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.  RESUMEN

El alto potencial de conservacion de la cuticula fésil aunado al excelente mantenimiento
de impresion de las células epidérmicas en las hojas la convierte en un recurso
importante para los paleobotanicos en estudios taxondémicos y paleoambientales. El
presente trabajo realiza un ajuste a las técnicas de Kerp, Upchurch, Aucour y Sandoval
aplicadas a la extraccion de cuticulas fosiles del Mioceno y Cretacico de Chiapas. Las
modificaciones realizadas a las técnicas comprenden 3 pasos fundamentales: primero,
la limpieza y eliminacién del carbén, segundo, la separacion de la cuticula fésil de la
roca portadora y por ultimo, la eliminacion del resto de sedimentos de la cuticula libre.
Tanto la solucibn de Schultze como el NHO3; son excelentes reactivos para la
eliminacién del carbén de la hoja fosil, manteniendo estable el tamafio y la forma de la
hoja por lo que se pueden observar patrones de venacion, vénulas, tricomas, glandulas,
dientes del margen asi como la impresion de patrones celulares de la epidermis en la
cuticula. Una de las principales aportaciones de este trabajo fue la extraccién de la
cuticula fésil en la cual se pudieron identificar dos aparatos estomaticos de
angiospermas determinados morfoldgicamente como el tipo anomaocitico y ciclocitico,
este Ultimo corresponde morfolégicamente al aparato estomatico de Ficus sp.
(Moraceae). La determinacion se logré mediante la comparacion de los aparatos
estomaticos de cuticulas de plantas actuales y fésiles. En cuanto a las gimnospermas,
el aparato estomatico identificado corresponde morfolégicamente al tipo ciclocitico, que
en las gimnospermas es caracteristico de la familia de las Cupressaceae. Dichas
correlaciones fortalecen las asignaciones taxondmicas realizadas previamente por otros
autores a hojas fosiles de las localidades estudiadas, confirmando la importancia del
aparato estomatico como una herramienta de caracter diagnostico en identificaciones
taxonomicas. Sin embargo, las técnicas de extraccion de cuticulas fosiles, a la que son
susceptibles aquel material altamente carbonizado, estan lejos de ser generalistas ya
gue cada localidad fésil es particular, el material fosil y los procesos de fosilizacion le
confieren caracteristicas propias que se veran reflejadas en el tratamiento de extraccion

del material fosil.
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ll.  INTRODUCCION.

El conocer los aspectos morfologicos sobre la biologia de las plantas del pasado,
permite generar hipotesis fundamentadas sobre el medio ambiente en el que vivian, el
como evolucionaron o se conformaron, y asi generar ideas cimentadas en evidencia
directa del origen y las relaciones con las comunidades vegetales actuales (Weber,
2006).

Aunque la morfologia comparativa de plantas vivas es una herramienta indispensable
en los intentos de determinar las relaciones ancestrales y posibles caminos evolutivos,
el registro fosil es insustituible prueba de dichos cambios a través del tiempo. Este
registro es, en el mejor de los casos, muy fragmentado; sin embargo, hemos aprendido
mucho sobre la historia de las plantas a través del estudio y manipulacién de las
técnicas adecuadas para el estudio de los fésiles (Bold et al, 1987).

La acumulacion constante de sedimentos a través del tiempo produce presion suficiente
para comprimir a los érganos de la planta hasta ser solamente una delgada pelicula de
carbon. Este tipo de fésil se conoce como compresion y es util para mostrar las
caracteristicas externas. Sin embargo, a veces, la cuticula puede resistir la
descomposicion y sobrevivir al proceso de fosilizacién quedando intacta. Esta cuticula
reproduce fielmente las caracteristicas de la superficie de los érganos de la planta,

como es el caso de las hojas (Bold et al, 1987).

La presencia de cuticulas de plantas en el registro fésil ha planteado interrogantes
acerca de los factores responsables de su conservacion. La composicion quimica y
litologia circundante parecen ser determinantes durante el proceso de fosilizacion
(Moésle et al, 1998). Aun cuando las paredes celulares de las plantas estan
compuestas por celulosa, la cual se degrada rapidamente, la cuticula es
extremadamente resistente a las condiciones de Oxido-reduccion de los ambientes de
sedimentacion, lo que facilita su preservacion en el registro fosil (Barclay et al, 2007), la
cuticula es entonces el segundo componente mas abundante del acervo fosil de
angiospermas; sin embargo, el estudio de las cuticulas fésiles es aun escaso
(Upchurch, 1984).

Facultad de Ciencias UNAM
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El alto potencial de conservacién de la cuticula en combinacién con el hecho de que
mantiene una excelente impresion de las células epidérmicas de las hojas la convierten
en un recurso importante para los paleobotanicos en estudios taxonomicos y

paleoambientales.
II.I Caracteristicas de la cuticula vegetal.

La cuticula o membrana cuticular, consiste predominantemente de dos componentes
lipidicos; la cutina, que constituye la matriz de la cuticula, y ceras solubles, asi como
celulosa y pectina (Esau, 1987), formando una capa transparente que se encuentra en
lainterfase entre la planta y su ambiente aéreo (Jeffree, 2006). La cuticula cubre las
partes aéreas de la planta, excepto las raices, poros estomaticos y polen. Esta delgada
capa protectora es secretada al exterior de las células de la epidermis y es la capa mas
externa de los érganos de las plantas, cuya funcion principal es brindar proteccién a los
tejidos internos e inhibir la pérdida de agua (Simpson, 2010). El espesor de la cuticula
varia entre 0,5 y 15 micrémetros dependiendo de las especies vegetales, la zona donde
crece la planta y su edad o estado de desarrollo (Lallana et al, 2006).

Capa cuticular

i i ina+
Matriz de cutina Cera epicuticular (cutina+celulosa)

5@’

Matriz de
cutina+ceras
(Cuticula)

Pared celular primaria

S - Lamina media (pectinas)
}'-’z’.‘{f,-{( #

Figura 1. Esquema de la cuticula vegetal donde se muestran los diferentes estratos que la conforman
(Tomado y modificado de Bukovak, et al. 1981).
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Algunos autores distinguen en la cuticula varias capas (Figura 1). 1) Capa Cuticular: Se
encuentra después de la ldmina media, formada por varias capas de cutina y
microfibrillas de celulosa 2) Matriz de cutina y ceras: Capa formada de cutina y ceras 3)
Cera epicuticular: Depésitos de ceras, que suelen aparecer por fuera de la cuticula y
tienen diversas formas, y 4) Depdésitos de sales minerales: Son cristales de silice que se
distribuyen entre la celulosa y la cutina (Bukovak, et al. 1981).

El principal componente de la cuticula es la cutina, un polimero de acidos grasos que
funcionan como un sellador, impidiendo la pérdida de agua. La cutina esta impregnada
en las paredes exteriores de la las células epidérmicas, creando una pared “cutinizada”
(Steward y Rothwell, 1993). La cutina no es el Unico biopolimero que se encuentra en
las cuticulas de las plantas, la matriz cuticular también contiene cutano. La estructura
molecular y la biosintesis del cutano no se han estudiado a profundidad, pero se sabe
gue es mucho mas estable a la degradacion bioquimica que la cutina. De hecho, las
cuticulas fosiles encontradas en angiospermas y gimnospermas fésiles estan
constituidas por cutanos. Esto sugiere que las cuticulas de las plantas dominadas por
cutina, en lugar de cutanos, tienen un potencial menor de fosilizacién, y que el registro
fésil de cuticulas conservadas corresponde a taxones que originalmente tenia una

cantidad significativa de cutanos en la matriz cuticular (Graham, 1993).

La funcién primaria de la cuticula vegetal es evitar la pérdida de agua hacia el exterior.
Esta innovacion en las primeras plantas vasculares fue fundamental durante el proceso
de terrestralizacion en el Paleozoico. La ventaja adaptativa que confiere la cuticula es la
prevencion de la desecacion fuera del medio acuético ancestral (Simpson, 2010). De tal
forma, la cuticula de las plantas vasculares funciona como un impermeable, evitando la
pérdida de agua y sustancias desde el interior celular, ademas es valiosa como una
barrera fisica en la invasion microbiana y también puede reflejar la radiacion ultra violeta
(UV). Pruebas quimicas y microscopicas sugieren que la cuticula esta presente en la
superficie epidérmica de bridfitas, pastos marinos y macrofitas de agua dulce, pero es
generalmente considerada como ausente en las algas. Esto ultimo se basa en que se
encuentran exentas de epidermis, ademas de que una capa cuticular seria perjudicial
en el habitat acuatico, ya que las capas superficiales de cera retardan la absorcion de
agua, CO,, y minerales en las células de las algas (Thomas y Spicer, 1986).

Facultad de Ciencias UNAM
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lll.  ANTECEDENTES

Fragmentos aislados de cuticula, esporas y tubos se encuentran en el registro fosil del
Ordovicico Inferior a Medio, y se extiende hasta el Silurico en el Devédnico inferior.
Aunque se sabe muy poco acerca de estos fragmentos fésiles, constituyen una
importante fuente de datos paleobiolégicos porque ocurren en un momento en el tiempo
geoldgico que coincide con el origen de la biota terrestre. Los primeros registros de
hojas fosiles con presencia de cuticulas incluyen muestras del Ordovicico temprano de
Tanez y principios del Ordovicico Medio de Arabia Saudita (Taylor y Taylor, 1993).

Algunos paleobotanicos como Baranova (1987), Dilcher (1974), Stockey (1993) y
Barclay (2007), durante mucho tiempo y con gran esfuerzo se han dedicado al estudio
de las cuticulas fésiles mediante técnicas de extraccion, concentrandose en la
identificacion taxondémica o en la evaluacion y reconstruccion de las condiciones
paleoambientales. Al mismo tiempo que Wolfe desarrollaba nuevas técnicas de
identificacion de restos foliares de angiospermas basadas en el estudio de la forma de
las hojas y patrones de distribucion de la venacion. Dilcher (1974) argumentaba la
importancia de utilizar en este tipo de analisis, ademas de los caracteres propuestos por

Wolfe, los caracteres de la cuticula de la hoja.

Brongniart (1834), fue el primer paleobotanico en separar la cuticula de la epidermis de
las hojas, al macerar en agua un gran numero de hojas de angiospermas, a partir de las
cuales rescatd y separo la cuticula intacta. Brongniart describe a la cuticula como una
“pelicula” no celular de color gris transparente, incolora o amarillo palido, que a veces
muestra una red de lineas que indican la unién de las células epidérmicas con grandes

aberturas correspondientes a la posicion de los estomas.

Una de las primeras referencias a las cuticulas fosiles fue hecha por Brodie (1842),
quien comentd: "Cuando la arenisca es recién disuelta, la epidermis de los fésiles con
frecuencia se despega”. Brodie examinG algunas hojas de depositos carbonosos y
observd en la epidermis una capa transparente que evidenciaba la forma y disposicion
de los estomas y las células epidérmicas. El describié en primer lugar la apariencia
externa de las hojas y luego procedié a comparar las cuticulas fosiles con las cuticulas
de las especies vivas, y se encontré que la estructura confirmaba la identificacion
(Metcalfe y Chalk, 1950).

Facultad de Ciencias UNAM
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Un trabajo sistematico en donde se utilizé a la cuticula como herramienta taxonomica
fue el de Bornermann (1856) en cuticulas fosiles de cicadas. Tiempo después se dio
una sucesion de estudios de las cuticulas de las plantas fosiles en los trabajos de

licopodios por Florin (1951-54) y gimnospermas del Jurasico por Harris (1926).

El primer trabajo de morfologia cuticular en plantas fésiles y plantas recientes fue el de
Bandulska (1923-31) en coniferas y angiospermas del Eoceno. Antes de que Bandulska
pudiera identificar las cuticulas fésiles tuvo que hacer un estudio intensivo de
determinadas familias de angiospermas actuales, por lo que fue capaz de asignar
algunas de las cuticulas fosiles a géneros claramente reconocibles en Lauraceae
(Metcalfe y Chalk, 1950).

Archangelsky (1974) menciona que la cuticula tiene una composicion particular,
resistente a los agentes quimicos, fisicos y biolégicos destructivos, por lo que tiene
buenas posibilidades de fosilizar. En ella se reflejan claramente los contornos de la
capa mas externa de las células epidérmicas y principalmente los aparatos estoméaticos;
cuyos caracteres tienen importancia sistematica y son por lo tanto, utilizados en
diagnosis especificas y aun genéricas. Por lo tanto, Kerp (1991) considera al analisis
cuticular como un método valioso para la identificacion, clasificacion y correlacion de

restos de plantas fésiles.
[ll.I Algunas técnicas utilizadas para la extraccion de cuticulas fosiles.

A través del tiempo la manera de interpretar y entender a la cuticula ha ido cambiando,
el avance en la tecnologia y el uso de las herramientas adecuadas ha permitido
desarrollar e innovar técnicas que permiten aprovechar el fragmentado registro fosil,
ofreciendo informacién muy valiosa de caracteres taxonémicos y ambientales a partir de

los fragmentos aislados de las cuticulas fésiles.

Las técnicas de estudio y preparacion de las cuticulas requieren de tratamientos
precisos para aislarlas de los sedimentos que las contienen; dicha separacion se
efectia mediante tratamientos fisicos y quimicos (Alvarez, 1982) y cuando se retira de
la impronta y se monta para el examen microscopico, puede mostrar de manera

espectacular la impresién de la epidermis de la planta fosilizada.

Las caracteristicas morfologicas de la cuticula pueden ser estudiadas mediante el uso

de peliculas transparentes, que pueden ser examinadas bajo un microscopio. La
Facultad de Ciencias UNAM
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pelicula se puede hacer mediante el vertido de una sustancia liquida de plastico
(esmalte transparente de ufias o acetatos de celulosa) sobre la hoja fésil, dejar que se
seque, y luego desprender la pelicula con la cuticula adherida a ella. Una técnica
similar es la de insertar la superficie expuesta del fésil en plastico liquido (latex o
caucho) en donde quedara impresa las caracteristicas morfolégicas de la cuticula. Otra
técnica es la maceracién de la roca portadora mediante el uso de los &cidos adecuados,
de acuerdo a la composicion de la roca. En algunos casos, la cuticula puede ser
desprendida simplemente eliminando el exceso de roca de la superficie de la hoja fosil
con la ayuda de una aguja de diseccion, sin la necesidad de transferencia de pelicula o

maceracion (Taylor, et al. 2009)

Las técnicas de extraccidén de cuticulas fésiles requieren una adecuacion de acuerdo a
los distintos fosiles; de tal modo que las técnicas o reactivos no seran utilizados siempre
de la misma manera o con los mismos tiempos especificados en la bibliografia
(Sandoval, 2005). El empleo de las técnicas y adaptacion de las mismas dependeré del
tipo de material con el cual se esté trabajando, el grado de preservacion del fosil y el

proceso de fosilizacion del mismo.
I1l.1l Caracteres conservados en la cuticula fosil.

Las identificaciones taxonémicas, asi como las reconstrucciones paleoambientales, se
basan en caracteres morfolégicos de la cuticula, como el tipo y ubicacién de tricomas,
las estructuras secretoras, las paredes de las células epidérmicas y principalmente la

distribucion y morfologia de los aparatos estomaticos (Figura 2).
a b ¢

Figura 2. Algunas variantes del contorno de las paredes celulares de la epidermis que se puede percibir
en las cuticulas a. Paredes rectas b. Paredes curvas c. Paredes sinuosas (Tomado de Upchurch, 1995).

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de la epidermis y que se conserva en las
cuticulas fésiles es el aparato estomatico (Fig. 3) (Barclay, et al. 2007). La superficie
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epidérmica de las hojas presenta un gran niamero de aperturas microscopicas llamadas
estomas que se encuentran en todas las partes aéreas de la planta, pero son mas
abundantes en las hojas (Esau, 1977). La apertura y cierre se controla a través de los
cambios en el tamafio y forma de dos células especializadas, llamadas células guarda,
que flanquean la apertura estomatica (Metcalfe y Chalk, 1950) por donde la planta
realiza la mayor parte del intercambio de O,, CO,, vapor de agua y otros gases, a su
vez, éstas se encuentran rodeadas por 2 0 mas células subsidiarias (Gates, 1980).

Pared radial

Ostiolo
Células guarda
{:élulas | Pared
epidérmicas tangencial

F"nln estomatico

Figura 3.Estructura del aparato estomético que indica las posiciones de las paredes radial y tangencial,
la zona lateral y polar, posicion del ostiolo, las células guarda y células epidérmicas.

El examen de la epidermis en vista superficial muestra que existen grandes variaciones
en el tamafio de los aparatos estomaticos, asi como en su frecuencia y distribucion,
caracteristica distintiva de los diferentes grupos de plantas (Thomasson, 1997), por lo
que el tipo de hoja segun la ubicacion de los aparatos estoméaticos ha sido a través del

tiempo un cardcter de valor taxonémico como lo sefialan Metcalfe y Chalk (1950).

La morfologia de los aparatos estomaticos nos permite clasificarlos segun el nimero y
disposicion de células guarda en, actinocitico, anisocitico, anomocitico, desmocitico,
diacitico, ciclocitico, hemiparacitico, laterocitico, paracitico, pericitico, polocitico,
saurocitico, estefanoiciticoytetracitico (Anexo 1) de acuerdo a la clasificacion de
Baranova (1987), Dilcher (1974) y Metcalfe (1985).Con solo catorce tipos distintos de
aparatos estomaticos reconocidos entre las angiospermas, el aparato estomatico por si
s6lo no puede ayudarnos a resolver taxondmicamente las mas de 400 familias de
angiospermas actuales. Otros caracteres epidérmicos como la presencia/ausencia de
tricomas, el tipo de tricomas, la presencia de papilas y la morfologia de las células de la
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epidermis, en relacién con el aparato estomatico, son necesarios para determinar la

afinidad taxondémica de la cuticula fésil (Barclay, et al. 2007).

La cantidad de aparatos estomaticos presentes en la superficie adaxial (haz) en
comparacion con el envés (superficie abaxial) es caracteristica distintiva de diferentes
especies. Las plantas con aparatos estomaticos en el haz son llamadas epiestomaticas,
las que tienen en el envés son hipoestomaticas, mientras que aquellas con un nimero
aproximadamente igual de aparatos estomaticos en haz y envés son ambiestomaticas
(Gates, 1980). Asi mismo, se debe destacar el valor asignado a este caracter como
rasgo de adaptacion a un determinado ambiente. La frecuencia o densidad de aparatos
estométicos, que es el numero de estomas por unidad de area, representa un gran
componente de variacion ambiental, que permite discernir entre hojas de la misma

planta y entre sectores de una misma hoja (Esau, 1977).

Sin embargo, las reconstrucciones paleoambientales requieren caracteres morfologicos
con un alto grado de plasticidad ecofenotipica, dichos caracteres estan necesariamente
controlados por diferentes parametros ambientales, como la temperatura, humedad, luz
y composicién atmosférica. Los estudios modernos han mejorado la comprension de las
relaciones entre la respuesta morfolégica y anatomica de la hoja a los cambios en el
entorno abiético. Se ha aumentado la precisibn de las reconstrucciones
paleoambientales basados en cuticulas fosiles por medio de las caracteristicas
morfolégicas de valor taxondmico en relaciéon al medio ambiente, como el tipo del
aparato estomatico, las estructuras secretoras, estrias epidérmicas, tipo y ubicacién de
tricomas (Tabla 1). Otras caracteristicas morfolégicas son el resultado de una
interaccién entre el genotipo y la expresiéon fenotipica, tales como la densidad de
tricomas y la distribucion de los aparatos estomaticos en las hojas (Barclay, et al. 2007).
Los estudios modernos han mejorado nuestra comprension de las relaciones entre la
respuesta morfoldgica y anatomica de la hoja a los cambios en el entorno, dando mayor

precision a las reconstrucciones paleoambientales basados en cuticulas fosiles
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Tabla 1. Comparacion de caracteres de la cuticula y la hoja controlados predominantemente por genes
(genotipicamente) versus el ambiente (fenotipicos) (Barclay et al, 2007)

Caracter Genotipico Fenotipico
Tipo y posicién de las papilas X
Estructuras secretoras
Tipo del aparato estomatico
Distribucién estomatica
Posicion estomatica
Estrias
Tricomas
Base del tricoma
Pared celular
Hidatodos
Numero y tamafio de las papilas
Densidad estomatica
Densidad de tricomas

XX XXX XXX
X X

CUTICULA

X X X X X

X

Parénquima en empalizada

HOJA

Tratar de determinar qué caracteres son los mas apropiados para la identificacion
taxonomica o por el contrario inferir las condiciones paleoambientales se han visto
obstaculizadas por la falta de material y colecciones de referencia de cuticulas. El
generar bases de datos de técnicas, simplificadas y con flexibilidad para ser aplicadas
a material fosil con diversas caracteristicas, composicion litolégica e incluso tiempo
geoldgico permitird la creacion de colecciones de cuticulas como una herramienta

importante en el estudio de la vegetacion fosil y actual.
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IV. JUSTIFICACION

Los fésiles son documentos biolégicos e histéricos que aportan importante evidencia
sobre la evolucion de la vida en la Tierra. A pesar de esto, el registro fésil de algunas
localidades esta pobremente conservado y altamente deteriorado, lo que hace muy
dificil su identificacién taxondmica y mas complicada las reconstrucciones ambientales.
Por lo que, el alto potencial de conservacion de la cuticula fésil en combinacién con el
hecho de que mantiene una excelente impresion de las células epidérmicas de las
hojas la convierten en un recurso importante para los paleobotanicos en estudios

taxonoémicos y paleoambientales.

A pesar de esto, las técnicas referidas en mudltiples estudios cuticulares resultan
someras y poco especificas, de manera que la obtencion de resultados satisfactorios en
material fosil distinto en una o mas caracteristicas, de acuerdo a lo citado en cada
técnica, resulta dificil o escaso. Sin embargo, las técnicas de extraccion de cuticulas
fosiles, a la que son susceptibles aquel material altamente carbonizado y presente en
distintas localidades, estan lejos de ser generalistas ya que cada localidad fésil es
particular, el material fésil y los procesos de fosilizacion le confieren caracteristicas
propias; de tal manera que el conocimiento de las técnicas de extraccién de cuticulas
sumado a la naturaleza de nuestro fosil nos permite realizar variaciones a las técnicas
de acuerdo al objetivo del estudio en cuestién, haciendo posible optimizar las técnicas
en términos de tiempo, costo y beneficio, generando una gama de tratamientos fisicos y
guimicos que varian desde el simple desprendimiento eliminando el exceso de roca,

hasta violentos ataques quimicos para aislarlas de los sedimentos contenedores.

Es entonces que este trabajo se concentra en rescatar las bases de algunos de los
métodos de extraccion de cuticulas fosiles para ser implementadas en material fosil de
diferentes localidades y tiempos geoldgicos, incluso de diferentes grupos de plantas,
siendo el primer registro en México de extraccion de cuticulas fosiles de angiospermas,

generando una importante fuente de informacion alternativa taxonomica.
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V. OBJETIVOS

e Extraccién y tratamiento de cuticulas conservadas en hojas fosiles.
e Implementacion y modificacion de diversas técnicas sobre cuticulas de hojas
fosiles del Mioceno y Cretacico de Chiapas.

VI. HIPOTESIS

Si hojas fosiles conservan materia organica y dentro de ésta, la cuticula es de lo mas
resistente a la destruccion por los procesos de fosilizacion, la aplicacién y modificacion
de las técnicas fisicas y quimicas a las impresiones carbonosas permitird su extraccion
de cuticulas, especialmente si se adecuan a las condiciones de los distintos fésiles de
diferentes localidades y tiempos geoldgicos, brindando una importante fuente de

informacion alternativa taxondmica y proxi ambiental.
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MATERIALES Y METODO

VIl Area de estudio

VII.IA.Localidad 1.Ixtapa.

Se encuentra a 0.6 km al Norte del poblado Ixtapa sobre la carretera federal 195 Ixtapa-
Soyal6 a lo largo del cauce del Rio Hondo, ubicado en la parte occidental de la region
centro-septentrional del Estado de Chiapas, entre las coordenadas geogréaficas
16°48'42.2” Lat. N 92° 54’33.7” Long. W (Figura 4), con una elevacion de 1080 msnm
(www.ixtapa.chiapas.gob.mx.) y a unos 46 km al Noreste de Tuxtla Gutiérrez, la capital

estatal (Ferrusquia, 1996).
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Figura 4. Mapa del &rea de estudio Ixtapa, Chiapas, México (Tomado y modificado de Peralta-
Medina, 2009).

De acuerdo con lo expresado en la Carta Climatica de la Republica Mexicana (INEGI e
Instituto de Geografia, 1970) se tiene un régimen climatico que varia de calido
subhumedo de gran a poca humedad, verano fresco lluvioso y mes mas calido anterior
a junio (Ferrusquia, 1996). El tipo de clima es (A)C(fm) semicalidohumedo con lluvias

todo el afilo con un promedio de precipitacion anual de 1100 mm. La temperatura
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maxima es 33°C en verano Yy la minima de 9°C en invierno
(www.ixtapa.chiapas.gob.mx).

La vegetacién en Chiapas ha sido extensamente estudiada, sin embargo los estudios
monograficos sobre la vegetacion de Ixtapa-Soyal6 son escasos. De acuerdo con
Miranda (1963) la mayor parte de la vegetacion esta cubierta por un bosque de pino-
encino, con una pequefia franja occidental de selva baja decidua y un poco de selva
alta siempre verde, en tanto que Rzedowski (1988) generaliza y sefiala una vegetacion

de tipo bosque tropical subperennifolia.

Caracteristicas Geologicas. La localidad forma parte de la Formacion Ixtapa
(Ferrusquia, 1965 y 1996), constituida por unidades litoestratigraficas cenozoicas
(Mioceno) fechadas con edad de 12.22 a 15.25 Ma. mediante datos paleontolégicos y
radiomeétricos de K-Ar, provenientes de una toba vitrea recolectada cerca del puente del
Rio Hondo. La secuencia sedimentaria tiene un espesor de 3000 a 3500 m, una
extension superficial de 31.19 km? y se encuentra formada predominantemente por una
secuencia piroclastica-epivolcaniclastica (Ferrusquia, 1996) y en menor proporcién por
lutitas con intercalaciones de areniscas y conglomerados de calcita (Heuer, 1965), de lo
cual se concluye que la Formacién Ixtapa se depositd en un complejo de ambientes
deposicionales, dominantemente continentales fluviolacustres, que constituyen
localmente ambientes transicionales de baja energia. La Formacion Ixtapa se encuentra
sobreyaciendo al grupo Rio Hondo, de edad Mioceno Medio y suprayaciendo a la

Formacion Punta de Llano del Plioceno Superior-Pleistoceno (Figura 5) (Ferrusquia,

1996). —
Plioceno Superior-
e Fm. Punta de Llano
; Fm. Ixtapa
2| Mioceno Medio-Tardio Grupo Rio Hondo
i) {Conglomerado Zapotillo v
o Lutita Zapotal Viejo)
2
Eoceno Medio Fm. San Juan
Paleoceno Fm. Soyald

Figura 5. Contexto Geoldgico de la Formacion Ixtapa (Tomado de Peralta-Medina, 2009).
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VIl.IB.Localidad 2. El Chango.

La cantera EI Chango se encuentra a unos 30 km al suroeste de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, con coordenadas geograficas N 16°34'14” y W 93°16’11 (Figura 6) y con una
elevacion de 820 m (Vega, et al., 2007), localizada en las cercanias del municipio de
Ocozocoautla de Espinosa, ubicado en la parte occidental del Estado, abarcando parte
de la Depresion Central y de las Montafias del Norte ( http://www.e-local.gob.mx).

El clima varia de calido subhumedo a calido-humedo, y una vegetacion que va desde

selva media a selva alta caducifolia (http://www.e-local.gob.mx).
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Figura 6. Mapa del &rea de estudio EI Chango, Chiapas, México (Tomado de Vega, et al., 2007).

Caracteristicas geoldgicas. Esta localidad pertenece a la Formacion Sierra Madre,
Aptiano-Campaniano en relacion al registro fosil de peces e invertebrados. En la
cantera afloran estratos finos de caliza laminar que representan ambientes de depdsito
marino y transicionales (Gonzalez, et al., 2011) que corresponden a la base de la
Formacion Sierra Madre (Figura 7) definida como una secuencia de 2.590 m de
dolomitas y calizas, que contienen flora y fauna de lagunas costeras/esteros y
ambientes continentales evidenciado por el registro fosil, en su mayoria peces,

moluscos, crustaceos, insectos, gimnospermas y angiospermas (Vega, et al., 2007).
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La localidad El Chango fue asignada a la Formacion Sierra Madre bajo el criterio de su
relacion geogréafica con la region de Ocozocoautla; sin embargo, aun en este momento
se desconocen los limites de los estratos que afloran. La ausencia de estudios
bioestratigraficos detallados junto con la falta de fésiles indice no permiten una
asignacion puntual a los estratos de ElI Chango, por lo que su relacion temporal dentro

de la Formacion Sierra Madre es a priori (Alvarado, et. al, 2009).
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Figura 7. Seccion estratigrafica de la Formacion Sierra Madre, que muestra la posicion relativa de los
depositos que afloran en la localidad EI Chango, Chiapas, México (Tomado y modificado de Vega, et al.,
2007).
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VILII Trabajo de campo.
Se realizaron un total de seis colectas en el periodo del 2006 al 2011, en la localidad de
Ixtapa y tres colectas mas en El Chango, ambas en Chiapas, México. De lo recolectado
se selecciond el material susceptible a la técnica de extraccion de cuticulas fésiles de

acuerdo con su estado de conservacion y sus caracteristicas morfologicas.

Los criterios a considerar para maximizar la probabilidad de que el material sea
susceptible a las técnicas de extraccion de cuticulas fésiles son: 1) el color de la
impronta, el alto contenido de materia organica produce una coloracidon negro o café
oscuro. 2) el grado de preservacion, cuando la preservacion del fosil es buena los
fragmentos de la hoja fésil son de textura lisa y brillosa. 3) la composicién de la roca
portadora, para la aplicacion de la técnica adecuada, y finalmente, 4) la abundancia de

fragmentos de plantas fésiles (Upchurch, 1995).
VILIII Trabajo en laboratorio.

1) Limpieza y preparacion del material fésil. EI material fésil fue depositado en el
Laboratorio de Paleobotanica, Instituto de Geologia, UNAM para limpieza y posterior
estudio. ElI material se seleccioné de acuerdo con su estado de conservacion y sus
caracteristicas morfologicas, este se limpié y redujo el tamafio de la roca matriz,

mediante métodos mecanicos para una mejor manipulacion.

2) Pruebas de extracciéon de cuticulas fésiles. Se realizaron en fragmentos de hojas
fésiles y hojas fosiles completas, con un nimero de muestras cercano a los 200
fragmentos, de un aproximado de 4 cm. Fueron 15 hojas completas de angiospermas
correspondientes a la localidad Ixtapa y 23 muestras de hojas fésiles de gimnospermas

de la localidad El Chango.

3) Comparacion con material actual y fosil. Para la comparacion morfolégica con
cuticulas de plantas actuales, se obtuvieron hojas de ejemplares herborizados de la
coleccion del Herbario Nacional de México (MEXU) UNAM (Familia Myrtaceae, Eugenia
biflora y Eugenia myrtiflolia) y muestras frescas que corresponden a familias
previamente asignadas al material fosil de la localidad Ixtapa, (Familia Rutaceae y

Moraceae) de las que se extrajo la cuticula.
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4) Técnicas de extraccion de cuticulas. Para la extraccion de las cuticulas fosiles se
llevaron a cabo tres pasos fundamentales, implementando y modificando técnicas
histoldgicas,1) eliminacion y limpieza del carbdn, 2) separacion de la cuticula fosil de la
roca portadora y 3) eliminacion del resto de sedimentos de la cuticula libre.

Posteriormente las cuticulas se tifieron y montaron en gelatina glicerinada.

5) Observacion y descripcion de ejemplares. Las observaciones morfologicas se
realizaron bajo un microscopio estereoscopico Zeisse Stemi DV4 y fueron fotografiados
con cdmara digital Canon® PowerShot SD1100IS, las preparaciones fueron observadas
bajo un microscopio OpticoZeiss® Primo Stary fotografiadas con una cdmara digital
Canon® PowerShot A640, y un microscopio petrografico Karl Zeiss® con camara digital
Canon® PowerShot A640. Para la elaboracion de laminas fotograficas se
us6AdobeePhotoShop 7.0.

6) Microscopio con luz Ultra Violeta. Se realizaron observaciones bajo un
microscopio estereoscopio con luz UV, herramienta que nos permite ver textura y
relieve de las hojas fésiles limpias de carbon, dando una mejor resolucion y realce.
Fueron fotografiadas con una camara digital Canon® PowerShot A640.

7) ldentificacion de tipos de aparatos estomaticos. Se utilizd el programa
AdobeePhotoShop 7.0 para la elaboracion de laminas fotograficas, utilizando
herramientas de contraste en los aparatos estomaticos, se compararon con los tipos
estomaticos de plantas actuales de acuerdo a las clasificaciones de Metcalfe (1950),
Dilcher (1974) y Baranova (1987).
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El ajuste metodoldgico

Andrea Porras Carrasco

realizado a algunas

bibliograficamente se resume en la siguiente tabla.

técnicas que se consultaron

Tabla 2. Especificaciones de cada una de las técnicas y las modificaciones realizadas en este trabajo.

Técnica

Especificaciones

Modificaciones

Schultze (Kerp, 1991)

Fosiles en roca matriz de caliza
Maceracion de la roca con 0.5-1 N
HCI, 1-48 h.

Los restos cuticulares de color
oscuro se blanquean en una
solucion  saturada  deSchultze
(KCIOsen HNOs,60%)

Limpieza con agua destilada.
Montaje en resina plastica.

Fosiles en roca matriz de limolita.
Los restos cuticulares de color
oscuro se blanquean en solucion
Schultze 1:1 (KCIO3en HNO3))
Limpieza con NaOH al 1%, 10
min.

Extraccion de la cuticula con
acetato de celulosa.

Tinciobn de la cuticula con
safranina al 1%.

Montaje en gelatina glicerinada.

HNO; (Upchurch,
1995)

Fosiles en roca matriz de caliza.
Maceracion de la roca con HCI al
10%, 1-48 h.

Los restos cuticulares de color
oscuro se blanquean en una
solucién 1:1 de HNO;

Limpieza consolucion NaOH al
5%.

Tincion de la cuticula con

safranina al 1%
Montaje en poliestireno plastico.

Fosiles en roca matriz de limolita.
Los restos cuticulares de color
oscuro se blanquean enuna
solucién 1:1 de HNOs, 1-48 h.
Limpieza con NaOH al 5%, 10
min.

Extraccion de las cuticulas con
aguja de diseccion.

Tincion de la cuticula con
safranina al 1%.

Montaje en gelatina glicerinada.

H.0 (Aucour y Anne-
Marie, 2009)

Fosiles con roca matriz arcilla.
Maceracion de la roca con H;0; al
18-37%, 1-4 h.

Los restos cuticulares de color
oscuro se blanquean en una
solucion saturada de Schultze
(KClOsen HNO3,60%)

Limpieza con agua destilada.
Montaje en resina plastica.

Fosiles en roca matriz de caliza.
Desprendimiento de la cuticula con
H,0, al 50% durante 2-24 h.
Extraccion de las cuticulas con
aguja de diseccion.

Limpieza con NaOH al 5%, 10
min.

Tincion de la cuticula con
safranina al 1%.

Montaje en gelatina glicerinada.
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Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

El material fésil trabajado es de caracteristicas diversas en cuanto a la composicion,

edad y tipo de hojas contenidas, por ende las técnicas que se consultaron

bibliograficamente tuvieron que ser modificadas para su aplicacion de acuerdo a cada

localidad (Tabla 2).

Tabla 3. Modificaciones y resultados de las técnicas aplicadas a cada localidad.

Localidad Técnica Especificaciones Modificaciones Resultados
La roca portadora se o . La solucién deSchulize elimina
. Las hojas fésiles se sumergieron ) L
desintegra  en una = . .. todo el carbén del fosi,
s directamente en solucion . .
Schultze  solucion de HCI 1 N y se Schultze dejando  al  descubierto
(Kerp, elimina el exceso de , : patrones de venacion,
S . P Extraccién de la impronta libre de ", :
= carbon con solucion de . glandulas y tricomas. El uso
S 1991) . carbon con acetato de celulosa y
S £ Schultze y limpieza de . ” . de acetatos de celulosa
e = oy desintegracion del mismo con . y
o — &cidos con agua . iy permite la extraccion de
o & . acetona, montaje y observacion. . ) .
o < destilada. fracciones de cuticula fésil.
= =
~ m
g Ll
g8 Con el
£ O , . on el uso de la acetona se
= = s . Con ayuda de agujas se libera la .
o Eliminacién del carb6n de . desprenden  porciones de
= . ..~ cuticula de la roca portadora y B .
< HNO; la impronta con solucion cuticula més grandes y con
_ .- ", con acetona se desprende una o o
(Upchurch,  1:1 de HNOs, eliminacion ; . ..~ NaOH al 5% se elimina por
L segunda capa de cuticula, tincion
1995) de é&cido con NaOH al con  safranina.  montaie completo el exceso de
5%. o ' ) Y sedimentos aun contenidos en
observacion. la cuticula
© El peroxido libera las hojas
B %‘ H,0 fosiles y el uso de NaOH
— U2 . .
8 = (Aucoury La roca portadora se ' Se utiiz6H:0; al 50% para liberar limpia por completo el resto de
s 2 y : o £ i, carbon evitando el uso de
5 <Et Anne- desintegra con H;O, al | las hojas fésiles de la roca caliza -
> & Marie,  37% y se elimina el "y con NaOH al 5%, se limpiaron solucion  de  Schultze, es
2 o 2009)  carbon con solucion de las cuticulas para después importante desdoblar
e o Schultze. tefiirlas y montarlas. cuidadosamente las  hojas
© Z fésiles para un mejor montaje.
wo

modificado.
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Las modificaciones realizadas a las técnicas se basan en la composicion de roca
portadora y a las caracteristicas de las hojas fosiles. Cada técnica comprende tres
pasos fundamentales: primero; la limpieza y eliminacién del carbén, segundo; la
separacion de la cuticula fosil de la roca portadora y por altimo; la eliminacion del resto

de sedimentos de la cuticula libre. El diagrama de flujo (Figura 8) representa el método
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Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

Extraccion de cuticulas fosiles.

Ixtapa
Mioceno

Roca portadora: LIMOLITA
Plantas: ANGIOSPERMAS

Seleccion, limpieza y reduccion mecénica del material
fosil susceptible a extraccion de cuticulas

Se aplicaron modificaciones a dos técnicas

El Chango
Cretacico

Roca portadora: CALIZA
Plantas: GIMNOSPERMAS

Seleccion, limpieza y reduccion mecénica del material
fosil susceptible a extraccion de cuticulas

Las muestras se colocaron en H202 al 50% durante 48-
72 hrs.

TECNICA DE SCHULTZE

TECNICA DE HNO;

. Las muestras se colocaron en solucién de Schultze
(HNO3: CIKO3) en una proporcion 3:1 durante 24hr

Las muestras se colocaron en solucién 1:1 HNO3
variando la cantidad de dias segun la textura del fosil

Las muestras fueron lavadas con NaOH al 1%
durante10minutos

Las muestras fueron lavadas con NaOH al 5% durante
10 minutos

Las improntas fésiles fueron extraidas con acetato de
celulosa

Con la ayuda de una aguja se separ6 manualmente la
cuticula de la hoja fésil

Las hojas fosiles adheridas en el acetato fueron
sumergidas en acetona durante 5 minutos

El resto de la hoja fosil se bafié con acetona para
desprender una segunda capa de cuticula.

Las cuticulas desprendidas se limpiaron con NaOH al
5%

Las cuticulas desprendidas se limpiaron con NaOH al
5%

Se tifieron con safranina al 3% y se montaron en
gelatina glicerinada.

Se tifieron con safranina al 3% y se montaron en
gelatina glicerinada.

v

Microscopia

Con la ayuda de una aguja se separ6 manualmente el
material fosil.

Las cuticulas desprendidas se limpiaron con NaOH al
5%

Las cuticulas fueron desdobladas manualmente con la
ayuda de una aguja

Tincion con safranina al 3% y montaje en gelatina
glicerinada

A

Anélisis, descripcion y toma de fotografias.

Figura 8. Diagrama de flujo que muestra la metodologia empleada en la extraccién de cuticulas fosiles.
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VI.

VII.

VIII.

XI.

XIl.

Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

VIIIl.I Proceso quimico para la extraccion de cuticulas.

. Técnica de Schultze (Modificado de Kerp, 1991).

El material fésil contenedor de cuticulas vegetales se someti6 a solucién de Schultze
(HNO3: CIKO3) en una proporcion 3:1 durante 45 min y hasta 1h para reducir el

carb6n a acidos humicos.

Se lavaron y trataron con NaOH al 1% durante 10 min, para eliminar los restos de
carbén adheridos y lavar los restos acidos.

Se separaron los fésiles del exceso de limolita, seleccionando el material contenedor

de cuticulas vegetales (LAmina 1).

Se realizaron observaciones bajo el microscopio de luz UV para observar el relieve
de los patrones de venacion de la hoja fosil limpia de carbén (Lamina 2).
Del material limpio de carbon, fueron extraidas con una pelicula de acetato de
celulosa las cuticulas de las hojas fésiles (Lamina 3).
Las hojas fosiles adheridas en el acetato fueron sumergidas en acetona durante 5
minutos para separarlas del acetato.
Las fracciones de cuticulas fosiles desprendidas se colocaron en NaOH al 5% para
eliminar el sobrante de carbon.
Las cuticulas se tifieron con safranina O al 3% durante 5 minutos.
Se lavé con agua destilada el excedente de colorante.
Las cuticulas tefiidas se montaron en gelatina glicerinada.
Se elimind el exceso de gelatina glicerinada y colorante de la preparacion, para ser
etiquetada adecuadamente.
Empleando un microscopio Optico Zeisse Primo Stary técnicas de iluminacion se
observaron caracteres morfologicos cuticulares (Lamina 4).
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Lamina 1.Localidad Ixtapa.A.Hojas fosiles con carb6n en matriz de lutita. B. Fragmentos de hojas fésiles tratados
con solucién de Schultze y limpios de carbén. C. Acercamiento de hoja fésil con venacion de primer (flecha gruesa),
segundo orden (flecha delgada), venacion terciaria reticular y vénulas (escala 0.5 cm). D. Detalle de la venacién
(flecha) y glandulas de la epidermis (circulo). E. Cuticula fésil extraida y limpia de carbon, impresion de células
epidérmicas (flecha). Escalas A=2.0cm, B=1.0cm, Cy D=0.5cm, E= 0.1 mm.

4

Lamina 2 Localidad Ixtapa. Fragmentos de hojas fésiles tratados con solucién Schultze y limpios de carbén vistos
con luz UV. A. Detalle de glandulas de la epidermis (flecha). B. Realce de los patrones de venacion, venas de
segundo y tercer orden (flecha), abundantes glandulas (circulo).C. Glandulas de la epidermis y tricomas estelares

(circulo). Escala Ay B=1.0 cm, C=0.5cm.
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Lamina 3 Localidad Ixtapa. A. Improntas fésiles extraidas con acetato de celulosa. B. Acetatos tratados con solucion
de Schultze y limpios de carb6n.C. Se observa venacion primaria (flecha delgada) y secundaria (flecha gruesa).D.

Detalle con luz ultrav
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Lamina 4 Localidad Ixtapa. Cuticulas fésiles extraidas con solucién Schultze y acetatos de celulosa, A. Cuticula
adaxial, impresién de células epidérmicas con paredes curvas (flecha), se observan restos de sedimentos. B.
Cuticula adaxial, impresion de células epidérmicas con paredes curvas (flecha).C. Cuticula adaxial, impresion de
células intercostales (flecha delgada) y células costales (flecha gruesa).D. Cuticula fosil con tincion safranina 3%,
impresion de células epidérmicas (flechas). Escalas A, By C= 0.1 mm, D= 0.5 mm.



Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

B. Técnica de HNO3; (Modificado de Upchurch, 1995)

El material fésil con cuticulas vegetales fue sometido a una solucién 1:1 de HNO3
variando la cantidad de dias dependiendo de la textura del fésil para reducir el
carbon a acidos humicos, logrando la separacion de la cuticula de la roca
portadora (Laminas 5y 6).

Se lavaron y trataron con NaOH, al 5% durante 10 min, para eliminar los residuos

acidos.

AUn con la solucion de NaOH, bajo un estereoscopio Zeisse Stemi DV4y con la

ayuda de agujas de diseccion y pinzas se desprendio la delgada cuticula fosil.

IV. Se bafio con acetona el resto de la hoja fésil y con la ayuda de una aguja de
diseccioén se fue desprendiendo una segunda capa de cuticula.
V. Las fracciones de cuticulas fosiles desprendidas se colocaron en NaOH al 5%
para eliminar el sobrante de carbon.
VI.  Las cuticulas se tifieron con safranina O al 3% durante 5 min.
VII.  Se lavé con agua destilada el excedente de colorante.
VIIl.  Las cuticulas tefiidas se montaron en gelatina glicerinada.
IX.  Se elimind el exceso de gelatina glicerinada y colorante de la preparacién, para
ser etiquetada adecuadamente.
X.  Empleando un microscopio 6ptico y técnicas de iluminacién se observaron las
cuticulas fésiles (Lamina 7).
Xl.  Las muestras se fotografiaron con una camara digital y se elaboraron laminas
fotograficas.
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Lamina 5 Localidad Ixtapa. Técnica HNO3;. A. Hoja fésil de angiosperma en matriz de lutita, se observa el alto
contenido de carbén y vena primaria (flecha). B. Limpieza de carbén con HNO3, se observan venas de primer (flecha
gruesa), segundo (flecha delgada) y hasta tercer orden (circulo). C Cuticula extraida y limpia de sedimentos, teflida con
safranina al 3%, se observan impresiones de las células epidérmicas (flecha). Escalas A=1.5cm, B=1.0cm C= 0.1 mm
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Lamina 6 Localidad Ixtapa. Técnica HNOs. A.Hoja fosil angiosperma en matriz de lutita, alto contenido de carbén,

venas de primer (flecha gruesa) y segundo orden (flecha delgada). B. Limpieza de carbén con HNO3, venas de primer

(flecha gruesa), segundo (flecha delgada) y hasta tercer orden, venas del margen (flecha azul) y vénulas (circulo). C.
Cuticula extraida y limpia de sedimentos, impresiones de las células epidérmicas (flecha). Escalas A y B= 1.0 cm, C=

0.1 mm.




Lamina 7 Localidad Ixtapa. Técnica HNO; hojas fosiles angiospermas A. Cuticula adaxial, impresion de células
epidérmicas rectangulares (flecha gruesa). B. Cuticula abaxial, impresion de células epidérmicas rectangulares
(flecha).C. Cuticula abaxial y adaxial, se observa el margen de la hoja con células epidérmicas pequefias de
paredes gruesas (flecha delgada), células epidérmicas rectangulares (flecha delgada) y aparatos estométicos
(circulo).D. Aparatos estométicos a lo largo de la epidermis (circulo), células costales (flecha). E y F Aparatos
estomaticos (circulos) paralelos a la nerviacion distribuidos de manera lineal y orientados en disposicién a las

células costales (flechas). Escalas A, B, Cy D=0.1 mm, Ey F= 0.05 mm.
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Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

En el caso de la localidad ElI Chango se recurrié a la técnica de Aucour y Anne Marie

(2009) con adecuaciones para la aplicacion en el material fésil, hojas de gimnospermas

en roca matriz caliza (LAmina 8).

C. Técnica de H,0O, (Modificado de Aucour y Anne Marie, 2009).

Los fésiles altamente carbonizados se colocaron en una solucion de H,0, al 50%
durante 24 h y hasta 48 h dependiendo del contenido de sedimento, para

eliminar el exceso de roca.

Aun en el H,O, y con la ayuda de una aguja de diseccion y pinzas se separaron
los restos fosiles de la roca caliza portadora, desprendiendo el material

contenedor de cuticulas vegetales.

Las hojas desprendidas se colocaron en una solucién de NaOH al 5% durante 20

min para eliminar el carbon y sedimentos adheridos a la cuticula.

IV. Las cuticulas limpias inmersas en la soluciéon de NaOH y bajo un microscopio
estereoscopio se desdoblaron cuidadosamente con la ayuda de agujas de
diseccion y pinzas.

V. Las fracciones de cuticulas fosiles se extendieron y colocaron en NaOH al 5%
para eliminar el sobrante de carbon.

VI.  Las cuticulas se tifieron con safranina O al 3% durante 5 min.

VII.  Se lavé con agua destilada el excedente de colorante.

VIIl.  Las cuticulas tefiidas se montaron en gelatina glicerinada.

IX. Se elimind el exceso de gelatina glicerinada y colorante de la preparacion, para
ser etiqguetada adecuadamente.

X. Empleando un microscopio Optico y técnicas de iluminacion se observaron las
cuticulas (LAmina 9) y se fotografiaron.
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RN el V) e Al 4
Lamina 8 El Chango. Técnica de H,O, en fosiles de gimnospermas. A. B. y C. Hojas fosiles de Cupressaceae
con diferentes grados de carbdn en matriz de caliza. Escala A, By C=2.0 cm.

Lamina 9 Localidad El Chango. Técnica de H,O, aplicada en hojas fésiles de gimnospermas. A. y B. Cuticula fosil,
impresién de patron epidérmico mostrando células epidérmicas rectangulares alargadas con paredes gruesas
(flechas) y aparatos estomaticos (circulo). C. Se observan mudltiples espacios circulares (flecha) a lo largo de la
cuticula. B. E. y F. Cuticulas con impresion de células epidérmicas rectangulares alargadas con paredes rectas y
gruesas, aparatos estomaticos (flechas). Escalas A, B, C, D, D, E, y F= 0.1 mm.



Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

Cuticulas de plantas actuales

Se realiz6 la extraccion de cuticulas de hojas actuales de Myrtaceae, Moraceae y

Rutaceae, ya identificadas en el registro fosil de la localidad miocenica de Ixtapa de

acuerdo a Peralta-Medina (2009) y Herndndez-Villalva (2011 com. pers).

D. Técnica de extraccion de epidermis de hojas actuales con Hidréxido de

sodio/safranina O, cuticulas (Modificado de Sandoval, et. al, 2005) (Figura 8): Esta

técnica permite observar la forma y tamafio de las células epidérmicas, orientacion de

las mismas, ornamentaciones cuticulares, tricomas, papilas, aparatos estoméaticos y

cristales.

Se obtuvo material herborizado colectado de algunas zonas del Edo de Chiapas y el
MEXU.

Se colocaron las hojas del material herborizado en una solucion de NaOH al 20%
de 20 a 60 min de acuerdo a la textura de la hoja.

Se lavaron las secciones con abundante agua destilada y se colocaron en cloro
comercial al 20% durante 30 min o hasta que se tornaron completamente
blanquecinas.

Se lavaron las secciones varias veces con agua destilada para eliminar el exceso

de cloro.

IV. El material se coloc6 en cajas petri y bajo el microscopio estereoscoépico se
separo la cuticula del tejido parenquimatoso con ayuda de pinzas y agujas de
punta fina.

V. Las secciones de cuticula se colocaron en solucion NaOH 5% para evitar que se
enrollen. Se elimind el excedente del tejido parenquimatoso.

VI. Las cuticulas se colocaron en safranina al 3% durante 10 min, y se lavo el
excedente de colorante con agua destilada.

VII. Las cuticulas se montaron en gelatina glicerinada.

VIII. Se elimin6 el exceso de gelatina glicerina y colorante de la preparacién, para ser
etiquetada adecuadamente.

IX. Empleando un microscopio éptico y técnicas de iluminacion se observaron las
cuticulas y se fotografiaron.

Facultad de Ciencias UNAM

37



Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

X. Se utilizé el programa AdobeePhotoShop 7.0 para la elaboracion de laminas
fotogréficas, utilizando herramientas de contraste en los aparatos estoméaticos
para su posterior identificacion (LAminas 16, 17y 18)

Extraccion de cuticulas actuales
|

Colecta de material herborizado de las familias identificadas en la localidad Ixtapa.

Colocar las hojas herborizadas en una solucién de NaOH al 20% durante 60 min.

Lavar las secciones con abundante agua destilada.

Colocar las secciones en solucion de cloro al 20% hasta ser totalmente blanquecinas.

Lavar las secciones con agua destilada para eliminar el exceso de cloro.

Bajo el estereoscopico separar la cuticula del tejido parenquimatoso con ayuda de pinzas y agujas.

Las cuticulas se colocaron en solucion NaOH al 5% para evitar de enrollen y eliminar parénquima.

Las cuticulas fueron tefiidas con safranina y montadas en gelatina glicerinada.

Microscopia.

Analisis, descripcion y toma de fotografias.

Figura 8. Diagrama de flujo de la metodologia en la extraccion de cuticulas actuales,
(Sandoval, et al., 2005)
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Lamina 10 Cuticulas actuales. Cuticulas extraidas de Myrtaceae. A. Eugenia biflora. Cuticula adaxial, células
epidérmicas poligonales (flecha) y bases de tricomas (circulo). B. Cuticula abaxial, células epidérmicas poligonales
(flecha) y aparatos estomaticos (circulo). C. Eugenia myrtiflolia. Cuticula adaxial, células epidérmicas con paredes
sinuosas (flecha). D. Cuticula abaxial, células epidérmicas con paredes sinuosas y aparatos estomaticos (flecha)
con arreglo heterogéneo. E. Eugenia biflora., células costales (flecha) y aparatos estomaticos (circulo). F. Seccion
de cuticula correspondiente a las células costales, células intercostales (flecha) y bases de tricomas (circulo).
Escala A, By E= 0.1 mm, Cy D= 0.05 mm, F=0.02 mm.
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Lamina 11 Cuticulas actuales. Cuticula Ficus sp, familia Moraceae. A. Cuticula adaxial, células epidérmicas
poligonales (flecha). B. Cuticula abaxial, células costales (flecha) y aparatos estomaticos (circulo) paralelos a la
nerviacion distribuidos heterogéneamente. C. Cuticula abaxial y adaxial, se observan células costales (flecha gruesa)
y células intercostales (fleca delgada), y aparatos estomaticos (circulo).D. Aparatos estomaticos (flecha). Escala A=
0.02 mm, By C=0.1 mm. D= 0.02 mm.

Lamina 12 Cuticulas actuales. Cuticula de Citrus sp. Familia Rutaceae. A. Cuticula adaxial, células epidérmicas
rectangulares (flecha delgada) y glandulas (flecha gruesa) a lo largo de la epidermis. B. Cuticula abaxial, células
epidérmicas rectangulares y aparatos estomaticos (circulo) distribuidos heterogéneamente, detalle de glandula
(flecha). C. Cuticula abaxial y adaxial, se observa el margen de la hoja con células costales (flecha delgada),
glandulas alineadas al margen (flecha gruesa) y aparatos estomaticos (circulo). D. Aparatos estomaticos (flecha).
Escala A, By C=0.1 mm, D= 0.02 mm.
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Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.
Andrea Porras Carrasco

VIILII Aparatos estomaticos de cuticulas fosiles.

Cada aparato estomatico esta formado por 2 células especializadas llamadas células
guarda u oclusivas, que dejan entre si una abertura llamada ostiolo o poro. En muchas
plantas hay 2 o mas células adyacentes a las células guarda y asociadas
funcionalmente a ellas, estas células, morfolégicamente distintas se llaman células

anexas, subsidiarias o adjuntas.

La formacion de las células que conforman a las estomas comienza con las divisiones
asimétricas celulares, la célula madre se divide produciendo las células guarda, las
cuales aumentan de tamafio y forman el ostiolo, sin embargo el origen de las células
adyacentes es diverso, puede formarse a partir de la misma célula madre que da origen
a las células guarda, o bien, por la division de otras células protodérmicas distintas a las
células madre. De manera que la determinacion de los aparatos estomaticos a un tipo
estomatico determinado hace necesario estudios ontogénicos para corroborar el origen
de las células adyacentes, cuyo arreglo define las clasificaciones estoméaticas. De
manera que en este trabajo las asignaciones al tipo estomatico es acorde a la
morfologia de las células epidérmicas que rodean a las células guarda. De tal forma fue

posible la asignacion morfolégica de los estomas de las cuticulas de angiospermas y

gimnospermas fosiles, asi como de aquellas angiospermas actuales.

Lamina 13 Ixtapa. A. Cuticula de angiosperma fosil, se observan aparatos estomaticos distribuidos
heterogéneamente a lo largo de la cuticula. B. Aparato estomaético, ostiolo (Os), las células guarda (Cg), y células
epidérmicas (Ce) que encierran las células guarda. C. Esquema de aparato estomatico, ostiolo (Os), células guarda
(Cg) y células epidérmicas (Ca), este tipo de aparato estomatico corresponderia morfolégicamente al tipo anomaocitico.
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Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.

Andrea Porras Carrasco

Lamina 14 Ixtapa. A. Cuticula de angiosperma fosil, se observan aparatos estomaticos distribuidos
heterogéneamente a lo largo de la cuticula. B. Aparato estomatico, se observa el ostiolo (Os), las células guarda (Cg),
y cinco células epidérmicas (Ca) que engloban las células guarda, C Esquema de aparato estomatico, ostiolo (Os),
células guarda (Cg) y un anillo de células epidérmicas (Ce) que engloban a las células guarda, este tipo de aparato
estomatico corresponderia morfoldgicamente al tipo ciclocitico.

Lamina 15 ElI Chango. Cuticula de gimnosperma fésil. A. Aparato estomético de tipo ciclocitico de gimnosperma fésil,
se observa el ostiolo (Os), las células guarda (Cg), y cinco células adyacentes (Ca) que engloban las células guarda,
B Esquema de aparato estomatico tipo ciclocitico, ostiolo (Os), células guarda (Cg) y un anillo de células adyacentes
(Ca).
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Técnicas para la extraccién de cuticulas fosiles.
Andrea Porras Carrasco

VIILII Aparatos estomaticos de cuticulas actuales.
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Lamina 16. Cuticulas actuales del genero Eugenia, Myrtaceae. A. Aparato estomatico, se observa el poro estoméatico
u ostiolo (Os), las células guarda (Cg), dos células adyacentes (Ca) con su eje paralelo a lo largo del eje longitudinal
de las células guarda y el polo estomatico (Pe). B. Esquema de aparato estomético, se muestra el ostiolo (Os), células
guarda (Cg) y células adyacentes (Ca), este tipo de aparato estomatico corresponderia morfoldgicamente al tipo
paracitico. C. Aparato estomatico, se observa el ostiolo (Os), dos células guarda (Cg), y tres células adyacentes (Ce)
que encierran las células guarda. D. Esquema de aparato estomatico, ostiolo (Os), células guarda (Cg) y células
adyacentes, este tipo de aparato estoméatico corresponderia morfolégicamente al tipo anisocitico.
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Lamina 17. Cuticulas actuales de la familia Moraceae, genero Ficus. A. Aparato estomatico, se observa el ostiolo
(Os), las células guarda (Cg), y un anillo de células adyacentes (Ca) que engloban las células guarda, B. Esquema de
aparato estomatico tipo, ostiolo (Os), células guarda (Cg) y un anillo de células adyacentes (Ca), este tipo de aparato
estomético corresponderia morfoldgicamente al tipo ciclocitico.

Lamina 18. Cuticulas actuales de la familia Rutaceae, genero Citrus. A. Aparato estomatico, se observa el ostiolo
(Os), las células guarda (Cg), y dos células adyacentes (Ca) con su eje paralelo a lo largo del eje longitudinal de las
células guarda. B Esquema de aparato, ostiolo (Os), células guarda (Cg) y células adyacentes (Ca), este tipo de
aparato estomatico corresponderia morfolégicamente al de tipo paracitico.
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IX. DISCUSION.

A lo largo de esta investigacion se ha visto que las técnicas de extraccion de cuticulas
fosiles estan lejos de poder ser aplicadas de manera general ya que cada localidad fosil
es particular, el material fosil y los procesos de fosilizacion le confieren caracteristicas

propias que se veran reflejadas en el tratamiento de extraccién del material fésil.

Las técnicas modificadas en este trabajo tienen tres pasos fundamentales, la
eliminacién del carbon de la hoja fésil, la separacion de la cuticula fésil de la roca
portadora, y la eliminacién de sedimentos de la cuticula fosil libre. Las modificaciones
realizadas a las técnicas fueron con base en la naturaleza del material fosil y
optimizando el proceso de extraccibn. Es importante conocer la naturaleza y
conformacion de nuestra roca portadora, ya que permitira saber con qué reactivos se
debe trabajar, y al contrario de lo que la mayoria de la bibliografia mencionan referente
a las técnicas extraccion de cuticulas fosiles, Upchurch (1995) y Kerp (1991), donde se
sugiere la desintegracion de la roca portadora al inicio de la técnica para lograr la
separacion de la cuticula, los procedimientos aqui ensayados procuran mantener a la
hoja fésil lo mas completa posible durante mayor tiempo ya que permite extraer un area
mayor de la cuticula. La desintegracion de la roca portadora al inicio de la técnica no es
lo mas recomendable ya que el fésil se fracciona e incluso se llega a desintegrar.

Comparando las diversas técnicas que recomiendan el uso de HCI o H,O, para la
limpieza, eliminacion de la roca portadora y extraccion de cuticulas fésiles, se hicieron
adaptaciones de las mismas acorde a las caracteristicas de las muestras fésiles de
cada localidad. En el caso de la localidad de Ixtapa, el material fésil esta inmerso en
una roca conformada de una matriz de limolita y escasos carbonatos que reacciona de
manera violenta con H,O, hasta pulverizarse por completo, sin dejar rastro de la hoja
fosil. En contacto con HCI la roca queda altamente fraccionada al igual que la hoja fosil;
sin embargo, ninguno de estos reactivos es contundente en la eliminacion del carbon de

la hoja fosil.

Se aplicaron modificaciones a las técnicas de Schultze (Upchurch, 1995) y HNO3; (Kerp,
1991), logrando la extraccion y limpieza de las cuticulas fosiles, optimizando y

adicionando reactivos que brindaron mejores resultados. En el caso de las
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modificaciones a la técnica de Schultze (1995) se implementd el uso de peliculas de
acetato de celulosa (LAmina 3) que se aplicaron directamente en la hoja fésil limpia de
carbon, que permitieron el desprendimiento de la cuticula; sin embargo, los fragmentos
son muy pequefios y con remanentes de sedimentos (Lamina 4). La técnica modificada
de HNO3; en comparaciéon con la técnica modificada de Schultze resulta mas eficiente
destacando que los fragmentos de la cuticula fésil desprendidos son mucho mayores y
la eliminacién de sedimentos de los mismos es absoluta (Lamina 7). Aunado a esto se
debe recalcar que el nimero de pasos y reactivos son menores lo que se refleja en
términos de costo-beneficio. A continuacion contrastamos ambas técnicas utilizando

importantes parametros de evaluacion (Tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion comparativa de las dos técnicas de extraccion de cuticulas fésiles aplicadas en el
material de la localidad Miocénica de Ixtapa, Chiapas.

Evaluacion/ Técnica Schultze HNO3
Fragmentacion de la roca Poco Minimo
Eliminacion de carbon Total Total
Patrones de venacion. Evidentes Evidentes
Extraccion de cuticula Menor Mayor
Limpieza de la cuticula Menor Total
Tamafo de los fragmentos Pequefios Medianos-grandes
Tiempo requerido Menor Mayor

Tanto la soluciébn de Schultze como el NHOj3; son excelentes reactivos para la
eliminacion del carbén de la hoja fésil, produciendo una reaccion de reduccion del
carbon a éacidos humicos. El carbon presente en el fosil es materia organica que
consiste en moléculas que se producen a partir de la transformacion biolégica de
células muertas y se asocian en estructuras supramoleculares, que pueden separarse
en sus componentes de menor tamafio por fraccionamiento quimico (Stevenson, 1982),
es decir, precipitan de tal forma que el carbén queda disuelto en el medio acido. Esta
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reaccion de precipitacion limpia la hoja fésil, fragmentando ligeramente la roca,
manteniendo estable el tamafio y la forma de la hoja fosil por lo que se pueden observar
patrones de venacion, haciendo posible la identificacion de estos y de distintos ordenes
como primer, segundo y hasta cuarto orden, aunque también son visibles las vénulas,
dientes del margen, tricomas y bases de tricomas, glandulas y adicionalmente los
patrones celulares de la epidermis en la cuticula fésil extraida. Aunado a esto, el uso
del microscopio estereoscopio con luz UV es una herramienta que nos permite ver
textura y relieve de las hojas fosiles limpias de carbén (Lamina 2), dando una mejor
resolucién y realce, razon por la cual la suma de los caracteres foliares y la morfologia

de la cuticular, son herramientas que nos permitira realizar diagnosis taxonémicas.

Uno de los objetivos primordiales de extraer la cuticula es porque en ella se ve reflejada
la composicion estomatica de la hoja, herramienta taxonémica que aporta valiosa
informacion para la identificacion de plantas actuales y fosiles, a un nivel taxonémico
general ya que la identificaciébn genérica y aun mas especifica requiere de la suma de
elementos morfolégicos y aun ontolégicos de la planta para dicha asignacion. Asi, la
localizacion de los aparatos estomaticos en la cuticula fésil es variable, debido a que en
muchos grupos taxondmicos, los estomas se encuentran en la parte abaxial de la hoja.
El proceso de fosilizacion y la posicion de la hoja al fosilizar serdn factores
fundamentales para facilitar la observacion de aparatos estomaticos en las cuticulas

fosiles.

De la localidad de Ixtapa se obtuvieron 120 preparaciones de las diferentes cuticulas
que se lograron extraer de diversas hojas fosiles, siendo visibles la impresion de células
epidérmicas y los aparatos estoméaticos. Una de las principales aportaciones del trabajo,
al extraer la cuticula, es que se logré la identificacion de dos tipos de aparatos
estomaticos de dos distintas cuticulas de angiospermas fésiles, que corresponden al
tipo anomocitico (Lamina 13), donde cinco o mas células encierran las células
oclusivas, las células adyacentes no se diferencian de las células epidérmicas, y
ciclocitico (Lamina 14), donde un anillo de cinco o0 mas células adyacentes engloban las
células guarda (Metcalfe y Chalk, 1950).

La extraccion de cuticulas de plantas actuales permitié analizar la concordancia de

estas con las fosiles a través del tipo de aparato estomatico. Se encontro relacion en la
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morfologia del aparato estomatico de tipo ciclocitico de la cuticula fésil y el aparato
estomatico de tipo ciclocitico de la cuticula de plantas actuales de la familia Moraceae,
de acuerdo con Cabrera (et. al, 2009), esta relacion confirma la identificacion del
registro fosil de acuerdo a Peralta-Medina (2009) y Hernandez-Villalva (2011 com.
pers). La familia Moraceae es originaria de las regiones tropicales y subtropicales, por lo
gue su presencia en la localidad Miocenica de Ixtapa, da indicios del ambiente que se

desarrollé en la zona.

Por otra parte el tratamiento del material de la localidad cretacica ElI Chango
corresponde a hojas fosiles de gimnospermas en rocas de naturaleza caliza, razén por
la cual los reactivos de naturaleza acida reaccionan violentamente produciendo la
desintegracion de la roca portadora y la liberacion de la hoja fosil, sin embargo, debilita
y fragmenta la cuticula fésil. De acuerdo a la naturaleza de la roca portadora se
recomienda el uso de la solucién de Schultze, de acuerdo con la técnica de H,0O, de
(Accour, 2009), para la eliminacion del carbén que cubre la hoja fosil, disolviendo por
completo la roca matriz, sin embargo, la hoja fosil queda altamente fragmentada,
haciendo imposible su manipulacion. Por lo que las modificaciones realizadas a la
técnica excluyen la solucion de Schultze, adicionando el uso de H,O, al 50%, en
relacion a lo citado por la autora que indica H,O, al 30%, lo que dio como resultado la
preservacion intacta la roca matriz, haciendo posible socavar las hojas fésiles, ademas
de ayudar a la eliminacion del carbdn de la cuticula. La eliminacion del resto del carbon
adherido a las cuticulas fésiles de las hojas de gimnospermas se logra a través del
tratamiento con NaOH, reactivo que juega un papel fundamental en el desarrollo de las
técnicas aplicadas a la extraccidén de cuticulas fésiles ya que neutraliza las reacciones
del HNOg, elimina el sobrante de carbon adherido a las cuticulas extraidas y sirve como

medio de conservacion de los fragmentos de cuticula.

Un punto que hay que considerar en la extraccion de cuticulas fosiles es el proceso de
fosilizacion de los 6rganos de la planta, entre otros factores, por ejemplo, la filotaxia de
las hojas de gimnospermas les confieren caracteristicas Unicas en su arreglo espacial,
razon por la cual durante el proceso de fosilizacidbn no se encuentran en un solo plano,
a diferencia de las hojas de angiospermas que se encuentran en la parte adaxial o
abaxial. Esto hace que la extraccion de la cuticula fésil de gimnospermas requiera un

cuidado especial al disectar y separar la cuticula conservada de la roca portadora, y
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aun mayor cautela durante el proceso de tincidon y montaje, por lo que es recomendable

separar las hojas entre si.

Los aparatos estomaticos identificados en las cuticulas fosiles extraidas de
gimnospermas corresponden morfologicamente al tipo ciclocitico (Lamina 15) de
acuerdo con Metcalfe y Chalk (1985), conformado por un anillo de 5 0 mas células que
engloban las células guarda. De acuerdo con Barron y Dieguez (2001), quienes
exponen que el aparato estomatico ciclositico es caracteristico, dentro de las
gimnospermas, de la familia de las Cupressaceae, por lo que la identificacién del
aparato estomatico corresponde a la asignacion morfolégica de las hojas fosiles de
gimnospermas realizadas por Gonzalez (2012 com. pers.) que las clasifica en la familia
de las Cupressacea, siendo el aparato estomético un importante caracter diagndéstico

para la identificacion taxondmica entre las gimnospermas.

De tal forma que el uso de cuticulas fosiles y actuales son una herramienta muy
importante para la identificacion taxonémica, recordando que el nivel taxonomico es a
nivel familia e inclusive género ya que es la suma de los elementos morfologicos los
gue permiten las asignaciones taxondmicas, ademas de arrojar informacion sobre las
condiciones ambientales a razon de la morfologia, distribucién y densidad de los

aparatos estomaticos.
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X. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

La historia de la Tierra ha quedado escrita en los fésiles, documentos biolégicos e
histéricos que aportan evidencia sobre dicha historia. Existen numerosos registros en
los cascos polares, en los fondos marinos y los sedimentos continentales, que muestran
gue el ambiente no ha sido constante a lo largo del tiempo. Los restos vegetales que se
encuentran en estos archivos naturales, manifiestan como la vegetacion ha ido variando
su composicion y distribucién a lo largo del tiempo, muestra de estos registros son las

cuticulas fosiles que se analizaron en esta investigacion.

El presente trabajo muestra el alto potencial e importancia de la informacién a partir del
estudio de las cuticulas fosiles y actuales, que solo sera posible gracias al desarrollo de
técnicas y herramientas que nos permitan explotar e interpretar la informacién contenida
en el material fésil, brindando un conjunto de caracteres morfolégicos para la
asignacion taxonomica y el estudio de los aparatos estomaticos para las

reconstrucciones paleoambientales.

En dltima instancia, el grado de estudios paleobotanicos de cuticulas fosiles estara
determinado por la facilidad del manejo de las técnicas y adecuacion de las mismas. El
limitado nimero de estudios realizados hasta la fecha indican que el mayor potencial de

las cuticulas fésiles corresponde a las identificaciones taxonémicas.

Una de las principales aportaciones de este trabajo es ser el primer registro de
extraccion de cuticulas fésiles de angiospermas en México, por medio del desarrollo,
modificacién y adecuacion de las técnicas a las caracteristicas del material fosil de las
diferentes localidades. Se aportan herramientas que permitiran realizar una
reconstruccién paleoambiental mas completa en la localidad miocénica de Ixtapa, asi
como diagnosis especificas a partir de andlisis de la morfologia cuticular en el registro

fosil de gimnospermas de la localidad del Chango, Chiapas en futuros proyectos.
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Anexo 1

Tabla 3. Clasificacion de la morfologia de los aparatos estomaticos segun el ndmero y
disposicion de células guarda (Tomado y modificado de Barclay et al, 2007)
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Anexo 2
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