria, 42:195-198.

ZHou T.S., YE W.C., WANG Z.T., CHE C.T., ZHoU R.H. & Xu G.J.,, Xu, L.S. 1998. R-carboline
alkaloids from Hypodematium squamuloso-pilosum. Phytochem, 49(6):1807-1809.

ZLOTNIK E.A. 1991. Anatomia de Polypodiaceae s. str. Tesis de Maestria, Universidad Nacional

Auténoma de México, México, DF, México. 103-109 pp.

34



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

Justificacion

El escaso conocimiento en la morfologia, anatomia y fitoquimica de las especies
vegetales que viven en algunas regiones de México, es una necesidad urgente por atender.
Varios de los trabajos realizados en helechos estan incompletos, en el sentido de que falta
realizar estudios a fondo en anatomia, histoquimica, fitoquimica y posible aplicacion

farmacoldgica.

Dado el problema para el reconocimiento de las especies de la familia Gleicheniaceae,
en especial del género Sticherus que tiene importancia bioldgica y ecoldgica, se considera
relevante su estudio anatomico. Asi mismo, es importante incorporar estudios histoquimicos y
fitoquimicos, que ayuden a detectar la presencia de contenidos celulares y metabolitos
secundarios en los diferentes 6rganos de las plantas y cuantificar aquellos asociados a la

actividad antioxidante.

Estos estudios permitirdn actualizar y complementar la informacion que ya se tiene
sobre la estructura y composicion de las especies que forman la familia Gleicheniaceae y, con

ello, darles un mejor uso y aplicacion.
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Hipotesis

El género Sticherus es complejo en cuanto a su morfologia y anatomia, por lo que la
descripcion de la anatomia de las especies Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W.
Schaffn. ex E. Fourn.) Copel., proporcionard informacion valiosa para definir mas

acertadamente la taxonomia de este género.

Por otro lado, si las especies S. bifidus y S. palmatus presentan metabolitos secundarios
con actividad antioxidante, los estudios histoquimicos y espectrofotométricos demostraran que
contienen dichos metabolitos y permitirdn conocer la especie y el 6rgano que los producen en

mayor cantidad.
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Objetivos

Objetivo general

Analizar los aspectos anatomicos, histoquimicos y propiedades antioxidantes de

Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel.

Obijetivos especificos

=

Estudiar la anatomia comparada de Sticherus bifidus y S. palmatus, para poder definir

de manera més acertada su taxonomia.

2. Analizar histoquimicamente las hojas fértiles y estériles y determinar la presencia de
metabolitos secundarios.

3. Realizar un estudio fitoquimico preliminar y cuantificar algunos de los metabolitos de

naturaleza polifendlica y flavonoide, presentes.

4. Evaluar la actividad antioxidante in vitro de S. bifidus y S. palmatu.
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CAPITULO I. Anatomia e Histoquimica de Sticherus bifidus (Willd.) Ching

y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel.

Introduccion

La taxonomia de Gleicheniaceae ha sido muy controvertida, particularmente en lo que
se refiere a la circunscripcion de los géneros, subgéneros o subfamilias. Actualmente, la
familia cuenta con seis géneros: Sticherus C. Presl, Gleichenia Sm., Dicranopteris Bernh.,
Diplopteryngium (Diels) Nakai, Gleichenella Ching, y Stromatopteris Mett. (PPGI, 2016).

Los estudios anatomicos para la familia Gleicheniaceae son escasos, uno de los
trabajos mas amplios es el de Boodle (1901), quién intento relacionar a esta familia con las
Hymenophyllaceae y Schizaeaceae; ademas, propuso a Lygodium (Schizaeaceae) como el tipo
mas primitivo dentro de estas tres familias. Sin embargo, es literatura muy antigua y la
clasificacion taxondmica de esta familia es diferente en la actualidad.

Boodle (1901) analiz6 el rizoma y peciolo de varias especies de Gleicheniaceae: Pteris
platyzomopsis Christenh. & H. Schneid (= Platyzoma microphyllum R.Br.); Stromatopteris
moniliformis Mett. (= Gleichenia moniliformis (Mett.) T. Moore); Gleichenia polypodioides
(L.) Sm. (= Calymella polypodioides (L.) Ching, G. argentea Kaulf, G. glauca Sw., Mertensia
coeruleoglauca Poir., Onoclea polypodioides L.); G. circinata Sw.; G. boryi Kunze (=
Rouxopteris boryi (Kunze) Hong M. Liu); G. dicarpa R. Br.; Diplopterygium longissimum
(Blume) Nakai (= G. longissima Blume); Sticherus flabellatus (R. Br.) San Juan (=G.
flabellata R. Br.); S. cunninghamii (Hook.) Ching (= G. cunninghamii Gancho); S.

squamulosus (Desv.) Nakai var. squamulosus (= G. pedalis (Kaulf.) Spreng.); Gleichenia
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cryptocarpa Hook (= Sticherus cryptocarpus (Hook.) Ching var. looserianus Kunkel); S.
revolutus (Kunth) Ching (= G. revoluta Kunth); S. simplex (Desv.) Ching (= Gleichenia
simplex (Desv.) Hook.); S. bifidus (Willd.) Ching (= Gleichenia pubescens (Humb. & Bonpl.
ex Willd.) Kunth); S. flagellaris (Willd.) Ching (= G. flagellaris (Willd.) Spreng.); S. vestitus
(Blume) Ching (= G. vestita Blume); Gleichenella pectinata (Willd.) Ching (= Gleichenia
pectinata (Willd.) C. Presl, Mertensia pectinata Willd., Dicranopteris pectinata (Willd.)
Underw., M. brasiliana Desv., M. glaucescens Humb. & Bonpl. ex Willd., M. emarginata
Raddi, G. dichotoma. EIl autor menciona la presencia de dos estructuras estelares en el tallo:
protostela, presente en casi todas las especies de la familia y solenostela, encontrada
unicamente en la especie Gleichenia pectinata (= Gleichenella pectinata (Willd.) Ching). La
mayoria de las especies presentaron Xilema mesarco con distintos grupos de protoxilema en
espiral y traqueidas abundantemente esclerificadas; asi mismo, el peciolo presenté un haz
redondeado y arqueado, rodeado por un periciclo esclerificado.

Ademas, Boodle (1901) encontrdé que todas las especies estudiadas tienen una sola
traza foliar que ingresa al peciolo y, generalmente, se divide en tres. El xilema del peciolo
suele tener la forma de un arco con extremos curvados y se encuentra una isla nodal en el
xilema de la estela, ésta contiene floema y esclerénquima el cual esta rodeado por una
endodermis. Solo en G. pectinata encontré dos islas nodales, pero algunos de sus elementos
constitutivos pueden continuar hasta el siguiente nodo. Las raices son en su mayoria tetrarcas,
mientras que las raicillas pueden ser triarcas.

Ogura (1972) caracterizo a Gleicheniaceae por presentar protostelas vitalizadas, es
decir, que las paredes celulares del xilema estan débilmente lignificadas y dan la apariencia de

ser una médula.

39



Estudio anatémico, histoquimico y fitoquimico de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel

Otro estudio es el realizado por Schneider & Carlquist (1998b) donde mencionan que
las raices y rizomas de Dicranopteris linearis presentan vasos con numerosas placas
perforadas y que aparentemente carecen de traqueidas. Ademas, observaron que los vasos
presentes en las raices tienen placas perforadas méas desarrolladas que los tallos. Este patron
también fue visto en otros helechos como Phlebodium y Polystichum (Schneider & Carlquist,
1997). Debido a este hallazgo, los autores sugieren que la presencia de vasos puede ser un
indicador de que la posicidn filogenética de esta familia es poco confiable.

Con base en lo anterior, se consideré importante actualizar la informacion y describir
detalladamente los caracteres anatomicos e histoquimicos de cada uno de los 6rganos de las
especies Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel., con

la finalidad de contribuir a la taxonomia del género.
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Materiales y Métodos

Area de estudio. El material biolégico se recolectd en el Municipio de
Tlatlahuiquitepec, Puebla, el cual que cuenta con una superficie de 294.15 Km? y se localiza
en la parte noreste, entre las coordenadas (19° 36' 24" y 20° 03' 18" N y 97° 14' 42" y 97° 28'
06" O). En el municipio confluyen tres regiones morfologicas: el extremo noreste se ubica en
la porcion sur oriental del declive del Golfo; la parte central de la Sierra Norte y el declive
austral de la Sierra de Puebla. El clima caracteristico es semifrio subhiimedo con lluvias en

verano (INAFED, 2021).
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Figura 1. Ubicacion del municipio de Tlatlauquitepec, Sierra Norte de Puebla. (Mapa tomado y modificado

de Borja-Baeza & Alcantara-Ayala, 2010).
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Recoleccion de material. EI material bioldgico se recolecto en un bosque mesofilo de
montafia, sobre cortes de camino expuestos, con suelos arcillosos con abundante humus,
ubicados sobre la carretera hacia la presa la Soledad, a una altitud de entre 700-1200 m. El
muestreo se realizé durante los meses de abril y julio de 2021, tratando de abarcar la fenologia
de las especies en estudio (anexos). Se seleccionaron de 10-15 individuos por especie de los
cuales se eligieron 5 individuos por especie y se separaron en: raiz, rizoma y hoja; se fijaron
en alcohol al 70% para su analisis anatémico e histoquimico.

Un individuo por especie se recolectd de acuerdo con Lorea y Riba (1990), como
ejemplares de referencia, estos se identificaron a nivel de género y especie de acuerdo con
Veldzquez-Montes (2012); una vez etiquetados se montaron e incorporaron al Herbario

Metropolitano UAMIZ.

Estudio anatémico. Se realizaron cortes histologicos de los cinco individuos por especie
fijados en etanol al 70%, para esto se tomaron segmentos de planta localizados en la parte media
de los diferentes dérganos, evitando tomar tejido muy viejo y dafiado y/o tejido joven y poco
desarrollado. Se analizaron solo las raices primarias, los segmentos localizados entre las
bifurcaciones del rizomay la hoja se dividio en tres partes: peciolo, raquis y segmento foliar.

Posteriormente, se realizaron cortes transversales de los diferentes 6rganos con
microtomo de mano (100 um de grosor). Una vez obtenidos los cortes, se deshidrataron en
concentraciones graduales de alcohol etilico (50, 60, 70, 80, 95, 100 %) y xilol; se tifieron con
safranina-verde rapido y montaron en resina sintética (Sass, 1961).

Dado que el rizoma y el peciolo de la hoja son 6rganos duros, éstos se colocaron en

GAA (Glicerina-Etanol-Agua 1:1:1) por 2 meses y posteriormente en agua caliente a 40°C por
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30 min, para ablandar el material. Después, se realizaron cortes transversales y se siguio el
mismo procedimiento para el resto de los 6rganos.

Para observar los elementos conductores se realizaron cortes longitudinales a mano
alzada del peciolo. Una vez obtenidos los cortes, se deshidrataron en concentraciones graduales
de alcohol etilico (50, 60, 70, 80, 95, 100 %) y xilol; se tifieron con azul de toluidina y montaron
en resina sintética (Sass, 1961).

Todas las preparaciones fijas de los cortes, transversales y longitudinales, se
observaron en un microscopio éptico Axiostar plus, Carl Zeiss y se tomaron fotografias de los
diferentes tejidos que componen los érganos de las especies analizadas, con una camara Canon
EOS Rebel T6. La descripcion de los tejidos se hizo de acuerdo con Evert (2006).

Para observar los complejos estomaticos se tomaron segmentos foliares de ambas
especies del material fijado en etanol al 70 %, y se diafanizaron de acuerdo con el protocolo
propuesto por Johansen (1940). Los segmentos foliares se sumergieron en una solucion al 6 %
de hipoclorito de sodio, hasta alcanzar su completa decoloraciéon (10-15 h). Los segmentos
foliares que no se decoloraron completamente se colocaron en una solucion de KOH al 6% hasta
que se clarificaron por completo (12-24 h). Posteriormente, las muestras se enjuagaron con agua
destilada y se tifieron con safranina alcoholica. Finalmente, los segmentos foliares se montaron
con resina sintética para su posterior observacion. La descripcion de los complejos estométicos

esta de acuerdo con Van Cotthem (1970 a, b; 1973).

Estudio Histoquimico. Del material fijado en etanol al 70% se hicieron cortes

transversales de raiz, rizoma y hoja (peciolo, raquis y ultimo segmento foliar) con un micrétomo
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de mano (100 um de grosor) y se tifieron con diferentes colorantes y reactivos para detectar
contenidos celulares.

Las pruebas histoquimicas que se realizaron para localizar polisacaridos insolubles
(PAS/HIQ,), lignina (fluoroglucina clorhidrica), lipidos (rojo oleoso), almidon (lugol) y
proteinas (azul negro de Naftol). Los detalles de estas pruebas se pueden apreciar en los
anexos (Krishnamurthy, 1988; Ruzin, 1999; Lopez-Curto et al., 2005). Los cortes de los
diferentes tejidos de los drganos analizados en ambas especies, se observaron en un
microscopio éptico Axiostar plus, Carl Zeiss y se tomaron fotografias con una camara Canon

EOS Rebel T6.
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Resultados

La descripcion anatomica de todos los érganos se presenta en orden a partir de la raiz

hasta el segmento foliar.

Raiz: En ambas especies la raiz es tetrarca (figura 2 y fugura 3 A-C); sin embargo, en
S. bifidus, puede variar de diarca a tetrarca (figura 3 A-C). Asi mismo, ambas especies
presentan de 2-3 hileras de células de floema muy pequefias e isodiamétricas, 1-2 hileras de
células del periciclo y una endodermis con 1-2 hileras de células alargadas y engrosadas en las

paredes radiales que rodearon por completo al haz vascular (figura 3 C).

Las especies se diferencian por el nimero de células de protoxilema en cada polo que
para S. bifidus es de 2-4 y para S. palmatus es de 2-3; el nimero de células de metaxilema son

de 5-6 y 2-3, respectivamente.

El cortex en S. bifidus presenta de 1-2 hileras de células engrosadas de colénquima con
contenidos color amarillos y fibras de esclerénquima; mientras que en S. palmatus el cortex
estd constituido por 2-3 hileras de colénquima seguidas por 1-2 hileras de células
parenquimatosas de paredes delgadas, ambos tejidos presentaron contenidos celulares de color
amarillo (figura 3D). Finalmente, se observé una rizodermis engrosada en ambas especies

(Figura 3 C-D).
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Las pruebas histoquimicas realizadas en todos los érganos dieron positivo para ambas

especies, excepto la de almidones. Los resultados se muestran en los anexos.

Figura 2. Corte transversal de raiz. A. Sticherus bifidus, tincidn safranina-verde rapido; B. S. palmatus, tincion
con lugol. Abreviaturas: cq=colénquima; en=endodermis; f=fibras; fl=floema; mx=metaxilema; px=protoxilema;

rd=rizodermis.

En cuanto a los contenidos celulares, en ambas especies se observaron polisacaridos
insolubles en la endodermis y en los elementos conductores, como se puede apreciar en
Sticherus bifidus (figura 3 A). Asi mismo, se observd la presencia de proteinas por la
coloracion azulacea obtenida en los elementos del xilema (figura 3 B). Las sustancias lipidicas
en las células de la endodermis, periciclo y parte del floema se observaron en color rojo
(figura 3 C). También en colo rojo se tifieron las fibras del esclerénquima que indican la
presencia de lignina. En ninguna de las dos especies se aprecid la presencia de granulos de
almidon de color purpura en el cortex; sin embargo, si se visualizaron contenidos de color

amarillo (Figuras 3 D).
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Figura 3. Pruebas histoquimicas en raiz de Sticherus. S. bifidus (A-C); S. palmatus: (D). A. Polisacaridos
insolubles (PAS) (flechas); B. Azul negro de naftol, se indica con la flecha la presencia de proteinas; C. Rojo
oleoso, presencia de lipidos en la endodermis, periciclo y floema (flechas); D. Lugol, no se observan granulos de

almidaén, pero si ven contenidos color amarillo en células del cdrtex (flechas).

Rizoma: Las dos especies presentaron una estructura similar. En ambas especies se

aprecio protostela de tipo haplostélico (figuras 4 A-By 5 A, E).

Del centro a la periferia, el tejido vascular esta circunscrito dentro de una endodermis y
formando un nucleo solido. En el xilema, las traqueidas se encontraron mezcladas con células
de parénquima pequefias y de paredes delgadas y de 2-3 hileras de células de floema pequefias
e isodiamétricas. En seguida, se ubican de 1-2 hileras de células de periciclo y una hilera de
células pequefias que presentaron color oscuro que, por su ubicacion se considero una segunda

endodermis, la cual present6 bandas de caspary. Nuevamente, se presentan de 4-5 hileras de
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células de periciclo, y la primera endodermis con células isodiamétricas engrosadas en las
paredes radiales. Cabe mencionar que la primera endodermis es la que esta ubicada como
capa de células al interior del cortex y la segunda endodermis es la que queda cercana al tejido

vascular y presenta células color pardo oscuro y bandas de caspary.

En S. bifidus, del centro a la periferia del rizoma, el cortex presentd de 8-10 hileras de
células de colénquima con engrosamientos angulares y 18-20 hileras de células
parenquimatosas isodiamétricas (figura 5 C). Por otro lado, S. palmatus presentd el mismo
patrén que S. bifidus (figura 4 A-B) pero, difiere en el nimero de hileras celulares de estos
tejidos, presentando 4-6 hileras de colénquima y 12-14 hileras de parénquima. Posteriormente,
ambas especies presentaron 6 hileras de células isodiamétricas de colénquima, 5-6 hileras de
fibras de esclerénquima vy, finalmente, las células epidérmicas isodiamétricas con paredes

ligeramente engrosadas (figuras 4 A-By 5 C).

Figura 4. Corte transversal de rizoma de Sticherus palmatus. Tincion con safranina-verde rapido. A. Se

muestra el rizoma completo, distinguiendose el cortex y la estela; B. Se indican con flechas: la primera
endodermis, ndtese que presenta un color oscuro y bandas de caspary, la segunda endodermis y el periciclo
después de cada endodermis. Abreviaturas: cq=colénquima; Cx=cortex; e=epidermis; en=endodermis; Es=estela;

f=fibras (esclerénquima); fl=floema; mx=metaxilema; P=parénquima; pc=periciclo; px=protoxilema.
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En las pruebas histoquimicas realizadas en el rizoma con safranina-verde rapido (para
S. palmatus) y fluoroglucina clorhidrica (para ambas especies), las paredes secundarias
engrosadas de las células del esclerénquima y xilema, se observaron de color rojo intenso

(figura 4 A-B) y rojo cereza (figura 5 B y D) por la presencia de lignina.

En el rizoma de ambas especies, se observaron pequefios granulos de almidon de color
purpura en el cortex (figura 5 A 'y C). En S. bifidus se encontraron en las células del
parénquima cercanas a la estela y en aquellas células que dan hacia la periferia (Figura 5 A);
mientras que en S. palmatus, se observaron en las células del parénquima que dan hacia la

estela (cercanas al esclerénquima) (figura 5 C).

Los polisacaridos insolubles se observaron de color rosa-fiusha en ambas especies;
para S. bifidus, los encontramos en todos los tejidos (imagen no mostrada); en S. palmatus se
identificaron en las células del floema, periciclo y en las células parenquimatosas (figura 5 E).
Los lipidos se observaron de color rojo en la capa que recubre la epidermis de ambas especies
y en células de la endodermis y periciclo; mientras que las proteinas se tifieron en las paredes
de las fibras de esclerénquima y en mayor proporcion en el xilema. En la fifura 5 F se muestra

la presencia de lipidos en S. palmatus.
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Figura 5. Pruebas histoquimicas del rizoma. Sticherus bifidus (A y B); S. palmatus (C, D, Ey F). AyE.
Muestran la haplostela en ambas especies, se indican con flechas rojas la primera y segunda endodermis y la
ubicacién del periciclo. A 'y C. Lugol, se indican con flechas negras los granulos de almidon y con flechas
blancas los contenidos color amarillo; B y D. Fluoroglucina clorhidrica, se indican con flechas negras las
traqueidas tefiidas en color rojo cereza; E. PAS, se observan los tejidos que contienen polisacaridos insolubles

(flechas); F. Rojo oleoso, los lipidos de color rojo estan indicados con las flechas.
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Peciolo: En el corte transversal de este 6rgano se encontraron diferencias mayores; en
S. bifidus (figura 6 A), se observo una solenostela, el arreglo del xilema presentd forma de
arco o “V” que termina en un gancho curvado hacia adentro, las células de metaxilema se
distribuyeron a lo largo de toda la “V”, se observaron de 6-10 células de protoxilema
distribuidos en la parte interna de la “V” al lado del metaxilema, quedando el xilema
delimitado por capas de floema tanto externas como internas. Por otra parte, en S. palmatus

(figura 6 B), presentd una protostela de tipo haplostélico.

Del centro a la periferia, el tejido vascular esta circunscrito dentro de una endodermis
y formando un nucleo soélido. En el xilema, las traqueidas se encontraron mezcladas con
células de parénquima pequefias y de paredes delgadas, seguidas de células de floema
pequefias e isodiamétricas. Posterior, en ambas especies, se observaron de 1-2 hileras de
células de periciclo y de 1-2 hileras de células pequefias alargadas correspondientes a la
segunda endodermis, el color pardo oscuro indicd la presencia de bandas de caspary; se
observaron de 1-2 hileras de células de periciclo seguidas de una hilera de células

endodérmicas alargadas y engrosadas en las paredes radiales.

En S. bifidus (figura 7 A), el cortex presentd 2 hileras de células de colénquima con
engrosamientos angulares y de 4-5 hileras de células de parénquima isodiamétricas, seguidas
nuevamente de 3-4 hileras de células isodiamétricas de colénquima y de 4-6 hileras de fibras
de esclerenquima. En S. palmatus (figura 7 D), el cortex muestra un patron similar, excepto
por el nimero de hileras celulares (de 7-8 hileras de células de colénquima, 18-20 hileras de

células de parénquima y 13 hileras de colénquima y, no presenta fibras). La epidermis, en
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ambas especies, mostro células isodiamétricas con una ligera capa de lipidos y paredes

engrosadas (figura 7 H).

Figura 6. Corte transversal de peciolo de Sticherus bifidus (A); S. palmatus (B). Tincién con safranina-verde
rapido. A. Meristela de la Solenostela; B. Haplostela. Se indican con flechas la primera endodermis, la segunda
endodermis (notese que presenta un color oscuro y bandas de caspary) y la ubicacién del periciclo (A-B).

Abreviaturas: en=endodermis; fl=floema; mx=metaxilema; P=parénquima; pc=periciclo; px=protoxilema.

En S. bifidus (figura 7A), la presencia de almidones se observaron como corpusculos
color purpura en el parénquima externo del peciolo y en las células cercanas al haz vascular;
mientras que en S. palmatus (figura 7 D) se observaron en el tejido parenquimatoso externo
(cercano al esclerénquima). En ambas especies, los polisacaridos insolubles observaron de
color rosa fiusha intenso (7 By E) y la lignina en el esclerénquima y traqueidas del xilema de

color rojo cereza (ambos tejidos con paredes secundarias muy gruesas) (figura7 C y F).
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Ambas especies presentaron abundantes contenidos color amarillo (figura 7 A, D y H)
y rojizo (figura 7 E) en los tejidos del cortex. Los lipidos se ubican en la capa que recubre la
epidermis (figura 7 H) y en las células de endodermis y periciclo que rodean al tejido vascular
(figura 7 G). Asi mismo, las proteinas se observaron en las traqueidas del xilema de manera

similar como se presento en el rizoma.

Figura 7. Pruebas histoquimicas en peciolo de Sticherus bifidus (A-C); S. palmatus (D-1). A y D. Lugol,

indican con flechas la presencia de almidones; B y E. PAS, las flechas sefialan los polisacaridos insolubles y
contenidos celulares color rojo fiusha intenso; C y F. Fluoroglucina clorhidrica, muestran las traqueidas que
presentan lignina (indicado con una flecha; G y H. Rojo oleoso, indican con flechas la ubicacion de los

contenidos lipidicos; I.Azul negro de naftol, prueba para detectar presencia de proteinas.
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En los cortes longitudinales de S. bifidus (figura 8 Ay B) y S. palmatus (figura 8 C), se
observaron traqueidas como elementos conductores del xilema, con engrosamientos de sus

paredes secundarias de tipo escalariforme (indicados con flechas).

g4
i
B

Figura 8. Corte longitudinal del Peciolo de Sticherus bifidus (A-B); S. palmatus (C). Azul de
toluidina. A, B y C. En las traqueidas, las flechas indican los engrosamientos de la pared secundaria de tipo

escalariforme. Abreviaturas: cp=células de parénquima; f=fibras; Te=traqueidas escalariformes.

Raquis: En ambas especies el arreglo del xilema present6 forma de arco o “V” que
termina en un gancho curvado hacia adentro. Stiquerus bifidus (figura 9 A, C) mostré de 3-7

células de metaxilema hacia la cara adaxial y algunas de ellas localizadas en la region donde
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inicia la zona curvada y 8-11 células de protoxilema distribuidas en varios puntos rodeando al
metaxilema.

Por otro lado, S. palmatus (figura 9 B, D) mostr6 de 11-13 células de metaxilema hacia
la cara adaxial y de 5-7células donde inician la zona curvada de la meristela, las células de

protoxilema (20-25 células) se ubican entre la “V” y la zona donde inician los ganchos.

Figura 9. Corte transversal del raquis de Sticherus bifidus (A y C); S. palmatus (B y D). Tincién con
safranina-verde répido. A y B. Arreglo del xilema en forma de arco o “V”. Se indica con flechas la primera
endodermis, la segunda endodermis (notese que presenta un color oscuro y bandas de caspary) y la ubicacién del
periciclo (C-D). Abreviaturas: e=epidermis; en=endodermis; cg=colénquima; Cx=coértex; f=fibras; fl=floema;

mx=metaxilema; P=parénquima; pc=periciclo; px=protoxilema.
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En ambas especies se observaron 3 hileras de células floematicas isodiamétricas y
diminutas, seguidas de 1-2 hileras de células de periciclo y de 2-3 hileras de células alargadas
pequefias y de color pardo oscuro que forman la segunda endodermis, la cual presenté bandas
de caspary; posteriormente, se identificaron 1-2 hileras de células isodiamétricas de mayor
tamafio que constituyen el periciclo y 1-2 hileras de células alargadas y engrosadas

radialmente que conformaron la primer endodermis (figura 9 C-D).

250 ym

Figura 10. Corte transversal del raquis de: A. Sticherus bifidus, tincion con lugol; B. S. palmatus, tincién con

fluoroglucina clorhidrica. A-B. Las flechas indican las cavidades en el raquis de ambas especies.

El cortex fue similar en ambas especies (figura 9 A-B), se presentaron de 12-14 hileras
de células parenquimatosas isodiamétricas de gran tamafio; de 2-3 hileras de colénquima
seguido por el mismo namero de hileras de fibras de esclerénquima con cavidades; finalmente,
se observO una epidermis monoestratificada con células isodiamétricas y engrosadas

recubiertas por una capa de lipidos cuticulares (figura 10 A-B).
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Las pruebas histoquimicas mostraron presencia de almiddn en el parénquima externo y
en las células cercanas al haz vascular de S. bifidus (figura 11 A); mientras que en S. palmatus
se observé almidon en el tejido parenquimatoso externo cercano al esclerénquima (figura 11
B). Los polisacaridos insolubles presentaron una distribucion similar al del rizoma y peciolo

en ambas especies (figura 12 A-B).

La lignina se observd en las paredes secundarias engrosadas de las fibras de
esclerénquima (figura 12 C-D), en las traqueidas del xilema (figura 12 E-F), y en las células

parenquimatosas de la corteza, aunque estas presentan paredes delgadas (figura 12 C-D).

En S. bifidus y S. palmatus las proteinas se observaron por debajo de la epidermis y en
las paredes de 2-3 hileras de células del cortex contiguas al colénquima y en las traqueidas del
haz vascular (figura 12 G-H). Finalmente, los lipidos se observaron en la cuticula que recubre

la epidermis, en las células de la endodermis y del periciclo de ambas especies (figura 12 1'y

J).

Figura 11. Prueba histoquimica del raquis de A. Sticherus bifidus; S. palmatus (B). Ay B. Tincién con Lugol.

Se indica con flechas la presencia de almidones.
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Figura 12. Pruebas histoquimicas en el raquis de Sticherus bifidus (A, C, E, G, 1); S. palmatus (B, D, F, H, J).
Ay B. PAS, se indica con flechas polisacaridos insolubles; C, D, E, y F. Fluoroglucina clorhidrica, muestran los
tejidos que presentan lignina (indicados con una flecha); G y H. Azul negro de naftol, revelan la presencia de

proteinas | y J. Rojo oleoso, indican con flechas la ubicacion de los contenidos lipidicos.
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Segmento foliar: En las dos especies de Sticherus, el segmento foliar es monofaciado
(figura 13 A, B y C); el haz vascular presentd células de floema en el lado abaxial y el xilema
al centro; la vena principal esta rodeada por una hilera de células endodérmicas engrosadas
radialmente y por 4-5 hileras de células de esclerénquima; posteriormente se observo
parénquima esponjoso con escasos espacios intercelulares; ambas epidermis presentaron
células muy grandes con forma cuadrada a rectangular, pero es mas evidente el tamafio de
estas células en la cara abaxial; en ambas caras (adaxial y abaxial) se observé una capa lipidica

de grosor medio (Figuras 13 A-B).

Figura 13. Corte transversal del segmento foliar de A. Sticherus bifidus; B-C. S. palmatus. A, B y C. Tincion
con safranina-verde rapido. B-C. Los estomas se indican con flechas. Abreviaturas: eab=epidermis abaxial;
ead=epidermis adaxial; en=endodermis; esp= parénquima esponjoso; et=estoma; f=fibras (esclerénquima);

fl=floema; Mf=meséfilo; VI = vena lateral; x=xilema.
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En ambas especies, se encontraron estomas hipostomaticos de tipo anomocitico, es
decir, situados solamente en el envés foliar, sin células acompafantes (figura C-D). En la
epidermis adaxial no se encontraron estomas (figura 14 A-B). Las células epidérmicas
adaxiales y abaxiales de S. bifidus (figura 14 A), son muy sinuosas, es decir que, muestran mas
plegamientos y ondulaciones irregulares en sus paredes celulares y por tanto, parecen mas

alargadas y delgadas en comparacion con las células de S. palmatus que presentaron ligeras

ondulaciones, son cortas y anchas (figura 14 B).

Figura 14. Epidermis de Sticherus bifidus (A'y C); S. palmatus (B y D). A, B, Cy D. Safranina alcohdlica. Ay
B. Células epidérmicas adaxiales; C y D. Estomas anomociticos en la epidermis abaxial, se indican con flechas
los estomas. Abreviaturas: eab: epidermis abaxial; ead: epidermis adaxial; cep: células epidérmicas; coc: células

oclusivas; et: estoma.
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En ambas especies, los almidones se apreciaron como pequefios granulos de color
purpura, son abundantes, sobre todo en las células de parénquima (figura 15 A-B);
polisacaridos insolubles se encuentran en algunas células de parénquima esponjoso y en las
paredes del floema (imagenes no mostradas). La presencia de lignina (figura 15 C-D) y de
proteinas (figura 15 G-H) en las fibras de esclerénquima que rodean al haz vascular de las
venas media y laterales y en las traqueidas del xilema; y lipidos cuticulares en las epidermis

adaxial y abaxial (figura 15 E-F).

En general, en los 6rganos analizados en ambas especies (raiz, rizoma, peciolo, raquiz
y segmento foliar), se identificaron traqueidas con paredes secundarias engrosadas Yy

lignificadas, asi como colénquima y esclerénquima en los 6rganos de sostén.
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Figura 15. Pruebas histoquimicas en segmento foliar de: Sticherus bifidus (A, C, E, G); S. palmatus (B, D, F,
H). Ay B. Lugol, se indican con flechas la presencia de almidones; C y D. Fluoroglucina clorhidrica, muestran
los tejidos que presentan lignina (indicados con una flecha); E y F. Rojo oleoso, se indican con flechas la

ubicacidn de los lipidos; G y H. Azul negro de naftol, denotan la presencia de proteinas.
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Discusion

La presencia de protostelas en el rizoma de S. bifidus y en el rizoma y peciolo de S.
palmatus y las meristelas con forma de arco o “V” que termina en un gancho curvado hacia
adentro, presentes en el peciolo, raquis y segmento foliar de S. bifidus y en el raquis y
segmento foliar de S. palmatus confirman lo evaluado por Boodle (1901), quién describio
varias especies de gleiquendceas con rizomas protostélicos, xilema mesarco y traqueidas
abundantemente esclerificadas, peciolos con un haz redondeado, arqueado y rodeado de un

periciclo esclerificado.

En el presente estudio, la anatomia de raiz, rizoma, raquis y segmento foliar fueron
similares en ambas especies; sin embargo, el haz vascular del peciolo de las especies
estudiadas fue diferente, siendo S. bifidus quien present6 la estela més evolucionada. Debido a
que, en plantas fosiles como Psilophyton y Pteridophyta de la era Paleozoica se encontraron
protostelas formando el cilindro vascular, estas estelas son consideradas como las més simples
y primitivas filogenéticamente; por otra parte, la solenostela, es una estela mas avanzada, cuyo
floema se encuentra rodeando al xilema y la médula central no vascular (Arbo, 2013). Boodle
(1901), menciona a varias especies del género Gleichenia que presentan protostela, sin

embargo, también encontro solenostela en Gleichenella pectinata.
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S. bifidus y S. palmatus, crecen en cortes de caminos, taludes y orillas de arrollos
(Velazquez-Montes, 2012); en este estudio se encontrd que ambas especies presentan
abundante tejido de colénquima y esclerénquima en todos los 6rganos estudiados, los cuales
son acordes a los caracteres anatomicos que han desarrollado estas plantas para adaptarse al
tipo de ambiente en el que viven. Dichos caracteres anatdbmicos son, un rizoma largamente

rastrero y ampliamente ramificado y hojas con crecimiento indeterminado.

En ninguna de las dos especies estudiadas se encontré periciclo esclerificado como cita
Boodle (1901); no obstante, los elementos conductores se apreciaron rodeados por dos
endodermis, de las cuales la segunda o méas cercana al tejido conductor, se caracterizé por la
presencia de bandas de caspary. Hernandez et al. (2006) observaron bandas de caspary en la
endodermis localizada en el peciolo y la lamina de seis especies del género Dryopteris; en la
cual se preciaron células con una pared engrosada formando un casquete o una “U”. Los
autores, observaron que al someter a las muestras a un proceso de aclaramiento, la banda
conservo las paredes no lignificadas y, consideraron que se trata de tejido colenquimatoso que
ayuda a la planta dando sostén y flexibilidad a nivel de peciolo y lamina (Esau 1976; Niklas
1992). Ademas, sugieren confirmar la presencia de colénquima en otras especies de helechos,
debido a que también la banda se ha observado en las familias Blechnaceae, Davalliaceae,

Polypodiaceae, Oleandraceae (Lin & DeVol 1977, 1978).
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Esta misma banda fue observada en especies del género Tectaria y la describen como
engrosamientos en las paredes radiales de las células endodérmicas, Gltimas que constituyen la
capa mas interna de la corteza (Velasquez-Montes, 1983). Otros autores como Ogura (1972),
Lin & DeVol (1977, 1978) y Zlotnik (1991), mencionan la presencia de esta banda como

vaina, anillo o banda esclerosada o esclerotica.

En este estudio, no se realizo6 el proceso de aclaramiento, ni se identifico la naturaleza
quimica de las bandas de caspary, sin embargo, se apreciaron engrosamientos de la paredes
radiales de las células contiguas al floema y los contenidos presentan color marrén oscuro
sobresalientes en la tincion de safranina-verde rapido. Ademas, los resultados indicaron que en
la raiz, rizoma y hoja de las dos especies del género Sticherus estudiadas, los compuestos
presentes en la banda de caspary, no contienen lignina, porque no se tifieron de rojo con la
fluoroglucina clorhidrica; tampo contienen suberina porque no se tifieron de rojo con el rojo
oleoso; ademas, la banda de caspary se tifié diferente al colenquima y, éste se encontrd
ubicado en el cértex, después de la estela y antes de la epidermis en todos los Grganos
estudiados. Sin embargo, no se descartdé que los contenidos presentes en estas células sean

compuestos polifendlicos o taninos (Bell 1951).

Se encontraron cavidades isodiamétricas en el cortex del raquis, de ambas especies.
Fahn (1979) menciona que este tipo de estructuras pueden contener mucilago, es probable que

las cavidades encontradas en el raquis de Sicherus bifudus y S. palmatus sean de este tipo, ya
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que Pacheco & Moran (1999) y Pacheco et al. (2003) mencionan la presencia de cavidades
mucilaginosas en la médula, corteza y haces vasculares de varias especies de los generos

Callipteris y Diplazium.

Por otra parte, S. palmatus y S. bifidus tienen traqueidas escalariformes como
elementos conductores en el peciolo; sin embargo, Schneider & Carlquist (1998b) mencionan
que las raices y rizomas de Dicranopteris linearis presentan vasos con numerosas placas
perforadas. Probablemente, esta diferencia encontrada en los elementos conductores se deba a
que, estas estructuras se observaron en diferentes 6rganos o pertenecen a géneros distintos de

la misma familia.

Por tal motivo, se considera importante continuar con estudios que permitan conocer la
naturaleza quimica de los contenidos de las cavidades encontradas en el raquis de las especies
del género Sticherus para conocer su posible funcion dentro del ecosisitema y su relacién con

el medio ambiente en el que crecen.
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Conclusiones

Las especies difieren en el tipo de estela en S. bifidus es solenostela, mientras que en S.
palmatus es protostela de tipo haplostélico. Asi mismo, ambas especies presentaron traqueidas
escalariformes como elementos conductores, asi como una doble endodermis presente en el
cortex de la raiz, rizoma y peciolo, dado que los compuestos presentes en la banda de caspary
se observaron de color rojo y amarillo a pardo oscuro sugieriendo que pueden ser metabolitos

secundarios de naturaleza polifendlica o taninos.

Por otro lado, debido a que las especies S. bifidus y S. palmatus, crecen en ambientes
hostiles, y que ademas forman parte de la sucesion vegetal de ambientes fragmentados, como
son los cortes y orillas de caminos, han desarrollado caracteres anatbmicos como un rizoma
rastrero, ampliamente ramificado y colenquimatoso que les confiere la flexibilidad, asi como
hojas con crecimiento indeterminado y ejes de la hoja con tejidos de sostén como colénquima
y esclerénquima. Estas modificaciones les permiten daptarse convenientemente, evitando la
erosion del suelo y desgajamiento de los cerros en cortes de caminos y, de esta manera, poder

colonizar estos espacios.
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CAPITULO II. Fitoquimica de Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S.

palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel.

Introduccion

Todos los seres vivos estadn constituidos internamente por compuestos quimicos de
naturaleza orgéanica, como resultado de la actividad metabdlica, es por esto por lo que se les
denomina metabolitos. Estos se clasifican en: primarios, fundamentales en los procesos vitales
y con mayor abundancia y, secundarios, que no son esenciales para la vida y su sintesis es
restringida principalmente a los organismos autotrofos como las plantas (Almaraz et al.,
2010). Sin embargo, los metabolitos secundarios presentan una distribucion restringida en el
reino vegetal, ya que se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada (Jorda-
Sierra, 2010).

A pesar de que estos compuestos no tienen una funcién vital en las plantas, son
utilizados frecuentemente como mecanismos de defensa en respuesta adaptativa a factores
bidticos como patdgenos, plagas y simbiontes, o abi6ticos como alta o baja temperatura,
radiacion, salinidad, entre otros (Jiménez & Girbes, 2013).

Los helechos son un extenso grupo de plantas que se han adaptado a diversos
ambientes y, es de suponerse que han desarrollado vias de sintesis de metabolitos secundarios
que les permiten sobrevivir ante la hostilidad de los depredadores y factores ambientales con
los que interaccionan. Ho et al. (2010) y De Brito et al. (2012), mencionan una amplia
variedad de metabolitos secundarios activos de especies de helechos que pertenecen

principalmente al grupo de los terpenoides (triterpenoides, diterpenoides, sesquiterpenoides),
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compuestos fenolicos (derivados del fenilpropanoide y otros), flavonoides, alcaloides,
compuestos aromaticos, policétidos y derivados de carotenoides, esteroides, taninos,
saponinas, antroquinonas, azucares y aminoacidos.

Los metabolitos secundarios, no solo tienen utilidad para las mismas plantas, sino que
pueden ayudar a una gran cantidad de organismos, por ejemplo, actuando como antioxidantes,
término utilizado originalmente para referirse a un producto quimico que previene el consumo
de oxigeno (Matill, 1947). Actualmente, un antioxidante es una sustancia que en bajas
concentraciones retarda, inhibe o previene la oxidacion de un sustrato oxidable
(biomoléculas); y desde el punto de vista biol6gico, es todo compuesto que protege a los
sistemas vivos de los agentes que causan deterioro oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2007).

En las ultimas dos décadas, los antioxidantes presentes en las plantas han cobrado gran
interés puesto que el estrés oxidativo, que es un desbalance entre las sustancias oxidantes y
prooxidantes, esta implicado en un gran nimero de afecciones de la salud. Este se relaciona
con una amplia gama de enfermedades y desordenes incluyendo fallo cardiaco, inflamaciones,
cataratas, dafos cerebrales, entre otros (Youngson, 2003). Entre los antioxidantes de origen
natural se destacan los carotenoides y polifenoles (Tsao & Dengb, 2004).

Los compuestos fenodlicos, también llamados polifenoles, son un grupo fitoquimico
extenso y diverso, son quimicamente heterogéneos y se caracterizan por presentar en su
estructura al menos un nacleo bencénico, sustituido con uno o varios grupos hidroxilos y una
cadena lateral funcional (Monagas et al., 2005). En general, los polifenoles pueden establecer
facilmente puentes de hidrogeno con otras moléculas, por lo que son muy susceptibles a la
oxidacion (Jorda-Sierra, 2010); por este motivo, actian como antioxidantes naturales (Lopera

et al., 2013; Ricco et al., 2010; Szliszka & Krol, 2013). Basicamente, los compuestos
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fenolicos se clasifican en dos amplios grupos: los flavonoides y los no flavonoides. En el
anexo 4 se pueden apreciar las diferencias quimicas estructurales de los compuestos fenolicos
de acuerdo a esta clasificacion.

De acuerdo con Jorda-Sierra (2010), los no flavonoides presentan diversas funciones
entre las que destacan las estructurales (lignina y suberina), de proteccion frente a radiaciones
ultravioleta y formacion de pigmentos (antocianinas, flavonas y flavonoles), asi como de
regulacién, en general, de las interacciones de microorganismos de los géneros Rizobium, y
Agrobacterium con las plantas, y de mecanismos de defensa (taninos y furanocumarinas).
Otros compuestos polifendlicos tienen efectos alelopaticos (acido cafeico, acido ferulico) o
juegan un importante papel en la tolerancia al estrés oxidativo.

El contenido de polifenoles en las plantas varia dependiendo de varios factores como el
genotipo, especie, condiciones ambientales, grado de madurez, composicion del suelo,
ubicacion geografica y condiciones de almacenamiento (Haminiuk et al., 2012). Ademas, es
muy frecuente que se les atribuyan propiedades benéficas para la salud como antiinflamatorias
(Moreno-Jiménez et al., 2015), antialérgicas, antitrombdticas, antimicrobianas y citotoxicas (A
Van Dorsten et al., 2012; Groh et al., 2013; Zapata et al., 2013).

Existen ensayos para determinar la actividad antioxidante, los cuales se basan en la
cuantificacion de los productos formados tras el proceso oxidativo. Uno de los métodos mas
usados para este fin es el ensayo de decoloracion del radical 1-1-difenil-2picrilhidrazilo
(DPPH?), propuesto por Blois (1958). Los resultados del ensayo DPPH® se citan de diferentes
formas. La mayoria de los estudios expresan como el valor de la concentracion inhibitoria 50
(Clsp), el cual se define como la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir la

concentracion inicial de DPPH° al 50 %.
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La Actividad Antioxidante Relativa (AAR) es la actividad antioxidante de una
sustancia comparada con la de un patron en las mismas condiciones. El valor de este se indica
en forma de porcentaje y se calcula dividiendo el coeficiente de inhibicion de la muestra
analizada (Clsp) entre el Clso del patron usado (trolox, quercetina o acido ascorbico)
multiplicado por 100 (Rodriguez-Aguirre et al., 2015).

Un estudio fitoquimico realizado en toda la familia Gleicheniaceae, menciona la
presencia de quercetina y kaempferol (Wallace et al., 1983), que son compuestos
polifendlicos de tipo flavonoide (Martinez-Flores et al., 2002; Vazquez-Flores et al., 2012), a
los cuales se les asocia actividad antioxidante. Ademas, se ha visto que la ingesta de plantas
que contienen compuestos polifendlicos en la dieta diaria de humanos, pueden contribuir a
reducir el deterioro oxidativo (Ricco et al., 2010; Lopera et al., 2013; Szliszka & Krol, 2013).

Con base en lo anterior, se consider6 importante realizar un estudio fitoquimico
preliminar en las especies Sticherus bifidus (Willd.) Ching y S. palmatus (W. Schaffn. ex E.
Fourn.) Copel, para detectar la presencia de polifenoles totales, flavonoides y proantocianidina
y cuantificar las concentraciones de estos. Ademas, de medir la actividad antioxidante y
determinar en qué Grgano y especie se presenta mayor concentracion de estos compuestos y
cudl presenta mejor actividad antioxidante in vitro, con la finalidad de conocer méas acerca de

su composicion, funcion y posible aplicacion.
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Materiales y Métodos

Muestreo. Se utilizaron ejemplares completos de las especies Sticherus palmatus y S.
bifidus como material biol6gico; 10 individuos de cada especie se separaron para obtener dos
muestras: una de hoja (peciolo, raquis y segmento foliar) y otra muestra compuesta de raiz y
rizoma. Todas las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente protegidas de la luz y el
polvo. Después, estas se trituraron y almacenaron en frascos para posteriormente obtener los

extractos etanolicos de ambas especies.

Obtencion de los extractos. Los extractos se obtuvieron macerando una cantidad
conocida de las 2 muestras de cada especie, por separado (anexos), en etanol al 95% durante 3
dias (6 cambios) a temperatura ambiente. Una vez transcurridos los 20 dias, el extracto se
filtr6 con papel filtro marca Whatman No.1. Posteriormente, se reunieron los filtrados de todas
las muestras por separado y se elimind el etanol por evaporacion. Los extractos secos se
colocaron en frascos previamente tarados y se pesaron; asi se obtuvo el peso del extracto seco.

El porcentaje de rendimiento de la planta se calcul6 utilizando la ecuacion 1

(modificado de Bénitez et al., 2020).

.. Peso del extracto seco
% de rendimiento = : x 100
Peso del material vegetal

Ecuacion 1

Estudio fitoquimico preliminar. Se realizd este estudio para detectar la presencia de

metabolitos secundarios (polifenoles totales, flavonoides y proantocianidinas) en las muestras.
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Para la deteccion de polifenoles totales se colocd en tubos de ensayos: 2.0 mL del
extracto etanolico filtrado y se le agregaron 0.2 mL de una disolucion de cloruro férrico al 1.0
% p/v en &cido clorhidrico 1.0 M. Al control negativo se le adicioné agua en lugar del
extracto. La coloracion azul, verde o verde-azul de la muestra indicdé la presencia de
compuestos polifenolicos (Vega-Avila et al., 2004).

La deteccion de flavonoides se realizé en tubos de ensayo, en donde se colocaron 2.0
mL del extracto etandlico filtrado, 0.20 mL de cloruro de aluminio al 10 % (p/v) y 0.20 mL de
acetato de potasio 1.0 M. Al control negativo se le adicion6 agua en lugar del extracto. Los
tubos se protegieron de la luz con una mata obscura y después de 30 minutos se observéd la
coloracion amarilla que indicé la presencia de flavonoides (Ricco et al., 2015).

Por otro lado, para la deteccidn de proantocianidinas se colocaron en tubos de ensayo
200 pL del extracto disuelto en metanol (4 mg/mL), 1.2 mL de una solucion de vainillina al
4% (p/v) en metanol al 100 % y 0.6 mL de acido clorhidrico concentrado. Al control negativo
se le adicion6 metanol en lugar del extracto. La muesta se dejo reposar por 30 minutos en la
oscuridad y después se observo la coloracion. La formacion de color rojo indica la presencia

de proantocianidinas (Lillo et al., 2016).

Anélisis cuantitativo. Después del analisis fitoquimico preliminar, el cual fue de
caracter cualitativo, las concentraciones de los compuestos detectados en el estudio
fitoquimico (polifenoles totales, flavonoides y proantocianidinas) se cuantificaron con un
espectrofotometro marca UNICO, modelo 2802 UV/VIS. Las muestras se procesaron como se

describe a continuacion.
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Cuantificacion de compuestos polifendlicos totales. Se prepararon disoluciones
acuosas de los diferentes extractos (3.33 mg/mL) por separado, se tomaron 30 pL de estas y se
colocaron en tubos de ensayo. Posteriormente, a cada disolucion se agregaron 250 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu y después de 5 min, se adicionaron 1250 uL de carbonato de sodio
al 20% y agua destilada hasta obtener un volumen total de 2000 pL. La una curva de
calibracion con acido galico (2-20 pg) se realizd de manera simultanea, empleando como
blanco un tubo que contenia agua en lugar de acido galico o muestra problema.

Todos los tubos (blancos y muestras analizadas) se mantuvieron protegidos de la luz
durante 40 minutos y, posteriormente, se midio la absorbancia a 760 nm (Wolfe et al., 2003).
La absorbancia se graficd contra concentracion de acido galico (ug) vy, se obtuvo la ecuacion
de la recta mediante anélisis de regresion lineal (Y=0.0195x+0.0119; R?=0.9973). La ecuacion
se empleo para calcular la cantidad de polifenoles totales en las muestras. EIl experimento se
realizd por duplicado en tres experimentos independientes y se cita el valor promedio como

mg equivalentes de acido galico (EAG) /100 mg de extracto seco.

Cuantificacién de flavonoides. Se prepararon diluciones acuosas de cada uno de los
extractos (3.33 mg/mL). En una serie de tubos se afiadié por separado, 50 uL del extracto de
hoja y 20 uL del extracto de rizoma-raiz, mas 1600 pL de agua destilada y 75 pL de solucion
acuosa de nitrito de sodio al 5 % (p/v). 5 min después, se agregaron a las muestras 150 uL de
solucion acuosa de cloruro de aluminio al 10 % (p/v) y se dejaron reposar en la oscuridad
durante 6 min. Posteriormente, se les agregaron 500 uL de solucién acuosa de hidréxido de

sodio 1.0 M y agua destilada hasta llegar a un volumen total de 2.5 mL. La curva de
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calibracion se realizo con catequina (4-20 pg) de manera simultanea, empleando como blanco
un tubo que contenia metanol en lugar de catequina 0 muestra problema.

Todos los tubos (blancos y muestras analizadas) se mantuvieron en la oscuridad por 30
minutos y se midi6 la absorbancia a 510 nm (Ricco et al., 2015). La absorbancia se graficd
contra la concentracion de catequina (ug), y asi obtener la ecuacion de la recta mediante
analisis de regresion lineal (Y=0.0092x+0.0119; R?=0.9998). Esta ecuacion se emple6 para
calcular la cantidad de flavonoides en las muestras. La cuantificacion se realiz6 por duplicado
en tres experimentos independientes y se cita el valor promedio como mg equivalentes de

catequina (EC) /100 mg de extracto seco.

Cuantificacion de proantocianidinas. De las dos especies se pesaron por separado 5.0
mg de los extractos secos de hoja y rizoma-raiz, se disolvieron en 2 mL de metanol al 100%.
En una serie de tubos se colocaron 200 pL de los diferentes extractos por separado, mas 1200
pL de una solucion de vainillina al 4% (p/v) en metanol al 100 % y 600 pL de acido
clorhidrico concentrado. La curva de calibraciéon se realizd con catequina (7.5-45 ug) de
manera simultanea, empleando como blanco un tubo que contenia metanol en lugar de
catequina.

Todos los tubos (blancos y muestras analizadas) se mantuvieron en la oscuridad por 30
minutos y se midié la absorbancia a 500 nm (Lillo et al., 2016). La absorbancia se graficd
contra concentracion de catequina (ug), para obtener la ecuacion de la recta mediante analisis
de regresion lineal (Y= 0.0124x-0.0428; R®= 0.9862). Esta ecuacion se empleé para calcular

la cantidad de proantocianidinas en las muestras. Las pruebas se realizaron por duplicado en
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dos experimentos independientes y se cita el valor promedio como mg equivalentes de

catequina (EC) /100 mg de extracto seco.

Evaluacion de la capacidad antioxidante. La actividad antioxidante se determing
mediante el método propuesto por Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones.
Se realizé por separado una serie de diluciones en metanol de los diferentes extractos a evaluar
y se colocaron en tubos de ensayo 250 pL de las muestras con 2250 pL de la disolucién de
DPPH® (2.0 mg/100 mL, *’A de 0.70). Las concentraciones finales de los extractos se

observan en el Cuadro 1.

De manera simultanea se realizd una curva de calibracion con acido ascorbico (4-40
pg/mL). Se emplearon 3 blancos: 1) una mezcla de 250 pL del extracto a probar y 2250 uL de
metanol; 2) una mezcla de 250 pL de &cido ascérbico y 2250 pL de metanol y; 3) una mezcla
de 2250 uL DDPH° y 250 pL de metanol. Los tubos se protegieron de la luz y a los 30 min se
ley6 la absorbancia a 517 nm. Este experimento se realizd por duplicado en dos ensayos

independientes.

Los resultados se expresaron como valores promedio de la concentracion inhibitoria

Clsp y en AAR.
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Cuadro 1. Concentraciones finales de los extractos evaluados de las especies S. bifidus y S. palmatus.

Especie Muestra Concentracion del extracto
(Hg/mL)
Hoja 215 - 14
Sticherus bifidus Rizoma-raiz 95-6
Hoja 480 - 30
Sticherus palmatus Rizoma-Raiz 115-4

Los datos obtenidos se procesaron para obtener el porcentaje de reduccién del radical
DPPH? (ecuacion 2) y después se grafico el porcentaje de reduccion contra la concentracion de
la muestra (Yen & Duh, 1994). Posteriormente, se realizé un analisis de regresion lineal y las
ecuaciones obtenidas se emplearon para obtener la concentracion a la cual se inhibe el 50%

del ion DDPH? (Clsg) en pg/mL.

., (A—4y)
% de Inhibicion = —1 x 100

Ecuacion 2

A= absorbancia sin muestra (DPPH)
A= absorbancia con muestra

Por otro lado, la actividad antioxidante relativa (AAR) es la actividad antioxidante de
una muestra comparada con un patron de referencia y se expresa como porcentaje. En este
estudio se utiliz6 la ecuacion 3 para obtener el AAR, usando como patron de referencia el

acido ascorbico que es un potente antioxidante (Rodriguez-Aguirre et al., 2015).

Cl5;o muestra analizada
AAR = - x 100
Cl;o muestra patron

Ecuacion 3
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Resultados
El rendimiento de los extractos etandlicos de las especies S. bifidus y S. palmatus
mostraron que el mejor porcentaje de rendimiento se presentd en la hoja de S. palmatus con

5.7%, seguido de la muestra raiz-rizoma de S. bifidus con 3.7 % (Cuadro 2).

Cuadro 2. Rendimiento de los extractos etandlicos de las especies S. bifidus y S. palmatus.

Especie Muestra Extracto seco (g) Porcentaje de
rendimiento (%)
Hoja 17.3638 3.5
Sticherus bifidus Rizoma-raiz 5.1916 3.7
Hoja 9.6673 5.7
Sticherus palmatus Rizoma-Raiz 0.6931 35

Estudio fitoquimico preliminar. En ambas muestras (hoja y rizoma-raiz) de las dos
especies, las pruebas para polifenoles totales y flavonoides dieron positivo. La presencia de
proantocianidinas solo dio positivo en las muestras de rizoma-raiz, en muestras de hoja no se

observo la reaccion (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados del analisis fitoquimico preliminar para polifenoles en las especies S. bifidus y S.
palmatus.

Especie Ensayo Muestra Resultados
Hoja +
Polifenoles Rizoma-raiz n
. Hoja +
S. bifidus Flavonoides T ———" "
Hoja -
Proantocianidinas Rizoma-raiz n
Hoja +
Polifenoles Rizoma-raiz T
S. palmatus Flavonoides Riz:n?fral’z I
hoja -
Proantocianidinas Rizoma-raiz n
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Analisis cuantitativo. La cuantificacién de polifenoles totales y flavonoides se
determinaron en todas las muestras (hoja y rizoma-raiz), mientras que la cuantificacion de
proantocianidinas solo se realizo en las muestras de raiz-rizoma, debido a que la prueba dio
negativo para la presencia de estos compuestos, en las muestras de hoja.

En ambas especies, todos los compuestos que se cuantificaron (polifenoles totales,
flavonoides y proantocianidinas), presentaron concentracion superior en las muestras de
rizoma-raiz que las muestras de hoja. Asi mismo, S. palmatus presenté concentraciones mas
bajas en las muestras de hoja y rizoma-raiz con respecto a las concentraciones que presenta S.
bifidus (Cuadro 4).

En las muestras de rizoma-raiz de S. bifidus un 95% de los de polifenoles totales
corresponden a flavonoides y dentro de los flavonoides, tenemos aproximadamente 18% de
proantocianidinas; mientras que en S. palmatus el 86% de los de polifenoles totales
corresponden a flavonoides y dentro de los flavonoides, tenemos aproximadamente 25% de
proantocianidinas. Por otro lado, en las muestras de hoja no se aprecid esta tendencia, ya que
la concentracion de flavonoides en estas fue muy baja y las proantocianidinas no estuvieron
presentes (Cuadro 4). Se encontraron mayores concentraciones flavonoides en S. bifidus y de
proantocianidinas en S. palmatus.

La concentracion de polifenoles totales en las muestras de rizoma-raiz y hoja en S.
bifidus fue mayor la de S. palmatus. En los otros compuestos cuantificados se obtuvo el
mismo comportamiento (Cuadro 4). Las concentraciones de flavonoides y proantocianidinas

fueron superiores en S. bifidus en comparacion a las obtenidas en S. palmatus.
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Cuadro 4. Concentracion de metabolitos secundarios en las especies S. bifidus y S. palmatus.

Especie Método usado Metabolitos Muestra Concentracion
(mg E AG 0 EC /100 mg de
extracto seco)
Hoja 13.5x0.6
Folin-Ciocalteu Polifenoles Rizoma-raiz 36.6+1.2
Sticherus Nitrito de sodio- Hoja 2.71+0.23
bifidus cloruro de aluminio Flavonoides Rizoma-raiz 35.02+0.12
Price Proantocianidinas Rizoma-raiz 6.1£1.2
Hoja 6.04 £ 0.22
Folin-Ciocalteu Polifenoles Rizoma-raiz 275+22
Sticherus Nitrito de sodio- Hoja 0.55+0.92
palmatus cloruro de aluminio Flavonoides Rizoma-raiz 242+05
Price Proantocianidinas Rizoma-raiz 58+1.1

Los valores que se presentan corresponden al promedio + desviacion estandar.

Evaluacion de la capacidad antioxidante. Sticherus bifidus presenté Clsy (12.98 £
0.02), valor menor que S. palmatus (13.11 + 0.12), es decir, se requiere menor concentracion
de extracto para reducir el 50 % del radical DPPH°. Ademas, las muestras de rizoma-raiz de S.
bifidus y S. palmatus (12.98 mg EAG o EC /100 mg de extracto seco + 0.02 y 13.11 mg EAG
0 EC /100 mg de extracto seco = 0.12, respectivamente) presentaron una mejor actividad
antioxidante que las muestras de hoja (19.32 mg E AG o EC /100 mg de extracto seco *+ 0.123
y 44.43 mg E AG o EC /100 mg de extracto seco + 0.55, respectivamente). Lo cual esta
relacionado directamente con las mayores concentraciones de polifenoles totales, flavonoides
y proantocianidinas en estas muestras. Ademas, en S. palmatus se pudo observar que la

actividad antioxidante de la muestra de hoja es casi cuatro veces menor que la de rizoma-raiz
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(13.11 mg E AG o EC /100 mg de extracto seco + 0.12 y 44.43 mg E AG o EC /100 mg de
extracto seco * 0.55); mientras que en S. bifidus la actividad antioxidante entre las muestras de
hoja y de rizoma-raiz la diferencia es una y media veces menor (12.98 mg E AG o EC /100
mg de extracto seco + 0.02 y 19.32 mg E AG o EC /100 mg de extracto seco + 0.123) (Cuadro
5).

La Clso obtenida para el patron de referencia (acido ascorbico) fue de 4.74 pg/mL *
0.0098 lo que nos indica una potente actividad antioxidante que supera las Clsy de las
muestras. Se observd que la actividad antioxidante del acido ascorbico es 9.37 veces mayor
que la muestra de hoja de S. palmatus (44.43 pg/mL + 0.55) y 4.07 veces mayor que la misma
muestra de la especie S. bifidus (19.32 pg/mL + 0.123). Por otro lado, la actividad
antioxidante de las muestras de rizoma-raiz es 2.76 veces menor que la del &cido ascérbico, en
ambas especies. Los valores de AAR muestran la misma tendencia que los valores de Clsg en

todas las muestras (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividad antioxidante en las especies S. bifidus y S. palmatus.

Especies analizadas y Muestra Concentracion Actividad Antioxidante
patrén de referencia Inhibitoria al 50% Relativa (AAR)
] (Clso) (pg/mL)
Acido ascorbico Patrén de
_ 4.74 +0.010 100
referencia (nota 4.74 / 4.74) * 100= 100)
Hoja 19.32 £0.123 407.6220278
Sticherus bifidus Rizoma-raiz 12.98 + 0.02 174.1487729
Hoja 44.43 +0.55 937.5360967
Sticherus palmatus i _
Rizoma-raiz 13.11£0.12 276.5937926
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Discusion

En las plantas, los compuestos polifendlicos mas abundantes son los flavonoides
(Cartaya & Reynaldo 2001); por lo que no es de extrafiarse que se hayan encontrado en las
especies de Sticherus analizadas, ya que todas las plantas presentan este tipo de metabolitos
secundarios en diferentes concentraciones; sin embargo, se consideré un hallazgo relevante
debido a que, los helechos son un grupo de plantas abundantes en el mundo, pero poco
estudiadas a nivel fitoquimico. A pesar de que los flavonoides son compuestos que ingerimos
comunmente en nuestra dieta diaria a través de una gran variedad de frutos y vegetales
(Cartaya & Reynaldo 2001), en México no hay gran referencia del uso comestible de especies
de Sticherus se utilicen con ese fin. No obstante, Jiménez (2011), alude que algunas especies
de Dicranopteris y Gleichenella se usan como alimento y fines medicinales en Colombia,
aungue no especifica como se emplean.

En el presente estudio, se detectd la presencia de proantocianidinas en rizomay raiz de
Sticherus bifidus y S. palmatus. Los flavonoides son un grupo de compuestos que derivan de
la ruta de los fenilpropanoides y cominmente se dividen en tres grupos: flavanoles, flavonoles
y antocianinas (Adams, 2006; Taiz & Zeiger, 2002); podemos encontrarlos de manera
condensada en polimeros de flavan-3-ol, integrados de varias subunidades de catequinas,
epicatequinas y epigalocatequinas (Adams, 2006; Downey et al., 2006). Las proantocianidinas
son polimeros que pertenecen a este grupo, también se les conoce como taninos condensados

(Galindo, 2014).
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Las proantocianidinas, son oligomeros de dos o mas flavanoles y tienen una muy alta
afinidad por las proteinas, formando complejos proteina-taninos (Hoste et al., 2006; Makkar,
2006). En general, esta interaccion es muy selectiva teniendo especial afinidad por aquellas de
cadenas mas largas y con proteinas ricas en prolinas. La facilidad de los TC de formar esos
complejos es el aspecto mas importante en sus efectos nutricionales y toxicologicos (Waghorn
etal., 1987).

Las proantocianidinas se encuentran presentes en tallos, hojas, inflorescencias y
semillas de diversas especies usadas como forraje y se ha observado que los animales que
consumen plantas con elevados niveles de TC disminuyen en gran medida, la utilizacion de
nutrientes, principalmente las proteinas. De acuerdo con Jean-Blain (1998), las plantas
sintetizan taninos como sistema de defensa contra herbivoros y otros patdgenos (bacterias,
hongos, insectos y virus); estos compuestos juegan un papel ecolégico importante, ya que por
sus caracteres astringentes no son muy apetecidos por varios herbivoros; de esta manera la
planta reduce la frecuencia de ataque de los rumiantes y mejora sus posibilidades de
sobrevivir. Es probable que en Sticherus bifidus y S. palmatus las proantocianidinas se
sinteticen en la raiz y, posteriormente, se almacenen en el rizoma; o que se sinteticen en
rizoma y se almacenen en el mismo rizoma y raiz. En cualquiera de los dos casos, la
acumulacion de estos metabolitos secundarios, puede servir como mecanismo de proteccion en
estos helechos, contra patdégenos y/o animales depredadores, facilitando su supervivencia. Esto
se debe a que las plantas que reciben mayor ataque de depredadores son capaces de aumentar
su concentracion de taninos (Torres-Acosta et al., 2008).

Hasta la fecha no se ha citado la actividad antioxidante para ninguna especie de la

familia Gleichenaceae, por lo que este estudio es el primero realizado en esta area y, se
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lograron resultados interesantes. Se determind la actividad antioxidante de los extractos
etanolicos de muestras de hoja y rizoma-raiz en dos especies del género Sticherus usando
como patron de referencia al acido ascérbico (vitamina C), el cual es un potente antioxidante.
Se encontro, de manera general, que en la raiz y el rizoma hay mayores concentraciones de
polifenoles totales, flavonoides y proantocianidinas, que en las hojas. Por tanto, la actividad
antioxidante que presento la hoja es inferior a la de rizoma-raiz. A su vez, las concentraciones
de estos compuestos fueron mayores en S. bifidus que en S. palmatus, lo que concuerda con la
mayor actividad antioxidante que present6 en S. bifidus, aungque no difiere considerablemente
de la actividad que present6 S. palmatus.

Los metabolitos secundarios (polifenoles, flavonoides y proantocianidinas)
encontrados en ambas especies de Sticherus son fuertes antioxidantes naturales (Lopera et al.,
2013; Ricco et al., 2010; Szliszka & Krol, 2013). Al comparar su actividad antioxidante con la
del patron de referencia (&cido ascorbico), se considerd que estos helechos podrian presentar
estos compuestos como mecanismo de defensa o proteccion ante las condiciones ambientales
que enfrentan en los cortes de camino, como la exposicion al sol y a diferentes tipos de
rumiantes de la zona. De acuerdo con Jorda-Sierra (2010), las funciones que desempefian
algunas flavonas y flavonoles son de proteccion frente a radiaciones ultravioleta y algunos

taninos e isoflavonoides son usados como defensa contra predadores o agentes patégenos.
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Conclusiones

Las proantocianidinas se encontraron unicamente en los extractos de rizoma/raiz de S.
bifidus y S. palmatus lo cual se correlacion6 con el mayor contenido de polifenoles totales,
flavonoides y actividad antioxidante. Ademas, las hojas, raiz y rizoma de Sticherus bifidus y S.
palmatus presentaron un buen potencial antioxidante en referencia al acido ascorbico

(vitamina C), el cual es un potente antioxidante.

Por otro lado, Sticherus bifidus present6 la mayor concentracion de polifenoles totales,
flavonoides y proantocianidinas. La concentracion de las muestras de hoja fue menor que la de
las muestras de rizoma-raiz para ambas especies. La actividad antioxidante de los extractos de
rizoma-raiz fueron menores que el del acido ascorbico, compuesto puro que se emple6 como

referencia.
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DISCUSION GENERAL

Las especies Sticherus bifidus y S. palmatus han desarrollado caracteres anatdmicos en
rizomas y hojas, con tejidos de sostén como colénquima y esclerénquima que les confieren
flexibilidad y crecimiento indeterminado. Ademas, en el rizoma y todas las partes de la hoja
(peciolo, raquis y segmento foliar), presentaron doble endodermis alrededor del haz vascular;
la primera endodermis presenta paredes engrosadas radialmente y la segunda endodermis
muestra bandas de Caspary. Ogura (1972), sefiala que esta banda es una vaina de soporte y la
considera como tejido mecanico alrededor de las meristelas del rizoma y peciolo, por estar
constituida por esclereidas con paredes gruesas de color marrén (Hernandez et al; 2006). En
Sticherus bifidus y S. palmatus, esta banda no esta constituida por esclereidas, sino por bandas

de Caspary cuya composicion puedan ser compuestos fendlicos o taninos.

Se encontro en el cértex de los diferentes drganos de Sticherus bifidus y S. palmatus,
células de parénquima y colénquima con contenidos color amarillo y rojizo, siendo mas
abundantes en la raiz, rizoma y peciolo. Se considerd que estos contenidos corresponden a
metabolitos secundarios de tipo polifendlico, ya que en el analisis fitoquimico, las pruebas
para polifenoles y flavonoides dieron positivo para las muestras de hoja y, sobre todo, para las
muestras de rizoma-raiz, ademas de ser donde se encontraron mayores concentraciones de

estos componentes.
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También se encontraron proantocianidinas (polimeros de flavan-3-ol, taninos
condensados) en el rizoma y raiz. Sin embargo, la prueba dio negativa en la hoja, lo que indico
que estos compuestos no estan presentes en este dérgano. Esto coincide con el analisis
histoquimico, donde se observo que solo a nivel de peciolo habia contenidos de color amarillo

y rojo, en el raquis y segmento foliar estaban ausentes.

El hallazgo de proantocianidinas en las especies analizadas, es de gran importancia, ya
que puede ser un parteaguas para una gran cantidad de estudios fitoquimicos y de actividad
biolégica. Una ventaja adicional de la presencia de proantocianidinas es que atraviesan la
barrera hematoencefalica, lo que no ocurre con otros antioxidantes, y conlleva a la reduccion
del riesgo de enfermedades coronarias al mantener la permeabilidad vascular, evitando las

lesiones de los radicales libres sobre las paredes de las arterias (Galindo, 2014).

De los polifenoles totales encontrados en las especies de Sticherus analizadas,
aproximadamente el 85-95% corresponde a flavonoides y del 18-25% atafie a
proantocianidinas; sin embargo, en el resto de compuetos polifenolicos corresponde a
sustancias no flavonoideas entre las que podemos encontrar taninos hidrolizables. Los taninos
condensados no son el Unico tipo de taninos presentes en las plantas. De acuerdo con Makkar
(2006), los taninos son compuestos polifenolicos que por sus caracteristicas se dividen en dos
grandes grupos: i) taninos hidrolizables clasificados dentro de los compuestos polifenolicos no
flavonoides vy ii) taninos condensados que pertenecen a los polifenoles de tipo flavonoide
(anexo 4). Los taninos hidrolizables (TH), contienen un carbohidrato como nucleo central, al

cual se unen mediante enlaces éster, acidos fenolico carboxilicos (generalmente acido galico o
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elagico) (Hoste et al., 2006). Estos compuestos son altamente toxicos y afectan principalmente
al higado vy rifiones, llegando a ocasionar la muerte (Waghorn & McNabb, 2003), ya que
pueden ser absorbidos y circular por el flujo sanguineo causando gran cantidad de efectos

nocivos (Jean-Blain, 1988; Reed, 1995; Torre-Acosta et al., 2008).

En vista de que éste estudio no abarco los taninos hidrolizables, ni otros compuestos
como terpenoides, alcaloides, esteroides, saponinas, antroquinonas, acidos hidroxicinamicos, y
otros compuestos aromaticos, referidos por De Brito et al. (2012) y Ho et al. (2010) como
metabolitos secundarios presentes en helechos; es importante realizar otras pruebas para
detectar la presencia y cuantificacion de dichos compuestos y asi, ampliar el conocimiento de

los componentes fitoquimicos en estas plantas.
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CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

En este estudio se analizaron aspectos anatomicos e histoquimicos de Sticherus bifidus
y S. palmatus mediante una descripcion de su anatomia, se encontrd la presencia de traqueidas
escalariformes en el peciolo, una doble endodermis con bandas de caspary, cuya naturaleza
quimica probablemente sea de compuestos polifendlicos o taninos y abundante tejido de
sostén (colénguima y esclerénquima) presente en el cortex de la raiz, rizoma, peciolo y raquis,
en ambas especies. Esto proporciond informacion valiosa para definir mas acertadamente la
taxonomia de este género y comprender como estos helechos se han adaptado a las

condiciones hostiles de ambientes fragmentados.

Por otro lado, se encontré que ambas especies presentaron metabolitos secundarios con
actividad antioxidante, de naturaleza polifendlica, flavonoidea y proantocianidinas. S. bifidus
es la especie que presentd mayor concentracion de estos tres componentes y una mejor
actividad antioxidante; por otro lado, los érganos en donde se concentraron con abundancia

estos metabolitos son la raiz y el rizoma y, en menor proporcion, el peciolo.

Se recomienda continuar con un andlisis mas a fondo, para determinar la naturaleza
guimica de las bandas de caspary y cavidades presentes en el raquis de ambas especies.
Ademas, se sugiere extender el andlisis anatomico e histoquimico comparativo a las otras

especies de Sticherus y los tres géneros de la familia Gleichenaceae presentes en México.
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Por otro lado, se podrian realizar pruebas para detectar la presencia de taninos
hidrolizables asi como de otros metabolitos secundarios reportados en otras especies de
helechos; ya que se desconoce si este tipo de compuestos esta presente en las hojas, rizoma y/o
raiz de las especies de Sticherus analizadas, debido a que no se hicieron pruebas fitoquimicas

preliminares para detectarlos.
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ANEXO 3. COMPLEMENTO CAPITULO | (CUADROS Y FIGURAS)

Figura 1. Especies del género Sticherus que se recolectaron en el Municipio de Tlatlahuiquitepec, Sierra Norte

de Puebla. A. S. bifidus; B. S. palmatus.

Cuadro 1. Localidades de colecta del material de estudio.

Especie

Localidad

Coordenadas y

Tipo de

altitud vegetacion
Sticherus bifidus Desviacion a la presa de la Soledad, 30°40°40” Bosque mesofilo de
Mpio. Tlatlahuiquitepec, Puebla 102°23140” W montafia
734 msnm
Cerro de Guadalupe, carretera Km 18, »
Sticherus palmatus | antes de la desviacion a la Presa de la 19°55'34” N Bosque mesofilo de
. Lo 93°14°702” W montafia
Soledad Mpio. Tlatlahuiquitepec, Puebla. 1194 msnm
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Cuadro 2. Pruebas histoquimicas realizadas a dos especies del género Sticherus (Krishnamurthy, 1988;

Ruzin, 1999; Lépez-Curto et al., 2005).

Compuesto Colorante o reactivo Resultados
Carbohidratos (polisacaridos) PAS/HIO, Rojo-parpura
Almidoén Lugol Azul-violeta intenso
Cutina y Lipidos Rojo oleoso Rosa-rojo

Lignina Fluoroglucina clorhidrica Rojo cereza

Proteinas Azul negro de Naftol Azul

Cuadro 3. Resultados de las pruebas histoquimicas en las especies S. bifidus y S. palmatus.

Especies
Prueba Coloracion
histoquimica Tejidos donde se ubicé
) S. bifidus | S. palmatus
Raiz: endodermis y floema
Rojo oleoso Rosaceo tenue Rizoma: epidermis, endodermis y periciclo
Lipidos aroio Peciol_o: epldermls_, endqdermls y per_ncnclo N
(Lip ) J Raquis: ambas epidermis, endodermis y periciclo + +
Segmento foliar: capa que recubre ambas epidermis
Raiz: endodermis, floema y xilema (haz vascular)
PAS Rizoma: floema y periciclo (haz vascular); parénquima
(Polisacaridos Rosa fiusha (corteza) » o + +
insolubles) Peciolo: floema y periciclo (haz vascular); parénquima
(corteza)
Raquis: floema y periciclo (haz vascular); parénquima
(corteza)
Segmento foliar: parénquima esponjoso y floema
Floroglucina Raiz: esclerénquima y xilema
clorhidrica Rojo cereza Rizoma: esclerénquima y xilema
Lignina Pecio!o: esclerénqu[ma y X|I§ma )
(Lig ) Raquis: esclerénquima y xilema (haz vascular); parénquima + +
(corteza)
Segmento foliar: esclerenquima y xilema
Lugol Raiz: no se encontrd
(Almidoén) Pdrpura intenso | Rizoma: corteza (parénquima)
Peciolo: corteza (parénquima) + +
Raquis: corteza (parénquima)
Segmento foliar: parénquima esponjoso
Azul negro de Raiz: xilema
Naftol Azul-verdoso | Rizoma: esclerénquimay xilema
Proteinas Peciolo: xilema y en células por debajo de la epidermis
( ) Raquis: xilema y en células por debajo de la epidermis + +
Segmento foliar:esclerénquima y xilema
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ANEXO 4. COMPLEMENTO CAPITULO Il (CUADROS)

Cuadro 1. Estructura quimica general de los compuestos polifenélicos. (Martinez-Flores et al., 2002;

Vazquez-Flores et al., 2012).

Flavonoides
(Ce-C3-Cs)

Compuestos
polifenolicos

Flavan-3-ol
[;;c—“-‘l,-ro — ,»‘L:’::
T
Flavona IH
HO Q
Isoflavonas fo© Ao
Flavanona -4
e A
|
Antocianidina = on
R
C_iC WJ -
Chalconas °

Taninos condensados

No flavonoides

Acidos benzoicos

Acidos cindmicos

Estilbenos

Cumarinas

Lignanos

Taninos hidrolizables
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Cuadro 2. Muestras obtenidas de las especies Sticherus palmatus y Sticherus bifidus.

Muestras
Especies (extractos etandlicos) Cantidad de planta (gr)
Hoja 190
Sticherus bifidus Rizoma-raiz 20
Hoja 500
Sticherus palmatus Rizoma-Raiz 140

NO, /@ NO,
Extracto
OZNN o = ; y A
NO,

Anti-oxidante
mz

Radical DPPH (oxidado)

DPPH (reducido)

Figura 1. Estructura del DPPH* antes y después de la reaccion con el antioxidante (Imagen tomada y

modificada de Alam et al., 2012).
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