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Resumen

Al noreste de lllinois, en el Condado de Grundy, afloran secuencias sedimentarias con incipiente
metamorfismo de periodo Paleozoico tardio, que incluyen una gran diversidad de organismos ampliamente
descritos por su extraordinario nivel de preservacion, lo que les confiere la denominacién Lagerstatte. En
estos sedimentos se han encontrado especies de Calamites y helechos arborescentes en concreciones
calcareo-arenosas, en pizarras y lutitas alternantes con depositos de carbdn pertenecientes a la Formacién
Mazon Creek, siendo una de las localidades fosiliferas mas importantes del mundo. Las muestras geoldgicas
procedentes de esta formacion, motivo de estudio, corresponden con sedimentos siliciclasticos arcillo-limosos
en matriz carbonatada (margas), incluidos en estratos delgados de color amarillento. Como resultado de las
observaciones y estudios paleobotanicos realizados a las plantas fosiles preservadas en estas rocas, se
identificaron helechos de los géneros fosiles Alethopteris, Macroneuropteris y Asterotheca. Con respecto a la
caracterizacion geoquimica de la materia organica contenida en los sedimentos y restos de plantas
correspondientes a diversos géneros de helechos fésiles, se aplico una metodologia de extracciéon de bitumen
mediante reflujo continuo termorregulado utilizando disolventes organicos de baja a alta polaridad, para
posteriormente ser concentrados los extractos por medio de un rotavapor. Los extractos generados por cada
disolvente fueron caracterizados mediante la técnica analitica de Resonancia Magnética Nuclear 1H (RMN-
1H, 400 MHz), resultando diversos compuestos organicos que corresponden con acidos grasos saturados e
insaturados, esteroles y polisacaridos. Se continlan las investigaciones por RMN-1H y cromatograficas
(CGMs), para definir con mayor precision los compuestos organicos y biomarcadores preservados en estas
plantas extintas.
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RESUMEN

Al noreste de lllinois, en el Condado de Grundy, Estados Unidos de América
(USA), afloran secuencias sedimentarias con incipiente metamorfismo de edad
carbonifera, que incluyen una gran diversidad de organismos ampliamente descritos
por su extraordinario nivel de preservacion, lo que les confiere la denominacion
Lagerstatte. En estos sedimentos se han encontrado especies de Calamites y
helechos arborescentes en concreciones calcareo-arenosas, en pizarras y lutitas
alternantes con depésitos de carbon pertenecientes a la Formacion Mazon Creek,
siendo una de las localidades fosiliferas mas importantes del mundo. Las muestras
geoldgicas procedentes de esta formacion, motivo de estudio, corresponden con
sedimentos siliciclasticos arcillo-limosos en matriz carbonatada (margas), incluidos
en estratos delgados de color ocre-amarillento. Como resultado de las
observaciones y estudios paleobotanicos realizados a las plantas fosiles
preservadas en estas rocas, se identificaron helechos de los géneros fésiles
Alethopteris, Macroneuropteris y Asterotheca. Con respecto a la caracterizacion
geoquimica de la materia organica contenida en los sedimentos y restos de plantas
correspondientes a diversos géneros de helechos fosiles, se aplic6 una metodologia
de extraccion de bitumen mediante reflujo continuo termorregulado utilizando
disolventes organicos de baja a alta polaridad, para posteriormente ser
concentrados los extractos por medio de un rotavapor. Los extractos generados por
cada disolvente fueron caracterizados mediante la técnica analitica de Resonancia
Magnética Nuclear 'H (RMN 'H, 400 MHz), resultando diversos compuestos
organicos que corresponden con acidos grasos saturados e insaturados, esteroles
y polisacaridos. Se evaluaron los resultados por RMN 'H y cromatograficas (CG-
MS), para definir con mayor precision los compuestos organicos y biomarcadores

preservados en estas plantas extintas.

Palabras clave: Helechos fosiles, Pensilvanico, Paleobotanica, Geoquimica

Organica, Biomarcadores.



ABSTRACT

In northeastern lllinois, in Grundy County, USA, outcrops of sedimentary
sequences with incipient Carboniferous metamorphism contain a great diversity of
organisms extensively described due to their extraordinary level of preservation,
giving them the name Lagerstatte. Calamite species and tree ferns have been found
in these sediments within calcareous-sandy concretions, in slates and shales
alternating with coal deposits belonging to the Mazon Creek Formation, one of the
most important fossiliferous localities in the world. The geological samples from this
formation, the subject of this study, correspond to siliciclastic clayey-silty sediments
in a carbonate matrix (marls), embedded in thin, yellowish strata. As a result of
palaeobotanical observations and studies of the fossil plants preserved in these
rocks, ferns of the fossil genera Alethopteris, Macroneuropteris and Asterotheca
were identified. Regarding the geochemical characterization of the organic matter
contained in the sediments and plant remains of various fossil fern genera, a bitumen
extraction methodology was applied using continuous, temperature-controlled reflux
with organic solvents of varying polarity. The extracts were then concentrated using
a rotary evaporator. The extracts generated by each solvent were characterized
using "H Nuclear Magnetic Resonance ('H NMR, 400 MHz), revealing various
organic compounds including saturated and unsaturated fatty acids, sterols, and
polysaccharides. The results were evaluated by 'H NMR and chromatographic
methods (GC-MS) to more precisely define the organic compounds and biomarkers

preserved in these extinct plants.

Keywords: Fossil ferns, Pennsylvanian, Paleobotany, Organic Geochemistry,

Biomarkers.



CAPITULO 1. GENERALIDADES

Introduccion

El planeta Tierra ha estado sujeto a multiples evoluciones que ha permitido
desarrollar vida en él, también los seres vivos que han vivido a lo largo del tiempo
han tenido que evolucionar. Gracias a procesos geoquimicos Yy diferentes factores
del ambiente, varios de estos seres vivos han podido describirse gracias a la

impresion que han dejado, mejor conocidos como fésiles.

Se han desarrollado diferentes técnicas para poder recrear escenarios de los
paleoambientes donde se encontraban los fosiles, hay sitios donde solo se han
encontrado algunos restos de estos seres en diferentes estratos, edades y grado de
preservacion; sin embargo, existen algunos sitios donde se pueden encontrar
numerosos ejemplares fosiles de la misma edad con un grado de preservacion
superior regidas por condiciones fisicoquimicas y biolégicas éptimas para que se
depositaran los sedimentos y para la transformacién de la materia organica
sedimentaria en la cuenca, en la que quedaron atrapados una gran diversidad de
organismos estos sitios, a los que se les conocen como Lagerstatté. Este término
de origen aleman se puede definir como el sitio donde se encuentran restos
organicos excepcionalmente bien conservados y preservados, uno de los procesos
tafondmicos que ayudan en la formacion de estos sitios son condiciones anoxicas,
también una sedimentacion rapida que permite enterrar organismos vivos, entre
otros (Behrensmeyer, 2021). Especificamente, el Lagerstatté Mazon Creek en
lllinois (EUA) es un sitio donde se han podido recuperar gran diversidad de fosiles
gracias a la exploracién minera que hubo por la gran cantidad de carb6n que ahi se
encontraba y muchos ejemplares fésiles, que pertenecen a colecciones, fueron
recuperadas en esas minas, tanto de animales como de plantas (Clements et al.,
2019).



La geoquimica estudia la interaccion de los elementos quimicos en el planeta
Tierray tiene diferentes ramas como la geoquimica organica o biogeoquimica donde
se han desarrollado técnicas analiticas para poder recuperar e identificar
compuestos de materia organica en rocas, conocidos como biomarcadores, los
cuales son de gran utilidad para reconstruir el ambiente, puesto que son resistentes
a la biodegradacion proporcionando informaciéon incluso de su disposicion vy

procesos diagenéticos (Méndez Diaz, 2018).

Los fésiles de helechos, motivo de estudio de esta tesis, tienen una gran
preservacion lo cual permitira estudiarlos mediante métodos paleobotanicos y
procedimientos geoquimicos, que permitiran descubrir un poco del paleoambiente

donde se encontraban mediante el bitumen que se le extraiga.

Justificacion

Los fosiles con una preservacion excepcional como los de Mazon Creek, han
dado pauta a diferentes investigaciones y logrado grandes descubrimientos que han
intentado definir el ambiente. Sin embargo, ademas de conocer bien la diversidad
del lugar por las impresiones unicas, también en ellas se quedaron restos quimicos
que permiten conocer detalladamente caracteristicas del ambiente en el que se
encontraban, al preservarse algunos compuestos que producian para lograr la

supervivencia y adaptabilidad en el lugar.

Gracias a la innovacion y tecnologia se han podido extraer estos “restos”
mejor conocidos como biomarcadores, que proporcionan una valiosa informacion
acerca del lugar donde se encontraban y asi como también del organismo que pasé
a fosilizarse; al igual podria ayudar a buscar si alguna de estas especies ha

evolucionado y se encuentra relacionado a nuestra actualidad (marco evolutivo).

A la fecha no se han realizado estudios a detalle con respecto a la aplicacion
de herramientas de geoquimica organica en los sedimentos que contienen plantas
paleozoicas de dicha formacion, motivo de estudio, por lo que este se considera

original y precursor.



Objetivos
General.

Implementar técnicas de geoquimica para recuperar e identificar los
compuestos organicos (biomarcadores), preservados en helechos fdsiles y asi

determinar si existe alguna similitud evolutiva con ejemplares modernos.

Especificos.
. Realizar una caracterizacion paleobotanica para definir los

géneros fosiles, asi como la caracterizacion botanica del ejemplar moderno.
. Aplicar métodos analiticos para recuperar y concentrar la
fraccion soluble de la materia organica sedimentaria (bitumen).
] Caracterizar los compuestos organicos preservados en el
material fosil mediante RMN 'H y cromatograficas (CG-MS), para identificar

los compuestos organicos.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

Ubicacion de los sitios
Helechos actuales

Los helechos actuales se recolectaron en el municipio de Tlanchinol, que se
encuentra al norte del Estado de Hidalgo en colindancia con los municipios de San
Felipe Orizatlan, Huejutla de Reyes, Huazalingo, Calnali y Lolotla, y con el estado
de San Luis Potosi (Figura 1). Es parte de la Sierra Madre Oriental, su clima va de
semicalido a templado con lluvias todo el afio. En cuanto a su vegetacion prevalece
en su gran mayoria bosque, abarca un poco de selva, pastizal y también se lleva a
cabo la agricultura (INEGI, 2010).
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Figura 1. Mapa localizacion de Tlanchinol.

Helechos fésiles
Los helechos fosiles fueron recolectados por la investigadora de la

Universidad de San Luis Misuri Darla Herbpst, en el estado de lllinois, Estados
Unidos de América (USA) en la Formacién Mazon Creek (Figura 2), estas muestras
6



fueron donadas al Dr. Carlos Esquivel Macias para investigacion, en este caso para
un estudio paleobotanico y geoquimico. Para el primer estudio se le pidié la
colaboracion académica del Dr. Emilio Estrada Ruiz, experto en esta disciplina vy,
para el estudio geoquimico de los sedimentos y materia organica el Dr. Kinardo
Flores Castro, responsable del Laboratorio de Geoquimica.
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Figura 2. Mapa localizacién de Mazon Creek.

Formacién Mazon Creek
Tiene una edad del Pensilvanico Medio (~306-311 Ma), forma parte del piso

Moscoviense, y en su mayoria la diversidad de fosiles se presenta en concreciones
de siderita, un mineral de carbonato de hierro que se encuentran en la lutita de

Francis Creek que esta por encima del manto de carbén Colchester (No.2).

Mazon Creek se encontraba cerca del Paleo-Ecuador durante el Carbonifero
siendo parte de lo que seria Pangea, se dieron varias glaciaciones y periodos de
calentamiento intermitente lo que provoco oscilaciones del nivel del mar (Figura 3).

Francis Creek se depositd en el margen noreste de la cuenca de lllinois. El miembro
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del Colchester Coal (No.2) representa un extenso bosque pantanoso que se
encontraba cerca de la paleocosta, que crecié en un clima calido, humedo y lluvioso;
debido a una transgresion marina se inundd y ahogé parte del bosque, de manera
contemporanea se estaba formando la Orogenia Alleghanian, lo que alterd las
condiciones atmosféricas y esto ocasiono que aumentaran las precipitaciones, lo
que causo que el afluente de los rios creciera y depositaran en el mar poco profundo
recién formado. Por lo que se cree que Francis Creek se depositdé por las
inundaciones ocasionadas por las fuertes precipitaciones, dando como resultado un
miembro de 25 m de espesor de lodos y limos, aunque Mazon Creek se encuentra

solo en los 3-8 m de la base de este (Clements et al., 2019).

Se ha dividido Mazon Creek en dos faunas, Braidwood de agua dulce y Essex
de una fauna marina salobre. La fauna marina Essex esta dominada por cnidarios,
artrépodos, poliquetos, lobopodios, peces, condrictios, lamprea, mixinos,

cefalépodos y el Tullimonstrum. Mientras que Braidwood lo que predomina es la

flora de “colas de caballo”, licopodios y helechos arborescentes (Clements et al.,
2019).

) ]
Rockford Chigo:

—
Peoria
o

Springfield

Figura 3. Ubicacion de Mazon Creek durante el Carbonifero.

a) Localidad de Mazon Creek (recuadro naranja) en relacion con las principales ciudades y pueblos
de lllinois. b) lllinois durante el Pensilvanico que muestra el mar epicontinental y las masas de tierra
aproximadas en relacion con Mazon Creek Lagerstatté (recuadro naranja). c) lllinois y estados
circundantes de EUA (contorno gris) durante el Carbonifero tardio. Tomada de Clements et al., 2019.



Biomarcadores
Son fésiles moleculares, es decir, son compuestos organicos complejos de

carbono, hidrégeno y otros elementos; son utiles debido a sus estructuras complejas
con las cuales se pueden determinar su origen. Las caracteristicas de mayor
importancia son estructuras compuestas de subunidades repetidas, lo que indica
que son precursores de componentes de organismos vivos; son comunes en ciertos
organismos y sus estructuras también son quimicamente estables durante la
sedimentacion. La conservacién de la materia organica es de alto interés, los
biomarcadores prevalecen debido a que estructura permanece intacta durante los
procesos de sedimentacion y diagénesis, ya que muchos de estos son resistentes

a la biodegradacién (Peters et al., 2004).

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
Es una herramienta espectroscopica utilizada en diversas areas de la

quimica, como herramienta cuantitativa determina con precision la concentracion de
un analito de acuerdo con las sefiales del espectro de 'H o '*C. El espectro de 'H

permite identificar la huella o perfil metabdlico organicos.

Un nucleo atdmico activo en RMN responde de alguna forma a la presencia
de un campo magnéticos externo, magnetizacion nuclear. El espin nuclear es una
propiedad cuantica relacionada con el momento angular del nucleo; en la RMN es
indispensable que este espin sea diferente a 0, ya que cuando esto sucede los
protones y neutrones que estan dentro del nucleo generan una especie de
circulacion de carga eléctrica que genera un dipolo magnético como el caso de 'H,
pero igual dentro del equipo se debe contar con un campo magnético intenso que
ayude a generar distintos estado energéticos, que permita “perturbar” el nucleo

atomico.

El campo magnético externo aplicado al nucleo ejerce una fuerza que lo

afecta resultando un movimiento circular llamado precesion. Al ser constante el



campo magnético y la irradiacién de los nucleos magnéticamente activos con un
pulso de radiofrecuencias de la misma magnitud que la frecuencia de precesion
provocara que los espines nucleares sean excitados y salgan de equilibrio, y pasen
a un estado de energia mayor. Cuando los nucleos regresan a un estado de
equilibrio, generan una respuesta oscilatoria, que un espectrometro detecta como
una senal de decaimiento, la cual tiene un proceso matematico basado en una
Transformacion de Fourier para convertir la sefial en un dominio del tiempo

(segundos) a un grafico de frecuencias (Hertz) (Garcia Gonzalez et al., 2022).

Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-MS)
Es una técnica analitica que separa, identifica y cuantifica sustancias volatiles

y semivolatiles (Garcia Barradas, 2025).

En la cromatografia de gases la muestra se inyecta en la fase movil, los
componentes pasan a través de la fase estacionaria que se encuentra fijada en una
columna, esta dentro de un horno con programacion de temperatura. La velocidad
de migracion de cada componente sera en funcion de su distribucién entre la fase
movil y estacionaria; cada soluto en la muestra tiene diferente afinidad hacia la fase
estacionaria lo que permite la separacion, los compuestos fuertemente retenido por
esta fase se moveran lentamente en la fase maévil, mientras que los débilmente
retenidos lo haran rapidamente, esta diferencia de movilidad permite la separacion
en bandas que pueden ser analizadas cualitativa y cuantitativamente mediante el

empleo de los detectores seleccionados.

Mientras que la espectrometria de masas en una técnica que permite
identificar moléculas ya que proporciona su espectro y caracteristico y estructura,
medir la concentracion de sustancias, detecta concentraciones de ppm o ppb e
incluso de ppt o ppqg. Dentro del espectrometro de masas se ioniza la muestra, se
aceleran y se conducen hacia el sistema colector mediante campos eléctricos y
magnéticos; la velocidad que alcance dependera de su masa, produce el espectro

de masas lo que permite su identificacion.
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Al acoplar estas dos técnicas permite separar e identificar los componentes
de una sustancia, para ambas se necesita una cantidad pequefa de muestra. Se
inyecta la mezcla en el cromatégrafo de gases, se separa en la columna y pasa al
espectrometro que también registra la corriente idénica que permite conocer su
concentracion, cada componente se registra como un pico cromatografico y se

identifica mediante su espectro de masas (Gutiérrez & Droguet, 2002).
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

Preparacion de muestras
Helechos actuales

El helecho recolectado en el municipio de Tlanchinol fue realizado in situ, una
parte fue puesta a disposicion del maestro Manuel Gonzalez Ledesma, experto
investigador en botanico, adscrito al Area Académica de Biologia de la UAEH para
su identificacion, mientras que la otra parte de las muestras se pusieron a secar
para poder realizar el procedimiento de extraccion. Se colocaron posteriormente en
un matraz balén de un litro en contacto con hexano como primer disolvente y se
dejaron en reposo en maceracion, para pasarla después a reflujo continuo

termorregulado, que se describe en el siguiente subtema.

Figura 4. Preparacion de Helechos actuales en el laboratorio.

Helechos fésiles
Se transportaron con extrema precaucion a las inmediaciones del Instituto

Politécnico Nacional, donde Ivonne Lisset Vega Valdez y el Dr. Emilio Estrada Ruiz:
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los observaron en un microscopio de alta resolucion para determinar sus

caracteristicas morfologicas y determinar su familia y género.

Figura 5. Fotografias tomadas en el IPN para su identificacion.

Posteriormente, se regresaron a las instalaciones del Laboratorio de
Geoquimica del Area Académica de Ciencias de la Tierra y Materiales, para el
procedimiento de extraccion de bitumen. Se cortaron ciertas porciones para poder
realizar el procedimiento de extraccién donde se encontraban ciertas partes de los
helechos, asi como de la matriz donde aparentemente no habia resto de helechos.
Los trozos obtenidos se molieron en un mortero mecéanico hasta lograr un polvo fino,
posteriormente se colocaron en aluminio previamente pesado y nuevamente se
pesaron con la muestra; esto permite definir la cantidad de disolvente correcta, ya

gue se pone una porcion 1 a 3 (gr/ml) de disolventes para el proceso de extraccion.
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Figura 6. Fosiles de helechos que se cortaron.

Sistema de Reflujo Termorregulado para la extraccién de bitumen
Para realizar este procedimiento las muestras se colocaron en matraces

Florencia de 1L con diferentes disolventes de diferente polaridad desde hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol todos de grado HPLC; y cada uno se fue
colocando en el procedimiento que consiste en poner el matraz con el disolvente y
la muestra, en una mantilla de calentamiento y al mismo tiempo se conecta a un
tubo refrigerante donde se hace circular un anticongelante bombeado
constantemente, lo que permite que el vapor se condense y vuelva a su estado
liqguido en reflujo continuo. También la parte expuesta del matraz se tapa con
algodoén y aluminio, lo que ayuda a mantener la temperatura y evitar la luz directa,
permitiendo asi obtener la mayor cantidad de bitumen, evitando también su
fotodegradacion. Cada disolvente se dejo aproximadamente 48 horas conectado,
luego se dejo enfriar a temperatura ambiente, para posteriormente poder filtrarlo por

gravedad. A la muestra pulverizada se le agregaba el otro disolvente de mayor
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polaridad que la anterior para continuar con la extraccion y, el extracto se extrajoy
concentr6 mediante un rotavapor, para obtener asi una muestra significativa de
bitumen que se guardd en un vial previamente pesado e identificado, con ayuda de
una pipeta Pasteur desechable, se dejo secar la muestra a temperatura ambiente
tapada con un algodon y en un lugar donde no recibiera la luz; y posteriormente se

volvié a pesar la muestra obtenida una vez evaporado el disolvente restante.

De igual manera con el helecho actual, en maceracién, se le agregaron los
mismos disolventes y se pusieron en el sistema de reflujo continuo termorregulado

para recuperar su bitumen, claro al ser una planta como tal la cantidad de extracto

obtenida fue mayor.
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Figura 7. Proceso en laboratorio para extraccion.

a) Equipo de extraccion termorregulada; b) Pipeta con escarcha por el flujo frio; ¢) Muestra conectada
gue ya habia alcanzado el punto de ebullicién; d) Filtracién por gravedad; e) Muestra en rotavapor
para retirar el disolvente; y f) Se traspasa extracto a vial.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN "H)
Los extractos obtenidos ya secos se analizaron en el espectrometro Bruker,

modelo Ascend™ 400 MHz que se encuentra en el Centro de Investigaciones
Quimicas de la UAEH con asesoria del Dr. Jesus Martin Torres Valencia, experto

en la técnica.

Para poder analizar la muestra se le coloco un disolvente deuterado para que
no interfiera con el resultado, o bien ya que si la sefal se eliminara podria perderse
informacion. Por ello se utilizd cloroformo deuterado (CDCIs) en los extractos de
hexano, diclorometano y acetato de etilo, mientras que los extractos de metanol se

les coloco dimetilsulfoxido (DMSO-ds), igual un compuesto deuterado.

Posteriormente con ayuda del software MestReNova se visualizaron los
espectros de RMN 'H; en ambos casos teniendo en cuenta como referencia de

sefial remanente del cloroformo y metanol deuterado.
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Figura 8. Equipo de RMN "H en Laboratorio de Quimica UAEH.

Cromatografia de Gases-Masas
También los extractos obtenidos se analizaron con cromatografia de gases

acoplado a espectrometria de masas para determinar compuestos especificos. El
cromatografo de gases - masa (CG-MS) utilizado es de la marca Shimadzu, modelo
QP2010 SE con asesoria del Dr. José Eduardo Garcia Béjar, responsable del
Laboratorio de Cromatografia del Centro de Investigaciones en Materiales
Avanzados (CIMAV-Chihuahua), con ayuda del M. en C. Jorge Alberto Santiago

Bautista.
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Figura 9. Equipo de CG-MS en Laboratorio del CIMAV-Chihuahua.

Microscopio Digital Keyence
Los helechos fésiles también se observaron en el microscopio digital

Keyence Serie EA-300, modelo VHX-S770E/S750E operado por el Dr. Omar
Rosales Gonzalez en la Unidad Central de Laboratorios de la UAEH. Donde se
puedo observar de manera muy particular los helechos, el microscopio tiene
tecnologia de punta que permite escanear y visualizar la superficie del fésil en 3D

con ayuda de su software; para obtener imagenes de muy alta resolucién.
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Figura 10. Microscopio digital en UCL de la UAEH.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Botanica
El helecho actual se determiné que es:

Alsophila firma (Baker) D.S. Conant, 1983
Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Polypodipsida
Orden: Cyatheales
Familia: Cyatheaceae
Genero: Alsophila

Especie: firma

Descripcion: Es un helecho arborescente que habita en los bosques
templados; se encuentran en Hidalgo, Chiapas, Estado de México, Gurrero, entre

otros estados de México y a lo largo de Centroamérica (CONABIO, 2024).
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Figura 11. Helecho actual y distribucion en América.
Tomada de (CONABIO, 2024).
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Paleobotanica
En cuanto a los helechos fésiles analizados en inmediaciones del IPN, se

definieron que eran tres tipos de helechos y de diferentes familias, de igual manera

se determiné el género de cada uno de ellos descritos a continuacion:

Familia: Alethopteridaceae

Género: Alethopteris

Fueron descritos como fragmentos de pinas estériles. Frondas al menos
bipinnadas; pinas de ultimo orden triangulares y un poco agudas, apice de la pina
constituido por una pinula apical redondeada alargada con bordes laterales y apice
agudo, y fusionada basalmente con el primer par de pinulas laterales. Por lo general,
el raquis llega hasta dos tercios de la pinula apical. Pinulas alternadas, mas largas
gue anchas, las porciones apicales son fusionadas unas con otras por la base, base
decurrente, de bordes rectos, apices de las mas cortas. Se encuentran redondeados
obtusos a agudos. La lamina de las pinulas generalmente es bastante gruesa
pinulas. Mientras que su venacion caracterizada por una vena media bien marcada
que no llega hasta el apice de la pinula, fuertemente decurrente y numerosas venas
laterales decurrentes no anastomosas que encuentran con el margen de la pinula y

las venas laterales se bifurcan a intervalos irregulares.
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10:21:30 a. m.
Lente: E20:X20

Figura 12. Fotos de helecho fésil Alethopteris.

La ultima foto muestra el desnivel de la superficie del fosil.
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Familia: Neurodontopteridaceae

Género: Macroneuropteris

Son fragmentos de pinulas estériles. Largas, de forma lingliforme, sub
falcada o sub triangular. Apice ligeramente redondeado a agudo. La base es
cordada y el margen es entero. La vena media es prominente y se extiende a lo
largo de la pinula, pero no llega al apice y su venacion densa. Las venas

secundarias se bifurcan de 3 a 5 veces y se arquean hasta alcanzar el margen.

11:00:12 a. m.
Lente: E20:X20)

Figura 13. Fotos de helecho fosil Macroneuropteris.

La ultima foto muestra el desnivel de la superficie del fésil.
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Familia: Marattiaceae

Género: Astetotheca

Se observaron fragmentos de pinas estériles y frondas bipinnadas. Pinas de
dltimo orden triangulares y un poco agudas. Apice de la pina constituido por una
pinula apical redondeada o un poco alargada con bordes laterales rectos, y
basalmente fusionada al primer par de pinulas laterales. El segundo par de pinulas
en direccion a la base son independientes. Por lo general, el raquis llega hasta el

apice de la pinula apical.

Pinulas mas largas que anchas, sub opuestas; bordes laterales enteros y
rectos. Bases generalmente rectas y separadas de las contiguas: interespacio muy
pequeno de anchura constante entre pinulas préximas. Ocasionalmente las bases
son confluentes, sobre todo entre pinulas sub apicales. Apices de las pinulas
redondeados obtusos, sélo a veces un poco agudos vena media no decurrente, de
curso recto hasta el apice de la pinula, ramificandose en dos venas laterales

gruesas que llegan al borde de la pinula y venas laterales rectas que se bifurcan.
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Figura 14. Fotos de helecho fésil Astetotheca.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN 'H)
Los extractos obtenidos del sistema de reflujo termorregulado de helechos
fosiles fueron menores que de los helechos actuales como se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 1. Extractos obtenidos en gramos (g) de cada disolvente.

Hexano Diclorometano Acetato de etilo Metanol
Muestra

CeHi1a CH:CI; C4HsO2 CH;OH

Helecho arborescente

111.9 95.6 0.0578 1013.1
moderno

Helecho fosil 7.5 17.9 0.0085 21.4

Al analizarlos mediante RMN 'H, se obtuvieron diferentes grupos funcionales,
también se pueden observar las sefales remanentes de los compuestos deuterados
y la sefal del compuesto estandar de referencia interna utilizado para calibrar el

desplazamiento quimico, tetrametilsilano (TMS) (CHs3)4Si.

En los extractos de muestras del helecho fésil en hexano se encontraron
compuestos grasos, trazas de posibles esteroles e hidrocarburos; ademas de
impurezas de los disolventes utilizados en la extraccion, estas senales igual se

encontraron en los espectros de diclorometano y acetato de etilo.
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HE-Ev (hex), en CDCl, Espectro normal
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Figura 15.Espectro normal del extracto del helecho fosil en CeH14.
Ampliacién del espectro de HE-Ev (hex), en CDCl,
Ftalatos, hidrocarburos
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Figura 16.Espectro ampliado del extracto del helecho fésil en CsH1a4.
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Ampliacién del espectro
M2.HE-AR-HEX, en CDCl,

Compuestos grasos

Ftalatos \ Ji

\
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Figura 17.Espectro ampliado de otro extracto del helecho fésil en CsHua.
Mientras tanto los extractos en diclorometano ademas de compuestos grasos
y metilos de esteroles, una de las sefiales mas interesantes fueron la de triterpenos

o diterpenos con enlaces dobles (alqueno) y OH, los cuales pueden ser de gran
interés para la investigacion.

Metilos de
esteroles

Ampliacién del espectro de HE-Ev (Cl-Mo), en CDCl,

Sefiales interesantes de triterpenos o diterpenos
con enlaces dobles (alquenos) y OH.

|
I
I
=
|
v

76 7.2 6.8 6.4 6.0 56 5.2 4.8

Figura 18.Espectro ampliado del extracto del helecho fésil en CH2Cl>.
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Ampliacién del espectro
M1.HE-AR-DCLM, en CDCl,4

Compuestos grasos

Ftalatos |

B Aol
x "P\‘ i
|uP ‘WIJ \\j \

f
__.UJ L . Al (S .
‘ 4 0 ‘ s " "a4 0 36 2 2 ‘ 2‘.4 ‘ 2‘.0 ‘ 1‘.6 ‘ 1‘.2 ‘ d.B ‘ 6.4 I dU ‘

L e e e
8.0 7.6 72 6.8 6.4 6.0 5.6 52 48 4.4 40 36 32 28

Figura 19.Espectro ampliado de otro extracto del helecho fosil en CH2Cl-.

En los extractos obtenidos de acetato de etilo se encontraron grupos de

compuestos grasos, hidrocarburos y posibles esteroles.

Ampliacion del espectro
M2.HE-AR-AcOEt, en CDCly

Compuestos grasos e
hidrocarburos

Posibles esteroles

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Figura 20.Espectro ampliado del extracto del helecho fésil en C4HgOo.



Y respecto al extracto que se obtuvo del metanol, se pudieron observar

senales de compuestos aromaticos e hidrocarburos.

HE-Ev.Met, en DMSO-d, Espectro normal
DMSO-d,
- - 4
/// s
~ 7
L
12,5 115 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

Figura 21.Espectro normal del extracto del helecho fésil en CHa.

Ampliacion del espectro HE-Ev.Met, en DMSO-dg

Hidrocarburos

Restos de compuestos
aromaticos

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figura 22.Espectro ampliado de otro extracto del helecho fésil en CH3OH.
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Por otro lado, en cuanto a los extractos del helecho arborescente actual, se
observaron mas sefiales se diferentes grupos funcionales y no se presentaron
sefiales de ftalatos. En la muestra de hexano se observaron muestras de metilos de
esteroles, acidos grasos insaturados, esteroles y el protéon H-3 esteroles. En los
extractos obtenidos con el diclorometano y de acetato de etilo igual hay sefnales de
compuestos aromaticos, esteroles y acidos grasos insaturados, ademas en el
espectro de acetato de etilo encontraron senales de protones base OH (esteroles),

por ejemplo, podria ser uno de los mas comunes como el 3-sitosterol.

Ampliacion del espectro HE-AR Hex, CDCl,

Metilos de
esteroles

/ N ™S

Sefiales tipicas / N
de esteroles / H-3 de N

\ esteroles N

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 04 0.2 00

Figura 23.Espectro normal del extracto del helecho actual en CeH14.
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Ampliacion del espectro HE-AR DCLM, en CDCl,

O

acido graso insaturado

Acidos grasos insaturados y Esteroles

Trazas de compuestos

aromaticos

|
|
\
\
v

Figura 24.Espectro ampliado del extracto del helecho actual en CH2Clz.

Ampliacion del espectro HE-AR AcOEt, en CDCl

B-sitosterol

Acidos grasos insaturados y
Esteroles en proporcién casi 1:1

1 [}
Sefiales de protones base de OH

1 [}
I 1
Trazas de compuestos v ) (esteroles)

aromaticos
T

Figura 25.Espectro ampliado del extracto del helecho actual en C4HsO:x.



Finalmente, en el extracto del helecho actual en metanol se trazaron senales de
compuestos aromaticos, polifenoles, polisacaridos, OH de fenoles y alcoholes

grasos.

Ampliacién del espectro
HE-AR Met.1, en DMSO-dg

Polisacaridos

Y

Compuestos aromaticos,
polifenoles

8.2 7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0 0.6

Figura 26.Espectro 1 ampliado del extracto del helecho actual en CH3OH.

Ampliacién del espectro
HE-AR Met.2, en DMSO-dg

Alcoholes grasos

OH de

fenoles Compuestos aromaticos,
polifenoles

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figura 27.Espectro 2 ampliado de extracto del helecho actual en CHzOH.
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Cromatografia de Gases-Masas

El analisis de CG-MS se obtuvieron varios compuestos que se describen en

la siguiente tabla y observan en al Anexo 1.

Tabla 2.Compuestos obtenidos en las muestras del helecho fésil.

# Nombre Compuesto Masa molar| Férmula
Hexano
1 2-Metilpentano 224 CieHs2
2 2.6,10-Acido trimetilundecanoico, 2,2,2-trifluoro 310 C16H20F 302
3 2-Metiltetracosano 352 CasHs2
4 9- Acido octadecenoico/Acido oleico 366 C24H4602
5 Heptacosano 380 Ca7Hss6
6 Acido hexadecanoico/Acido palmitico 256 C16H3202
7 1-Heptacosanol 396 C27Hs60
8 Acido bencenodicarboxilico/Acido ftalico 334 C20H3004
9 Acido nonahexacontanoico 998 CeoH13802
Diclorometano
10 1,2,4,5-Tetrazina 138 CeH10N4
11 9, 12, 15- Acido octadecatrienoico 278 C18H3002
12|  Acido dodecanoico, 3-hidroxilo /Acido laurico 216 C12H2403
13| Acido octadecenoico, 2-(octadeciloxi) éster etilico 580 CssH760s3
Tabla 3.Compuestos obtenidos en las muestras del helecho arborescente actual.
# Nombre Compuesto Masa molar| Férmula
Hexano
14 1-Cloroeicosano 316 Ca0Ha1Cl
3 2-Metiltetracosano 352 CasHs2
11 9, 12, 15- Acido octadecatrienoico 278 C18H3002
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12

Acido dodecanoico, 3-hidroxilo /Acido laurico 216 C12H2403

13

Acido octadecenoico,2-(octadeciloxi) éster etilico 580 CssH760s3

1)

2)

2-Metilpenatano: pertenece a los alcanos y es un compuesto organico
volatil comun entre las plantas tanto como atrayentes de polinizadores
como defensa contra los herbivoros (Kessler et al., 2015) y se ha reportado
como un aceite volatil en la especie de Pteris semipinnata, un helecho
tropical (Cao et al., 2017).

2,6,10-Acido trimetilundecanoico, 2,2,2-trifluoro: es un acido graso de
cadena ramificada, con una estructura con una larga cadena carbonada con
multiples grupos metilo (Cymit Quimica SL, 2025); esté compuesto se ha

encontrado en hongos con caracteristicas pesticidas (Rossi et al., 2021).

2-Metiltetracosano: es un alcano de cadena larga que pertenece al grupo de
hidrocarburos saturados, es un componente de diversas ceras naturales
(Cymit Quimica S.L, 2025); se han encontrado en tépalos y pétalos del
geénero Corcus, especificamente en la fraccion volatil de las flores de C.
vernus (Mykhailenko et al., 2019).

9- Acido octadecenoico/Acido oleico: es un acido graso monoinsaturado, es
un acido octadecenoico con un doble enlaces en C-9 (Merck KGaA, 2025).
Se han encontrado en las frondas de diferentes especies de helechos, mas

especificamente en sus esporas (Nekrasov et al., 2019).

Heptacosano: es un alcano de cadena larga, pertenece a los hidrocarburos
saturados y suele encontrarse en ceras naturales (Cymit Quimica S.L.,
2025b). Se encontré en Salvinia cucullata, un helecho acuatico flotante,

como un compuesto fitoquimico volatil (Santhosh et al., 2022).
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6)

8)

9)

Acido hexadecanoico/Acido palmitico: es un &cido graso saturado de
cadena larga, es el primer acido graso que se produce en la sintesis de
acidos grasos y es el precursor de acidos grasos mas largos (TMIC, 2020).
Se encontr6 una gran cantidad de acido palmitico en frondas jovenes y en
otras especies en frondas maduras de diferentes tipos de helechos de
Nueva Zelanda (Nekrasov et al., 2019) y en ceras de las hojas de algunos

helechos tropicales de México (Ceron-Carpio et al., 2019).

1-Heptacosanol: es un alcohol graso primario de cadena muy larga, uno de
los hidrégenos ha sido reemplazado con un grupo hidréxido (NCBI, 2025a).
Se encontré en Hibiscus syriacus como parte de los extractos
hidrometandlicos de sus flores y hojas, esté presenta actividad
antimicrobiana, antioxidante y como pesticida (Sanchez-Hernandez et al.,
2021).

Acido bencenodicarboxilico o mejor conocido como &cido ftalico es un
compuesto que no tiene relevancia, ya que es parte de la contaminacion de

la muestra.

Acido nonahexacontanoico: acido graso saturado de cadena muy larga
(NCBI, 2025d). Se encontr6 en un extracto de Tapinanthus bangwensis
donde se encontré que varios de los componentes tenian efectos

beneficiosos para la salud (Ihegboro et al., 2024).

10)1,2,4,5-Tetrazina: es un compuesto aromatico heterociclico con un anillo

que contiene 4 atomos de nitrégeno y dos atomos de carbono (Cymit
Quimica S.L., 2025a). Varios de los compuestos de la tetrazina tienen
propiedades antivirales, antiinflamatorias, analgésicas, antibacterianas e
incluso pesticidas (Gorecki & Kudelko, 2025).
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11) 9, 12, 15- Acido octadecatrienoico: es un acido graso poliinsaturado y
también es conocido como acido alfa-linolénico (ALA), pertenece a la familia
omega-3, tiene 3 dobles enlaces (Cymit Quimica S.L., 2025c). Esté acido se
encontrd en varias especies de helechos relacionado con acidos
eicosapentaenoicos; la familia omega-3 solo se habia reportado en
equisetofitas, gimnospermas y en algunas angiospermas (Nekrasov et al.,
2019).

12)Acido dodecanoico, 3-hidroxilo /Acido laurico: es un acido graso saturado
de cadena media y un hidréxido (NCBI, 2025c). Se encontrd en la cera de la
superficie superior de las hojas de helechos tropicales terrestres, las ceras
permiten proteger las hojas al limitar la pérdida de agua de los tejidos
subyacentes, barrera de radiacion UV y como defensa de insectos (Cerén-
Carpio et al., 2019).

13)Acido octadecenoico, 2-(octadeciloxi) éster etilico: es un acido graso
saturado de cadena larga, con acido estearico; el éster es similar a una cera
(NCBI, 2025b). Junto con el acido hexadecanoico es uno de los acidos con
mayor porcentaje en las ceras cuticulares de diferentes helechos tropicales
terrestres de México, la cual actua como repelente de agua y repele
algunos herbivoros (Ceron-Carpio et al., 2019).

14)1-Cloroeicosano: es un compuesto halogenado derivado de un alcano lineal

de 20 carbonos, se ha encontrado en las cuticulas foliares de plantas

hal6fitas como la familia de Chenopodiaceae (Grossi & Raphel, 2003).
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los andlisis botanicos y paleobotanicos se pudieron definir la
especies, familia y géneros de los diferentes helechos que se estudiaron; con ayuda
de microscopios de alta resolucion que permitieron observar de manera mas

detallada las caracteristicas de cada uno.

Con el procedimiento de reflujo continuo termorregulado, permitié extraer
cantidades representativas de bitumen de cada una de las muestras. Los extractos
obtenidos del helecho actual fueron de mayor peso ya que la concentracién de
materia organica estaba mucho mas concentrada; sin embargo, los extractos de las
muestras de helechos fésiles fueron menores puesto que la materia organica aun

preservada es menor.

En cuanto a los resultados obtenidos de la RMN 'H se obtuvieron diferentes
grupos funcionales como hidrocarburos, compuestos grasos, triterpenos o
diterpenos e incluso compuestos aromaticos en las muestras de helechos fésiles.
Mientras que en los espectros del helecho moderno se encontraron metilos de
esteroles, acidos grasos insaturados, esteroles, compuestos aromaticos,
polifenoles, polisacaridos y alcoholes grasos. Con estos resultados se concluye que
los helechos modernos analizados no corresponden y no tienen similitud alguna con

las especies fésiles. Corresponden a especies y ambientes distintos.

Mediante la CG-MS se identificaron compuestos, en su mayoria acidos
grasos saturados e insaturados, algunos alcanos y alcoholes grasos en
concordancia con la RMN 'H. En ambas muestras se encontraron cuatro
compuestos iguales, los cuales en su mayoria se han corroborado con ceras y
frondas de los helechos. Con estos se puede argumentar que existe una similitud
de ciertas sustancias que producen los helechos para su defensa ante el clima,
plagas o enfermedades donde se encuentren, asi como ante el ataque de algunos

herbivoros.

Con las técnicas analiticas RMN '"H y CG-MS se puede corroborar que los

compuestos obtenidos de la segunda técnica si pertenecian a los diferentes grupos
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obtenidos en la resonancia, por lo que se puede comprobar que son técnicas

complementarias de alta resolucion.

Es de enfatizar que los helechos fésiles se encontraban en un paleoambiente
calido, mientras que el helecho actual se encuentra en un ambiente mas templado
y de alta montafia, por lo que se determind que este factor pudo modificar algunas
caracteristicas de los helechos en cuanto a su evolucion y adaptacién, por esto
mismo se recomienda hacer otros estudios comparativos donde se utilicen helechos
modernos que se encuentren en condiciones ambientales templados y tropicales
para determinar su similitud.
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ANEXO 1. CROMATOGRAMAS OBTENIDOS DE LA CG-MS

1.1 Cromatograma del extracto del helecho fosil en hexano.
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1.2 Cromatograma del extracto del helecho fésil en diclorometano.
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1.3 Cromatograma del extracto del helecho actual en hexano.
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