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Glosario

Este glosario intenta homogenizar gran parte de la terminologia especifica empleada en este trabajo
y que puede ser desconocida para el lector. Las fuentes usadas para éste son Bailey (1999),
Diccionario de Botanica (Font Quer, 1953), Diccionario de la Lengua Espafiola (2001), en las que
se pueden encontrar definiciones mas completas.

Acetolisis. Técnica de preparacion de polen y esporas para su estudio en la que se elimina el
material celuloso.

Areolado-da (del latin areolatus). Se aplica al grano de polen con areas circulares o poligonales
de la ectexina separadas por hendiduras, cuyo conjunto forma un relieve invertido. Sinénimo de
insulado. “Areolate”.

Anemdfilas. Las Especies Anemdfila tiene que ver con la polinizacion,ya que es conocida como
la Polinizacion Anemofila. En botanica se denomina anemofiliaa la adaptacién de muchas
plantas espermatofitas que aseguran su polinizacion por medio del viento. El término se aplica
también a cualquier dispersién de esporas realizado por el viento.

Aperturas. Sindnimo Abertura. (del latin aperire, abrir). Rotura, adelgazamiento o zona
diferenciada del resto de la superficie del polen o de la espora, a cuyo través puede salir el tubo
polinico. Sindnimo de abertura germinal.

Aperturado-da. Que posee aperturas. Se opone a inaperturado.

Apocolpio. De Apocolpo. Area polar delimitada por las lineas que unen los apices de los colpos

en el polen zonocolpado y que limita hacia el ecuador con los limites polares del mesocolpo.


https://es.wikipedia.org/wiki/Bot%C3%A1nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Spermatophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Polinizaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Espora
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Axilar. situado junto al punto de insercion de una hoja, bractea o rama en el tallo.

Baculado-da. Se aplica al grano de polen provisto de baculos.

Baculo (del latin hacolos, baston). Elemento de ectexina en forma de bastoncillo cuya longitud
es mayor de 1 um.

Cingulo. En las Diatomeas, conjunto formado por las dos pleuras

Colpado-da. Se aplica al grano de polen provisto de colpos.

Colpo (del griego, seno). Apertura orientada en sentidolongitudinal, cuya longitud es mas del
doble de su anchura. Colpus. Colpo ecuatorial, sinénimo de endocingulo.

Colporado-da. Se aplica al grano de polen provisto de aperturas compuestas de un coipo y una
0 mas endoaperturas en forma de poro

Diada (del griego, el nimero dos). Par de células formadas después de la meiosis por una
irregularidad.

Diploide. Es una célula, un organismo o un tejido que cuenta con dos juegos de cromosomas

Ectexina. Capa mas externa de la exina, que se tifie con fuchinabasica y presenta una alta
densidad electrénica en las preparaciones para el T.E.M.

Plano ecuatorial: el plano perpendicular al eje polar en su punto medio; didmetro ecuatorial (E):
la linea que pasa por el plano ecuatorial y es perpendicularal eje polar; vistaecuatorial (v. e.): con
el plano ecuatorial del grano de polen o de la espora en el centro de la vision del observador; laguna
ecuatorial: la situada en el ecuador de los granosde polen lofados.

Endexina. Capa interna de la exina. generalmente lisa y homogénea, que no se tifie con fuchina
basica y tiene una baja densidad electrdnica en las preparaciones para el T. E. M. Sinénimo de

nexina.
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Endocingulo. Endoapertura en forma de anillo continuo que rodea los granos de polen en el
ecuador.

Espina. Elemento escultural puntiagudo. de altura mayor de 3 pm.

Espinula. Diminutivo de espina. Espina cuya longitud es menor de 3pm.

Espora (del griego, semilla). Unidad reproductiva sexual o asexual de las plantas criptdgamas.

Esporodermis (del griego, semillay piel). Cubierta que rodea y protege la esporay el grano de
polen.

Esporopolenina (del griego, simiente y polen). Sustancia quimica constituyente de la exina,
resistente a la acetolisis.

Estenopolinicos (-palinos). Taxones en que la morfologia polinica es invariable dentro del
grupo, esto es, cuando algunas especies, uno o varios géneros, o familias poseen en comun un
mismo tipo polinico caracteristico y constante. Contrario de euripolinicos.

Eudicota. Son un extenso grupo monofilético de angiospermas que previamente habian sido
Ilamadas "tricolpadas” (Donoghue & Doyle, 1989) o "dicotiledéneas no-Magnoliidae™ por otros
autores.

Euripolinicos (-palinos). Taxones que poseen una morfologia polinica variable (tamafio,
abertura, escultura, etc), con varios tipos dentro de un mismo grupo.

Exina (del latin ex, fuera, exterior). La capa mas externa de la esporodermis, constituida por
esporopolenina. Exina 1: comprende el téctum y el infratéctum; exina 2: sinénimo de endexina.

Exosporio (del latin exosporiom). Membrana gruesa, resistente y cutinizada que envuelve la
espora por fuera del endosporio y a menudo presenta grabaduras o relieves de forma diversa.

Forma. La que adopta el elipsoide al que se asimila el grano de polen y cuyo eje polar es el de

rotacion, basada en la relacion entre el eje polar (P) y el diametro ecuatorial (E).


https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_monofil%C3%A9tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Angiospermas
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Foveolado-da. Se aplica al polen provisto de fovéolas cuya distancia entre si es mayor que su
didmetro.

Infratéctum (de infra- y téctum). Estrato de la esporodermis situado debajo del téctum, que
reposa sobre la base, generalmente compuesto por columelas, granulos o alvéolos. Sinénimo de
sexina.

Intina (del latin intos, dentro). Capa mas interna de la esporodermis que rodea el citoplasma,
usualmente poco resistente a la acetolisis por su naturaleza celulésica.

Lalongado-da (del latin lotos y elangatos). Se aplica a las aperturas colporadas cuyas
endoaperturas estan alargadas transversalmente.

Lesura (del latin Laesura-ae, detrimento). Marca o rasgadura simple o tripartita de una espora.
cuyo centro esta en el polo proximal.

Lumen (del latin lomen, amplitud de un orificio). Espacio rodeado por muros en el polen
reticulado.

Macradspora (de espora con el prefijo griego grande). Se aplica principalmente a las esporas de
gran tamafio de los pieridéfitos heter6sporos, originadas en macrosporangios, que al germinar
producen macroprotalos.

Mesocolpo. Area limitada por dos colpos adyacentes y las lineas transversales que unen los
apices de dichos colpos.

Micréspora. Se aplica principalmente a las esporas de pequefio tamafio de los pteridéfitos
heterGsporos que se originan en microsporangios y forman microprotalos. La micréspora es
homologa al grano de polen uninucleado. Se opone a macréspora.

Monade —a. (dellatin monas-adis, unidad). Unidad organica.
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Monofilético (del griego, de una rama) En filogenia, si todos los organismos incluidos en el
grupo han evolucionado a partir de un ancestro comun, y todos los descendientes de ese ancestro
estan incluidos en el grupo.

Monolete. Mono-. Prefijo tomado del griego, Unico. —lete. que denota la presencia o ausencia
de lesura. Sinénimo de —leso.

Muro (del latin moros, muro). Muro o cresta que separa dos Iimenes en los granos de polen
reticulados o dos estrias en los estriados.

Nexina (del inglés non-sculprured y exina). Parte interna de la exina, lisa, no estructurada, que
comprende la base (nexina) y la endexina (nexina).

Opérculo (del latin opercolom, tapadera). Porcion engrosada de ectexina, mas o menos circular,
que cubre una apertura y que esta aislada del resto por una estrecha zona en la que falta
completamente.

Ornamentacion. escultura, elementos esculturales.

Parasincolpado-da. Caso particular de sincolpado en el que las extremidades de los colpos son
bifurcadas y las ramas se anastomosan en los polos dejando libre la regién del apocolpo.

Perisporio(del latin perispariorn). Capa de la esporodermis no siempre resistente a la acetolisis,
situada alrededor de la exina de muchas esporas, aplicado especialmente a los pieridofitos

Pilato-ta. Provisto de pilos.

Polen (del latin pollen-inis, polvo muy fino, la flor de la harina). Células de forma y dimension
variables, dotadas de una cubierta muy resistente o esporodermis, que se forman dentro de los
sacos polinicos del estambre y tienen como mision, una vez formado el microgametdéfito

pluricelular, fecundar el évulo.
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Plano ecuatorial. Plano perpendicular al eje polar en su punto medio; diametro ecuatorial (E):
la linea que pasa por el plano ecuatorial y es perpendicular al eje polar; vistaecuatorial (y. €.): con
el plano ecuatorial del grano de polen o de la espora en el centro de la vision del observador; laguna
ecuatorial: la situada en el ecuador de los granos de polen lofados.

Proximal (derivado del latin praximos). Se aplica al polo o a la cara del grano de polen y de la
espora mas proximos al interior de la tétrade. Polo proximal; cara proximal. Se opone a distal.

Pteriodophyta. Son plantas vasculares (con xilemay floema) que no producen flores ni semillas.
Son, por tanto, criptogamas vasculares. EI grupo de pteridofitas es muy extenso y se ha introducido
en la taxonomia sistematica como una division en el reino vegetal (Plantae).

Reniforme. Con forma de rifion.

Sésil. sentada, carente de peciolo en el caso de las hojas o de pedunculo o pedicelo en las flores.

Sexina (del inglés sculptured-exina). Parte mas externa de la exina. estructurada, que
comprende: los elementos esculturales (sexina), el téctum (sexina) y las columelas o baculos
infratectales (sexina).

Sincolpado-da (de colpado con el prefijo derivado del griego que denota unién, soldadura).
Conlos colpos anastomosados en los polos

Subsésil, casi sésil, es decir, con el peciolo casi inapreciable.

Sulco (del latin surco). Ectoapertura latitudinal situada en el polo proximal (catasulcado) o en
el distal (anasulcado) del grano de polen.

Supratectales (del latin sopro, que denota situacién superior y tectal). Se aplica a la situacién
de los elementos esculturales en los granos de polen tectados.

Téctum (del latin rectoin, techo). Estrato externo de ectexina. que forma un techo sobre las

columelas. granulos u otros elementos. Sinénimo de sexina.
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Tétrada (del griego Cuatro.) Conjunto de las cuatro células haploides originadas a partir de la
célulamadre por meiosis. 2. Unidad de dispersién de granos de polen o de esporas.

Trilete. Es una designacion dada en biologia a las esporas o granos de polen con aspecto
triangular que presentan en la superficie germinal una estructura en forma de "Y™ llamada "cicatriz

0 marca trilete".


https://es.wikipedia.org/wiki/Espora
https://es.wikipedia.org/wiki/Polen
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Resumen

Titulo. Aplicacion de la microscopia electronica de barrido en la caracterizacion de polen fésil de la Laguna Seca,
Parque Nacional Natural Chingaza (Colombia)”

Autor: Angy Stephany Plata Cordoba™
Palabras Clave: Morfotipos, polen, SEM, Chingaza, Holoceno.
Descripcion

El registro de polen fésil provee informacién sobre el cambio climatico en escalas de décadas y milenios dado que la
abundancia y distribucion de las plantas responden a los cambios que ocurren en el clima (Birks & Birks, 1980;
Delcourt & Delcourt, 1991), por lo cual es muy favorable utilizar la tecnologia de punta para obtener datos mas
cercanos a lo que pudo ser la distribucion polinica de una zona. Por esta razén, el presente trabajo de investigacion
hace un acercamiento mayor al analisis morfolégico del polen fosil, por medio de la microscopia electrénica de barrido
(SEM), la cual, provee una mayor resolucién en comparacién a otras técnicas y permite la identificacion de los
diferentes tipos de polen presentes en los nicleos de perforacion que fueron previamente tomados en la zona de la
Laguna Seca del PNN Chingaza. Para el presente trabajo se realiz6 la identificacion de morfotipos polinicos Holocenos
en la Laguna Seca, utilizando imagenes de electrones secundarios (SE) obtenidas por SEM mediante comparaciones
morfoldgicas que pretende contribuir al conocimiento palinoldgico de la zona de estudio. A partir de los resultados
obtenidos, se determinaron las limitaciones en la preparacion de muestras de polen, asi como los parametros que
influyen en el anélisis SEM, para finalmente establecer un protocolo de preparacion y andlisis por SEM de muestras
palinoldgicas. Se encuentra que el SEM es una herramienta sumamente Util en palinologia y paleopalinologia, pues
permite complementar estudios que tratan temas de paleoecologia, paleoclima, entre otros, pues proporciona un
analisis mas certero de las caracteristicas del polen fésil y permite una mas amplia clasificacién genitiva de los
especimenes.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Ingenierias Fisico Quimicas, Escuela de Geologia, Director: Carlos Alberto Rios Reyes PhD,
Codirector: Clemencia Gémez Gonzalez PhD.
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Abstract

Title. Application of scanning electron microscopy in the characterization of fossil pollen from the Laguna Seca in
the Chingaza National Natural Park (Colombia)

Author: Angy Stephany Plata Cérdoba™
Key Words: Morphotypes, Pollen, SEM, Chingaza, Holocene.
Description

The fossil pollen record provides information on climate change on scales of decades and millennia since the plant’s
abundance and distribution respond to the climate changes (Birks & Birks, 1980; Delcourt & Delcourt, 1991),
Therefore, it’s very favorable to use state-of-the-art technology to obtain closer data of what could have been the
pollen distribution in an area. For this reason, the present research makes a closer approach on the morphological
analysis of fossil pollen through Scanning Electron Microscopy (SEM), which provides a higher resolution compared
to other techniques and it allows the identification of the different types of pollen, which are present in the cores that
were previously drilled in the area of the Laguna Seca in the Chingaza Narural Park. In the present research project,
the identification of Holocene pollen morphotypes in the Laguna Seca was conducted, by using images of secundary
electrons (SE) which were obtained by SEM through morphological comparisons, those are intended to contribute to
the palynologycal knowledge of the studied area. From the results obtained, the limitations in the preparation of pollen
samples, as well as the parameters that influence the SEM analysis were determined, to finally establish a protocol for
the preparation of palynological samples and their analysis through SEM. It’s found that, the SEM is an extremely
useful tool in palynology and paleopalinology ,since it allows complementing studies that deal with issues of
paleoecology, paleoclimate, among others, as it provides greater precision in the features of fossil pollen and it allows
a broader genitive classification of the specimens.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Ingenierias Fisico Quimicas, Escuela de Geologia, Director: Carlos Alberto Rios Reyes PhD,
Codirector: Clemencia Gémez Gonzalez PhD.
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Introduccion

La palinologia es una rama que se enfoca al estudio de diferentes tipos de polen y esporas tanto
actuales como fosiles. El polen esta constituido por una membrana exterior, llamada exina que esta
a su vez constituida por una proteina llamada esporopolenina que le permite soportar altas
temperaturas, presiones, la degradacion bioldgica y quimica por lo que son extremadamente (tiles
para identificar ciertos ambientes y procesos ecologicos de una zona y realizar correlaciones
regionales. El anélisis del polen se ha convertido en un importante método en la reconstruccion de
la vegetacion del pasado. Diferentes estudios han analizado el polen bajo el microscopio (LM)
(Yamazaki & Takeoka, 1959; Liu & Fang, 1986; Wang & Chang, 1988, 1991; Nixon & Crepet,
1989), sin embargo, la identificacion de los taxones del polen fésil de ciertas familias es
complicada y no es suficiente para realizar un andlisis morfologico solamente con el microscopio
optico de luz compuesta (LM), lo que hace alin méas importante la caracterizacion de éste por medio
del microscopio electrénico de barrido.

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es conocida como una técnica instrumental con
gran cantidad de aplicaciones en diversos campos de la ciencia y la tecnologia, para el estudio de
todo tipo de materiales organicos e inorganicos, asi como de muestras de origen bioldgico como
el polen fosil. Normalmente esta técnica no es usada para conteos e identificaciones de granos de
polen, sin embargo, es bastante eficaz para las comparaciones morfoldgicas y taxondmicas dado a

su aumento en la resolucion comparado con la microscopia de luz compuesta (LM), como se ha
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demostrado en algunos estudios (Jones& Bryant, 2007; Grimsson, 2016; Xiao, 2018), en los cuales
se han hecho comparaciones y complementaciones con ambos métodos.

La microscopia electronica de barrido de polen también se ha utilizado para crear una nueva
terminologia para describir la ornamentacién de polen (e.g., Rowley et al., 1988; Vezey&Skvarla,
1990; Vezey et al., 1991). En el presente estudio se lleva a cabo la caracterizacion del polen fosil
del Holoceno en la Laguna Seca, Parque Nacional Natural Chingaza (Colombia) (Figura 1) por
medio de la microscopia electronica de barrido (SEM) y asi generar una guia rapida de las
iméagenes del polen fésil en el Holoceno en ésta zona haciendo una breve comparacion con el
estudio llevado a cabo por Gomez, J. 2018 quien realiza el conteo y determinaciéon de los
palinomorfos mediante el microscopio Optico en esta misma zona. EI PNN Chingaza es un lugar
de interés palinoldgico debido a su herencia glaciar y los dos pisos geomorfolégicos que pueden
ser diferenciados y que evidencian la gran importancia del impacto climatico en la geografia y
biota de la zona (Van der Hammen, 1992), éstos procesos geologicos conllevaron a la depositacion
consecuente de polen de las diferentes plantas en los sedimentos lacustres y lodosos, lo que lo hace

una zona de interés para los estudios paleoclimaticos.
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Laguna Seca

Figura 1. Ubicacién Laguna Seca en el Parque Nacional Chingaza, Colombia. Adaptado de
Google Earth.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Identificacién de morfotipos polinicos Holocenosen la Laguna Seca del PNN Chingaza,

utilizando imagenes de electrones secundarios (SE) obtenidas por SEM.

1.2 Objetivos especificos

Caracterizar los diferentes tipos de polen fésiles mediante comparaciones morfologicas a partir
del uso de la microscopia electrénica de barrido (SEM).

Contribuir al conocimiento palinoldgico de la Laguna Seca del PNN Chingaza.

Determinar las limitaciones en la preparacion de muestras de polen, asi como los parametros
los parametros que influyen en el analisis SEM que garantizaran la obtencion de buenas imagenes.

Establecer un protocolo de preparacion y analisis por SEM de muestras palinolégicas.
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2. Justificacion

El registro de polen fésil provee informacion sobre el cambio climatico en escalas de décadas,
centurias, y milenios dado que la abundancia y distribucion de las plantas responden a los cambios
que ocurren en el clima (e. g., Birks & Birks, 1980; Delcourt & Delcourt, 1991); por lo cual es
muy favorable utilizar la tecnologia de punta para obtener datos méas cercanos a lo que pudo ser la
distribucion polinica de una zona. Por esta razon, el presente trabajo de investigacion hara un
acercamiento mayor al andlisis morfologico del polen fésil, por medio de la microscopia
electronica de barrido, la cual, proveera una mayor resolucion en comparacion a otras técnicas y
permitira la identificacion de los diferentes tipos de polen presentes en los nucleos de perforacion
que fueron previamente tomados en la zona de la Laguna Seca del PNN Chingaza (para mas detalle
ver Gémez, 2018).

El presente trabajo se justifica en que la microscopia electrénica de barrido ha demostrado ser
una técnica mucho mas eficiente en la identificacion de mayores cantidades de taxones del polen,
y, en el caso del presente estudio, sera muy util, pues podra brindar una visién mas acertada de los
especimenes presentes en esta zona, identificando a su vez las ventajas y desventajas encontradas
en la utilizacion de ésta técnica desde la preparacion de las muestras hasta la obtencidn de imagenes

de buena calidad para su diferenciacion en cuanto a estructura y morfologia.
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3. Marco Geologico Regional Y Antecedentes

3.1 Localizacion geograéfica

La Laguna Seca esta ubicada dentro del Parque Nacional Natural Chingaza, el cual, se encuentra
en las inmediaciones de la Cordillera Oriental de los Andes, dentro de los departamentos de
Cundinamarca y Meta, al noreste de Bogota; el cual es un tesoro natural y cultural de Colombia
donde pueblos indigenas como los Muiscas y los Guayupes resguardaron este territorio de 76.600
hectareas. EI paramo de Chingaza se enmarca dentro de la regién del flanco oriental de la
Cordillera Oriental de Colombia, una franja montafiosa, que ocupa el centro y oriente de la plancha
228, con orientacion noreste-suroeste y fuertes pendientes (Corredor y Terraza, 2015).

Los principales rios que drenan el area, pertenecen a dos cuencas hidrograficas: la primera con
direccion al oeste, que corresponde al rio Magdalena cuyos drenajes principales son los rios
Teusacd y Bogota, y la segunda con direccion al este, hacia el rio Meta con los rios Blanco, Guavio,
Farallones, Chuza y Muchindote (IGAC, 1992). La Laguna Seca ubicada en el PNN Chingaza, se
encuentra dentro del municipio de Fémeque en Cundinamarca, en la cuenca del Rio Orinoco. Sus
aguas dan vida al gran rio Guatiquia que va a la Orinoquia Colombiana (Figura 2). El area de la
laguna es de 3.65 ha, la vegetacion principalmente frailejones, caracteristicos del ecosistema de
paramo. Este cuerpo lentico localizado al norte del embalse de Chuza corresponde al sector alto

de la cuenca con el rio del mismo nombre (Vargas y Pedraza, 2003).
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Figura 2. Principales afluentes en la Laguna Seca PNN Chingaza; En verde la delimitacion del
PNN. Tomado y modificado de Google Earth.

3.2 Geologia Regional y Local

El PNN Chingaza tiene un rango altitudinal amplio, de 800 m a 4.020 m de altitud, y asi mismo la
existencia de dos grandes conjuntos estructurales: en la parte central un sector profundo de una
intensa accion tecto-orogénica con las mayores alturas (4.020 m), y las areas periféricas
diferenciadas por lomas y cuestas de poca elevacién. Renzoni (1968) propuso cuatro grandes
subdivisiones: los esquistos de Quetame, las areniscas de Gutierrez-Quetame, las capas rojas del
valle del Guatiquia y del valle del Clarin y las brechas de Buenavista; y en cuanto a los tipos
rocosos Cretaceo-Terciarios, también presentes en la region del sur de Chingaza y Quetame,
Renzoni (1968) registro la presencia de los grupos Caqueza, Guadalupe y Villeta. (Vargas y

Pedraza, 2003). Las rocas que afloran dentro del marco geoldgico mas cercano a Laguna Seca son
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de edad cretacica y pertenecen a lodolitas y arenitas del Grupo Villeta, puntualmente la Formacion
Une y la Formacion Chipaque (Gomez, 2018). Las Juntas y Une se acumularon en ambientes
deltaicos durante el VValanginiano, para luego registrarse una caida relativa del nivel del mar en la
parte superior de la Formacion Une durante el Albiano tardio y hasta el Cenomaniano, y se propicia
una tendencia de somerizacion. (Terraza et al., 2008; Fabre, 1985; Sarmiento et al., 2006). La
formacion Une, de edad Albiano — Cenomaniano, es infrayacida por la Formacion Fomeque, con
un contacto concordante neto, y suprayacida por la Formacion Chipaque de edad Cenomaniano —
Santoniano, con un contacto gradual concordante. Esta Gltima esta subdivida en tres segmentos
litologicos, uno predominantemente arenoso a la base, el intermedio lodoso y finalmente uno
arenoso al tope de la unidad. Esta unidad geoldgica es suprayacida por la Formacion Arenisca
Dura de edad Campaniano inferior, con un contacto cubierto; ésta es de litologia predominante de
arcillolitas y lodolitas en capas gruesas a muy gruesas, intercaladas con limolitas y arenitas de
grano muy fino a fino en capas medias y delgadas (Corredor y Terraza, 2015).

Durante el Plioceno se produjo la elevacién de la parte norte de la cordillera de los Andes
gracias a la intensa actividad volcanica causada por la convergencia de placas tectonicas. Asi, a
partir de una planicie tropical baja, las montafias llegaron a alcanzar alturas de hasta 6.000 m.s.n.m.
durante la transicion del Plioceno al Pleistoceno. El cuaternario comenzd bajo condiciones
himedas y en altitudes similares a las actuales donde los Andes colombianos ya se encontraban en
la zona ecuatorial. Durante los periodos glaciales del Pleistoceno los limites de los paramos
descendian y en los interglaciares subian (Rangel, 2000). Dichos episodios que configuraron el
paramo andino, se prologaron durante el Holoceno y produjeron un nuevo tipo de ecologia llamado

Alta Montafa tropical, caracterizado por su régimen isotérmico.



APLICACION SEM EN CARACTERIZACION DE POLEN, PNN CHINGAZA | 29

A partir de estudios del polen proveniente de los sedimentos del que fue el gran lago del
altiplano de Bogota, Hooghiemstra (1984) comprobo que en el trépico se presentd una sucesion
de 27 ciclos glacial-interglaciar por encima de los 3000 metros de altitud durante el Pleistoceno —
Holoceno. EI PNN Chingaza cuenta con la presencia de dos pisos geomorfoldgicos: el periglaciar
y el de modelado glaciar heredado, con tres grandes sectores de herencia glaciar: Siecha, Palacio
y Chingaza, los cuales sufrieron un impacto de tres grandes eventos glaciares: una primera
glaciacién cuya datacion no se ha establecido ain, una segunda entre los 10.000 a 12.000 afios AP
con morrenas terminales a los 3.100 m de altitud en inmediaciones de la Laguna de Chingazay,
una tercera glaciacion cuyo retroceso se inicié hacia los 3.000 afios AP, la cual produjo la
desaparicion de las nieves perpetuas y los casquetes de hielo de la regién. Normalmente el piso
Periglaciar se localiza alrededor de los glaciares, sin embargo, estd mas relacionado a sus
condiciones climaticas y procesos morfogénicos (Helmens, 1988; Vargas y Pedraza, 2003). A
medida que se levantaba la cordillera de los Andes hubo cambios en las migraciones tanto locales
como regionales, y durante el Pleistoceno las fluctuaciones climaticas influyeron en los limites de
distribucion de las franjas de alta montafia. (Van der Hammen et al., 1973; Wijninga, 1996) La
influencia de los cambios climéticos es esencial para entender los patrones de especiacién y de

rigueza en la zona paramuna (Rangel, 2000).
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4. Marco Conceptual

Debido a que las presiones selectivas (Temperatura, precipitacion, etc.) sobre los caracteres de
polen estan casi ausentes o son muy bajas, en comparacion con las de la planta diploide, las
caracteristicas del polen pueden permanecer constantes durante millones de afios, lo que significa
que las caracteristicas del polen pueden ser conservadas y seran de valor taxondmico

(Wodehouse,1928, 1935; Hao et al., 2001; Grimsson et al., 2014, 2016, 2017a, b).

4.1 Métodos de preparacion de muestras polinicas para SEM

Los métodos de preparacion de muestras para SEM deben preservar la condicion de vida del grano
de polen en la medida de lo posible. Ademas, los recubrimientos de polen deben eliminarse de la
superficie de éste de tal manera que no se pierdan detalles del grano de polen. Para el SEM, ciertos
autores consideran que la acetolisisno es un método optimo para limpiar la superficie del polen,
ya que a menudo destruira los detalles de apertura. EI polen con exinas fragiles también puede ser
destruido. Para los granos de polen fésil se debe utilizar una investigacion combinada de LM /
SEM. Después de la investigacion de LM, el mismo grano de polen acetolizado se transfiere al

SEM (Hesse et al., 2009).



APLICACION SEM EN CARACTERIZACION DE POLEN, PNN CHINGAZA | 32

4.2 Bases para la identificacion de polen y esporas.

Los granos de polen y esporas presentan normalmente una morfologia bien definida que por lo
general permite la identificacion de la especie de la cual procede. Sus caracteristicas son de gran
importancia para los estudios del grano de polen y esporas, entre los que generalmente se definen
las aperturas (figura 4), la simetria y polaridad, la forma y tamafio y su ornamentacion,
dependiendo de los objetivos del estudio. Varios estudios han utilizado la longitud del eje polar
(P) y ecuatorial (E) para determinar rasgos representativos de cada uno de las especies dentro de
una familia, género, subgénero o seccion para determinar el grupo al que pertenecen. De acuerdo
a estudios recientes como el de Xiao et al. en el 2018 se hicieron varias distinciones en base a la
longitud de Py E y la relacion P/E, ademas de la ornamentacion del polen. A continuacién, se hara
una breve descripcién de cada una de las caracteristicas utilizadas para la descripcion del polen y

las esporas en este estudio.

/ ectexina
endexinaE

35 micras
VISTA POLAR

intina .
e vy

VISTA ECUATORIAL
Externa

ntenido
protoplasmatico

Figura 4. Vista polar de un grano de polen en seccién. Vista externa ecuatorial (derecha). Tomado
de Canudo, J. (2002).
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Figura 5. lzquierda: Diagrama de clases de elementos estructurales (6), superficie reticulada (7),
superficie estriada (8), superficie rugulada (9), superficie insulada (10). Derecha: Diagramas de la
ornamentacién del polen tectado e intectado, psilado (A), fosulado (B), foveolado (C),
escabrido(D), equinado (E), baculado (F), verrugoso (G), gemado (H), pilato (I). Tomado y
modificado de Saenz, C. (1976).

4.2.1 Ornamentacion. La ornamentacion o relieve de los granos de polen, suele estar formada
por los elementos esculturales que se disponen sobre la superficie del mismo (figura 5). En general,
son una respuesta adaptativa a los procesos de dispersion y polinizacion, en la exina del polen la
ornamentacién puede ser variable o distribuirse de manera homogénea en la superficie del grano
de polen. En muchas esporas, la region ecuatorial estd engrosada formando un cingulo. Existen
diferentes nomenclaturas dadas a éstas formas, para este trabajo se utilizaron las generales de
Séenz (1976) (figura 5) y se tomaron definiciones mas especificas de familias y géneros de

diferentes estudios (Ver referencias bibliograficas).

4.2.2 Sistema apertural. Una abertura es una zona adelgazada o interrumpida de la exina, su
funcién es doble: constituyen el lugar de salida del tubo polinico y favorecen los cambios de
volumen del grano de polen. Dependiendo de la forma de la abertura, ésta puede ser de dos tipos:

colpos, cuando la relacion longitud/anchura es mayor que 2 (I/a>2), la longitud siempre medida en
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el sentido del eje polar; poros, cuando la relacion longitud/anchura es menor que 2 (l/a<2),
igualmente medida en el sentido del eje polar. Cuando aparece una abertura alargada y dispuesta
perpendicularmente al eje polar, se denomina sulco. La nomenclatura propuesta por Erdtman
(1952) permite caracterizar los tipos polinicos en base al nimero, posicion y caracter de las

aberturas (figura 6).

Numero (N) Posicidn (N) Carécter (C)
Mono- -cata- Jeptomado
(1 abertura) (polo proximal) (leptoma)
Di- -ana- -colpado
(2 aberturas) (polo distal) (colpo)
-anacata-
Tri- (polo proximal y polo -porado
(3 aberturas) distal) (poro)
Tetra- -zono- -colporado
(4 aberturas) {en una franja ecuatorial) (colpo + endoabertura)
-dizono-
Penta- (en dos franjas -pororado
(5 aberturas) ecuatoriales) {poro + endoabertura)
Hexa- -panto- -sulcado
(6 aberturas) (por toda la superficie) (sulco)

Poli-
(muchas aberturas)

Figura 6. Sistema NPC de Erdman (1952). Tomado y modificado de Jaramillo & Trigo, 2011.

En el caso de las esporas, éstas pueden ser: monolete, que se caracterizan por tener una laesura
en forma de ranura y en posicién proximal, a su vez su simetria es bilateral y heteropolar;
trilete(Figura 7), que tienen una abertura con tres ramas situada en el polo proximal, suelen ser
esferoidales u ovaladas con tres aberturas alargadas situadas alrededor del polo proximal, su
simetria es radial y heteropolar; y alete, estas Gltimas no son incluidas en ningun grupo ya que no

tienen desarrollado una laesura monolete o trilete (Molina, 2002).
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Figura 7. Direccidn de las medidas de un polen o espora trilete. Adaptado de Thornil et al. (2012).

4.2.3 Tamafo y Forma. El tamafio del grano de polen y esporas se define en funcién del eje
(P 6 E) de mayor longitud. Esta forma puede, a su vez, describirse en funcion de la relacion
existente entre la longitud de sus ejes polar (P) y ecuatorial (E). Esto ultimo es a lo que llamamos
relacion P/E. Erdtman (1952) establecié una serie de categorias para describir el tamafio de los
granos de polen, y su forma en cuanto a la relacion P/E (Tabla 1).Los micro-espora son monoletes,
elipticas en vista polar, de 30-40 um de longitud y 20-25 um de ancho. Pfeiffer (1922: 89) sefialo
que el tamafio de la microespora es la caracteristica de diagndstico principal y que el marcado y el
color "en segundo lugar, se pueden utilizar con ventaja" (Musselman, 2002). Para efectos de las
medidas de un trilete (espora o polen) Thornhill et al. (2012) utilizaron cuatro medidas Ilamadas
longitud ecuatorial (L), ancho ecuatorial (w), longitud del colpo (CL) y el radio de la longitud del

colpo del grano de polen (colpo/radio de longitud) (Figura 7).

4.2.4 Simetria y polaridad. Eje polar (P) y eje ecuatorial (E) nos permiten orientar en todo
momento el grano de polen y sus estructuras, Faegri (1978) dice que el eje polar estaria definido
por el eje de mayor simetria. La simetria del grano de polen se define siempre en vista polar. La

polaridad define dos hemisferios (plano polar o ecuatorial) (figura 8). Autores como Denk&
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Grimm (2009?%) y Xiao et al. (2018) en estudios recientes han realizado distinciones en base a

imagenes SEM y han caracterizado su tamafio, forma, relacion P/E y ornamentacion.

Tabla 1.
Tamafio y Forma del polen.
Relacion P/E Forma Tamafio
<0.50 Peroblado
0.50-0.75 Oblado Nomenclatura pum
0.75-0.88 Suboblado
0.88-1 Oblado-esferoidal Muy pequefio <10
1 Esforoidal Pequefio 10-25
1-1.14 Prolado-esferoidal Mediano 25-50
1.14-1.33 Subprolado Grandes 50-100
1.33-2 Prolado Muy grandes 100-200
>2 Perprolado Gigantes >200

Nota. Tomado y modificado de Erdmant (1952).
Nota: Eje polar (P) y eje ecuatorial (E); micrometros (um). Tomado y modificado de Erdmant
(1952).

Los criterios usados para definir una especie de microespora en el presente estudio enfatizan el
tamafo y la morfologia de la microespora. Las micreosporas también se producen en tétradas y
tienen mas o menos forma de rifién, la linea de union se encuentra a lo largo del lado concavo o
corto de la espora, ésta region a menudo tiene poca o ninguna ornamentacién, las zonas de contacto
producen cicatrices que seran las aberturas del Monolete o Trilete (Figura 7). Las microesporas en
superficie se observa una base con diversas caracteristicas, una expansion sobre la lesura esta
presente, el perisporio esta ornamentado y tiene una base perforada, el exosporio es liso y en

seccion tiene estructura compacta (Figura 10) (Canudo, 2002; Macflu et al, 2006; Sosa, 2019).
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Diez (1995).
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Figura 9. Caracteristicas estructurales de una espora. Tomado de Sosa (2019).

5. Metodologia

A continuacion, se describe en la figura la metodologia implementada durante la realizacion de

este trabajo de investigacion (Figura 10).

*Estudios previos, informes, publicaciones

*Planteamiento de objetivos, alcances y
metodologia

SEVGTIGER  « Seleccion y evaluacion del material apto
muestras para la implementacion del SEM

gz dle *Preparacion de las muestras

s eliely * Toma de imagenes de alta resolucion en el
% SEM

« Analisis Interpretacion de las imagenes
Analisis e obtenidas

VS5 RO  « Clasificacidon morfoldgica de los

CEREEINIEGLEN  especimenes obtenidos

*Elaboracién de protocolo metodologico

Redaccion
del Proyecto

Figura 10. Metodologia del proyecto de investigacion.
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5.1 Recopilacién bibliogréfica.

Se basO en la consulta de articulos cientificos, tesis de grado, libros e informes técnicos,
relacionados directa e indirectamente, tanto con el area de estudio, los géneros de polen fosil, como
laimplementacidn de técnicas de andlisis a diferentes tipos de polen fosiles, utilizando como fuente
de acceso a la informacion la base de datos de la Biblioteca de la Universidad Industrial de
Santander a través de las plataformas de revistas como Science Direct, ELSEVIER, Science, entre

otras. Ilgualmente se usaron plataformas de busqueda directa como Google Academic.

5.2 Seleccién de Muestras

El muestreo de polen y sedimento utilizados en el presente estudio fue realizado para un previo
trabajo de investigacion (Gomez, 2018), en donde se realiz6 la perforacion por medio de una sonda
rusa para la extracciéon de 6 nucleos, en total de 4,15 metros. Las muestras restantes y el polen
previamente separado y conservado en glicerina fueron facilitadas gracias a la Geo6loga PhD.
Clemencia Gomez, profesora de Universidad Nacional y codirectora del presente estudio, para el
desarrollo de éste trabajo de investigacion. Para mayor informacion ver Gomez (2018) en

Universidad Nacional de Colombia.

5.3 Fase de Laboratorio: Materiales y métodos.

Siguiendo el Manual de procedimientos del Laboratorio de Paleocologia del Instituto de Ciencias

de la Tierra Jaume Almera (ICTJA) protocolo 7.6 para el tratamiento polinico, se obtuvo
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finalmente el polen concentrado. El polen fésil aun cuando ha perdido su capacidad de
germinacion, conserva las caracteristicas de la exina o exosporio practicamente incolumes. Para
examinar el material polinico se necesita que la preparacion esté lo mas purificada posible. Las
materias que acompafan al polen fosil, son generalmente restos vegetales cuyo componente
principal es la celulosa que se destruye por el liquido acetolitico, por lo cual la acetdlisis es uno de
los mejores métodos de laboratorio para purificar las muestras. Existe una discusion en cuanto a
éste proceso acetolico ya que ciertos autores prefieren no utilizarlo pues en ciertos casos podria
llegar a destruir el polen o modificar en cierta medida la exina de éste, sin embargo, otros autores
lo consideran necesario ya que en algunos casos el material celuloso de éste puede afectar la

visibilidad de la ornamentacion del polen fésil.

5.3.1. Muestras. Los procesos de separacién se llevaron a cabo para un total de 21 de muestras,
de las cuales 5 de éstas se separaron desde el sedimento siguiendo el protocolo mencionado en el
apartado 7.3.1, las muestras estdn enumeradas a continuacion respecto a la profundidad de
perforacion en centimetros (83-84; 102-103; 364-365; 384-385; 402-403). Las demas muestras (9-
10; 27-28; 101-102; 109-110; 123-124; 163-164,; 189-190; 201-202; 217-218; 273-274; 299-300;
325-326; 353-354; 367-368; 384-386; 403-404) fueron separadas previamente por Gémez (2018)
usando el mismo protocolo quimico sin realizar la acetélisis y conservadas en glicerina, y para
efectos del presente estudio fue necesario realizar la separacion del residuo polinico de la glicerina,

proceso que se puntualiza en el siguiente apartado.
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5.3.2 Reactivos y Equipos. Para las 5 muestras de sedimento fue necesaria la aplicacion de un
tratamiento fisico-quimico mediante la aplicacion de reactivos tales como NaOH al 10%, HCI al

10%, HF al 40% y una mezcla de CH3COOH al 97% y H2S0O4 al 98% (Tabla 2).

Tabla 2.
Volumen de Reactivos usados por gramo de muestra para la separacion de palinomorfos
Reactivo 1 Vol/gr **
NaOH 10% 12,5
HCI 10% 5
HF 40% 6,25
CH3COOH 97% 7
CH3COOH+ 9:1* 1,25
H2S04
Etanol 50% 10
Etanol 75% 5
Etanol 95% 2,5

Nota: Concentracion=[ ]. (*) La mezcla acetélica esta en proporcion 9:1 en concentraciones de

97 y 98% respectivamente. (**) Volumen de reactivo en ml por gramo de muestra.

Para las otras 16 muestras, fue separado el residuo polinico de la glicerina por medio de
alicuotas crecientes en concentracion de etanol de 50%, 75% y 95% (Tabla 2), y se llevo a cabo
un secado critico de éstas muestras. Posteriormente el polen separado y seco, fue puesto en laminas
de carbono y cubierto con Au, y se tomaron las imagenes de alta resolucion del polen con el
Microscopio Electrénico de Barrido, el cual, a su vez, a partir de la técnica de bajo vacio genera
un rayo de electrones secundarios para producir las imagenes de la superficie de la muestra. De

ésta fase se obtuvieron los resultados directos de la investigacion, se obtuvieron un total de 82
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fotografias de especies de polen fésil variando en la cantidad de imagenes tomadas por cada

espécimen.

5.4 Analisis de Resultados

5.4.1 Analisis, Interpretacion y clasificacion de las imagenes obtenidas. Una vez obtenidos
los resultados de las imagenes SEM de los residuos polinicos, éstos son comparados Yy
diferenciados en base a las caracteristicas mencionadas anteriormente en el apartado 5.2 Bases
para la identificacion del polen, con el fin de determinar la morfologia de cada uno de los
especimenes (Tabla 2. Volumen de Reactivos usados por gramo de muestra para la separacién de
palinomorfos), se consultaron atlas y bibliografia especifica de cada familia, subfamilia y género
para agrupar a cada espécimen. Se encontraron ciertas dificultades al caracterizar algunos de éstos
debido a que después del proceso de separacion del material, éste puede quedar con residuos que
no permiten observar la ornamentacion, y ésta misma puede ser borrada parcial o totalmente dela
superficie del polen, también algunos especimenes se encontraban muy deformados por lo que
fueron caracterizados o nombrados como no identificables (ni) (Figura 23),y en 4 casos
particulares de las muestras niUmero 384-386, 367-368, 353-354 y 325-326 no se encontrd ningun
rastro de polen posiblemente debido a que el material de la muestra se encontraba bastante
cristalizado debido a los efectos quimicos de la separacién del polen del sedimento, cabe resaltar
que ésta muestras no fueron acetolizadas. Para efectos de nomenclatura de los especimenes
encontrados se usaron las reglas basicas de taxonomia botanica partiendo de mayor a menor
(jerarquicamente) de la siguiente forma: Familia, Subfamilia, Género, Seccion, especie. Ciertas

especies tienen la abreviatura “cf.” (confrontese con) al principio, esto debido a que no se puede
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afirmar con seguridad, pero segun sus rasgos morfoldgicos (en éste caso) parece que pertenece a

esa especie 0 género.

5.4.2 Establecimiento de un protocolo metodologico. EIl protocolo se realiza en base a las
necesidades al momento de realizar un estudio de muestras polinicas fosiles en SEM. Dentro de
los criterios utilizados para realizar éste protocolo se encuentran el tipo de muestra que se tiene, el

tiempo requerido para la realizacién del proceso en base a los resultados que se quieren obtener.

6. Resultados

6.1 Clasificacidn de los especimenes encontrados

Dentro de las 82 imagenes alcanzadas, se ubicaron los especimenes dentro de tres (I, 11 'y I1I)
categorias, la categoria | estan los granos identificados y clasificados (Figuras 11-22), en la cual,
taxonomicamente hablando se lograron describir y clasificar los especimenes de 55 fotografias en
un total de 11 Familias, de las cuales, en su mayoria, cada una corresponde con genitivos del
nombre de cada espécimen (Género tipo), y en algunos casos se hace mencion a la especie y
seccion del espécimen; la categoria Il en la que estdn un total de 13 imagenes (Figura 23)
identificables pero dificiles de clasificar, y se ubicaron aquellas especies que fueron posibles de
describir morfolégicamente (Tabla 4), sin embargo, se encontré una alta dificultad en ubicarlos

dentro de un taxon, en los que en la mayoria de los casos, solo un experto familiarizado con los
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taxones de polen en la muestra y con el aspecto de los granos de polen con SEM podria identificar
estos granos con certeza; y finalmente la categoria 111 (Figura 24) en la cual se ubicaron los 14
especimenes restantes de las imagenes que fueron clasificadas como no identificables pues fueron
imposibles de categorizar debido a la carencia de ornamentacion, algunos estan muy fracturados y
deformados. A continuacidn, se hace una breve descripcion de las Familias, subfamilia, géneros y
especies encontradas de la Categoria 1, detallando los rasgos morfologicos mas relevantes de cada

una (Tabla 3).

6.1.1 Esporas.

6.1.1.1 Isoetaceae (Familia) Isoetes (Gen.). Las microsporas de Isoetes, como la mayoria de
las esporas de pteriodophyte (Tryon y Lugardon, 1991), son monolete (Figura 17). Isoetes se
distribuye en todo el mundo y comprende cerca de 250 especies, América del Sur es su centro de
diversidad taxondmica con un estimado de 64 especies (Troia et al., 2016 en Pereira et al, 2017).
Dichas esporas son bilateralmente simétricas con una sola abertura, las microsporas de isoetes
suelen tener entre 10 y 30 um de longitud, otra caracteristica es la cresta proximal en algunas
especies en forma de una hinchazén semihemisférica perpendicular al eje largo de la cresta, la
forma distintiva de la microspora, con su cresta proximal en angulo agudo, es el resultado del
patrén de desarrollo de las células madre de la microespora (Musselman, 2002) (Figura 17-A;C;G).
Usando el sistema de Lellinger y Taylor, se encuentran los siguientes patrones en las microsporas
de Isoetes: aglomerado, con ampollas (radialmente simétricas, protuberancias bajas) (Figura 17-
B), no mas alto que ancho, con una base ancha y apice agudo; cristalino, con paredes estrechas,

afiladas y sin anastomosis; y equinado, con estelas (radialmente simétricas, protuberancias altas)
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mas altas que anchas, cdnicas, mas cercanas a la base. Las esporas sin ornamentacion incluyen:
escabrida o lisa y con microornamentacion y sin macroornamentacion; y psilada, o lisa y sin micro

0 macroornamentacion. (Musselman, 2002).

6.1.1.2 Lycopodiaceas (Familia). Con unas 450 especies que crecen desde el nivel del mar
hasta mas de 4 000m de altitud. Arana & @llgaard (2012) reportaron 190 especies para
Sudamérica, mientras que, para Colombia, Murillo, Murillo, Ledn y Triana (2008) reconocen 78
especies (Rincon et al., 2014). Los esporangios de ésta familia son axilares, reniformes, sésiles o
subsesiles (Figura 18;19). Las esporas son triletes, rugosas (Lycopodiella), foveolado-fosuladas
(Huperzia) (Figura 19-A;F) o reticuladas (Lycopodium) (Murillo y Murillo, 1999). En Huperzia la
macro-ornamentacion es caviforme o, menos comunmente, muriforme, y las esporas son
foveoladas (Figura 19); raramente las fovéolas se unen o se conectan formando fosulas marginales

(Rincon et al., 2014).

6.1.2 Polen.

6.1.2.1 Asteraceae (Familia). Presenta mas de 1100 géneros y cerca de 20,000 especies con
distribucion cosmopolita (Cronquist, 1981; Kubitzki, 2007). Habitan areas boscosas, zonas
intervenidas, hasta paramos. Los granos de polen son monadas, tricolporados, de escultura
espinada y fenestrada (Mercado et al., 2011). Se pueden diferenciar de polen similar en otras
familias por el tamafio relativamente pequefio tanto del polen como de las espinas y la disposicion
irregular de las espinas (Adekanmbi, 2009) (Figura 11). Las subfamilias Cichorioideae y

Asteroideae son normalmente estenopalinos (Figura 11-A-G) (caracteristicas morfoldgicas
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similares dentro de una misma familia o género) (Halbritter et al., 2018). Especies como Hieracium
avilae Zahn. (Figura 11-B), es definida como polen de forma oblato-esferoidal, con endoabertura
lalongada, eliptica, de exina fenestrada-espinosa, crestas con baculos bien definidos y espinas de
base ancha, es de medidas aproximadas en su eje P (26.33-28.47) um y E (28.45-31.95) um,
longitud de las espinas de 1.95+/- 0.15 um, Loricaria colombiana Cuatr. (Figura 11-C), es definida
como polen de forma circular oblato-esferoidal, tricolporada, de exina espinulada, es de medidas
aproximadas en su eje P (28.45-31.95) umy E (29.33-33.07) um, longitud de las espinas de 1.1+/-
0.31 um, Baccharis bogotensis H.B.K. (Figura 11-E;F) es definida como polen de forma circular,
oblato-esferoidal, con endoabertura lalongada, de exina espinosa, esporadicamente se presentan
cavas pequefias, es de medidas aproximadas en su eje P (16.42-17.98) um y E (16.53-18.67) um,
longitud de las espinas de 3+/- 0.40 um, Laestadia muscicola Wedd. (Figura 11-G) es definida
como polen de forma circular, oblato-esferoidal, con endoabertura lalongada eliptica constricta en
su parte central, de exina espinosa, espinas cortas de base ancha, es de medidas aproximadas en su
eje P (17.85-20.15) um y E (18.53-20.47) um, longitud de las espinas de 2.6+/- 0.51 pm

(Velasquez y Rangel, 1995).

6.1.2.2 Brassicaceae (Familia). Es una familia estenopalinoldgica, los granos de polen son
usualmente reticulados y tricolpados (Erdtman, 1972; Reille, 1992; Ghazali, 1993) (Figural2).
Granos de polen generalmente tricolpados algunas veces sincolpados, su forma varia de prolado
esferoidal a subprolado y prolado (Velasquez y Rangel, 1995; Abdel, 2002). Nasturtium officinale
R. Br. (Figura 12 A-C), esta descrita por Velasquez y Rangel (1995) como polen de &mbito circular
a prolato esferoidal, de exina homo-reticulada, de tamafio del eje P (11.89 - 35.43) umy del eje E

(22.13 — 24.43) pum.
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6.1.2.3 Chloranthaceae (Familia). La mayoria de las Chloranthaceae tienen granos de polen
con escultura reticulada y rugulo-reticulada, exhiben una diversidad considerable en la
configuracion de la apertura, ya que pueden ser monosulcados, tricotomosulcado, sintricolpado,
espiraperturado, varios surcos ramificados (Figura 13 C), policolpado, polforado. EI género
Hedyosmum(Figura 13-B;C)tiene un surco con cuatro a seis ramas y todas las especies estudiadas
de Hedyosmum tienen espinillas supratectales distintas o microverrugas en el muri del reticulo

(Eklund et al., 2004).

6.1.2.4 Euphorbiaceae (Familia) Alcalypha (Gen.). (Figura 14) Polen generalmente pequefio
(9-22 um), subisopolar a isopolar o apolar, oblado a esferoidal. Sistema de aperturas de 2 a 8,
colporado. La oranamentacion de la exina es rugulada a microrugulada o areolata con margenes

escabridos localizados (PalDat, 2000; Sagun et al, 2006).

6.1.2.5 Fagaceae (Familia). La familia esta ampliamente distribuida en Colombia (Figura 15).
Los robles son los arboles que pertenecen a la familia Fagaceae y a uno de los géneros mas
importantes del mundo: Quercus. Segun la clasificacién del género Quercus de la filogenia
Fagaceae de Manos et al. (2001), el grupo infragenérico Lobatae (Figura 15-A) tiene una
ornamentacién (Micro) Verrugosa. Solomon (1983a) documento 21 especies de roble rojo del este
de América del Norte mediante micrografias SEM. La ornamentacién del téctum en la seccion
Lobatae es estructuralmente idéntica a la que se encuentra en Quercus, el tectum puede llamarse
verrugado (Este tipo esta etiquetado como (Micro) verrugado) (Denk & Grimm, 2009a). El polen

de tipo Castanea (Subfamilia Castaneoideae Orsted.) es generalmente mas pequefio y mas angosto
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que el polen de los otros géneros en apariencia, bajo el SEM, la escultura rugulada es aplanada y

de apariencia mas suave (fusionada) (Praglowski, 1984) (Figura 15-C;D).

6.1.2.6 Geraniaceae (Familia) Geranium (Gen.). (Figura 16) Los granos de polen pueden ser
tricolporados y prolados esferoidales. La estructura de la exina es semitectada y reticulado con
procesos supratectales (pilum/baculo) que varian en tamafio y morfologia. Todas las especies
tienen basicamente la misma ornamentacion del polen siendo clavate-reticulada o baculada-
reticulada (Figura 16-B). Generalmente son de tamafio grande (51-100 um) (Keshavarzi et al.,
2016), algunas especies como G. robertianum pueden ser de tamafio mediano (26-50 pum) (PalDat,

2000).

6.1.2.7 Myrtaceae (Familia). Myrtaceae, una familia eudicota de tamafio mediano dentro del
orden Myrtales contiene ~ 142 géneros y mas de 5500 especies (Wilson, 2011). De Candolle
(1828) dividio la familia en dos tribus, Myrteae y Leptospermeae (Figura 20). Tribus como
Myrteae tienen una distribucion mundial con principalmente centros de diversidad en Australia y
Sur América (Thornhill et al, 2012). Las caracteristicas que son comunes en la mayoria del polen
de Myrtaceae son los granos desprendidos como mdnadas, con ocurrencias tetraédricas raras,
granos angulaperturados y tricolporados, una forma triangular cuando se ve en los polos, una forma
oblata en vista ecuatorial, la presencia de una isla apocolpial y un ancho relativamente medio a
pequefio del grano de polen (<20 mm) en comparacion con otras familias de angiospermas. El
polen de Myrtaceae es tipicamente tricolporado; sin embargo, también se producen di, tetra, mono,
penta y hexacolporado, siendo estos ultimos tres estados extremadamente raros (Thornhill et al,

2012). Thornhill et al. (2012), clasifica el polen de Calycolpus, con distribucion en Colombia,
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como tricolporado con una exina psilada, de lados convexos, longitud del polen de 22,6 a 24,2 um,

la relacion colpo/longitud varia de 20.6 a 38%.

6.1.2.8 Plantaginaceae (Familia) Plantago (Gen.). Las Plantaginaceae son anemofilas, con
granos de polen con 4 a 15 aberturas (Rahn, 1996). Los estudios de polen indican claramente que
el género Plantago es un taxon homogéneo de acuerdo con la morfologia del género (Faegri &
Iversen, 1992) (Figura 21). Los granos de polen de las especies estudiadas son en su mayoria
pequefios a medianos, eutectados, subprolados a prolados-esferoidales y operculadas o no
operculadas y pantaporados con aperturas mas o menos circulares (Figura 21-E). Basados en la
ornamentacion del polen, éste puede ser verrugado para el tipo Plantago albicans, micro-equinado
o “areolato” para P. coronopus y granulado para P. lanceolata (Gazer & Shalabi, 2016) (Figura
21-B). La base de datos palinoldgica PalDat — Palynological Database (2000), tiene una amplia
caracterizacion de Plantago en la que las especies se encuentran en comdn con una ornamentacion

verrugada, micro-equinada y perforada (Figura 21-B).

6.1.2.9 Poaceae (Familia). Monadas, con una sola abertura de tipo poro: monoporado,
generalmente con anillo y opérculo; de forma esférico en vista polar, prolado-esferoidal y oblado-
esferoidal (Morgado et al., 2015). La mayoria de las especies presentaban un tamafio de polen
pequefio a mediano (PalDat, 2000). La especie Bromus lanatus H.B.K. (Figura 22) se encuentra
descrita por Velasquez y Rangel (1995) como polen de forma prolato-esferoidal, monoporado con
anulo, de exina escabrada con baculos ligeros, de tamafio mediano y un didmetro mayor del poro

de 4.12+/-0.79 y menor de 3.68+/-0.63.
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Tabla 3.
Principales caracteristicas de las especies encontradas. P/E: relacion eje P y E en um; Ornam:
Ornamentacion; Es/Pi: Longitud en um de Espinula o Pilum; Ape.: Tipo de apertura; n:
cantidad de especie por taxon.

Taxon P/E Forma Ornam. Es/Pi Ape. N

Asteraceae (Flia.)

Asteroideae (Sflia.) 1.01 Ef. Equi 2.02 la 1
cf. Baccharis bogotensis  1.14 Pr-Ef.  Eq 2.77£0.5  El 2
cf. Hieracium avilae 1.07 Pr-Ef.  Equi 1.85 El 1
cf. Laestadia muscicola 1.02 Pr-Ef. Eq 3.25 El 1
cf. Lecocarpus 1.07 Pr-Ef.  Equi 2.4 Mp 1
cf. Loricaria colombiana  0.99 Ef. Equi 1.35£0.45 Tc 1
Brassicaceae (Flia)
cf. Nasturtium officinale  1.5+0.1 Pro. Ret Na Sc 2
Chloranthaceae (Flia) 1.21 SubPr. R.M-eq Na 1
cf. Hedyosmum 0.98 Ob-Ef. R.M-eq Na Scr 1
angustifolium 0.93 Ob-Ef. R.M-eq Na Scr 1
cf. Hedyosmum
scaberrimum
cf. Euphorbiaceae (Flia) 0.78 SubOb. M-R. Na la 1
cf. Acalypha 0.81 SubOb. M-R. Na la 1
cf. Fagaceae (Flia.)
cf. Castaneoideae Orsted. 1.71+0.07  Pr. E.R. Na Ms 2
cf. Quercoideae Orsted. 0.99 Ef. R. Na la 1
cf. Quercus
cf. Lobatae sec. 1.21 SubPr. M-V Na Ms 1
cf. Geraniaceae (Flia.) 1.15 SubPr.  Pi 0.80 la 1
cf. Geranium 1.71+0.44  SubPr. Pi-R. 2.26x0.75 la 2
cf. Isoetaceae (Flia.) 1.22-1.77  Pr.(Sub) E.M-V Na la-Tc 6
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Taxon P/E Forma Ornam. Es/Pi Ape. N

cf. Isoetes howellii 1.12 Pr-Ef. Ps. M-R Na la 1
cf. Lycopodiaceae (Flia.)  31.41+4*  Trilete  Fo-Ps Na Ls 12
cf. Huperzia 34.93+4*  Trilete  Fo-Ps Na Ls 6
cf. Myrtaceae (Flia.)

cf. Myrteae 33.9+2.9*  Trilete Ps Na Psc 4
cf. Plantaginaceae (Flia.)

cf. Plantago 1.08+0.04 Pr-Ef. V.M-Eq Na la-Pp 4
cf. Poaceae (Flia.)

cf. Bromus lanatus 1.42 Pr E. M-Eq Na Mp 1

Nota: (*) Para las familias de esporas Lycopodiaceae y de polen Myrtacea dada su morfologia
triangular se toma como referencia de medida el ancho ecuatorial en pm. Abreviasiones:
Ef=Esferoidal, Pr=Prolado, Ob=Oblado; la=
Mp=Monoporado, Tc=Tricolporado, Sc=Sulcado, Scr= S.

inaperturado, El= endoabertura lalongada,
ramificado Ms=Monosulcado,
Psc=Parasyncolpado, Pp=Poliporado, Ls=lesura; Equi=Equinulado, Eq=Equinado, Pi=Pilato,
M=Micro, -Eg= -equinado, -V=Verrugado, -R=rugulado, R.= Reticulado, E.= Escabrido,

P=Psilado, Fo=Foveolado; Na: No aplica.

Tabla 4.
Principales caracteristicas de los granos de polen de la categoria Il identificables, no

clasificados. Ornament: Ornamentacién; Aper: Tipo de apertura.

Espécimen Tamafio Forma Ornament. Aper.

83-84_003 Muy Peq. Pr-Ef. Verrugado la
102-103_003 Pequefio Navicular Rugulado Sc
109-110_008 Pequefio Trilete Psilado la
123-124 004 Mediano Suboblado  Rugulado la
123-124 008 Pequefio Pr-Ef. Rugulado la
123-124 010 Mediano Esferoidal Fo-R. la
163-164_004 Mediano Pr-Ef. M-R. Sc
217-218 009 Grande-Med  Trilete Psilado Ls
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Espécimen Tamanio Forma Ornament. Aper.
299-300_029 Peqg.-Med Prolado Psilado la
364-365_035 Pequefio Esferoidal Psilado la
384-385 006 Mediano Pr-Ef. Psilado Ms
384-385 008 Mediano Subprolado  Psilado la
384-385 010 Pequefio Suboblado  Rugulado Sc

|52

Nota: Las abreviaturas son las mismas que la tabla 3. Los nimeros de cada espécimen son los

rotulos que se les dio a cada muestra despueés de la perforacion por profundidad (eg. 384-385) y

seguida la enumeracion correspondiente al espécimen por cada muestra (eg. _010), se toma esta

nomenclatura para diferenciar cada espécimen debido a que fueron especies no clasificadas.

62 Imégenes SEM de las muestras de polen clasificadas
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Figura 11. Fotografias SEM de granos de polen de la Familia Asteraceae. A. Asteraceae B. cf.
Hieracium avilae sp. C. cf. Loricaria colombiana sp. D. cf. Lecocarpus E-F. cf. Baccharis

bogotensis sp. G. cf. Laestadia muscicola sp.
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Figura 12. Fotografias SEM de granos de polen de la Familia Brassicaceae. A. cf. Naturium
officinale sp. B. Lumina irregular poligonal, ornamentacion reticulada de N. officinale sp. C. cf.

N. officinale sp.

Figura 13. Fotografias SEM de granos de polen de la Familia Chloranthaceae. A. cf.

Chloranthaceae B. cf. Hedyosmum scaberrimum sp. C. cf. Hedyosmum angustifolium sp.
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C. D.

Figura 15. Fotografias SEM de granos de polen de la Familia Fagaceae. A. cf. Quercus sec.
Lobatae. A-B. cf. Quercoideae Orsted. C-D. cf. Castaneoideae Orsted.
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Figura 16. Fotografias SEM de granos de polen de la Familia Geraniaceae. A. Geranium B.
Ornamentacion de Geraniaceae, pilato reticulado C. Geranium D. cf. Geraniaceae.
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Figura 17. Fotografias SEM de granos de microesporas de la Familia Isoetaceae. A-B. cf. Isoetes
howellii sp. B. Ornamentacion Rugulada C-H. cf. Isoetes
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Figura 18. Fotografias SEM de Lycopodiaceae A-L. Esporas foveoladas de la Familia cf.
Lycopodiaceae. A-B-H-K-L. Cara distal de las esporas C-D-E-F-G-1-J. Cara proximal.

D. E. F.

Figura 19. Fotografias SEM de esporas de la Familia Lycopodiaceae A-F. Ornamentacion

foveoladas en cara distal de especies de cf. Huperzia.
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Figura 20. Fotografias SEM de polen parasyncolpado con colpi angular de ornamentacion psilada
de la Familia cf. Myrtaceae tribu Myteae.
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C. D. E.

Figura 21. Fotografias SEM de polen de la Familia Plantaginaceae A-E. Especies del género cf.
Plantago B. Ornamentacion verrugada — micro equinada E. Grano de polen poliporado de cf.

Plantago.

Figura 22. Fotografia SEM de polen de la Familia Poaceae, monoporado con anulo, de

ornamentacién escabrida- micro baculado de la especie cf. Bromus lanatus sp.
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Figura 23. Granos de polen o esporas pertenecientes a la Categoria Il "identificables, no
clasificados".
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Figura 24. Granos de polen o esporas pertenecientes a la Categoria Il "no identificables".
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6.3 Protocolo metodoldgico para el analisis de muestras de polen y esporas fésil por

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

6.3.1 Preparacion quimica delas muestras de polen. Para la preparacion de las muestras
inicialmente se debe pesar la cantidad de sedimento a utilizar (de 1 a 3 gramos por muestra) y
traspasar éste a un tubo falcon de al menos 15 ml, para éste estudio se utiliz6 un tubo de 50 ml
debido a la centrifuga. Las muestras deben estar a temperatura ambiente y sequidamente se llevara

a cabo el protocolo quimico que se describe a continuacion.

Figura 25. Fotografia de balanza de peso en laboratorio.

Paso 1. Tratamiento con Hidréxido de Sodio.

A la muestra de sedimento se le afiaden 5 ml de NaOH al 10% y se dejan reaccionar durante 5
minutos removiendo continuamente para que la muestra se disgregue. Posteriormente se calientan
a bafio maria durante 20 minutos y se remueve cada 5 minutos con varillas de vidrio. Finalmente

se enfrian las muestras con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 14 ml.
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PASO 1

NaOH

Figura 26. Tratamiento con NaOH. Arriba. Fotografias en laboratorio. Abajo. Esquematizacion

del paso 1.

El objetivo de éste proceso es la eliminacién de acidos humicos y la disgregacion del material
sedimentario.

Paso 2. Tamizado.

El producto final del paso 1 se filtra. Existen varios métodos para lograrlo, uno es el método de
decantacion, que implica dejar que el &cido y la mezcla de muestra se asienten y luego decantar
cuidadosamente el acido, rellenar con agua destilada y repetir hasta que el liquido sea neutro, pero
este es un metodo que lleva mucho tiempo. Otro método es y el que se uso para éste estudio es con
una malla de naylon de 10 o0 20 pum de apertura, se filtra para eliminar el material vegetal de tamafio
de grano mayor y obtener el polen concentrado en solucion. Existen muchos tipos de mallas, de

diferente material y apertura, por ejemplo, las de poliester también se pueden usar pues son
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similares al nylon y ofrecen resistencia a la abrasion, pero son menos afectadas en la presencia de

los &cidos que el nylon.

=l

H20

Figura 27. Esquematizacion del tamizado

Se centrifuga durante 3 minutos a 3000 rpm, se decanta y se elimina el sobrenadante. Se repite
este Ultimo paso con agua destilada (hasta 7 ml) de 2 a 3 veces hasta obtener el agua incolora. La

centrifuga utilizada es la Centrifuga Universal Digital PLC-025 Gemmy.

3 min / 3000 rpm

H20

Figura 28. Tamizado. Arriba. Fotografias en laboratorio. Abajo. Esquematizacion del paso 2.
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El objetivo de éste paso es obtener el polen concentrado. Nota: Todos los sobrenadantes deben
ser debidamente trasvasados y desechados al contenedor de residuos.

Paso 3. Tratamiento con Acido Clorhidrico.

Al producto obtenido en el paso 2 se le afiadieron entre 5y 10 ml de HCI al 10%, éste se debe
verter con cuidado ya que la muestra puede efervescer al contacto con carbonatos, se remueve
poco a poco para disgregar el sedimento y que el reactivo pueda actuar en toda la muestra. Se
calienta al bafio maria durante 20 minutos removiendo constantemente. Se enfria con agua
destilada hasta 14 ml y se centrifuga durante 3 minutos a 3000 rpm, se decanta y se elimina el

sobrenadante. Se repite este Gltimo paso de 2 a 3 veces hasta obtener el agua incolora.

Figura 29. Tratamiento con HCI. Arriba. Fotografias en laboratorio. Abajo. Esquematizacion del

paso 3.

El objetivo del tratamiento con HCI es la disolucion de los carbonatos.

Paso 4. Tratamiento con Acido Fluorhidrico.
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Pasos de seguridad para la Manipulacion de Acido Fluorhidrico:

1. Especificar el uso de acido fluorhidrico en la hoja de servicio del laboratorio y/o informar
al responsable o técnico del laboratorio que se procedera a manipular HF.

2. Lassoluciones de HF deben de ser siempre manipuladas dentro de campanas de ventilacion

(con la extraccion conectada) destinadas a trabajar con sustancias acidas y corrosivas.

Figura 30. Fotografia de la campana de ventilacion del laboratorio.

Asegurarse de que se conoce la localizacién de todo el equipo de seguridad en caso de
derrame: gel y pastillas de gluconato célcico, solucion de carbonato célcico, Cal apagada
(Ca(OH)2), manguera de agua.

3. Se debe extraer de la campana cualquier instrumento de vidrio (vasos de precipitado,
varillas, etc.) ya que el HF ataca el vidrio y lo disuelve.

4. Ademas de la ropa de laboratorio obligatoria (bata, gafas y guantes, pantalon largo y zapato
cerrado resistente), hay que llevar un delantal de goma o desechable por encima de la bata,
otro par de guantes adicional resistentes al HF (guantes de neopreno), y la mascara de

respiracion.
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Figura 31. Elementos de proteccion en el laboratorio para la manipulacion de HF.

5. Preparar los instrumentos a utilizar, éstos deben ser de teflon o plastico Gnicamente (vasos

de precipitado, varillas, etc.).

6. Finalmente, al momento de usar el &cido asegurarse de utilizar la minima cantidad posible

de HF para minimizar los efectos de un posible derrame.

Después de repasar los pasos de seguridad, al producto del paso anterior se le afiadieron 25 ml
de HF al 40% con una pipeta de volumen digital, y se dejé reaccionar durante 3 horas al bafio
maria, removiendo cada 30 minutos. Se enfrio la muestra afiadiendo etanol hasta un volumen de
14 ml, se centrifugd y decanto, este proceso se repite 2 veces. Seguidamente se lavo con agua
destilada y se volvié a centrifugar, se decanta y se elimina el sobrenadante, se repite este paso de

2 a 3 veces.



APLICACION SEM EN CARACTERIZACION DE POLEN, PNN CHINGAZA | 70

ﬂ%\ 18
I
/ E&

Figura 32. Tratamiento con HF. Arriba. Fotografias en laboratorio. Abajo. Esquematizacion del

paso 4.

El objetivo del tratamiento con HF es la eliminacion de filosilicatos.

Paso 5. Tratamiento con Acido Clorhidrico.

Al producto obtenido se le afiadieron entre 5y 10 ml de HCI al 10%. Se dejé reaccionar 5
minutos. Se repite el proceso de calentamiento y enfriamiento del paso 3. Se centrifuga se decanta
y se elimina el sobrenadante. Se lava con agua destilada y se centrifuga. Se repite este paso de 2 a

3 veces.
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Figura 33. Tratamiento con HCL. Arriba. Fotografias en laboratorio. Abajo. Esquematizacion del

paso 5.

El objetivo del tratamiento con HCI es la disolucién de los posibles fluorosilicatos o cristales
de fluorita formados debido al paso 4.

Paso 6. Acetdlisis

El acido acético glacial es un compuesto de acido acético anhidrido (sin agua), con éste
compuesto al 97% en concentracion més &cido sulfarico al 96%, en una proporcion 9:1
respectivamente se prepara la mezcla acetélica a utilizar, siempre se deben mezclar en el orden

mencionados. Al ponerse en contacto los dos reactivos, la probeta se calienta un poco.
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Figura 34. Fotografia de la Mezca Acetolica preparada en laboratorio.

Al producto del paso 5 se le afiade primero 7 ml de &cido acético glacial, se remueve y se
centrifuga por 3 minutos, se decanta y se elimina el sobrenadante. Este proceso se hace para
asegurar que el contenido del tubo falcon quede libre de agua pues al contacto con la mezcla puede

producir una reaccién exotérmica (Rull et al., 2015).

PASO 6

Acido Acético Anhidrico %
3 min / 3000 rpm — i
E l )

Figura 35. Esquematizacion del paso 6 Acetolisis.
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Seguidamente, se agrega 5 ml de la mezcla acetolica al producto y se calienta a bafio maria por
4 minutos. Se deja reposar y se lava con agua destilada, se centrifuga, se decanta y se elimina el

sobrenadante. Se repite este proceso de 2 a 3 veces hasta que el sobrenadante salga limpio.

PASO 6.1

Mezcla Acetdlica

Figura 36. Acetolisis. Arriba. Fotografias en laboratorio. Abajo. Esquematizacion del paso 6.

El objetivo del tratamiento con &cido acético glacial es la eliminacion del contenido celular de
los granos de polen y de la celulosa.

Paso 7. Alicuota - Residuo Final

Al residuo de polen se le afiaden 5 a 3 ml de etanol al 50% y se centrifuga por 4 minutos, se
retira el sobrante y se repite éste proceso con concentraciones de etanol de 75% y 95%
respectivamente. El residuo final se afiade a un vidrio reloj y se seca en la estufa a una temperatura

creciente de 50° a 80°C.
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PASO 7

Etanol 50% - 75% - 95%

% ‘? o Residuo Final
b ! . J/

4 min / 3000 rpm -

Figura 37. Esquematizacion del paso 7. A la izquierda se esquematizan las alicuotas de etanol a

diferentes concentraciones, y a la derecha la filtracion y secado del residuo final.

El objetivo del tratamiento con etanol es rehidratar y obtener el concentrado polinico.

6.3.2 Analisis en el Microscopio Electronico de Barrido. Una vez obtenido el residuo final,
el cual ha sido previamente secado para eliminar cualquier rastro de humedad (Paso 7) con la
finalidad de realizar el vacio para el analisis en el Microscopio Electronico de Barrido, es necesario
Ilevar a cabo una preparacién adicional de la muestra.

Paso 8. Recubrimiento con oro

El residuo final obtenido en el paso 7 se pasa muy cuidadosamente con una espatula fina del
vidrio reloj a las laminas/cintas de carbono doble cara que ya estan puestas sobre el porta-objetos,
se deben marcar los porta-muestras para evitar confusiones. Las muestras se recubren con oro, en
la maquina evaporadora Quérum Q150R (Figura 38). Fotografia de la Maquina Evaporadora
Quorum Q150R.) la cual elimina la humedad restante en la muestra y permite la adherencia del

metal.
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Figura 38. Fotografia de la Maquina Evaporadora Quérum Q150R.

Paso 9. Analisis SEM

Una vez la muestra esta libre de humedad y tiene el recubrimiento de oro, se procede a la
examinacion de ésta en el microscopio electronico de barrido. Este proceso, para los objetivos de
este estudio, se enfoca principalmente en el analisis morfoldgico de las especies en pequefia escala
con una alta resolucion, debido a los tamafios del polen que varian de 5 a 50 micrometros, por lo
que las magnificaciones para obtener una imagen nitida pueden variar es si mismas de 3000X a
12000X.

Una vez realizado el montaje de los porta-objetos en el SEM (Figura 39. Fotografia de los porta-
objetos ya recubiertos montados en el Microscopio Electronico de barrido para ser analizados.) se
procede a buscar en cada uno, las muestras de polen visibles con un aumento de imagen que
permita primero una visibilidad general de las muestras (Figura 17-E) y luego, uno mayor que
permita la visibilidad de la morfologia del polen (Figura 13-B). Con fines de mayor facilidad de
analisis, se debe tomar al menos dos fotografias por muestra, una que permita la visualizacion del

tamafo del grano de polen, su formay estructura y otra a mayor ampliacién que permita observar
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de cerca la ornamentacion del polen (Figura 16-A, B). La facilidad en la toma de éstas imagenes
dependera de la calidad del microscopio, de la habilidad del técnico del laboratorio y del tamafio
y calidad de las muestras, cabe resaltar que es posible que se presenten ciertos inconvenientes a la
hora de acercar el microscopio al ejemplar debido a que los electrones incidentes al interactuar de
cerca pueden quemar la superficie del metal y debido a esto el grano de polen puede moverse, y

dificultar o no permitir la toma de la imagen.

Figura 39. Fotografia de los porta-objetos ya recubiertos montados en el Microscopio Electrénico

de barrido para ser analizados.

6.3.3 Andlisis de las imagenes SEM. Paso 10. Descripcién y clasificacion de las imagenes de
granos de polen

Justo a continuacion de obtener las imégenes, se describe cada una de ellas para su clasificacion
(ver resultados en apartado 7), ésta descripcion se lleva a cabo realizando primero una
caracterizacion morfologica de los especimenes, se puntualiza el tipo de grano, la polaridad, las
aberturas, la forma, la estructura y/u ornamentacion de todas las imagenes, y con estos datos y

haciendo un trabajo extensivo de comparacion bibliogréfica de los especimenes en los articulos y
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atlas especificos de cada taxon (Ver referencias bibliogréaficas), se puede empezar a definir a qué
familia pertenecen éstos granos de polen. En algunos casos particulares se hacen mediciones
especificas como la altura del baculo o espina (en los equinados) (Figuras 11;16), del ancho de la
Iumina (en los reticulados) (Figuras 12;13), ancho y largo del colpo, poro o sulco, entre otros (ver
Tabla 3),todo esto para determinar mas facilmente las diferencias que existen dentro de una misma
familiay si es el caso los diferentes géneros y especies que se puedan llegar a identificar dentro de
cada una ellas. Se pueden llegar a encontrar ciertas dificultades al tratar estas imagenes SEM,
debido a que una cantidad considerable de los granos de polen se pueden llegar a ver afectados por
el proceso quimico de separacion del sedimento o pueden quedar ocultos debido al montaje en la
lamina de carbono en el porta-objetos, debido a eso se encuentran granos de polen que no son

identificables y no se pueden clasificar (Figura 23).

6.4 Ventajas y limitaciones del analisis de granos de polen por SEM

Uno de los problemas mas recurrentes en palinologia mencionado por varios investigadores, es la
limitacidn en cuanto a la descripcidn de especies de polen debido a la baja resolucion taxonémica
(Birks & Birks, 2000; Jackson & Booth, 2007; Mander, 2011; Punyasena et al., 2011, 2012b; May
& Lacourse, 2012; Mander et al., 2013, 2014), lo cual, representa una ventaja para los estudios
realizados con SEM, pues éste método como se puede observar anteriormente, puede dar una
amplia magnificacion de la imagen del espécimen manteniendo la alta calidad de ésta y es posible
identificar taxones basados en la ornamentacion de la superficie del polen.

En el presente estudio se identificaron tres categorias de granos de polen, la primera en la que

se describieron y clasificaron satisfactoriamente los especimenes (Figuras 11 - 22), la segunda en
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la cual se ubicaron aquellos que fueron posibles de describir pero no se ubicaron dentro de ningun
taxon (Figura 23), y la tercera que por sus carencias de caracteristicas se clasificaron como no
identificables (Figura 24), la identificacion de éstas tres categorias puede dar una vision
cuantitativa de la dificultad en la clasificacion del polen durante los analisis SEM. En general la
mayoria de los granos de polen encontrados se reunen dentro de la primera categoria (67%) la
segunda y tercera categoria contienen casi la misma cantidad de iméagenes (16% y 17%
respectivamente), lo cual demuestra que es viable examinar muestras de polen usando SEM pues
la mayoria de los ejemplares tendran sus caracteristicas visibles para su facil identificacion.

Como un factor adicional, otra ventaja en cuanto al uso del SEM para un proyecto de
investigacion, es que puede llegar a generar datos mas precisos en cuanto a la caracterizacion
genitiva de las especies (subfamilias, géneros, especies), sin embargo, una limitacion derivada, y
que se distinguio claramente en el presente trabajo, es que en cuanto a investigaciones estadisticas
de conteo de polen el SEM no es muy eficiente, pues los andlisis en SEM son mucho mas
demorados que cualquier conteo en LM debido a que la preparacion de las muestras es mas larga
y al momento de tomar las fotografias se es dificil encontrar el polen por su tamafio en el
portaobjetos y la cantidad encontrada dependera directamente de factores como la cantidad de
muestra examinada.

Dentro de las limitaciones claramente no se puede descartar el costo de los analisis, pues en
gran medida la mayoria de los investigadores optan por hacer solo conteos de polen bajo el LM
pues es mucho mas asequible, sin embargo, como se menciond anteriormente el alcance de los
resultados puede ir aun mas lejos si se hace un andlisis SEM ademas del LM, pues se da una
descripcion mas precisa de cualquier valor taxondmico. Asi mismo, como desventaja taxonémica

se puede incluir el hecho que mediante un estudio de polen solo en SEM no se podra obtener
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informacién de la endoapertura del polen, y en un estudio solo en LM no se proporcionara
informacion detallada sobre la escultura del grano de polen pues bajo su aumento no es visible y
puede generar confusiones y errores de nivel estructural.

Una dificultad bastante notoria que se puede incluye como un obstaculo y que se menciond
anteriormente, es que al momento de tomar las imagenes muchos de los granos de polen se pueden
mover al incidir los electrones sobre ella para magnificar la imagen, y esto representa un problema
debido a que varios granos de polen se pueden perder u ocultar pues se mueven demasiado en el

portaobjetos, esto limita la posibilidad de tomar la fotografia.

6.4.1 Analisis de granos de polen mediante SEM versus otros métodos. El analisis en SEM
tiene como limitacion frente a otros métodos como la Microscopia Electronica de Transmicion
(TEM), gque mediante éste no es muy factible observar la utraestructura y estratificacion del polen
Skvarla et al, (1988) demuestra que es posible hacerlo sin embargo el proceso es mucho mas largo,
por lo que caracteristicas mas especializadas para diferenciar ciertos grupos de polen de otros solo
pueden obtenerse por medio de un analisis combinado de LM, SEM y TEM (Halbritter,2018).

En cuanto a los analisis con TEM requieren habilidades especializadas para la interpretacién y
en el ambito de la preparacion de muestras el proceso para SEM es considerablemente mas facil y
rapido que para TEM, pues los procedimientos como la fijacion, la tincion, la deshidratacion
secuencial y la tincién de secciones no son obligatorios, como lo son para TEM. Los gastos
operativos totales para SEM son mucho menores que para TEM, pues en este Gltimo se utiliza una
serie de materiales mas costosos en la preparacion de la muestra.

Se han desarrollado otros estudios de métodos para la clasificacion de granos de polen tal como

lo hace Torres (2016), mediante la Microscopia Holografica Digital (MHD) y la Tomografia
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Optica (TO) en donde ademas de la morfologia, se aporta otros parametros de caracterizacion
como el indice de refraccion y el espesor de las muestras en estudio, ademas de ser una técnica no
invasiva a diferencia del SEM y TEM en los que las muestras no se pueden reutilizar para estudios
posteriores. Sin embargo, la MHD en cuanto a la observacion del tectum y su ornamentacion se
observa que su resultado de imagen puede ser el mismo en resolucidn que con un LM, lo cual sigue
dando ventajas al uso de SEM en estudios de polen en cuanto calidad en la magnificacién de las

iméagenes y en la posible descripcidn de sus rasgos estructurales.

7. Discusion

En teoria la acetdlisis debe eliminar el contenido celular de las muestras de polen ademas de
limpiar la superficie de éstos, sin embargo, existe una discusion entre los palin6logos en cuanto a
si usar 0 no éste proceso para la separacion de muestras que contienen polen fésil del sedimento,
pues los granos de polen fosil podrian ser destruidos debido a que su exina es mas fragil que en el
polen fresco (Halbritter, 2018; Hesse, 2009).No obstante, en el presente estudio se trabajaron con
muestras acetolizadas (5 muestras) y no acetolizadas (16 muestras) y al realizar el analisis SEM se
pudo observar que,haciendo una proporcion de las muestras de polen acetolizadas contra las no
acetolizadas para la Categoria | (diferenciadas y clasificadas), se encuentra que la diferencia es de
6,5 especies de polen para el total de las muestras no acetolizadas, lo cual en porcentaje representa
menos del 11% de diferencia. Por lo que se estima que no existe una diferencia significativa en

cuanto a la calidad del polen obtenido, y realizar la acet6lisis en éste caso no representa un dafio
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significativo en las muestras de polen y al contrario provee ventajas en cuanto a la limpieza de
celulosa y ciertas impurezas generadas por la cristalizacion del material que lo rodea.

Como se manifestd anteriormente, una de las desventajas encontradas en el uso del SEM en el
conteo estadistico de granos de polen fosil es que el proceso puede hacerse mas largo y la cantidad
de especimenes puede no ser suficiente para fines estadisticos, por lo que en este caso se observa
la necesidad de realizar estudios combinados con diferentes métodos, y en el caso de utilizar solo
SEM se recomienda revisar el método de grano unico mencionado en Halbritter (2018).

Halbritter (2018) expone la necesidad de evitar tamizar la muestra, eso para evitar mayores
pérdidas de material polinico, argumenta. No obstante, para estudios polinicos Gnicamente en SEM
evadir el tamizado no se considera imprescindible, debido a que en muestras con alto contenido
de turba evitar tamizarla podria ocasionar un problema en la visibilidad del polen pues el material

restante podria ocultarlo.
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8. Conclusiones

Para los andlisis de granos de polen mediante Microscopia Electrénica de Barrido, es necesario
garantizar que la muestra se encuentre completamente libre de humedad para que sea satisfactorio
el registro de las imagenes a altas resoluciones.

Para los andlisis de ornamentacion de polen se debe tener presente que la magnificacion de la
imagen debe ser lo suficientemente amplia para alcanzar a dimensionar caracteristicas mas
detalladas en la superficie del tectum.

La Microscopia Electronica de Barrido es una herramienta sumamente util en palinologia y
paleopalinologia, pues permite complementar estudios que tratan temas de paleoecologia,
paleovegetacion, paleoclima, entre otros, pues proporciona un analisis mas certero de las
caracteristicas del polen fésil y permite una mas amplia clasificacion genitiva de los especimenes.

Se encuentra que, dentro de los procesos quimicos realizados a las muestras, no es necesario
evitar el proceso acetolico, pues en los resultados no hay una diferencia significativa en la
proporcién de granos de polen obtenidos en buen estado, ademas de que gracias a la acet6lisis se
puede evitar que cristales formados durante el proceso quimico no oculten el polen contenido en
la muestra.

Se observa que, para los analisis de polen en el Microscopio Electronico de Barrido al momento
de traspasar la muestras a los porta-objetos, se corre el riesgo de ocultar el polen por residuos de
cristales, por lo que en el caso de estudios especificos que precisen un conteo de polen, se

recomienda usar el método de grano Unico para evitar la pérdida de visibilidad de material polinico.
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Finalmente, frente a la evidencia recaudada se encuentra la necesidad de realizar mayores
estudios de especimenes polinicos en el pais por medio de la Microscopia Electronica de Barrido
con el fin de realizar atlas y guias ilustrados de la flora de Colombia como una base cientifica de
comparacion taxonomica, esto para contribuir al conocimiento y apliacion de la clasificacion

genitiva de las especies endémicas, nativas e introducidas.
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