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€1 objetivo solo gxiste ¢n la medida gn qug un hombrg ¢s capaz dg sofiar con alcanzarlo.
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ana fantasia. {Isi, dgl mismo modo qug la intgneidn buscea su objgtivo, ¢l objgtivo tambign busca
la intgncidn dgl hombrg, pugs ¢s ¢l quign da sgntido a su gristencia, yga no ¢s s6lo una idga, sino
¢l egntro del mundo dg un arquero. €1 blanco ¢gs ¢l objetivo qug hay qug alcanzar. Lo gscogiste
tu, g gn gso reside la bellgza degl camino. No pugdes disculparte dicigndo qug ¢l adversario gra
mas fugrte, pugs fuiste td quign gscogiste ¢l blanco, g tuya ¢s la rgsponsabilidad. &i ves ¢gn ¢l
camino a un gngmigo, puede quge acigrtes ¢l tiro, pero no tg mejoraras ¢gn nada a ti mismo. Te
pasaras la vida simplgmente intgntando colocar una flgcha ¢gn ¢l egntro dg una cosa dg papel o
madgra, algo complgtamente indtil. Y cuando gst¢s con otras personas tg qugjaras deg qug no
hicistg nada intgrgsanteg. Por gso, tigngs qug gscoger tu objetivo, dar 1o megjor de ti para
alcanzarlo, tratdndolo con rgspeto y dignidad, tigngs que saber que significa g cuénto gsfugrzo,
gntrgnamignto ¢ intuicién tg ha grigido. {1l mirar al blanco no tg conegntres ¢gn ¢l, mira todo lo
qug sucegdg a tu alrgdedor, porqug la flgecha, al segr disparada, sg gncontrara con factorgs con los
qug no has contado, como ¢l vignto, ¢l pgso g la distancia, pero si hiciste los movimigntos
corrgctos, da los pasos ngegsarios g acgpta ¢l reto, abre la mano y suglta la cugrda. Jungqug no
dgs ¢gn ¢l blanco, sabréas afinar la puntgria la proxima vez, si no te arrigsgas no sabras que
cambios son ngegsarios.

Paulo Coglho
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Densidad de venas en hojas fosiles de las localidades miocénicas de San Esteban Tizatlan, Tlaxcala e

Ixtapa, Chiapas, método para su uso como posible herramienta en la interpretacién paleoclimatica.

RESUMEN

La densidad de venas de las hojas (LVD) se define como el largo total del tejido vascular (mm)
por unidad de 4rea (mm?). En los ultimos afios, el uso de este caracter se ha difundido por su respuesta
y adaptacion a diferentes condiciones ambientales. Lo anterior hace que la LVD en hojas fosiles tenga
potencial para ser usada como proxie en las predicciones de paleoclimas. Uno de los principales
obstaculos en el estudio de la LVD, es que son pocas las publicaciones que muestran una metodologia
explicita para el analisis y medicion de este caracter en hojas actuales y son menos los trabajos en hojas
fosiles. Es por eso que en este trabajo se cuantifico la LVD de hojas de 25 especies de plantas actuales
usando diferentes técnicas y parametros, haciendo uso del software Leaf Gui, estudiando el efecto de
factores que pueden afectar la medicion de LVD. Los andlisis se enfocaron en estudiar la zona y
tamafio mas propicios para muestrear el area de la lamina 6ptima, la necesidad de realizar limpieza de
¢ésta y el tipo de imdgenes que son mas utiles para las mediciones de la LVD. Con la metodologia
establecida a partir de las hojas actuales, se evalu6 la LVD de 100 hojas fosiles, contrastando los
valores obtenidos y seleccionando los pardmetros que mostraron medidas con menor error. Se
proponen una serie de requisitos para obtener LVD en hojas fosiles. Estos requisitos son: realizar el
marcado de las venas, la eliminacion de ruido en la imagen, la obtencion de muestras preferentemente
lejanas al borde de la lamina y un area minima de 0.8 cm®. Finalmente, se logr6 medir de forma
homogénea la LVD de hojas fosiles provenientes de dos localidades miocénicas, para compararlas con
la LVD de hojas actuales y asi probar el potencial de este caracter como proxie paleoclimatico. En
cuanto a la comparacion de la LVD de hojas fosiles de ambas localidades, contrario a lo esperado, no
se encontraron diferencias significativas que estuvieran acordes con las diferencias de temperatura
media anual calculada en estudios previos para las localidades. Esta falta de concordancia lleva a
pensar que la LVD no esta directamente determinada por la temperatura, pero si puede estarlo por la
precipitacion. Otra posibilidad es que el método con el que se han calculado estos climas (CLAMP) no
son lo suficientemente robustos. Con la metodologia que se propone en este trabajo, se establecen las
bases para que se realicen estudios posteriores con un enfoque mas claro en la relacion LVD y

paleoclimas, de manera homogénea en hojas actuales y fosiles.
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ABSTRACT.

Leaf vein density (LVD) is defined as the total length of the vascular tissue (mm) per area
(mm?). During the last years, the use of this character has increased because of its response and
adaptation to different environmental conditions. This gives the fossil LVD the potential to be used as
proxie in paleoclimate predictions. One of the main obstacles in the study of the LVD, is that there are
few publications showing an explicit methodology for measuring and analyzing this character in extant
species leaves. Moreover, there are even fewer studies using fossil leaves. In this paper we quantify the
LVD of 25 leaves from different extant species of plants with different techniques and parameters,
using the software the Leaf Gui, to study their effect on the measurement of the LVD. The analysis
focused on studying the area and the size of the lamina most favorable to sample. Also the analyses
evaluated the need of cleaning the leaf images and the type of images that are more useful for the LVD
measurements. With the established methodology from extant leaves, we evaluated the LVD of 100
fossil leaves, contrasting the values obtained, and selecting the parameters where the measurements
showed less error. The requirements that are proposed for measuring the LVD of fossil leaves are: to
mark all the veins, to remove the image noise, to obtain the sample preferably from the distant edge of
the lamina and to sample a minimum area of 0.8 cm”. Finally, the LVD of fossil leaves from two
Miocene localities was measured to compare them with the LVD of extant leaves and to test the
potential of this character as a paleoclimatic proxie. Contrary to expectations the LVD of the leaves
from the two fossil locations did not show any significant differences which were consistent with
differences on the mean annual temperature calculated for the localities. This inconsistency suggests
that the LVD is not directly determined by the temperature, but that can be related whit the
precipitation. Another possibility is that the method by which these climates have been calculated
(CLAMP) is not sufficiently robust. The methodology proposed in this work, laid the foundations for
subsequent studies on the LVD and the paleoclimates relationship. So that this type of studies can be

perform in an uniform way for fossil and extant leaves.
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1. INTRODUCCION

En paleobotanica, las hojas fosiles que muestran patrones de venacidon son ampliamente
utilizadas en la identificacion de taxones fosiles (Boyce, 2008). Este registro aporta evidencia directa
de la vida pasada como la edad minima conocida de la existencia de un grupo determinado y la historia
biogeografica de los linajes (Manchester y Tiffney, 2001).

Debido a la importancia de los patrones de venacion en las clasificaciones sistematicas, se ha
prestado mucha atencion a las propiedades arquitectonicas de la venacion de la hoja, pero pocas
investigaciones tratan de las propiedades funcionales de este sistema (Uhl y Mosbrugger, 1998).
Apenas durante el siglo XX, Schlotheim y Brongniart comenzaron a usar los caracteres de hojas fosiles
como herramientas para reconstruir paleoclimas y paleoambientes en la interaccion planta-atmoésfera
(Chaloner y Creber, 1990).

Uno de los intereses de realizar reconstrucciones paleoclimaticas radica en que el estudio del
cambio climatico a través de la historia del planeta ayuda a la comprension del efecto que ha tenido
este fenomeno global en la biodiversidad. Para poder comprender este cambio climatico se requieren
datos que abarquen largos periodos de tiempo y que permitan calibrar modelos de cambio a futuro, con
el fin de establecer los efectos que se puedan esperar (Ballesteros-Barrera et al., 2011).

Un caracter que puede ser tutil en la interpretacion de paleoclimas y paleoambientes es la
densidad de venas (LVD). Esta es una caracteristica de la hoja que cuantifica la cantidad de venacion
foliar, expresada como la longitud de venas por unidad de area. Recientemente, el uso de las
densidades de venas se ha difundido, debido a que este atributo difiere, tanto a nivel individual como
de especie, segun las caracteristicas del ambiente en el que se encuentra la planta (Roth-Nebelsick et
al., 2001; Blonder y Enquist 2014).

De los principales obstaculos a los que nos enfrentamos para el uso de LVD, es que hay pocas
publicaciones que hablan de una metodologia detallada para esta medicion. (Uhl y Mosbrugger, 1999;
Brodribb y Jordan, 2007; Boyce et al., 2009; Dhondt et al., 2011; Feild et al., 2011; Price, 2012; Zhu et
al., 2012; Carnis et al., 2014; Price et al., 2014). Cuando se trabajan hojas fosiles, estas metodologias
no han sido bien adaptadas ya que es casi imposible tener las laminas completamente conservadas
dificultando la inferencia de la parte de la hoja que se trabaja. Por ello, si se quiere usar este caracter
para la deduccion de paleoclimas es necesario crear una metodologia que permita medir LVD de una
forma homogénea entre fosiles y taxones actuales. A su vez adaptar la metodologia a las limitaciones

con las que nos enfrentamos al trabajar con hojas fosiles.
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En este trabajo, se cuantifico la LVD en hojas de 25 especies de plantas actuales (Anexo 2)
usando diferentes técnicas y parametros para proponer una metodologia para la medicion de este rasgo.
Con la metodologia establecida, se evaluo la LVD de 100 hojas fosiles, contrastandola con los valores
obtenidos en hojas actuales, seleccionando los parametros que mostraron medidas con menor error.
Finalmente, se midieron de forma homogénea las LVD de hojas fosiles provenientes de dos localidades
miocénicas y asi compararlas, con la finalidad de probar el potencial de este cardcter como proxie

paleoclimatico.

2. MARCO TEORICO

2.1. Arquitectura foliar

La hoja es la principal estructura donde se lleva a cabo la mayor parte de la produccion primaria
de las plantas terrestres. Estas estructuras varian en forma, composicion, color y patron de la venacion.
El analisis de la hoja es de interés particular porque permite formular hipdtesis acerca del cambio de
tasas fisiologicas y la temprana diversificacion de las plantas terrestres (Das et al., 2014).

Una vena como tal es un haz vascular. Al centro de este haz hay dos tipos de células. El xilema,
que transporta agua de las raices a los tejidos en direccion a las hojas, y el floema, en el que viajan los
productos sintetizados quimicamente en la hoja y fluye en direccion opuesta al xilema, desde las hojas

hacia el resto de la planta (Fig. 1).

Fig. 1: Corte anatomico de una hoja
(Modificado de http://biologiaicp2013.blogspot.mx/ y http://mazinger.sisib.uchile.cl).
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En conjunto, la venacion de las hojas se puede definir como una estructura ramificada de dos
dimensiones (Roth-Nebelsick et al., 2001). La venacion forma una red jerarquica que corresponde al
orden temporal en el que se formaron las venas durante el desarrollo de la hoja (Bohn et al., 2002). Los
sistemas de venacion de la hoja varian de forma importante en los linajes de plantas. Las variaciones en
las ramificaciones de las venas son una muestra de la diversidad del grupo de plantas al que pueden
pertenecer. Comenzando desde los sistemas abiertos (Fig. 2A), pasando por las venas que muestran un
patron de tipo rejilla caracteristico en las monocotiledoneas (Fig. 2B), hasta una gran variedad de
sistemas ramificados en las dicotiledoneas (Fig. 2C) (Sack et al., 2008; Sack y Scoffoni, 2013). La
arquitectura de las venas mantiene las mismas funciones en todas las especies de plantas. El soporte
mecanico, el transporte de hormonas y azucares y el reemplazo de agua pérdida en la transpiracion

durante la fotosintesis son algunos ejemplos (Scoffoni et al., 2011).

Fig. 2: Tipos de venacion. A. Venacion abierta tipica de linajes tempranamente diversificados (Tomada de Roth-Nebelsick,
2001); B. Venacion tipica de las monocotiledénias (Modificado de Ellis et al., 2009);
C. Venaciodn tipica de las dicotiledoneas.

El sistema de venacidn tipicamente consiste en tres 6rdenes de venas menores y un grupo de
aproximadamente cinco ordenes de venas mayores (Scoffoni y Lawren, 2013). Las venas de menor
orden suelen ser mas grandes en diametro con células del xilema mayores en tamafio y numero
(Scoffoni y Lawren, 2013). En general, la vena primaria o vena media es la mas larga y vieja. Las
secundarias crecen hacia el borde de la hoja, alejandose de la vena media. Siendo estos dos primeros
ordenes los responsables del transporte de los fluidos a larga distancia dentro de la hoja y del
reforzamiento mecéanico de la misma (McKown y Dengler, 2009). Las venas de tercer orden se
observan entre las venas secundarias, y de ellas parten las de altos 6rdenes de venacion. Estas venas de

altos oOrdenes se vuelven mas pequefias y delgadas conforme el orden aumenta. Las vénulas
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corresponden al orden de venacién mas alto y se consideran venas abiertas ya que pueden terminar al
centro de las areolas cuando estas estructuras estan presentes. Las areolas se definen como una
estructura reticulada de la venacion que se caracteriza por la union de forma poligonal de venas de altos
ordenes (Bohn et al., 2002). Se ha observado que esos altos 6rdenes de venacion poseen una mayor
longitud por érea, y actian como una red de distribucién. Una mayor densidad aumenta la conductancia

al proveer una mayor superficie donde transferir agua al mesofilo (Sack et al., 2008) (Fig. 3).

Fig. 3: Ordenes de venacion.

Ademas del control genético durante el desarrollo de la hoja, el patron de venacion es el
resultado del equilibrio entre el transporte y el costo de construir la hoja. Las diferentes geometrias de
venacion se deben adaptar a diversos ambientes hidrdulicos. Los caracteres vasculares pueden
influenciar todo el potencial hidrico de la planta dado que el aporte hidraulico influye en la tasa
fotosintética y la pérdida de agua por area (Blonder y Enquist, 2014). Es por eso que los caracteres de
la hoja se pueden adaptar a diferentes ambientes y pueden ser ttiles para estimar el funcionamiento de

las plantas del pasado y paleoambientes a partir de hojas fosiles. (McKown et al., 2010).

2.2. Densidad de venas (LVD)

La densidad de venas o LVD (por sus siglas en inglés, Leaf Vein Density) se define como el
largo total del tejido vascular por unidad de area laminar medida (Brodribb y Jordan, 2011; Rolland-
Lagan et al., 2009 y Price et al., 2011). Existen estudios que muestran que esta densidad no es
dependiente del tamafio de la ldmina (Uhl y Mosbrugger 1999). Se ha observado que las especies
varian ampliamente en la LVD de algunos 6rdenes de venas (Scoffoni et al., 2011) encontrando fuerte
relacion con las tasas fotosintéticas, conductancia hidraulica y alometria de la hoja. Por ello, la LVD se

usa como un buen predictor de tasas fotosintéticas (Price et al., 2014).
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La venacion de la hoja pudo haber influenciado la diversificacion de las angiospermas (Boyce y
Zwieniecki, 2012; Seyfullah, 2012). Se ha visto que a pesar de los cambios en el clima y la
composicion de la atmosfera, la LVD de las plantas no-angiospermas, como los helechos y las
coniferas, se ha mantenido baja y estable por los ultimos 380 millones de afios (Boyce et al., 2009;
Boyce y Zwieniecki, 2012). En comparacidn, las angiospermas, experimentaron un aumento en la LVD
que pudo haber contribuido a la diversificacion de linajes y dominancia ecoldgica de las mismas (Price
et al., 2014). Estableciendo en las angiospermas una venacion promedio cercana a 2 mm/mm? durante
el Paleozoico (Boyce, 2008), subiendo a un promedio de 12 mm/mm? en hojas actuales de regiones
tropicales y subtropicales (Boyce, 2009). Ese aumento en los valores de LVD pudo deberse a un
decaimiento en el CO, ambiental, llevando a mayores aperturas estomaticas, lo que mejord el
rendimiento fotosintético de la planta (Boyce y Zwieniecki, 2012).

Existen diversos factores ambientales que pueden influenciar la LVD como son la velocidad del
viento, la humedad del suelo, la cantidad de luz y la presencia de nutrientes. Siendo los patrones de las
venas de ordenes menores los que muestran una relacion mas cercana con las variables ambientales
(Zhu et al., 2012; Carnis et al., 2014). Por ejemplo, un estudio realizado con hojas de Vitis vinifera (L.),
demuestra que una LVD mayor es desarrollada en climas frios (Pagano y Storchi, 2015). Hojas grandes
con baja LVD son resultado de la adaptacion a condiciones de baja irradiacion y baja demanda
transpiracional, mientras que hojas pequeias con alta LVD son producto de adaptacion a ambientes con
alta irradiacion y altas demandas transpiracionales (Boyce, 2009). Las hojas de sol y sombra no solo
difieren de forma marcada en cuanto al tamafio de la hoja, sino también en cuanto a la LVD. Las hojas
de sol tienen una LVD mayor que las de sombra, aunque algunas veces se encuentra una relacion débil
o contradictoria (Blonder y Enquist, 2014).

El pardmetro que influye mayormente en la LVD es la disponibilidad de agua. La LVD es menor
en plantas de ambientes secos que en plantas de lugares huimedos. Una alta LVD corresponde a un bajo
numero de células epidérmicas y del mesoéfilo entre venas. En términos de movimiento de agua en una
hoja, una mayor LVD significa desplazar fluidos a distancias de mes6filo menores, facilitando el flujo
de agua a través de la hoja (Zhu et al., 2012). Lo anterior, puede conllevar a una alta eficiencia de
transporte de agua, mayor densidad y conductividad estomatica y altos grados de cambio de gas por
unidad de area (Sack y Scoffoni, 2013). Actualmente se apunta a que largas distancias de conduccion
hidraulica, que corresponden a una baja LVD, se asocian a tiempos de viaje mayores, lo que lleva a una

disminucién en las tasas fisioldgicas de la hoja. Las distancias més cortas de conduccion de agua, que
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corresponden a altas densidades de venacion, se asocian con tasas fisiologicas mas altas (Zhu et al.,
2012). Es por eso que muchos autores mencionan que la venacién de la hoja puede llegar a ser una
herramienta 1til en paleoclimatologia, usdndola como proxie ambiental en estudios paleoecoldgicos y
paleoclimaticos. Sin embargo, hay que tener en cuenta la dependencia del tamafio de la hoja en la
medicion. Todavia no hay una correlaciéon universalmente valida entre la LVD y los parametros
ambientales, debido a que no existen estudios detallados en este campo (Roth-Nebelsick et al., 2001).
Si bien existe alto potencial en el uso de este caracter como proxie paleoambiental y paleoclimatico, no

ha sido bien fundamentado (Uhl y Mosbrugger 1999).

2.3. Estudios paleoclimaticos

Para entender la historia de la Tierra, es importante conocer qué clima existia en cada tiempo y
codmo éste fue cambiando hasta la actualidad. El estudio del registro fosil puede ayudarnos a reconstruir
la anatomia, comportamiento y evolucion de organismos extintos. Ademas, los fosiles son fuente
importante de informacion para aprender mas de los paleoclimas y ambientes del pasado. Las razones
principales por las que los paleontélogos se interesan en calcular los paleoclimas son porque los
depositos de carbon y otras formaciones geoldgicas importantes se controlan climaticamente en el
tiempo y el espacio (Greenwood, 2007). Ademés de que las estimaciones climaticas también son
importantes para entender la evolucion de los organismos en una biosfera fisica (Wilf, 1997).

El estudio de las diferentes estructuras de las plantas fosiles han sido las principales
contribuyentes para las reconstrucciones paleoclimaticas. La idea de usar plantas fosiles como
indicadores paleoclimaticos tienen una larga historia desde el inicio de la paleobotanica y ha recibido
atencion especial como clave para comprender las condiciones climaticas pasadas (Wilf, 2008).

Los rasgos de las plantas se determinan por la combinacién de la herencia genética (genotipo) y
la capacidad de responder a los cambios ambientales (fenotipo). Se ha puesto mucha atencién en
entender los roles relativos del genotipo y su expresion regulada por el ambiente, reflejados en una
amplia coleccion de caracteres de la hoja, en parte para ayudar a entender como responden las plantas a
cambios climaticos globales (Royer et al., 2009).

En las plantas actuales al igual que en las fosiles, las hojas son las estructuras mas abundantes.
Estas normalmente son encontradas por separado del resto de la planta, en algunos casos cubiertas con
una fina capa de carbon (Wilf, 2008). Se ha demostrado que la fisionomia de la hoja responde a

multiples factores ambientales (Greenwood, 2007), donde la relacion planta/atmdsfera juega un papel
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importante en la determinaciéon de la morfologia de la lamina (Boyce, 2008). Es por ello que los
paleobotanicos han ido mas alld de la comparacién de las caracteristicas de la hoja en las
identificaciones y las han usado cada vez més en cuestiones de interpretaciones ambientales (Hickey,
1973; Royer et al., 2009). Debido a que las hojas fosiles son de dificil identificacion, es muy
importante sefialar que la paleotemperatura puede ser inferida a partir de floras fosiles sin informacion
sistematica precisa (Little et al., 2010).

Para la obtencion de informacion paleoclimatica y paleoambiental con base en el estudio de las
plantas, se han usado diferentes metodologias. Aunque cada dia es menos aceptado, el primer y mas
comun acercamiento al célculo de los climas del pasado es la comparacioén con taxones actuales. En
¢sta, se parte de un actualismo biologico de los requerimientos climaticos y ambientales de los taxones.
Para dar una aproximacion, se toma como fundamento la extrapolacion de la tolerancia climatica de
cada taxon de plantas actuales a lo largo del tiempo y se asume que no hay cambios significativos en la
relacion planta-clima a lo largo del periodo de tiempo en cuestion (Chaloner y Creber, 1990). Otro
punto de vista, que es el mas aceptado y en la actualidad comienza a ser de uso mas frecuente, se basa
en las adaptaciones y otras respuestas de las plantas al ambiente. por ejemplo la forma de la hoja y el
crecimiento de los anillos en la madera. Se hace la suposicion de que ciertas caracteristicas de las
plantas que se preservan en los fosiles se pueden usar como proxies climaticos y paleoambientales,
siendo independientes de la posicion sistematica de los grupos de plantas (Blonder y Enquist, 2014). Es
importante resaltar que no existe una técnica Optima, universalmente aplicable y absolutamente segura
para obtener informacion paleoclimdtica y paleoambiental a partir de plantas fosiles, pero la
informacion obtenida a partir de éstas es suficiente para inferir ciertos parametros (Uhl y Mosbrugger,
1999).

El estudio morfologico de paleoclimas y paleoambientes se basa en los caracteres de las hojas.
Asi, la metodologia asume que los caracteres foliares como tamafio, forma y margen representan
estrategias evolutivas utilizadas por las plantas para adaptarse al ambiente en que se encuentran (Wolfe,
1993; Huff et al., 2003). El patron de venacion se construye tempranamente durante el desarrollo de la
hoja y debe tener una estructura que corresponda, pero que no exceda, las demandas ambientales que
las hojas experimentan de forma normal (Blonder y Enquist, 2014) Si la capacidad de un caracter para
mostrar una respuesta al ambiente fuera débil, los valores de los caracteres en su lugar reflejarian

condiciones de variacion en el tiempo.
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Hasta hoy, una de las herramientas mas utilizadas para calcular pardmetros paleoambientales es
el propuesto por Wolfe (1993), quien intentd mejorar la precision en los estimadores de
paleotemperaturas y proponer un método para inferir otras variables climaticas, incluyendo
estacionalidad de la temperatura y precipitacion. CLAMP (Climate-Leaf Analysis Multivariate
Program) es una técnica estadistica usada para inferir sefiales climaticas a partir de la fisionomia de las
hojas de dicotiledoneas (Wilf, 1997). Esta técnica engloba 31 caracteres morfoldgicos de hojas
provenientes de 173 localidades, mayormente en Norteamérica y Japon (Gregory-Wodzicki, 2000). En
el caso de la temperatura anual, los métodos analiticos de CLAMP, que tedricamente deben producir
estimados estadisticamente significativos, no siempre arrojan resultados que se relacionan con
predicciones obtenidas en floras actuales usando otros andlisis climaticos como son los andlisis de
margen foliar (Huff et al., 2003; Wilf, 1997). Se ha propuesto que la falta de relacion entre
predicciones paleoclimaticas obtenidas con estas dos metodologias pueden deberse a que CLAMP llega
a ser subjetivo en la codificacion de la matriz de caracteres. Por lo que las predicciones pueden no ser
las més apegadas a la realidad (Wilf, 1997). Por esta razon se deben seguir explorando metodologias

que permitan hacer inferencias desde un acercamiento mas objetivo como puede ser la LVD.

2.4. Andlisis digital de imagenes

Con el avance de la tecnologia se han desarrollado diversas metodologias ttiles en el estudio de
la morfologia de las plantas, que facilitan y hacen mas rapidos los procesos de obtencion de resultados
(www.plant-image-analysis.org). Para poder obtener mediciones haciendo uso de estas nuevas
tecnologias es necesario contar con fotografias digitales de los ejemplares a estudiar. Para saber mejor
como es que estos programas trabajan para obtener las mediciones, debemos conocer un poco mas
acerca de como se realizan los analisis de imagenes digitales (Molinas y Campos, 1993; Das et al.,
2014).

Las ventajas de la imagen digital frente a la analdgica vienen dadas por las maultiples
posibilidades de manipulacion que nos ofrece la primera. Entre estas ventajas esta la posibilidad de
procesar dichas imagenes para obtener informacion; reconocer, contar y medir tamafo, forma o
densidad de determinados objetos. Lo cual con una correcta preparacion de la muestra, esta al alcance
de cualquier computadora personal equipada con un software adecuado de analisis de imagenes.

Desde un punto de vista fisico, una imagen puede considerarse como un objeto cuya intensidad

luminosa y de color puede variar de un punto a otro. Si se trata de imagenes monocromas (blanco y
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negro), se pueden representar como una funcion continua f(X,y), donde (X,y) son coordenadas y el valor
de f es proporcional a la intensidad luminosa (nivel de gris) en un punto dado (Martinez-Nistal y
Sampedro, 1995).

La digitalizacion consiste en la descomposicion de la imagen en una matriz de M X M puntos,
donde cada uno tiene un valor proporcional a su nivel de gris. Dado que este valor puede ser cualquiera
dentro de un rango continuo, es preciso dividir dicho rango en una serie de K intervalos de forma que el
nivel de cada punto sea asignado a uno de los valores que representa dicho intervalo. El nimero de
niveles de gris y las dimensiones de la matriz (nimero de filas por nimero de columnas) delimitan la
capacidad de resolucion de la imagen digital (Matinez-Nistal, 2001).

El analisis y proceso digital de imagenes (Al) engloba una serie de técnicas computarizadas que
comprenden operaciones cuyo origen es una imagen y su finalidad es otra imagen que permita obtener
medidas de superficie, densidades medias y longitudes. Para la aplicacion del Al se requieren imagenes
digitalizadas que son analizadas mediante un software apropiado. Cada elemento en que se divide la
imagen recibe el nombre de "pixel" (picture element). El valor del pixel en la imagen de salida puede
ser en funcion del valor que tenia en la imagen de entrada o de los valores de sus pixeles vecinos
(Martinez-Nistal, 2001). Los resultados pueden ser exportados a hojas de calculo para su tratamiento,
ya que agiliza el manejo estadistico y facilita la realizacion de estudios que requieren de un numero
muy elevado de muestras (Molinas y Campos, 1993).

En el procesamiento de iméagenes, el método mas usado para extraer objetos de una imagen es
el thresholding (Kapur et al., 1985). En este método la clasificacion es el proceso por el cual, los
pixeles pertenecientes a una imagen son divididos en clases normalmente dos: objetos de interés y
fondo. El denominado "thresholding" se utiliza para convertir una imagen de niveles de gris en una
imagen binaria a partir de umbral (tono de gris definido). Cada pixel es clasificado como ON-blanco u
OFF-negro dependiendo de si el valor del nivel de gris excede un umbral o no. La clasificacion puede
realizarse de modo interactivo visualizando como queda la imagen segun varia el valor del umbral, o de

modo automatico, donde determina el color de los umbrales (Martinez-Nistal, 2001).

2.5. Medicion de LVD a partir del andlisis de imagenes digitales
Entre las diferentes metodologias usadas para cuantificar las venas en una imagen digital, se

encuentra la de medir las venas de forma individual en cada imagen, trazando los largos de las venas de
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forma manual por medio de programas de analisis de imagenes ampliamente usados como es Image J
(Rasband, 1997-2014).

Para obtener los estadisticos que describen la venacion de la hoja, se aplican algoritmos de
segmentacion de imagenes contenidos en el software. Esto permite extraer la posicion, grosor y largo
de cada segmento de la vena y su conectividad con otros segmentos (Price et al., 2011). A través del
thresholding, se pasan a primer plano algunas regiones de la imagen y se distinguen las venas del resto
de la lamina. Esto resulta en una imagen binaria que puede ser limpiada y procesada (Bohn et al., 2002;
Das et al, 2014).

Idealmente, los esfuerzos de medicion deben tener por objetivo incluir grandes cantidades de
ejemplares de hojas, a una alta resolucidon con suficiente aumento para observar y resolver todos los
ordenes de venacion. Es aqui donde el trazado manual de venas, en algunos casos, puede mejorar la
precision. Es importante recalcar que al marcar las venas se debe ser muy cuidadoso ya que se pueden
introducir errores a causa de que los usuarios difieren en la interpretacion de que es lo que constituye

una vena (Price et al., 2014).

Fig. 4: Imagenes binarias (thresholding).

Para resolver este problema, se ha desarrollado como herramienta un software asistido por el
usuario, que extrae las estructuras macroscopicas de las venas directamente de las imagenes de las
hojas. El programa llamado Leaf Extraction Framework Graphical User Interface (Leaf Gui) (Price et
al., 2011) fue desarrollado en MATLAB y construido con base en una serie de algoritmos designados
para el thresholding, limpieza y segmentacion de imagenes de hojas en las que la estructura de las
venas es visible. Este software permite medir las propiedades de millones de venas mucho mas rapido
que con las herramientas de medicidon manual y esta disefiado para botdnicos y ecologos que deseen
analizar la estructura macroscopica de las venas en las hojas (Price et al., 2011). Lef Gui es una
herramienta que toma una imagen de la hoja de interés y a partir de una serie de pasos interactivos
limpia la imagen y regresa la informacion como otra imagen que muestra la estructura de las venas de

la hoja (Georgia Institute of Technology Research news, 2011). Existen dos tipos de thresholding en
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Leaf Gui y se pueden seleccionar de acuerdo a las caracteristicas de la foto que se quiera analizar. El
thresholding global toma una copia de la escala de grises de la imagen original donde los pixeles se
valoran en rangos de 0 a 0.255, desafortunadamente esta forma global produce resultados pobres para
imagenes poco iluminadas. El thresholding adaptativo corrige las imdgenes con poca iluminacion
comparando la intensidad de cada pixel con un valor dado de intensidad (Fig. 4) (Price et al., 2011).
Leaf Gui en esta tesis es de principal importancia debido que ha permitido realizar mediciones de LVD
de forma facil y sistematizada, midiendo de forma eficaz grandes cantidades de muestras tanto actuales

como fosiles.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de la LVD de las hojas es un tema que apenas comienza y especificamente, en hojas
fosiles no se ha prestado mucha atencion. Esto puede deberse a la falta de una metodologia
preestablecida que permita su medicion de forma rapida, sencilla y facilmente repetible.

Dentro de los pocos estudios sobre LVD que existen, la mayoria se enfocan en la variacion
morfoldgica del caracter y su respuesta a cambios climaticos (Uhl y Mosbrugger, 1999; Brodribb et al.,
2007; Brodribb y Jordan, 2011; Zhu et al., 2012; Bloner y Enquist, 2014; Carnis et al., 2014). Sin
embargo, el conocimiento actual de la relacion entre la LVD y el clima hace dificil la prediccion de
diferentes factores como temperatura, precipitacion y humedad (Blonder y Enquist, 2014).

Por medio de una técnica basada en la comparacion de diferentes métodos de mediciones de
LVD de hojas actuales y la aplicacion y prueba de estos métodos en hojas fosiles, en este trabajo se
propone una metodologia a seguir para obtener mediciones de este caracter, tanto en hojas actuales
como en ejemplares fosiles para asi en un futuro poder realizar estudios mas enfocados en la obtencion

de parametros para el uso de la LVD como proxi paleoclimatico.

4. OBJETIVOS
1.- Realizar diferentes mediciones de LVD en hojas actuales para proponer un método de medicion de
LVD en hojas fosiles.
2.- Aplicar en las hojas fosiles de dos localidades miocénicas (San Esteban Tizatlan, Tlaxcala e Ixtapa,
Chiapas) la propuesta del método de medicion de LVD de este trabajo y determinar si se observan
diferencias de LVD vy si estan relacionadas o no con la diferencia de temperatura media anual propuesta

anteriormente por medio del método CLAMP.
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5. METODOS

De la coleccion de hojas aclaradas del Instituto de Geologia, UNAM, del material que en ese
momento se encontraba disponible y mejor procesado, se seleccionaron un total de 25 hojas actuales
pertenecientes a 20 familias segin APG (Anexos 2 y 3). Estas hojas fueron fotografiadas a contraluz
con una camara digital Canon G10. Para aumentar la visibilidad de las venas en las fotos, las imagenes
se mejoraron con el uso del editor de imagenes Photoscape V.3.6.3 (MOOII, Tech), con el que se
aumento el contraste y homogeneidad de la imagen. Posteriormente, con el uso Photoshop C6 V.13.0
se recortd la imagen, se puso escala y se mejor6 el tamafio.

Con estas hojas actuales se evaluaron seis parametros para encontrar la forma dptima en que se
deben presentar las imagenes para medirlas con el programa Leaf Gui. Los seis pardmetros fueron: tipo
de marcaje (Seccion 5.2), zona de medicion (Seccidon 5.3), area (Seccidon 5.4), altos ordenes de
venacion (Seccion 5.5) y ruido (Seccion 5.6).

En todos los andlisis se midié la LVD de las fotografias de las hojas ya procesadas con el
programa Leaf Gui. Para esto, se usaron como parametros de thresholding adaptativo los
predeterminados por el programa, que fueron un umbral de 10 en small window y de 0.001 en
thresholding. En el caso del thresholding global se usaron los umbrales aproximados de 70.175 para las
imagenes que mantenian la hoja original de fondo (Fig. 6A y 6B) y de 166.631 para las imagenes de la
venacion marcada (Fig. 6C). Estos umbrales fueron seleccionados porque fue donde se observé que la

hoja se definia mejor al hacer el thresholding (Fig. 5) (Anexo 4).

Fig. 5: Thresholding en imagenes actuales. Tres tipos de imagenes que se ingresaron al programa Leaf Gui (arriba) e
imagenes que regresa el programa después de realizar el thresholding (abajo). A. Imagen original; B. Imagen original con
las venas marcadas; C. Venas marcadas eliminando la imagen original.

Para obtener los valores de LVD fue necesario medir el largo de las venas, valor obtenido por
medio de Leaf Gui entre el drea muestreada de la ldmina. Para los casos donde fue necesario medir la
LVD de la lamina completa (Secciones 5.2, 5.3 y 5.4), fue necesario obtener el area total de la hoja,

calculo que fue realizado con el programa Image J (Rasband, 1997-2014).
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Los resultados obtenidos en cada tipo de medicién se compararon con el programa Statgraphics
Centurion XVI V. 16.1.11. (StatPoint technologies, Inc.) mediante pruebas no paramétricas debido a
que los datos no muestran distribuciones de tipo normal y se cuenta con poblaciones menores a 30
datos. Kruskal-Wallis se aplicé en los andlisis que comparaban mas de 2 poblaciones (Secciones 5.2,
5.3, 5.4 y 5.8) con la prueba post-hoc LSD de Fisher; U de Mann-Whitney fue seleccionada para los
analisis que requerian comparacion de dos poblaciones relacionadas (Secciones 5.3, 5.5, 5.6 y 5.9) y
Wilcoxon se utilizé en la comparacion de las localidades por comparar dos poblaciones independientes

(Seccion 5.11).

5.1. Marcado de los diferentes tipos de imagenes

A las imagenes mejoradas de las hojas se les marcaron todas las venas, con ayuda de una tableta
digitalizadora Intuos Creative Pen Tablet, marca Wacom modelo CTL480, haciendo uso de Photoshop,
poniendo en diferentes capas cada orden de venacion.

Una vez marcadas todas las hojas se eliminaron algunas capas para hacer las imagenes
necesarias. Principalmente se obtuvieron 3 tipos de imagen (Fig. 6), que corresponden a la hoja original
(Fig. 6A), las venas marcadas sobre la hoja original (Fig. 6B) y las venas marcadas quitando la capa de

la hoja original (Fig. 6C y Anexo 5).

Fig. 6: Marcado de hojas en capas. Tres tipos de imagen obtenidos con el marcaje de las venas. A. Hoja original; B. Venas
marcadas con la hoja original de fondo; C. Venas marcadas sin la hoja original de fondo.
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5.2. Andlisis de tipo de marcaje

De cada una de las 25 hojas aclaradas, se obtuvieron tres imagenes, dando un total de 75
imagenes de cada especie actual incluidas en este estudio. Se obtuvo el area por medio del programa
Image J (Rasband, 1997-2014) y posteriormente se obtuvieron las mediciones de las 75 imagenes para
obtener la LVD. Leaf Gui no da de primera instancia la LVD, pero si aporta el largo total de tejido
vascular, que posteriormente se tiene que dividir entre el drea medida. Por eso, con las mediciones
obtenidas por medio de Leaf Gui se conformo6 una base de datos con todas las mediciones y las areas
obtenidas con Image J (Rasband, 1997-2014), para en esta misma base de datos realizar el calculo de
las LVD.

Después de calculada la LVD de cada hoja y debido a que no es posible asumir una distribucion
normal de los datos por medio del programa Statgraphics se compararon los datos usando Kruskall-
Wallis para comprobar la existencia de diferencias significativas entre las LVD obtenidas con cada tipo
de marcaje (Fig. 6). Se selecciono en este caso Kruskall-Wallis. También se utiliz6 la prueba post-hoc
LSD de Fisher, para mostrar entre que muestras se encuentran las diferencias significativas. Ambas

pruebas se hicieron a un 95% de confianza.

5.3. Andlisis de zona de medicion y analisis de borde

En las improntas foliares pueden estar conservadas solo algunas partes de la hoja. Por ejemplo en
ciertos ejemplares se puede contar con mediciones del &pice y en otros de la base o de la parte media.
Esto puede acarrear problemas si la LVD cambia en distintas partes de la hoja. Para evaluar si esto
sucede, se tomaron mediciones de un centimetro cuadrado del apice, de la parte media y de la base
(Fig. 7), usando los tres tipos de imagen obtenidos en el andlisis anterior (Fig.6). Los cuadros de los
apices, bases y mitades se midieron de forma individual y las mediciones se compararon con una
prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de LSD, usando el programa Statgraphics ambas a un 95% de

confianza.

Fig. 7: Ejemplo de las areas de zonas de medicion.
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Por otro lado, para observar si existen diferencias entre la LVD en el centro de la ldmina y la de los
bordes de la misma; de cada imagen de las venas de las hojas (Fig. 6C) se seleccionaron cuadros de 10
diferentes tamafos. Por cada tamafio fueron utilizados dos cuadros del borde y dos cuadros del centro
de la lamina (Fig. 8). Estas éareas fueron definidas a partir de encontrar el cuadrado de area mas
pequefia que abarcara venas y ldmina al mismo tiempo. El tamafio de este primer cuadrado se tomod
como unidad para ir creciendo las areas hasta alcanzar el cuadrado mas grande que entrara
completamente en todas las ldminas estudiadas. Se midi6 la LVD de cada cuadrado y luego se
compararon los resultados del borde con los de la parte media de la ldmina por medio de una prueba de

Wilcoxon a un 95% de confianza.

Fig. 8: Ejemplo de areas de analisis de borde en cm’. Areas marcadas y medidas en las imagenes de las hojas. A. 0.062; B.
0.125; C. 0.187; D. 0.25; E. 0.312; F. 0.375; G. 0.43; H. 0.5; 1. 0.562; J. 0.62. (Escalas=1cm). Flechas sefialan cuadros
utilizados como muestra del centro de la lamina.

5.4. Analisis de area
Cuando se trabaja con hojas fosiles, muchas veces se puede obtener una gran cantidad de
material bien preservado, pero no siempre es tan ficil encontrar muestras suficientes y con

caracteristicas Optimas para obtener buenas mediciones de la LVD. En general las hojas con venaciones
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bien preservadas casi nunca estan totalmente completas. Es por ello que se analizd cudl es el area
minima que debe tener una muestra de un ejemplar de hoja fosil para ser util cuando se trabaja con
LVD. Para saber como afecta el drea de lamina de donde se toma la muestra y encontrar el area minima
mas adecuada para las mediciones en cada una de las 25 hojas se seleccionaron tres secciones de
lamina de areas definidas de la misma forma que en el andlisis anterior (Fig. 9). La LVD encontrada en
cada tamafo de cuadro se compard usando el programa Statgraphics por medio de la prueba de

Kruskall-Wallis y LSD de Fisher a un 95% de confianza.

Fig. 9: Areas en cm? usadas en el analisis de area: A. 0.062; B. 0.125; C. 0.187; D. 0.25; E. 0.312, F. 0.375; G. 0.43; H. 0.5;
1. 0.562; J. 0.62; K. 0.75; L. 0.875; M. 1; N. 1.125; O. 1.25; P. 1.312; Q. 1.5; R. 1.56; S. 1.875; T. 2.187. (Escalas=1cm)
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5.5. Andlisis de altos drdenes de venacion

Se examind si tomar en cuenta las venas de Ordenes mas bajos tenia alguna influencia
significativa en la medicién de la LVD. Los estudios de LVD, han demostrado que segun en el
ambiente en el que se encuentran las plantas, las venas que tienden a variar de forma mas significativa
son las de altos ordenes (Sack y Scoffoni, 2013; Blonder y Equist, 2014). En las hojas de mayor
tamafo, si se utiliza un fragmento pequefio de ldmina, se pueden omitir las venas de 6rdenes menores,
pero en las hojas mas pequenas puede ocurrir que no se incluyan venas primarias y secundarias.

De las 25 hojas actuales marcadas como ya se mencion6 (Fig. 6), se tomaron las imagenes que
mantenian la hoja original de fondo (Fig. 6B y 13A) y se selecciond un cuadro de lecm?, al cual se le
eliminaron las capas donde se marcaron las venas primarias, secundarias y terciarias (Fig. 10B). De
igual forma se eligio para las 25 hojas, la imagen donde aparecen las venas marcadas sin la hoja
original de fondo (Fig. 6C y 13C). En este ultimo caso también se selecciond aleatoriamente un
segmento de un cm’ al que se le eliminaron las capas que contenian marcadas las venas de primer,
segundo y tercer orden (Fig. 10D). Todas las mediciones de LVD se compararon usando el programa

Statgraphics y una prueba de Wilcoxon a un 95% de confianza.

Fig. 10: Ejemplos de imagenes usadas en el analisis de 6rdenes de venacion: A. Hoja original con todas las venas marcadas;
B. Hoja original a la que solo se le marcaron los altos 6rdenes de venacion; C. Todas las venas marcadas sin la hoja original;
D. Altos 6rdenes de venacion marcados sin la hoja original.

5.6. Analisis de ruido

El programa Leaf Gui presenta la opcion de eliminacion de ruido en la imagen (pixeles que
erroneamente se interpretan como venas). Esta opcion de quitar el ruido se brinda como una
herramienta que ayuda a delimitar la hoja en toda la imagen, quitando todo lo que podrian ser pixeles
adicionales a la hoja. Hacer uso de esta opcion puede resultar contraproducente porque se puede llegar
a eliminar sin querer pixeles de la hoja y esto introduciria error en los resultados. En esta seccion se
quiso observar el efecto del ruido sobre las mediciones, y saber si los valores de las hojas sin ruido se
acercan a los valores obtenidos al medir las imagenes de las venas marcadas (Fig. 6C), para evaluar que

tan necesario es eliminar esta imagen original.
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En este caso se utilizaron las mismas imagenes que en el analisis anterior (Fig. 10) y por medio
del programa Laf Gui se les aplicd un tratamiento para eliminar el ruido. La eliminacion de ruido
consiste en dar un valor que representa numeros de pixeles contiguos, eliminando todos los grupos de
pixeles formados por un nimero mayor o igual al valor dado (Fig. 11). De igual forma se midieron las
mismas areas de las hojas seleccionados para el analisis de altos 6rdenes de venacion (Fig. 7), pero esta
vez se elimind el ruido de la imagen. Después se compararon las densidades de venacién obtenidas

para cada tipo de marcaje, por medio de la prueba de Wilcoxon.

Fig. 11: Eliminacion de ruido. Imagenes binarias a las que se les aplico el tratamiento para eliminar el ruido. A. Hoja con
todas las venas marcadas; B. Hoja a la que solo se le marcaron los altos érdenes de venacion; C. Todas las venas marcadas
sin la hoja original; D. Altos o6rdenes de venacion marcados sin la hoja original.

5.7. Anélisis con hojas fosiles

Se revisaron aproximadamente 1,650 ejemplares de improntas foliares de la localidad de San
Esteban Tizatlan, y 3,500 ejemplares de Ixtapa, de los cuales se seleccionaron los ejemplares mejor
preservados, dando un total de 127 muestras para la primera localidad y 141 para la segunda.

De ambas localidades, los morfotipos seleccionados fueron fotografiados y cada imagen fue
editada para resaltar lo mas posible las venas. Finalmente de las imagenes editadas, se seleccionaron las
50 muestras de cada localidad (38 morfotipos en San Esteban Tizatlan y 43 morfotipos en Ixtapa) en
las que se observaban mejor los patrones de venacion y fueron las que se midieron con el programa
Leaf Gui para los dos analisis que se desarrollaron con hojas fosiles. De estas 100 imagenes se
obtuvieron los tres tipos de imagenes (Fig. 6 y 15) de la misma forma que se hizo con las hojas
aclaradas. Por medio del uso de la tableta digitalizadora y el programa Photoshop C6 V. 13.0 x64
marcando cada orden de venacion en una capa diferente.

La localidad de Ixtapa (Fig. 12) se encuentra dentro del area de Ixtapa-Solayod, que a su vez
esta ubicada en la region centro-septentrional del estado de Chiapas, entre los 16°45'-16°55' norte y los
92°50'-93°00" oeste, a unos 28 Km al este-noreste de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez. Geoldgicamente

pertenece a la Provincia de Sierras Plegadas Nortefias y a la subprovincia de Depresion de Ixtapa.
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Los fosiles aqui estudiados se encontraron dentro de la Formacion Ixtapa del Grupo Rio Hondo.
Con base en estudios de hojas usando la metodologia de CLAMP para calcular parametros
paleoclimaticos, Hernandez-Villalva (2012) propone un clima semifrio-humedo, con una temperatura
de 8.86°C a 12.1°C, precipitacion anual de 1119.1 mm y humedad relativa del 67.29%. Se interpreta
que la localidad se localizaba en un escenario de transicion, donde se encontraba la presencia de floras

de climas tropicales que se adaptaban a los cambios climatico-ambientales (Fig. 14A).

Fig. 12: Ixtapa, Chiapas. A. Mapa del estado de Chiapas, destacando la localizacion de Ixtapa (estrella); B. Foto de la zona
en la localidad donde se obtuvieron las hojas fosiles.

La localidad de San Esteban Tizatlan (Fig. 13) se encuentra a 5 Km al norte de la ciudad de
Tlaxcala, en las coordenadas 19° 20' 33" norte y 98° 13' 18" oeste; formando parte de una sucesion
sedimentaria conocida como Bloque Tlaxcala (INEGI, 1981). Los parametros paleoclimaticos
calculados por Dominguez-De la Torre (2013) con base en CLAMP sugieren que en la region
predominaba un clima semicalido-hiimedo, con temperaturas entre 17.2°C y 26.195°C, con una

precipitacion anual de 693.8 mm y humedad relativa del 59.1% (Fig. 14B).

Fig. 13: San Esteban Tizatlan, Tlaxcala. A. Mapa del estado de Tlaxcala destacando la localizacion de San Esteban Tizatlan
(estrella); B. Foto de la zona en la localidad donde se obtuvieron las hojas fosiles.

Fig. 14: Reconstruccion de las localidades fosiliferas.
A. San Esteban Tizatlan (Mioceno tardio).
Reconstruccion hecha por Aldo Dominguez de la Torre;
B. Ixtapa (Mioceno temprano). Reconstruccion hecha
por René Valverde Esparza (Tomado de: Cevallos-Ferriz
y Calvillo-Canadell, 2012).
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5.8. Analisis de tipos de marcaje en fosiles

De cada una de las 100 muestras fosiles (Anexos 6 y 7), se seleccionaron areas de 25 mm?” del
area que se considerd mejor preservada en cada hoja fosil (Anexos 8 y 9) y se obtuvieron los tres tipos
de imagenes, hoja original (Fig. 6A y 15A), venas marcadas con hoja de fondo (Fig. 6B y 15B) y venas
marcadas sin hoja de fondo (Fig. 6C y 15C y Anexos 8 y 9). En todas la imagenes se midi6 la LVD
usando Leaf Gui con la misma metodologia que en las hojas actuales (Seccidon 5.2) y se compar6 cada
tipo de marcaje usando las hojas de ambas localidades juntas con una prueba de Kruskal-Wallis y la

prueba LSD a un nivel de confianza del 95%.

Fig. 15: Marcado de venas en hojas fosiles. Imagenes obtenidas para los tres tipos de marcado. A. Fosil original,
B. Fosil marcado; C. Venas marcadas

5.9. Analisis de ruido en fosiles

Al igual que en las hojas actuales, se utilizaron las imagenes de las venas marcadas con la hoja
original de fondo (Fig. 6B y 15B) y sin ella (Fig. 6C y 15C), y a cada imagen se le aplicé el tratamiento
para eliminar el ruido. También se midieron los mismos cuadros seleccionados, pero sin el tratamiento
(Seccion 5.6). Finalmente se compararon las LVD obtenidas de las mediciones de las imagenes con y

sin ruido por medio de una prueba de Wilcoxon a un 95% de confianza.

5.10. Comparacion de las LVD de hojas actuales y fosiles

Para cada localidad existe un trabajo previo en el que se calcularon los pardmetros
paleoclimdticos a partir de CLAMP y ademés se hicieron identificaciones taxondémicas de algunos
fosiles (Herndndez Villalva, 2012 y Dominguez de la Torre, 2013). Entre los ejemplares estudiados en
San Esteban Tizatlan se encuentran dos hojas fosiles identificadas por Dominguez de la Torre (2013)

como afines a Pithecellobium Mart y Zygia (Standl.) Britton & Rose (Fig. 17). En la coleccion de hojas
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aclaradas del Instituto de Geologia se encontraron dos hojas actuales aclaradas, pertenecientes a Zygia
conzattii (Standl.) Standl. y Pithecellobium pachypus Pittier (Fig. 16). Estas ultimas se compararon con
los fosiles para hacer la identificacion.

Tomando como premisa que las hojas pertenecen al mismo género, se compard la LVD de las
hojas actuales y fosiles para ver qué tan lejanos son los valores y observar con que método de marcado
hay una menor diferencia en las mediciones. Para esto, las cuatro hojas (dos actuales y dos fosiles) se
procesaron con los tres mismos tipos de marcaje que se hicieron en las hojas actuales (Fig. 6 y 15), En
ambos casos se seleccion6 un area de 0.8 Cm?, en las hojas fosiles del area mejor preservada, y en las

actuales del apice. Todas las imagenes se midieron con el tratamiento para quitar el ruido.

Fig. 16: Hojas fosiles identificadas por Dominguez de la Torre (2013). A. Ejemplar fosil al que se le encontré mayor
afinidad con Zigya conzattii; B. Ejemplar fosil al que se le encontré mayor afinidad con Pithecellobium pachipus;
C. Cuadro seleccionado de los ejemplares fosiles; D. Cuadros de los ejemplares fosiles con las venas marcadas; E. cuadro
de las venas marcadas en los ejemplares fosiles. Cuadros de 0.8 cm®.

Fig. 17: Hojas aclaradas de Zigya cozattii y Pithecellobium pachipus usadas en la comparacion con los fosiles, obtenidas de
la coleccion de hojas aclaradas del Instituto de Geologia, UNAM.

5.11. Comparacion de la LVD de ambas localidades fosiliferas
Por medio de una prueba de U de Mann-Withney a un nivel de confianza del 95%, se
compararon las mediciones de LVD de ambas localidades, utilizando solo las imagenes de las venas

marcadas (Fig. 6C).
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En los estudios realizados en 2013 por Dominguez de la Torre y Hernandez Villalva
respectivamente, se propone que Ixtapa tenia un clima mas frio que San Esteban Tizatlan. Entonces, de
acuerdo con Pagano (2015), se esperaria que al comparar ambas localidades, la LVD calculada para
Ixtapa sea menor que la de San esteban Tizatlan. La razon de esta diferencia se deberia a que la
temperatura calculada para Ixtapa es en promedio 11°C menor que la calculada para San Esteban
Tizatlan. Entonces se podria comenzar a construir una hipétesis de como los valores de LVD pueden

ligarse al clima.

6. RESULTADOS

Se midi6 un total de 25 hojas actuales de diferentes especies (Anexos 2 y 3), pertenecientes a la
coleccion de hojas aclaradas del Instituto de Geologia de la UNAM y 100 ejemplares fosiles de ambas
localidades (38 morfotipos en San Esteban Tizatlan y 43 morfotipos en Ixtapa) (Anexos 6 y 7),

obteniendo los siguientes resultados:

6.1. Analisis de tipo de marcaje

Se encontraron diferencias significativas entre los valores de LVD, siendo mayores en las
imagenes originales y menores en las imagenes de las venas marcadas sin la hoja original de fondo
(H=6.196, gl=24, P=0.045) (Fig. 18). Los valores obtenidos van de los 1.21 mm/mm’ a 8.119
mm/mm?, encontrandose las LVD mas altas en la hoja original y las mas bajas en las imagenes donde

solo se tienen las venas marcadas (Fig. 18).

Fig. 18: Grafica comparativa de las LVD de los tipos de marcaje. Los valores de las imagenes que solo muestran las venas
marcadas son significativamente menores que las imagenes que conservan la imagen original. (H=7.642, gl=24, P=0.022).
Letras diferentes denotan diferencias significativas segun la prueba de LSD de Fisher.
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6.2. Andlisis de zona de medicion

En cuanto al anélisis de la zona de medicidon no se encontraron diferencias significativas entre
las zonas de la hoja donde se tomo la medicidn, por lo que es igual medir la hoja en la parte del apice,
mitad de la lamina o en la base. (H=0.019, gl=24, P=0.999) (Fig. 19).

Observando las LVD obtenidas se puede notar que van de 8.957 mm/mm” a 1.068 mm/mm?” y
en promedio para cada especie la diferencia entre el valor mas alto y el mas bajo de las tres zonas de

medicion (Fig. 7) es de 0.054 mm/mm?®.

Fig. 19: Gréfica comparativa de las LVD de las zonas d medicién. No existen diferencias significativas entre los valores.
(H=0.019, gl=24, P=0.999).

Con la comparacion de las LVD obtenidas del borde y del centro, no se encontraron diferencias
significativas entre las mediciones que presenta la lamina en el borde y la LVD que se presenta en
centro de la lamina (W=0.061, gl=24, P=0.261) (Tabla 1 y Fig. 20).

Tabla 1: Diferencias entre las LVD del borde y la LVD del centro de la lamina.
(Valores resaltados denotan diferencias significativas)

Diferencia en LVD borde/centro  Significancia

Especie

(mm/mm?) (P)
Todas las hojas 0.02 0.227
Astronium lecointei 0.14 0.008
Canthium inerme 0.18 0.264
Carpodiptera ameliae 0.22 0.502

Cinnamomum breedlovei 0.88 0.014
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Coccoloba hondurensis 0.1 0.502
Datura inoxia 0.43 0.002
Drypetes lateriflora 0.4 1
Ficus cotinifolia 0.05 0.264
Flacourtia jangomas 0.27 0.264
Hamamelis virginiana 0.77 1
Kadsura coccinea 0.8 1
Machilus breviflora 0.11 0.502
Ouratea mexicana 0.12 0.502
Oxandra lanceolata 0.18 0.118
Peltaea edouardii 0.22 0.502
Physodium adenodes 0.18 0.118
Zygia conzattii 0.39 0.002
Pithecellobium pachypus 0.4 0.002
Populus deltoides 0.6 1
Protium copal 0.9 0.044
Rapanea myricoides 0.28 0.014
Securidaca diversifolia 0.01 1
Stephania abyssinica 0.9 0.823
Tetracera sessiliflora 0.31 0.004
Tutcheria shinkoensis 0.14 0.044

Fig. 20: Grafica comparativa de las LVD del centro y borde de la 1amina. No se observa una diferencia significativa. (H=0.019,
gl=24, P=0.261).
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6.3. Analisis de area

Si se comparan las LVD en las diferentes areas de todas las hojas no se observan diferencias
significativas en los valores obtenidos. Al analizar las areas de cada especie por separado, la mayoria
no presentan diferencias significativas entre las LVD en las diferentes areas medidas (Tabla 2). Las
desviaciones estandar de los valores por area se reducen de forma constante en las especies a partir de

areas mayores a 0.8 mm” (Fig. 21).

Tabla 2: Kruskall-Wallis obtenidas de las LVD de las 25 hojas actuales usando diferentes areas de
muestreo. (Valores resaltados representan diferencias significativas)

Diferencia T . Ar?a _de la
Especie En LVD mayor/menor Significancia lamina
2 P) completa
(mm/mm°©) (mm?)
Todas las hojas 0.8 0.165
Astronium lecointei 2 0.008 4017
Canthium inerme 0.9 0.687 777.1
Carpodiptera ameliae 1 0.841 997.9
Cinnamomum breedlovei 0.6 0.884 927.2
Coccoloba hondurensis 1 0.027 1106.9
Datura inoxia 0.6 0.071 1465.5
Drypetes lateriflora 1.4 0.008 1386.3
Ficus cotinifolia 0.8 0.074 1311.9
Flacourtia jangomas 2.1 0.025 1156.3
Hamamelis virginiana 0.6 0.596 1433.5
Kadsura coccinea 1.05 0.043 833.3
Machilus breviflora 1.6 0.439 873.7
Ouratea mexicana 1.1 0.323 1181.4
Oxandra lanceolata 0.8 0.887 354.5
Peltaea edouardii 1.8 0.397 595.1
Physodium adenodes 1.2 0.8 759.9
Zygia conzattii 1.2 0.383 428.7
Pithecellobium pachypus 1.07 0.949 638.6
Populus deltoides 0.8 0.015 668.3
Protium copal 2.7 0.122 6364.9
Rapanea myricoides 0.8 0.468 722.3
Securidaca diversifolia 1.2 0.646 4498
Stephania abyssinica 0.7 0.206 1896.2
Tetracera sessiliflora 0.6 0.087 1601.4
Tutcheria shinkoensis 1.5 0.023 2291.9
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Fig. 21:Graficas por especie de las LVD obtenidas en cada tamafio de area muestreada. En estas graficas se pueden observar
como las desviaciones van disminuyendo conforme las areas son mayores. Punto en blanco perteneciente al area de 0.875
2
mm".
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Fig. 21: Continuacion.

29



Densidad de venas en hojas fosiles de las localidades miocénicas de San Esteban Tizatlan, Tlaxcala e

Ixtapa, Chiapas, método para su uso como posible herramienta en la interpretacion paleoclimatica.

Fig. 21: Continuacion
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Fig. 21: Continuacion
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Fig. 21: Continuacion
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6.4. Analisis de altos drdenes de venacion
Las mediciones de LVD considerando todas las venas fue significativamente mayor que la LVD
de las imagenes en las que no se¢ consideraron los ordenes de venacion altos (W=3.255, gl=24,
P=0.001) (Fig. 22). Estas diferencias fueron de 0.219 mm/mm?’ en las hojas marcadas (Fig. 13A y B) y

de 0.342 mm/mm?” en las imagenes que sélo presentan las venas (Fig. 13C y D).

Fig. 22: Grafica comparativa de las LVD del analisis de 6rdenes de venacion, usando las imagenes con las venas marcadas
sin hoja original de fondo tomando en cuenta todas las venas y eliminando las venas de ordenes mas bajos. Se puede ver que
hay diferencia significativa entre los valores. (W=3.225, gl=24, P=0.001)

6.5. Anélisis de ruido
En cuanto al ruido se encontraron diferencias significativas entre las mediciones de hojas con y
sin ruido. Los valores de LVD obtenidos para las hojas medidas sin ser procesadas fueron mayores que
los valores obtenidos para las imagenes en las que se elimino el ruido antes de ser medidas (W=4.271,
gl=24, P=0.001) (Fig. 23). Siendo el valor de LVD mas bajo de 1.586 mm/mm?, mientras que en los
casos de las hojas con ruido se obtuvieron siempre los valores de LVD mas altos, encontrando su limite

superior en 9.334 mm/mm?®.

Fig. 23: Grafica comparativa de las LVD obtenidas del analisis de ruido, usando las imagenes con las venas marcadas a
las que se les elimind la hoja original de fondo, medidas de forma directa y eliminando el ruido. Se observan diferencias
significativas. (W=4.271, gl=24, P=0.001)
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6.6. Analisis de tipos de marcaje en fosiles
En los fosiles, al igual que las hojas actuales, se observaron diferencias significativas mayores
en las LVD de las imagenes originales (Fig. 6A y 15A) y las marcadas con la hoja de fondo (Fig. 6B y
15B), con respecto a las imagenes que solo tenian las venas marcadas (Fig. 6C y 15C). Se obtuvieron
LVD mas altas para las hojas originales y menores en las imagenes de venas marcadas sin la hoja

original de fondo (H=174.457, gl=99, P=0.001) (Fig. 24).

Fig. 24: Grafica comparativa de las LVD obtenidas del analisis de marcaje en fosiles, usando las muestras fosiles de
ambas localidades. Se compararon los tres tipos de marcaje. Se observa que la imagen de la hoja original y la imagen de
las venas marcadas con la hoja original de fondo muestran una gran diferencia con la imagen que sélo tiene las venas
marcadas. (H=174.457, gl=99, P=0.001). Letras diferentes denotan diferencias significativas, segun la prueba LSD de
Fisher.

6.7. Analisis de ruido en fdsiles
En este andlisis también se obtuvieron los mismos resultados que en el analisis de ruido en
hojas actuales (Seccion 6.5). Las LVD mostraron diferencias significativas en todos los tratamientos,
siendo mayores los valores de las imagenes a las que no se les elimind el ruido (W=8.68, gl=99,

P=0.001) (Fig. 25).

Fig. 25: Grafica comparativa de las LVD obtenidas en el analisis de ruido en fosiles, usando las muestras fosiles de
ambas localidades. (W=8.68, gl=99, P=0.001). Letras diferentes denotan diferencias significativas, segun la prueba LSD.
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6.8. Comparacion de la LVD de hojas actuales y fosiles

Al comparar las densidades de venacion de dos de las hojas fosiles con hojas actuales de género
afin, se encontré que los valores obtenidos en las hojas actuales son menores que los obtenidos en
los fosiles, excepto en las imagenes de las venas marcadas (Fig. 9C y 15C) donde los valores de los

fosiles resultaron ser menores (Tabla 3).

Tabla 3: Comparacion de las LVD de hojas fésiles y hojas actuales.

Zygia Pithecellobium Fosil 1 Fosil 2

conzattii pachypus aff. Pithecellobium  aff. Pithecellobium
Original 7.525 7.007 11.283 18.313
Marcada 7.793 6.957 8.094 11.431
Venas 7.664 6.638 5.822 4.354

6.9. Comparacion de las LVD de ambas localidades fosiliferas

En cuanto a las LVD en ambas localidades, se encontrd que no existen diferencias significativas
entre San Esteban Tizatlan e Ixtapa (U=1195, gl=49, P=0.707) (Fig. 26). Se pudo observar que los
valores de LVD se encontraban en un rango de 3.791 mm/mm’ a 18.843 mm/mm’® y medidas en
promedio de 10.488 mm/mm’ en la localidad de San Esteban Tizatlan, Tlaxcala, y de 3.231

mm/mm? a 17.524 mm/mm?” con medidas en promedio de 10.06 mm/mm? en Ixtapa, Chiapas.

Fig. 26: Grafica comparativa de las LVD de las hojas de ambas localidades fosiliferas. No se observan diferencias
significativas. (U=1195, gl=49, P=0.707)
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7. DISCUSION

7.1. Andlisis de tipos de marcaje

Con la finalidad de evaluar si el tipo de marcaje influye en la medicion de la LVD, se
compararon las mediciones de cada tipo de imagen. Con la prueba de Kruskall-Wallis, podemos ver
que si hay diferencias significativas entre la hoja original (Fig. 6A) y la hoja marcada (Fig. 6B).
Durante el marcado de las imagenes fue evidente que al marcar las venas en la fotografia de la hoja, se
debe de ser muy cuidadoso y objetivo al discernir si lo que se observa es una vena o no ya que el
procesamiento de la hoja o alguna sombra llegan a confundirnos y se puede llegar a marcar un grupo de
puntos o pixeles més obscuros en la imagen como si fueran una vena, lo que estaria incorporando un

error en futuras mediciones.

7.2. Analisis de zona de medicion

En la literatura consultada, se observo que es recomendable que para la mayoria de los estudios
de hojas se hagan las observaciones y mediciones en la parte central de la lamina (Ellis et al., 2009). En
las muestras de hojas fosiles es poco comin que se encuentren hojas completas y bien preservadas, y
muchas veces se encuentran fragmentos muy bien preservados pero no se sabe con qué parte de la
lamina se estd trabajando. Esta falta de informacion que ofrecen las hojas incompletas pero bien
preservadas es la principal razéon del interés en comprobar si las mediciones de la LVD son
significativamente diferentes entre las zonas de las hojas muestreadas.

Ademas de analizar las diferencias en la LVD de forma vertical (4pice, mitad y base), nos
cuestionamos si la diferencia en los patrones de venacion de los bordes, que presentan algunas hojas,
ocasiona diferencias en las mediciones de LVD. Se obtuvieron valores con diferencias promedio de
0.02 mm/mm? entre el valor menor y el mayor de cada grupo de muestras del centro y del borde. Con
las pruebas de Wilcoxon, se encontraron diferencias significativas en 9 especies (Tabla 1). Se puede
observar que 4 de las 9 especies muestran marcada asimetria de la ldmina, mientras que las otras 5 son
simétricas, pero se pueden notar algunas diferencias en las venaciones a ambos lados de la vena media.
Estas asimetrias y diferencias de las venaciones pueden estar causando diferencias al medir la LVD. Al
observar la grafica de todos los valores (Fig. 20) las medias son muy parecidas y las diferencias entre
los valores de cada especie son mucho menores de 0.8 mm/mm?. Teniendo en cuenta que entre especies

se encuentran diferencias de alrededor de 6 mm/mm?. Existen diferencias que pueden llegar a ser
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significativas, pero comparadas con las diferencias de LVD medidas entre las especies no son tan
importantes.

Se puede ver que las medias no son iguales en todas las zonas de la lamina. Es notorio que si
comparamos las LVD de las zonas de la ldmina con la LVD de la lamina completa la parte media
tiende a ser mas baja y en el apice y base mas alta. Por eso, para evitar meter datos que causen
conflictos en los estudios, es recomendable tratar de no utilizar muestras que sean evidentemente del
borde de la ldmina y hacer un poco de esfuerzo por recabar material en el que estemos mas seguros que

se esta midiendo la parte interna de la lamina, tanto en fosiles como en hojas actuales.

7.3. Analisis de area

En el andlisis de zona de marcado se observo que no hay diferencias significativas en cuanto al
lugar del que se tome la muestra de la lamina, pero se pueden apreciar diferencias significativas entre
los datos obtenidos al hacer las mediciones en un cm” de lamina y hacerlo en toda la lamina. Por lo
anterior en este andlisis se estudid si el tamafo de la muestra influye en los resultados de las
mediciones de LVD (mm/mm?) y si hay alguna 4rea Optima para hacer la cuantificacion de LVD.

Al comparar la LVD obtenidas en las diferentes areas, encontramos que en algunas especies
existen diferencias significativas y en otras no hay diferencia (Tabla 2). Analizando las desviaciones
estandar de los valores tomados de cada area por especie (Fig. 21), se puede observar que en las areas
cercanas a 0.8 mm?” la desviacion de los valores disminuye. Entonces, como casi nunca es posible tener
la hoja fosil completa y con la venacion preservada en su totalidad, es recomendable que se tomen
muestras de por lo menos 0.8 mm” y que cuando se hagan estudios comparativos, el tamafio de 4rea
medida sea constante en todas las muestras usadas para las comparaciones. Esto ademas de dar
precision a los andlisis, el usar 4reas de hojas relativamente pequefias, acorta el tiempo de

procesamiento de la imagen por parte del programa Leaf Gui.

7.4. Analisis de altos 6rdenes de venacion

Estudios previos han demostrado que los cambios en la LVD se observan principalmente en los
ordenes de venacion mayores (Sack y Scoffoni, 2013; Blonder y Equist, 2014). Es por esto que se
decidio realizar un andlisis que demostro las diferencias en las mediciones de LVD contemplando todos
los o6rdenes de venacion (Fig. 10A y 10C) y en muestras que no contemplaban los 6rdenes de venacion

primario, secundario y terciario (Fig. 10B y 10D).
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Con este analisis, se pudo observar que existen diferencias significativas entre las imagenes con
todos los ordenes de venacion (Fig. 13A y C) y las iméagenes que no presentan los drdenes de venacion
primario, secundario y terciario (Fig. 13B y D). Diferenciar y eliminar los d6rdenes de venacion
primarios, secundarios y terciarios implica bastante tiempo y esfuerzo. Ademas, al eliminar algunos
ordenes de venacion puede llevar a una mala interpretacion de los ordenes de venas restando
informacion importante. Esto lleva a que la diferencia de 0.3 mm/mm? (Fig. 22) no sea una diferencia
tan significativa comparada con los problemas que conlleva el eliminarlos (ej. perder venas de interés o

la disminucién del amafio de muestra).

7.5. Analisis de ruido

Teoricamente, la existencia de ruido en la imagen, debe provocar que las mediciones de la LVD
(mm/mm?®) sean mas altas. El programa Leaf Gui incluye este procedimiento como un método para
separar la lamina de objetos que puedan contrastar con el fondo. En este anélisis se puso a prueba si los
valores de la LVD son menores al eliminar el ruido y se cuantifico la diferencia observada en los
resultados. Después de realizar las mediciones se observaron diferencias significativas entre las hojas
con y sin ruido (Fig. 23). Es importante resaltar que nuestros resultados sugieren que los valores de
LVD se ven aumentados cuando no se elimina el ruido en las imagenes de hojas actuales aclaradas. Por
lo anterior éste procedimiento sera mas importante al aplicarse en hojas fosiles. En casos en que las
venas no son tan contrastantes y cuando las imagenes tienen zonas muy obscuras (ejem. sombras) o el
sedimento no es de color homogéneo, los pixeles del sedimento pueden ser registrados como pixeles de

interés y estar modificando nuestras mediciones de LVD (Fig. 8).

7.6 Anélisis de tipos de marcado en fosiles

En las hojas actuales se tiene la ventaja de que es posible trabajar con hojas sometidas al
proceso de aclarado. Esto nos permite observar con mayor facilidad las venas aunque no se elimine
totalmente el mesofilo de la lamina. En hojas fosiles es dificil obtener una imagen en la que se resalten
las venas en su totalidad. Lo anterior, sumado a la matriz de roca sedimentaria que tiene bastante
textura y no posee un color homogéneo, provoca que sea mas complicado para Leaf Gui identificar los
pixeles de las venas. La imagen que se obtiene después de que Leaf Gui realiza el thresholding de las
fotos originales de las hojas fosiles es muy borrosa, y en muchos casos no se pueden identificar las

venas. Es por esto, que se examind si hay diferencias en las mediciones de hojas fosiles al realizar el
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marcado de las venas. En este andlisis y como se esperaba, se puede ver que existen diferencias
significativas entre los diferentes tipos de marcado y que éstas son mas evidentes que en las hojas
actuales aclaradas (Fig. 24).

Los resultados de LVD en el analisis de tipo de marcado en fosiles fueron muy variables con
diferencias en promedio de 18 mm/mm? entre los valores mas altos que siempre se obtuvieron en las
hojas originales (Fig. 15A) y los mas bajos que fueron resultado de las imagenes de las venas (Fig.
15C). De igual forma, al realizar el marcado de las venas se obtuvo una imagen mas definida y como es
logico, al retirar la imagen de fondo y dejar sélo la imagen de las venas marcadas con el thresholding se
lograba una imagen totalmente definida de las venas (Fig. 27). Lo anterior demuestra que lo mejor para
medir densidades de venacion es utilizar las imagenes de las venas. Esto evita que las diferentes
coloraciones del sedimento aumenten los valores y al momento de hacer el thresholding se obtengan

imagenes de las venas mas definidas.

Fig. 27:Ejemplo de imagenes de hojas fosiles después del thresholding. A. Hoja original; B. Hoja original con las venas
marcadas; C. Venas marcadas sin hoja original de fondo.

7.7. Analisis de ruido en fosiles

Las imagenes de las venas marcadas (Fig. 15C) presentaron mediciones de LVD mas bajas en
comparacion a las otras dos imagenes. Estos resultados pueden deberse a que el ruido causado por
zonas de la matriz de roca que presentan el mismo tono de las venas, estan incrementando los valores
en la medicion. Entonces, se quiso saber cuanto estan aumentando los valores por el ruido. Se encontrd
que estos pixeles que se toman como venas y que no permiten definir la imagen después del
thresholding, afectan bastante la medicion de LVD en la hoja. Al comparar las graficas de las LVD se
aprecia que la diferencia de las medias de los valores de las LVD con y sin ruido es mayor en las hojas
originales y mucho menor en las imdgenes de las venas (Fig. 25). Por otro lado, si se observan las

imagenes obtenidas del thresholding, en las hojas originales (Fig. 15A), aun tratando de eliminar el
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ruido, la imagen no se define, y es complicado encontrar un parametro que elimine bien los pixeles de
fondo de la imagen sin afectar a los pixeles de las venas. La limpieza de la imagen se ve mejorada al
remarcar las venas sobre la imagen original, pero tampoco fue posible limpiar totalmente la imagen de
estos pixeles de fondo producidos por la matriz de roca. Finalmente en las imagenes de las venas
marcadas (Fig. 15C), se logran eliminar de otra forma estos pixeles y se obtienen una imagenes donde
solo se ven las venas de la hoja (Fig. 27). Lo anterior explica la enorme diferencia que obtuvimos en las

mediciones de LVD.

7.8. Comparacion de LVD de hojas actuales y fosiles

Este analisis corrobord que medir las imagenes de las venas (Fig. 9C y 15C) y eliminar el ruido
de la imagen (Seccion 5.6) permite hacer buenas mediciones de las LVD en hojas fosiles. Al comparar
las hojas fosiles identificadas como Pithecellobium con sus representantes actuales, las LVD obtenidas
son muy cercanas. Se encontré que los valores obtenidos en hojas actuales son menores que los
obtenidos en los fosiles, excepto en las imagenes de las venas marcadas (Fig. 9A y 15A) en los que los
valores en los fosiles fue menor. El que los valores de LVD en hojas fosiles resultara mayor en algunos
casos, se debe a que el programa midid pixeles que no pertenecian a las venas. En el momento que se
quitaron todos los pixeles que causaban ruido en la imagen de las hojas fosiles la LVD bajé. Lo
anterior se puede corroborar con las hojas aclaradas actuales (Zygia conzattii y Pithecellobium
pachypus), en las que las mediciones de LVD se mantuvieron relativamente constantes en todas las
mediciones.

Es importante resaltar que el hacer las mediciones en imagenes que sélo contengan las venas
marcadas (Fig. 9C y 15C) y eliminarles el ruido, permite realizar mediciones mas precisas, aunque
estas no dejan de mostrar error. Al usar las imagenes de venas marcadas (Fig. 9C y 15C), en el caso de
las hojas actuales se obtuvieron valores de LVD menores que en las hojas fosiles. Es posible que las
hojas fosiles nos arrojen valores menores por al menos tres posibles factores. El primer factor se
atribuye a que en el proceso de fosilizacion las hojas pierden detalles en las venas, que al momento de
marcar las venas y realizar el thersholding resulta en perdida de venas y menores valores de LVD (Fig.
16). Otra posibilidad se basa en estudios que plantean que las hojas de las plantas han mostrado un
decremento en la LVD al paso de los millones de afios (Boyce, 2008). Se puede llegar a suponer que en
10 millones de afios la LVD ha disminuido, pero para afirmar esto seria necesario realizar estudios mas

detallados. Por ultimo el tercer factor es la disminucién en la LVD como resultado de que las hojas
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fosiles que se han identificado pertenecen al mismo género de hojas actuales con las que estan
comparando, pero no se puede asegurar que sean la misma especie. En realidad no se tiene el dato
exacto de donde provienen las hojas de Pithecellobium pachipus y Zygia consattii, pero se sabe que
estos dos géneros se encuentran en los estados de Campeche, Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Tamaulipas y
Quintana Roo, asi como de Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala y Honduras (www.tropicos.
org), lugares que poseen climas de semicalidos a calidos, siempre himedos. Al encontrarse en climas
muy parecidos al que se ha calculado para la localidad de San Esteban Tizatlan (Dominguez de la
Torre, 2013), es posible que las diferencias en la LVD no sean debidas a diferencias en los ambientes.
Sea cual sea la razon, aunque se nota una diferencia entre las LVD de las hojas fosiles y actuales la
metodologia que esta proponiendo seguir ayuda a eliminar errores en la medicion. En este caso solo
resta mencionar que al seleccionar las zonas de las muestras es importante tener las zonas lo mejor

preservadas y ser muy cuidadosos de marcar todas las venas.

7.9. Metodologia propuesta para medir LVD en hojas fésiles

Al final, los 5 analisis realizados con hojas actuales (tipo de marcaje, zona de medicion, area,
ruido y altos ordenes de venacion) y los 2 andlisis con hojas fosiles (tipo de marcado y ruido), sugieren
que la mejor manera de medir las hojas fosiles es con muestras de un area mayor a 0.8mm”. Este
tamafo siempre debe mantenerse constante en los estudios, principalmente en los comparativos.
Ademas es recomendable que estas areas se encuentren lo mas cercanamente posible al centro de la
lamina y en zonas de la hoja donde estén bien preservadas las venas, cuando se trabaja con fosiles. Se
deben utilizar las imagenes en las que cuidadosamente se han marcado todas las venas y se ha
eliminado la hoja original del fondo (Fig. 9C y 15C), y al medir se debe eliminar el ruido usando las

herramientas que provee el mismo programa Leaf Gui.

7.10. Comparacion de la LVD de ambas localidades fosiliferas

Con los andlisis anteriores se definieron algunos parametros para la medicion de LVD y fueron
aplicados en este andlisis para obtener las LVD de ambas localidades fosiliferas. No fue posible
identificar diferencias significativas entre las LVD de ambas localidades. Esto puede deberse a que el
tamafio de muestra aiin es muy pequeiio o a que en realidad no es posible observar diferencias como se
esperaba. Graficando los valores (Fig. 26), se puede ver que en la localidad de Ixtapa a la que

anteriormente por medio de CLAMP se le calculd un clima semifrio-humedo con una temperatura de
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8.86°C a 12.1°C y precipitacion promedio anual de 1119.1 mm, y humedad relativa de 67.24%
(Hernandez-Villalva, 2012), presenta mediciones de LVD en un rango ligeramente mas amplio que la
localidad de San Esteban Tizatlan; localidad a la que se le calculd anteriormente y también haciendo
uso de CLAMP un clima semicalido-hiimedo con temperaturas que van de 17.2°C a los 26.19°C, una
precipitacion promedio anual de 693.8 mm y humedad relativa del 59.1% (Dominguez de la Torre,
2013).

La LVD puede verse influenciada por factores ambientales como son el suelo, la iluminacion, la
velocidad del viento y la disponibilidad de nutrientes, pero el factor que al parecer es mas influyente en
la LVD es la disponibilidad del agua (Uhl y Morsbrugger, 1999; Brodribb y Jordan, 2011; Zhu et al.,
2012, Carnis et al., 2014). Factores ambientales que aumentan la transpiracion de las plantas o
disminuyen la disponibilidad de agua tienden a incrementar la LVD (Carnis et al., 2014). Se piensa que
los rasgos de las venas reflejan el intercambio de gas y agua entre las hojas y la atmoésfera, lo que esta
influenciado por factores climaticos. Hojas con densidades de venacion bajas estdn adaptadas a bajas
demandas transpiracionales (Uhl y Mosgrugger, 1999; Roth-Nebelsick et al., 2001; Boyce, 2008;
Blonder y Enquist 2014; Zhu et al., 2012).

Moles et al. (2014) analizaron la capacidad de los caracteres de las plantas para predecir
temperatura y precipitacion, llegando a la conclusion de que en general los caracteres de las plantas
responden mdas a cambios de temperatura. En este analisis no se encontraron diferencias significativas
entre los valores de LVD de ambas localidades, lo que lleva a pensar que en el caso especifico de la
LVD puede estar mas relacionada con la humedad relativa en el ambiente o con la precipitacion que
con la temperatura. Esto es debido a que ambas localidades, segin CLAMP, presentan una diferencia
de aproximadamente de 11°C en la temperatura media anual, lo que debié mostrar diferencia en las
venaciones, si ese fuera un factor que actuara sobre el caracter. Por otro lado, cabe la posibilidad de que
los pardmetros calculados por CLAMP, no sean realmente los pardmetros que prevalecian en la
localidad durante el Mioceno. CLAMP describe la fisionomia foliar de una forma mas detallada que
otras metodologias para la prediccion de paleoclimas, por lo que se esperaria que los datos obtenidos
fueran los mas acertados, pero en realidad no es asi. Diferentes autores (Wilf, 1997; Jordan, 1997;
Gregory-Wodzicki, 2000) sugieren que la estimacion de la temperatura media anual no es del todo
exacta para localidades que se encuentran hacia el sur, debido a que existe sesgo en las colectas para las
bases de datos. Esto es porque los muestreos para CLAMP abarcan un alto rango de vegetacion de

Norteamérica y dejan fuera muchas floras del sur que pueden responder de forma diferente. También,
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de esta metodologia propuesta por Wolfe (1993) es cuestionado que se puede estar agregando error al
definir mal los caracteres en el material de estudio y se ha encontrado que en algunos casos existe poca
o nula relacion entre el clima y algunos estados de cardcter usados (Wing y Greenwood, 1993; Stranks
y England, 1997; Wilf, 1997, Kowalski, 2002; Uhl et al., 2003; Peppe et al., 2011).

Para San Esteban Tizatlan se propone la presencia de familias como Anacardiaceae
(Cyrtocarpa), Fabaceae (Abarema, Lonchocarpus, Pithecellobium y Zigya) y Rhamnaceae (Karwinskia
y Rhamnus) (Hernandez-Damian, 2010; Dominguez de la Torre, 2013), vegetacion encontrada en
lugares tropicales y templados, lo que es congruente con los resultados obtenidos con CLAMP en 2012.
En Ixtapa se han identificado afinidades a Dilleniaceae (Tetracera), Sapindaceae (Acer y Serjania),
Fabaceae, Myrtaceae y Moraceae (Peralta-Medina, 2009; Hernandez-Villava, 2012); géneros y familias
que también corresponden a vegetacion tropical. La vegetacion tropical se caracteriza por una
temperatura mayor a 18°C (www.inegi.org), lo cual no concuerda con la temperatura anual de 8.86°C a
12.1°C calculada, lo que lleva a pensar que las predicciones hechas para la localidad de Ixtapa no sean
lo suficientemente cercanas a los valores que pudo presentar este sitio en el Mioceno.

Después de realizar la comparacion de las localidades nos damos cuenta que todavia falta
profundizar en el uso de la LVD como proxie paleoclimatico. Si bien, ya es posible realizar mediciones
de LVD comparables entre localidades fosiliferas, es necesario realizar estudios mas detallados con
hojas de especies actuales de localidades en las que se tenga bien estudiado el clima regional, para asi

poder crear correlaciones directas entre LVD y valores climaticos.

8. CONCLUSION

La medicion de la LVD es un tema en el que todavia se estdn desarrollando variadas
metodologias que facilitan la obtencion de datos. Hace falta adentrarnos més en el desarrollo explicito
de éstas metodologias para poder unificarlas y para que sean mas facilmente aplicables. Principalmente
cuando se trabaja con fosiles, se debe de ser muy cuidadoso en su estudio para poder llegar a buenas
interpretaciones. En este trabajo se propone una nueva metodologia que permite la medicion de las
LVD en hojas actuales y fosiles de forma mas eficiente y sistematizada, lo que permite comenzar a
investigar a la LVD como un caracter con potencial para ser usado como proxie paleoclimatico.

Por medio de los andlisis con hojas actuales aclaradas, se encontr6 que las muestras a las que se
les quiera medir la LVD deben tener un area mayor a 0.8mm?®, que preferentemente no sea tomada de

los bordes de la ldmina, estar representadas en una imagen donde s6lo aparezcan las venas, las cuales
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deben ser marcadas cuidadosamente para no excluir informaciéon valiosa evitando marcar venas
inexistentes y aplicar la metodologia del programa Leaf Gui para eliminar el ruido de la imagen. Esto
permite disminuir el error en las mediciones y que éstas sean mas constantes sin importar el tamafo y
la zona de la lamina con la que se trabaje.

Una vez obtenidos los valores de LVD en hojas actuales, mismos que se compararon con las
LVD de las hojas fosiles con mayor afinidad morfoldgica, se comprob6 que los parametros definidos
anteriormente eran los mas adecuados para la obtencion de la LVD con el programa Leaf Gui. Solo se
agrega que en fosiles es pertinente seleccionar el area de la hoja mejor preservada mayor a 0.8mm’ y
siempre aplicar la metodologia de Leaf Gui para eliminar el ruido de la imagen. Aunque los pardmetros
para obtener las mediciones de LVD parecen ser dificiles de encontrar, no son requisitos muy rigurosos
para localidades que ya han sido trabajadas y de las que ya se tiene cierta informacién que nos lleve a
realizar estudios mas detallados como son la interpretacion de paleoambientes y paleoclimas.

En cuanto a la utilidad de la LVD como proxie paleoclimatico, se esperaba obtener resultados
mas concluyentes. Solo se pudo observar que sigue existiendo la posibilidad de que éste caracter tenga
funcionalidad para indicar climas, pero no con diferencias altamente marcadas en las mediciones como
se esperaba, sino mostrando rangos de densidades mas estrechos o més amplios (San Esteban: 6.45 a
15.79 mm/mm?*; Ixtapa: 2.2 a 17.52 mm/mm?), segun las condiciones en que se encontraban las
localidades. Si bien no se puede asegurar que el caracter es funcional, ahora que ya se cuenta con la
metodologia y haciendo estudios méas amplios y detallados se podra encontrar alguna correlacion entre
los parametros climaticos y ambientales con las densidades de venas de una manera mas precisa.

Existe la posibilidad de que la LVD no esté ligada a la temperatura, pero la literatura apunta a
que la precipitacion si es un factor altamente influyente en las densidades de venacion de las hojas (Uhl
y Mosbrugger, 1999). Dado esto y con la presente metodologia establecida para la medicién de
densidades de venas, se puede proporcionar un nuevo cardcter que permitird robustecer las

metodologias usadas para el calculo de paleoclimas y climas en general.
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Anexo 1: Aclarado de hojas.

Esta técnica se aplica a hojas actuales, principalmente a las obtenidas de ejemplares de herbario
previamente identificados. Ayuda en la observacion de caracteres que no son tan facilmente
observables como son los patrones de venacion mas altos, dado que el espesor del mesofilo y la
cuticula impiden el paso de luz del microscopio y la visibilidad detallada de los patrones de venacién
(Martinez y Cevallos, 2005).

El procedimiento consiste en que en un vaso de precipitados se hierve agua sumergiendo en esta
las hojas anteriormente colectadas, en caso de la coleccion del Instituto de Geologia la mayoria de las
hojas han sido colectadas en el Herbario Nacional de México MEXU. Las hojas se dejan en el agua
caliente hasta que toman una consistencia flexible. Posteriormente, con el agua todavia tibia se prepara
una solucion de hidroxido de sodio al 10% o 20%, dependiendo de la delicadeza de la hoja y se dejan
reposar sumergidas en esta disolucion. Una vez que se enfria la solucion, las hojas se colocan en cloro
al 5% o 10% durante 24 horas, también dependiendo de la fragilidad del material. Pasadas las 24 horas
se substituye el cloro por agua corriente y se dejan enjuagar por 24 horas mas; a partir de aqui las hojas
se tifien con safranina “O”, dejandolas 24 horas en cada uno de los siguientes pasos: alcohol al 50%,
safranina, alcohol al 50%, alcohol al 70% y alcohol al 100%.

Una vez que el proceso de aclarado y tincion termine se procede a realizar el proceso de
montaje del material. Este consiste en la inclusion de las hojas ya aclaradas y tefiidas en resina poliéster
para su conservacion. Para esto, primero se deshidratan las hojas metiéndolas unos minutos en xilol, se
eligen recipientes adecuados al tamafio de las hojas, en los que se vierte resina poliéster PP-cristal pura,
calculando una capa delgada sobre la que se monta el material. Una vez que esta primera capa de resina
gela lo suficiente sin estar totalmente seca, con una consistencia firme y pegajosa, se saca la hoja del
xilol y se acomoda sobre la resina, cuidando no dejar burbujas y colocando el ejemplar totalmente
extendido, poniendo a un lado una etiqueta de identificacion con el nombre obtenido del ejemplar de
herbario de la especie a la que pertenece la hoja y/o folio. Finalmente la hoja se cubre con méas resina y
se deja secar.

Cuando las piezas de resina se encuentran completamente secas se lijan, comenzando con una
lija de agua de grano grueso (alrededor del nimero 180) para quitar todas las imperfecciones causadas
por el molde y reducir el tamafio de la pieza, dejando la resina lo mas delgada posible sin dafiar la hoja,
posteriormente se pule la pieza con lijas de tamafio 220, 320, 500, 1000 y 1500, quitando con cada una

los rayones de la lija anterior. Finalmente la pieza se pule con una maquina pulidora marca ENMAR.
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Anexo 2. Tabla de las especies de hojas seleccionadas de la coleccion de hojas aclaradas del instituto

de Geologia UNAM.
Orden Familia Especie Habito
Austrobaileyales  Schisandraceae Kadsura coccinea (Lem.) A.C. Sm. Trepadora
Caryophyllales Polygonaceae Cocoloba hondurensis Lundell Arbol
Dilleniales Dilleniaceae Tetracera sessiliflora Triana & Planch. Lianas o arbustos
Ericales Primulaceae Rapanea} myr_icoides _(Schltdl.) Lundell Arbusto
Theaceae Tutcheria shinkoensis (Hayata) Nakai Arbol
Polygalaceae Securidaca diversifolia L. S.F. Blake Arbol
Fabales Fabaceac Zygia conzattii (Standl.) Britton & Rose Arbol
Pithecellobium pachypus Pittier Arbol
Gentianales Rubiaceae Canthium inerme Kuntze Arbol
Laurales Lauracea Machilus breviflora (Benth.) Hemsl. Arbol
Cinnamomum breedlovei Lundell Arbol
Annonaceae Oxandra lanceolata (Sw.) Baill. Arbol
Putranjivaceae Drypetes lateriflora (Sw.) Krug & Urb. Arbol
Magnoliales Ochnaceae Ouratea mexicana (Bonpl) Engl. Arbol
Salicaceae Flacourtia j_angomas (Lour.) Raeusch. Arbusto
Populus deltoides W. Bartram ex Marshall Arbol
Carpodiptera ameliae Lundell Arbol
Malvales Malvaceae Peltaea edouardii (Hochr. Ex Chodat& Hassl.)Krapov & Cristobal Hierba
Physodium adenodes (Goldberg) Fryxell Arbol
Ranunculales Menispermaceae Stephania abyssinica (Quart.-Dill. & A. Rich.) Walp. Liana
Rosales Moraceae Ficus cotinifolia Kunth Arbol
Sapindales Anacardiaceae _ Astronium lecointei Ducke z’:\rbol
Burseraceae Protium copal (Schitdl. & Cham.) Engl. Arbol
Saxifragales Hamamelidaceae Hamamelis virginiana L. Arbusto
Solanales Solanaceae Datura innoxia Mill. Arbusto
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Anexo 3: Hojas aclaradas seleccionadas de la coleccion del Instituto de Geologia, UNAM.

A. Kadsura coccinea; B. Cocoloba hondurensis ; C. Tetracera sessiliflora; D. Rapanea myricoides; E. Tutcheria
shinkoensis; F. Securidaca diversifolia; G. Zygia conzattii; H. Pithecellobium pachypus; I. Canthium inerme; J. Machilus
breviflora; K. Cinnamomum breedlovei; L. Oxandra lanceolata; M. Drypetes lateriflora, N. Ouratea mexicana; O.
Flacourtia jangomas; P. Populus deltoides; Q. Carpodiptera ameliae; R. Peltaea edouardii; S. Physodium adenodes; T.
Stephania abyssinica, U. Ficus cotinifolia, V. Astronium lecointei; W. Protium copal; X. Hamamelis virginia; Y. Datura
innoxia. (Escalas =1cm)
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Anexo 4: Mediciones con Leaf gui.

Para poder obtener las mediciones con Leaf gui (Figura 1), es necesario que la imagen se
encuentre en formato JPG o JPEG. Una vez que la imagen estd en el formato adecuado, se abre el
programa y se da clic en abrir imagen, se selecciona la imagen que se desea medir, buscandola en su

ubicacion de la computadora (Figura 2).

Figura 1: Interfaz de Leaf Gui

Figura 2: Blsqueda de la imagen en Leaf gui.
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Una vez abierta la imagen deseada, se ajusta la escala de la hoja en el apartado "set scale and
crop"; para esto es necesario que la imagen tenga una escala o alguna referencia que nos dé una medida
de longitud conocida. En la ventana "measure scale" (Figura 3) se coloca la medida en milimetros del
objeto que tenemos como escala y se presiona el boton de "measure scale", esto habilitard al cursor
para que tracemos una linea recta sobre el objeto que tenemos como escala, haciendo que la linea
trazada y la longitud coincidan; finalmente se da doble clic con el cursor sobre la linea y el valor que

introdujimos en milimetros se convertira en otro valor que corresponde a los pixeles por centimetro.

Figura 3: Ajustar escala en Leaf Gui.

Habiendo ajustado la escala, se debe revisar que en la imagen no aparezca ningun objeto que no
pertenezca a la hoja y su venacion, en caso de tenerlo se debe eliminar cortando la imagen con la
herramienta "crop with rectangle" o usando una serie de herramientas mas para lograr limpiar
totalmente la imagen (revisar manual en www.leafgui.org).

Para este momento ya esta lista la imagen para medir, entonces se procede a hacer el threshold
(Figura 4), dando los valores que se observe que dan las mejores resoluciones de las venas, una vez
realizado el thresholding a un nivel en el que se observen las venas de una forma aceptable, se aplica la
herramienta para la eliminacion de ruido (Figura 5) y por ultimo se pide al programa que realice la
medicion de las venas, dando clic en el icono "vein stats". Una vez que el programa termina de realizar
los algoritmos por parte de la computadora, se abrird automaticamente una hoja de Excel con varias

mediciones que el programa arroja por default (Figura 6), finalmente se selecciona la medicion del
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largo total de venas (Total Network Length) que esta dado en mm y este valor se divide entre el area de

hoja medida, obteniendo asi el valor de la LVD.

Figura 4: "Trehresholding" y "Vein stats".

Figura 5: Método de eliminacion de ruido con Leaf Gui.

Figura 6: Hoja de Excel arrojada por Leaf Gui después de obtener las mediciones.
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Anexo 5: Hojas aclaradas seleccionadas de la coleccion del Instituto de Geologia, UNAM, imagenes
que solo muestran las venas.

A. Kadsura coccinea; B. Cocoloba hondurensis ; C. Tetracera sessiliflora; D. Rapanea myricoides; E. Tutcheria
shinkoensis; F. Securidaca diversifolia; G. Zygia conzattii; H. Pithecellobium pachypus; 1. Canthium inerme; J. Machilus
breviflora; K. Cinnamomum breedlovei; L. Oxandra lanceolata; M. Drypetes lateriflora, N. Ouratea mexicana; O.
Flacourtia jangomas; P. Populus deltoides; Q. Carpodiptera ameliae; R. Peltaea edouardii; S. Physodium adenodes; T.
Stephania abyssinica, U. Ficus cotinifolia, V. Astronium lecointei; W. Protium copal; X. Hamamelis virginia; Y. Datura
innoxia. (Escalas =1cm)
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Anexo 6: Muestras fosiles seleccionadas de la localidad de San Esteban Tizatlan, Tlaxcala.
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Anexo 7: Muestras fosiles seleccionadas de la localidad de Ixtapa, Chiapas.
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Anexo 8: Imagenes de venas marcadas de las hojas fosiles seleccionadas de San Esteban Tizatlan,
Tlaxcala; segmento de 0.8 cm?.
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Anexo 9: Imagenes de venas marcadas de las hojas fosiles seleccionadas de Ixtapa, Chiapas, segmentos
de 0.8 cm®.
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