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paleobioindicadores vegetales como polen, fitolitos, pigmentos sedimentarios y material
carbonizado con los cuales se pueden realizar inferencias de cambios ambientales
terrestres en la cuenca de estudio. Avanzando en los niveles de organizacion, se despliegan
los capitulos sobre los paleobiondicadores zooldgicos (crustaceos, dipteros y moluscos)
mas utilizados dada su alta sensibilidad y preferencias ecolégicas. Finalmente, con el
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estadisticos mas utilizados en las reconstrucciones paleoambientales.

S3TVOIdOd104dN S341SNOVT S340AdvOIdNIOIdOo3Tvd

CODIGO ISBN

CODIGO ISBN ‘ }
Ay % % & \: A B F




Paleobioindicadores lacustres neotropicales

Editado por

Liseth Pérez

Instituto de Geologia, Universidad Nacional Auténoma de México
Ciudad Universitaria, 04510, Ciudad de México, México
Icpereza@geologia.unam.mx

Julieta Massaferro
CONICET, CENAC/APN Fagnano 244, Bariloche, Argentina
julimassaferro@hotmail.com

Alexander Correa-Metrio

Instituto de Geologia, Universidad Nacional Auténoma de México
Ciudad Universitaria, 04510, Ciudad de México, México
acorrea@geologia.unam.mx

Asistente de edicion

Karla Zurisadai Rubio Sandoval

Posgrado en Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional Autbnoma de México
Ciudad Universitaria, 04510, Ciudad de México, México
karla_zrsdz@hotmail.com

Editorial (UNAM)
ISBN: 978-607-30-0209-7
Tapa: Florencia Crocco


Sandra
Resaltado

Sandra
Resaltado


Dedicatoria

El presente libro esta dedicado a todos aquellos estudiantes e investigadores
Latinoamericanos y colaboradores, a quienes desde un inicio les apasioné aprender
sobre el pasado y dedican horas y toda una vida a recabar informacion sobre cambios
ambientales y climaticos actuales y pasados. Especialmente, a Mark Brenner y resto de
paleolimndlogos y paleoclimatdlogos neotropicales, quienes han compartido su
conocimiento sobre los ecosistemas acuaticos neotropicales, y han inspirado a muchos
estudiantes Latinoamericanos a sumergirse en el mundo del estudio de los sedimentos
lacustres, asesorandolos e integrandolos en proyectos nacionales e internacionales
para demostrar su potencial. Finalmente, a todos los autores de los diferentes capitulos
compilados en este libro quienes colaboraron exitosamente con respeto y armonia,
siendo un ejemplo para el resto de la comunidad cientifica.



Agradecimientos

A todos los autores de los once capitulos, quienes con mucha dedicacion prepararon los
textos y realizaron las revisiones sugeridas, asi como a todos los expertos que nos
apoyaron en las revisiones de los capitulos. Estamos muy orgullosos de su esfuerzo y
del producto obtenido. Especialmente agradecemos a los proyectos PAPIIT IA101515,
CONACYT 252148, y al proyecto de cooperacion bilateral entre México y Argentina
CONACYT-CONICET 190519, los cuales dieron origen a la idea de la creacion de este
libro al identificar la falta de informacién taxondmica y ecoldgica para muchos de los
grupos taxondmicos con potencial paleolimnologico en la region Neotropical, y que
promovieron la cooperacion entre diferentes disciplinas y paises en Latinoamérica.



Prefacio

A nivel mundial, la paleolimnologia ha sido una herramienta utilizada para realizar
reconstrucciones ambientales en los sistemas lacustres. Estos estudios han permitido
conocer los procesos del cambio climatico, la evolucion de los cuerpos de agua, los
cambios en las comunidades terrestres, asi como los efectos del impacto humano sobre
los ecosistemas. Sin embargo, en la region Neotropical, esta Ciencia no se comienza a
explorar hasta la década de los 80. Actualmente, gracias al aumento de las capacidades
humanas y tecnoldgicas y sin duda, gracias a la inmensidad de recursos acuaticos de la
region, se han multiplicado los trabajos paleolimnolégicos en esta area, motivo el cual
impulso la publicacion de este libro. En este trabajo, se muestran las investigaciones y
los numerosos avances alcanzados a partir del estudio de paleobioindicadores lacustres
(diatomeas, amebas testadas, polen, fitolitos, pigmentos sedimentarios, material
carbonizado, cladéceros, ostracodos, quirondmidos, moluscos, entre otros) realizados a
lo largo y ancho de la regién Neotropical. Es de gran satisfaccion resaltar que la
mayoria de autores que participaron en esta exhaustiva compilacion de informacién y
resultados son investigadores y estudiantes latinoamericanos, lo cual demuestra un alto
potencial para futuras colaboraciones internacionales.

El libro cuenta con once capitulos escritos por los especialistas de los distintos
grupos de paleoindicadores bioldgicos (unicelulares, vegetales y zooldgicos), en donde
por primera vez se compila informacién detallada de cada uno de ellos, técnicas y
metodologias de trabajo, asi como la presentacion de diversos casos de estudio y
referencias bibliograficas actualizadas. Los capitulos fueron disefiados para que el
lector obtenga rapidamente un panorama de los distintos registros biolégicos que se
utilizan en la Paleolimnologia Neotropical y sus potenciales como herramientas de
reconstruccion ambiental y climatica. Los dos primeros capitulos describen los
bioindicadores unicelulares donde el lector quedara fascinado con la gran cantidad de
informacién que se puede obtener con tan pequefios organismos, posteriormente se
presentan los capitulos relacionados con los paleobioindicadores vegetales como polen,
fitolitos, pigmentos sedimentarios y material carbonizado con los cuales se pueden
realizar inferencias del cambios ambientales terrestres en la cuenca de estudio.
Avanzando en los niveles de organizacidon, se despliegan los capitulos sobre los
paleobiondicadores zooldgicos (crustaceos, dipteros y moluscos) mas utilizados en las
reconstrucciones ambientales dada su alta sensibilidad y preferencias ecoldgicas.
Finalmente, con el objetivo de que el lector pueda comprender y posteriormente
explorar con la practica el campo y laboratorio de la paleolimnologia se presenta un
capitulo dedicado a los métodos estadisticos mas utilizados en las reconstrucciones
paleoambientales.



Conscientemente, invitamos a investigadores de diferentes paises y grupos de
investigacion a colaborar para la elaboracién de cada capitulo, con lo cual esperamos
se fortalezcan nuevas redes dentro de Latinoamérica. Este trabajo pretende ser util para
una amplia gama de lectores, tanto para estudiantes experimentados, asi como los
recién llegados al campo de conocimiento de paleolimnologia y especialistas de otras
disciplinas relacionadas (limnologos, cientificos ambientales, arquedlogos, gedgrafos,
gedlogos, etc.). Cabe mencionar que, aunque los capitulos de este volumen estan
orientados a estudios principalmente de ambientes Iénticos, muchas de las técnicas e
interpretaciones descritas se pueden aplicar a otro tipo de ambientes (turberas,
fluviales, estuarios).

El libro “Paleobioindicadores lacustres Neotropicales” pretende ser asi una
herramienta de estudio en el ambito de paleolimnologia pero, a su vez, apunta a
generar nuevos enfoques en las investigaciones cientificas actuales. Con este libro, se
intenta ademas fortalecer lazos con otras disciplinas, especialmente con la limnologia,
la ecologia y la geologia, para generar interpretaciones mas confiables en relacion a
los cambios ambientales ocurridos en el pasado como asi también los cambios del
presente, el calentamiento global y otros impactos que estan ocurriendo en el mundo
moderno con origen antropico y, de esta manera, establecer informacion de base para
la toma de decisiones y establecimiento de politicas de conservacion adecuadas en la
region.
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A la memoria del Dr Dafydd Wynn Parry (1919-2015)

1. Introduccién

Los fitolitos son biomineralizaciones de origen vegetal, es decir, depositaciones
minerales y mineraloides generadas como consecuencia de distintos procesos
metabdlicos de los organismos vegetales (Coe et al. 2014). Es relevante destacar que
las biomineralizaciones han acompafiado la evolucién de la vida desde los inicios de la
presencia de la biota en el planeta; por lo cual estan presentes en todos los niveles de
la biosfera (Osterrieth 2004). En las plantas vasculares se encuentran presentes en
idioblastos, elementos celulares discordantes del resto de las células de los tejidos,
denominados litocistos. Los fitolitos pueden formarse en el citoplasma celular, ocupar
todo el lumen de la célula o bien espacios intercelulares, dando origen a distintas
formas que en muchos casos permiten reconocer los tejidos en donde se originaron,
como asi también, el grupo taxondmico que los produce. De acuerdo a su composicion
quimica, los fitolitos pueden ser calcicos o calcifitolitos, y se encuentran principalmente
presentes en depositaciones cristalinas de oxalato y carbonato de calcio (Prychid y
Rudall 1999), originadas mayoritariamente en los tejidos parenquimaticos. Por otra
parte, los fitolitos siliceos o silicofitolitos, que se originan por la depositacion de silice
amorfa hidratada o didéxido de silicio polimerizado, principalmente en los tejidos
epidérmicos/subepidérmico, de conduccién y sostén (sensu Hayward y Parry 1973;
Amos 1952).
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2. Biologia
Origen y variabilidad
Calcifitolitos

La depositacion de cristales de oxalato de calcio es muy comun en los tejidos vegetales
ya que es el proceso por el cual las plantas neutralizan el exceso de calcio (Lersten y
Horner 2008b). Estos cristales se forman a partir del calcio proveniente del medio
ambiente, que es absorbido por las raices y distribuido por la planta via xilema de
acuerdo al flujo que generan los procesos tenso-coheso-transpiratorios; y del oxalato
sintetizado biolégicamente (Lersten y Horner 2008b). Su presencia se ha reportado en
mas de 215 familias, pudiendo generarse en cualquier estructura de la planta: flores,
hojas, tallos, raices y semillas; en sus dos formas: monohidratada (CaC>04.H-0,
whewellita) y polihidratada (CaC,04 (2+X) H.O, wheddellita) de acuerdo a Franceschi y
Nakata (2005), siendo whewellita la forma termodinamicamente mas estable (Baran y
Monje 2008).

Los cristales de oxalato de calcio pueden adoptar diferentes morfologias,
algunas de ellas con alto grado de complejidad: prismas, que se presentan solitarios o
en cantidad dentro de una unica célula; estiloides, cristales elongados que se
encuentran solitarios en las células; rafides, que se presentan como manojos de forma
aguzada; drusas, conglomerados de cristales que se disponen solitarios aunque en
algunos casos pueden encontrarse varios por célula y arenas de cristales, que se
definen como masas de cristales angulosos de 1 a 40 um (Figura 1y 2 A) (Franceschi y
Nakata 2005).

B 2 .
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Figura 1. A. Esquema de la formacién de fitolitos: 1) Esquema de la seccién transversal de la
raiz de una planta donde es absorbido el calcio y el acido monosilicico; 2) Transporte de calcio y
silicio a través del xilema; 3) Localizacién de los fitolitos en la planta. B. Cristales de oxalato de
calcio en diferentes 6rganos de Ludwigia peploides, herbacea nativa caracteristica de ambientes
acuaticos: 1) Detalle de las hojas, tallo y flor, 2) Oxalatos de calcio observados mediante el
clarificado de diferentes 6rganos (hoja, tallo, raiz, flor). C. Silicofitolitos en diferentes érganos de
una graminea nativa pampeana (Paspalum quadrifarium): 1) Detalle de la inflorescencia y del
tallo, 2) Silicofitolitos obtenidos mediante calcinacion en diferentes érganos (inflorescencia, hojas,
tallo y raiz). Barra 10 ym. (modificado de Coe et al. 2014).
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Los cristales de oxalato de calcio pueden encontrarse en un unico tejido o en
multiples tejidos dentro de una misma especie. La morfologia de los cristales puede ser
de un solo tipo en toda la planta, de varios tipos de acuerdo al érgano en el cual se
encuentren, o también, distintas morfologias pueden hallarse en el mismo 6rgano
vegetal (Franceschi y Nakata 2005). Aun con este amplio rango de posibilidades, la
morfologia de los cristales y su distribucién es constante dentro de los taxones
vegetales, por lo cual, estas caracteristicas son consideradas caracteres taxonémicos
(Monje y Baran 2002) que indican, a su vez, una estrecha regulacién genética sobre la
formacion de estas biomineralizaciones (Franceschi y Nakata 2005).

Cabe destacar, que otro grupo de organismos que poseen una importante
producciéon de biomineralizaciones oxalatos y carbonatos de calcio, son las
comunidades fungicas. Estos organismos generan cristales de manera intra y/o
extracelular, con morfologias muy semejantes a las generadas por las plantas (Figura 2
B) (Verrecchia et al. 1993).

Figura 2. Principales morfologias de cristales de oxalato de calcio en A: plantas. 1) Prisma
(Borrelli et al. 2009), 2) Estiloide (Prychid y Rudall 1999), 3) Rafides (Prychid y Rudall 1999), 4)
Drusas (Borrelli et al. 2008a), 5) Arenas de cristales. B: en hongos. 1) Nucleos primarios
(Osterrieth et al. 2000), 2) Rosetas (Osterrieth et al. 2000), 3) Drusas (Osterrieth et al. 2000), 4)
romboedros de calcita (Osterrieth 2004), 5) Dipiramides (Osterrieth 2004) Barra: 10 um en todos
excepto en A2, B3, B4: 100 ym.

Silicofitolitos

Las depositaciones siliceas se encuentran presentes en diversos grupos de las plantas
vasculares y no vasculares (Hodson et al. 2005), siendo las familias Poaceae,
Cyperaceae y Arecaceae las principales productoras (Piperno 2006). Las plantas
absorben el acido monosilicico de la solucién del suelo, que es transportado via xilema
y finalmente depositado como biomineralizaciones de silice amorfo (Bertoldi de Pomar
1975). Su presencia, como asi también la forma en que se deposita se encuentra
vinculado a factores genéticos/metabdlicos en contraste, con los factores
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mesoldgicos/ambientales en que se desarrolla cada individuo. Por lo cual, el modo y las
caracteristicas en que los distintos grupos vegetales depositan la silice amorfa resulta
en muchos casos particular originando distintas formas fitoliticas, pudiendo copiar
parcial o totalmente la forma celular (Parry y Smithson 1964), generarse libre en el
citoplasma (Tomlinson et al. 2011) y/o en los espacios intercelulares (Piperno 2006), por
lo cual, sus formas generalmente guardan relaciéon con los componentes tisulares en
donde se han formado.

Asi, algunos autores consideran que, de acuerdo al tipo de depositacién se
pueden diferenciar las formas que ocurren dentro de las células, como asi también, las
depositaciones en espacios intercelulares. Estableciendo ademas una diferencia entre
las células siliceas tipicas (cuerpos siliceos, silica bodies) para los elementos que se
forman durante el desarrollo del vegetal y componen los tejidos de modo habitual
(Figura 3); y silicificaciones atipicas, que se dan en casos particulares ya sean
traumaticos o bien en respuesta a etapas fenolégicas (Blackman y Parry 1968;
Blackman 1971; Sangster 1970a y b).La concentracién de los fitolitos en la planta
variara con la etapa fenoldogica del vegetal, como asi también, en relacién con las
diferentes partes de la planta (Bertoldi de Pomar 1975, Zucol 2001). Mientras que la
abundancia de silice sera variable de acuerdo a los procesos metabdlicos que
acompafan la vida del vegetal, y a la localizacion de muchos de estos procesos en
ciertos organos. Por ejemplo, Parry y Smithson (1958) describen el proceso de
silicificacion de células buliformes foliares de gramineas, y observan que esta
mineralizacion se incrementa en etapas préximas a la desecacién de la hoja, que es
cuando estas células pierden su importancia funcional en la apertura y cierre
higroscopico de la hoja, y en el almacenamiento de agua. Los silicofitolitos, ademas del
didxido de silice, se componen por agua (4-10%) y trazas de Al, Fe, Mn, Mg, P, Cuy N,
pudiendo presentar carbono organico ocluido en la matriz silicea (Lanning et al. 1958;
Jones y Beavers 1963; Wilding 1967; Handreck y Jones 1968; Lewin y Reimann 1969;
Bartoli y Wilding 1980). Son cuerpos sdlidos, hialinos, transparentes u opacos (segun su
contenido de materia organica y microelementos), de apariencia vitrea, 6ptimamente
isotrépicos, con un indice de refraccion (IR) de 1.410 (1.458) 1.465 (Teruggi 1955;
Jones y Beavers 1963; Piperno 2006). El tamafno de estos cuerpos se encuentra dentro
del rango 5-250 uym y su peso especifico oscila entre 1.50 (2.10) 2.30 gr/cm? (Jones y
Milne 1963; Lanning 1963). En general, los fitolitos (calcifitolitos y silicofitolitos) son
necesarios para el normal crecimiento y desarrollo de las plantas ya que brindan
distintos tipos de beneficios en lo referente a su metabolismo y economia fisioldgica,
proveen rigidez y permiten que los 6rganos se mantengan erguidos favoreciendo el
aprovechamiento de la energia solar y participando ademas en procesos de
detoxificacion al inmovilizar metales y otros contaminantes (Jones y Handreck 1967;
Epstein 1999; Prychid y Rudall 1999; Molano-Flores 2001; Massey et al. 2007). Se han
detectado interacciones beneficiosas entre la silice y otros elementos, como el Zn, Mn y
P. A niveles téxicos de Mn, el agregado de Si disminuye la toxicidad, ya que aumenta la
capacidad del tejido foliar a tolerar el Mn en plantas de arvejas (Phaseolus vulgaris). En
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algunos casos como en la cebada, el Si no disminuye la toxicidad de la elevada
concentracion de Mn, sino que, favorece su mejor distribucion en toda la planta (Jones y
Handreck 1967; Epstein 1994; 1999). En cereales como arroz y trigo, el Si favorece la
resistencia del estrés salino disminuyendo la concentracién de sodio (Epstein 1994;
1999). Asimismo contribuye a la resistencia de ataques de hongos, parasitos y
herbivoros en cultivos y gramineas en general (Epstein 1994; 1999; McNaughton et al.
1985); y afecta positivamente al crecimiento y desarrollo de varias especies, como es el
caso de Bromus secalinus y Cucumis sativus (pepino) de acuerdo a Epstein (1994).

Figura 3. Principales morfotipos de silicofitolitos ejemplificados a partir de material obtenido de
sedimentos cuaternarios de la provincia de San Luis (Argentina). Silicificaciones atipicas: A.
Fitolitos poliédricos y en forma de abanico. B. Fitolitos de origen multicelular originados a partir
de tejido de conducciéon y esclerenquimatico. C. Distintos fitolitos pequefos, originados en
células cortas de gramineas. D. Fitolitos globulares lisos y espinosos. E. Distintos fitolitos de
mayor tamafio originados en tejido epidérmico graminoide y de dicotiledéneas, como en tejidos
subepidérmicos para el caso de los cistolitos. Escala grafica en E = 20 uym.
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La incorporacion de Si a la pared celular tiene dos efectos energéticos positivos:
por un lado el rol del Si es analogo al de la lignina, ya que es un componente estructural
compresivo-resistente. El costo energético de incorporar Si es 3.7% del costo de la
lignina. Por otro lado, favorece el habito erecto y la disposicion de las hojas lo que
permite una mayor intercepcion solar y mayor tasa fotosintética. También es importante
en las células de las raices, ya que las ayuda a crecer en un medio donde domina la
fase sélida (Epstein 1994). Mientras que desde un punto de vista ecolégico, tanto por un
aspecto de palatabilidad, como de procesos mecanicos, resultan una de las
adquisiciones —conjuntamente con la de tejidos celuldsicos y lignificados— de los
vegetales en respuesta a los fendmenos coevolutivos de herbivoria (Stebbins 1981;
Stromberg 2004), y a fendmenos de resistencia a enfermedades, toxicidades y ataques
de insectos (Rovner 1988).

Los fitolitos en la naturaleza

Al igual que todos los elementos esenciales tanto el silicio como el calcio, participan de
los ciclos biogeoquimicos mediante los cuales, a partir de procesos bioldgicos,
geoldgicos y quimicos, se transforman en formas disponibles para los organismos (Li et
al. 2006). Si bien, tradicionalmente los estudios referidos a los ciclos biogeoquimicos se
han centrado en el rol de los minerales de origen inorganico, en la ultima década se han
intensificado los trabajos referidos al rol de las biomineralizaciones de origen vegetal en
la biogeoquimica, génesis y evolucién de suelos de ambientes terrestres y acuaticos
(Osterrieth 2006; Borrelli et al. 2009; Borrelli et al. 2010; Osterrieth et al. 2009, 2012,
2014). Asi las plantas, mediante procesos de absorcion radicular activa y/o pasiva,
absorben los elementos de la solucion del suelo, siendo el &cido monosilicico (H4SiOa)
la forma quimica en que incorpora el silicio; mientras que el calcio es absorbido
fundamentalmente como cation (Ca**). En la planta, los elementos son distribuidos via
xilema y precipitan como biomineralizaciones en los distintos 6rganos.

Una vez que la planta muere o se produce la abscisién de un érgano, los tejidos
vegetales pasan a formar parte de los horizontes organicos y minerales donde,
mediante los procesos de degradacién y mineralizacién de la materia organica (etapa
de necrdlisis), las biomineralizaciones, tanto silicofitolitos como calcifitolitos, pasan a
formar parte de los suelos (Osterrieth 2008; Borrelli et al. 2009; Osterrieth et al. 2009;
Borrelli et al. 2010). Los fitolitos pueden depositarse in situ o ser transportados por el
viento y/o agua previo a su depositacion (etapa de bioestratinomia) (Fernandez Honaine
et al. 2009; Osterrieth et al. 2009). En el caso especifico de los calcifitolitos, es
importante tener en cuenta que otra fuente de estas biomineralizaciones la constituyen
ademas de las plantas, las comunidades fungicas que se desarrollan en los horizontes
organicos (Graustein et al. 1977; Osterrieth et al. 2000; Borrelli et al. 2009).

Como parte de su etapa bioestratinémica (modificaciones experimentadas desde
la produccion biogénica hasta su enterramiento) se debe considerar que los calcifitolitos
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se degradan rapidamente dado que son muy susceptibles a la disolucién en pHs
levemente &cidos. Es por ello que raramente son observados en los suelos y/o
sedimentos, y representan una importante fuente de calcio al sistema que queda
disponible en solucién y en equilibrio con el complejo de intercambio (Graustein et al.
1977; Pinilla et al. 1997; Borrelli et al. 2009). Mientras que los silicofitolitos, si bien
permanecen en el registro, las tasas de disolucion son mas rapidas que los minerales y
mineraloides de origen inorganico y, dependiendo de su grado de silicificacién, como del
pH, el contenido de éxidos-hidroxidos de hierro, etc., estas biomineralizaciones pueden
disolverse totalmente, presentarse muy alterados (lo que no permite identificar su
morfologia original), o mantener su forma con distintos grados de alteracion quimica y/o
fisica (Osterrieth et al. 2009; Borrelli et al. 2010).

Continuando con el ciclo tafonémico de los fitolitos (Bowdery 1999; Osterrieth et
al. 2009; Madella y Lancelotti 2012), la etapa fosildiagenética (procesos experimentados
post-enterramiento) dependera de las condiciones del medio, como asi también, de las
posibilidades de conservacion in situ o de redepositacion. Entonces, los silicofitolitos
pueden provenir de organismos actuales, asi como también de entidades tafonémicas
que son (para-) taxondmicamente significativas y determinables. Las entidades
tafonédmicas portan informacién paleobioldgica, y han sido generadas directa o
indirectamente por entidades bioldgicas del pasado, pero no son entidades bioldgicas
s.s., sino que se conforman por los remanentes (ya sean caracteres directos o
indirectos) de la entidad biolégica del pasado que perduraron a los procesos
tafondmicos. En forma complementaria, los estudios de silicofitolitos a partir de
vegetales actuales brindan los conceptos basicos para el conocimiento de la variabilidad
y presencia de los diferentes tipos fitoliticos, lo cual permite valorizar a los mismos como
bioindicadores al momento de estudiar las entidades tafonémicas.

El calcio y silicio disponible en solucién producto de la degradacion de las
biomineralizaciones y de los minerales inorganicos puede: a) ser absorbido nuevamente
por la vegetacion para ser utilizado en distintos procesos celulares o para ser
nuevamente precipitado como biomineralizacion; b) perderse mediante procesos de
lavado superficial, subsuperficial y hacia las aguas subterraneas, y de esta manera
conectarse con los cuerpos y/o cursos de agua; c) formar parte de la neoformacion de
minerales secundarios; y d) participar en la formaciéon de complejos érgano-minerales
estables y en las matrices de los agregados; afectando directamente la estabilidad
estructural y la pedogénesis de los suelos (Osterrieth et al. 2012, 2014).
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3. Metodologias de obtenciéon

Fitolitos en plantas

Para la obtencién de fitolitos a partir de material vegetal se utilizan diferentes
procedimientos dependiendo de cada tipo de fitolito. Para el caso de los calcifitolitos,
luego del lavado y limpieza del material a procesar, se utilizan distintas técnicas para
degradar los tejidos vegetales y poder realizar la observacion de las
biomineralizaciones: perborato de sodio, agua oxigenada y calor (Pinilla et al. 1997);
acido acético glacial (Coil et al. 2003); peroxido de hidrégeno y bicromato de potasio
(Jones 1988); etanol e hidréxido de sodio (Sunell y Healey 1985). Ademas, se utilizan
técnicas histoldgicas con el objetivo de poder realizar la descripcién de las morfologias y
su distribucion tisular en cada uno de los 6rganos; como asi también su cuantificacion.
Para ello es posible realizar cortes transversales y clarificacién de los tejidos vegetales
mediante la técnica de diafanizado de Strittmater (Dizeo de Strittmater 1973) o con
hipoclorito de sodio al 50%. Cualquiera sea el tratamiento utilizado, el material obtenido
se monta en gelatina-glicerina obteniéndose preparaciones semipermanentes para su
posterior observacion al microscopio optico. La extraccion de silicofitolitos a partir de
tejidos vegetales, puede realizarse mediante dos técnicas ampliamente utilizadas: la
digestion quimica y la calcinacion. Desde la década de los '70, estas dos técnicas han
despertado entre los numerosos investigadores estudiosos de fitolitos el debate acerca
de las ventajas y desventajas que tiene cada una de ellas (Jones y Milne 1963; Rovner
1971, 1972; Runge 1998; Parr y Sullivan 2011, entre otros). El procedimiento de la
digestién quimica, consiste en la utilizacién de un agente fuertemente oxidante para
digerir los componentes organicos de una muestra vegetal, dejando libre sélo los
materiales inorganicos, incluyendo los silicofitolitos, presentes en la planta (Pearsall
2000). La calcinacién es la técnica mas tradicional y se basa en la incineracion de los
tejidos vegetales a altas temperaturas en dos etapas: a) 200° C durante 2 horas y b)
800° C durante 2 horas; con una digestion quimica en el medio (acido clorhidrico en
caliente), permitiendo asi reducir los tejidos organicos a cenizas dejando intactos los
fitolitos de silice amorfo y demas materiales inorganicos (De Campos y Labouriau 1969;
Labouriau 1983). Para su observacion al microscopio, el material obtenido puede
montarse en medios temporales como aceite de inmersion, lo que posibilita la
movilizacién del material y la descripcion y cuantificacion de las distintas morfologias
presentes con mayor precision. Mientras que para repositorio, se realiza un duplicado
en un medio permanente, como por ejemplo Balsamo de Canada.

Fitolitos en suelos, paleosuelos y sedimentos
Distintos métodos de extraccion de silicofitolitos han sido propuestos de acuerdo a la
naturaleza de los materiales a estudiar, suelos, paleosuelos, sedimentos, materiales

arqueologicos (Bertoldi de Pomar 1976; Fredlund 1986; Kondo et al. 1987; Piperno
1988; Rovner 1990; Pearsall 2000; Zucol y Osterrieth 2002; Alvarez et al. 2008; Zucol et
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al. 2010 a y b). Las cuales, si bien variando algunas etapas, coinciden en los siguientes
pasos:

Desagregacion de las muestras: Para ello es necesario la eliminacién de cementantes y
revestimientos, como por ejemplo sales solubles, carbonatos, oxidos y oxidroxidos de
hierro y materia organica, mediante la utilizacién de agua destilada, acido clorhidrico y
agua oxigenada, entre otros.

Dispersion de la muestra mediante el uso de hexametafosfato de sodio (calgén) u otro
dispersante: Algunas metodologias sugieren, luego de la dispersion, el fraccionamiento
de acuerdo al tamafio de particulas, ya sea por tamizado (para los tamafos mayores a
53 y/o 62 pm), como por decantacion (en las fracciones menores al mencionado
tamanio).

Separacion densimétrica del material: Los tamafnos de los silicofitolitos se encuentran
principalmente entre los 5 a los 250 ym, es por ello que se utiliza este rango para
realizar la concentracion fitolitica, mediante densimetria. La separacién de las particulas
por su peso especifico se implementa mediante el uso de un liquido pesado en una
solucién cuya densidad es ajustada a 2.345 gr/cm® aproximadamente. Los liquidos
pesados de alta toxicidad y elevado residuo, tales como el bromoformo, han sido
dejados de lado y actualmente se utilizan soluciones acuosas reciclables, tales como la
de politungstato de sodio. Esta separacion, permite obtener las particulas mas livianas
(las cuales flotan en el liquido) entre las cuales se encontrara toda la silice amorfa
(biolitos y vidrio volcanico), mientras que la gran mayoria del material mineral se
depositara y conformara la fraccion pesada que no es estudiada.Con la fraccion liviana
asi obtenida se realizan los preparaciones microscopicas permanentes vy
semipermanentes, utilizando medios de montajes acorde a los indices de refraccion de
los.

Caracteristicas de los fitolitos y su tratamiento
Caracteres morfométricos y tratamiento

Para el tratamiento de los fitolitos deben considerarse los caracteres biogenéticos de los
mismos (sensu Bertoldi de Pomar, 1975), los cuales dependen de las plantas
proveedoras, la concentracién de fitolitos en las plantas y las distintas etapas
fenologicas del vegetal, los tipos de tejidos y células en que se originan, los
mecanismos de depositacion, la composiciéon quimica y las propiedades fisicas de los
fitolitos. Las depositaciones, pueden ser: cristalinas (generalmente de menor tamafio
que el celular) las cuales se dan en los réfides, drusas, elementos prismaticos y arenas
de cristales (en los calcifitolitos), formas basicas que se utilizan para su diferenciacion
conjuntamente con sus dimensiones; y amorfas (que pueden tener menor tamano que
el celular, colmar el espacio de la célula o espacios intercelulares o formar elementos
cuyo origen es multicelular) como se observa en los silicofitolitos, pudiendo entonces
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conservar caracteres anatomicos de acuerdo a su origen, que se utilizan en su
descripcion y/o tratamiento sistematico —anatomical naming-—.

De acuerdo a lo tratado por el Comité Internacional de Taxonomia de Fitolitos
(ICPT, International Committee for Phytolith Taxonomy, Bruselas 2014), existen tres
formas principales de tratamiento de los fitolitos: la anatémica, como fuera mencionado,
la morfolégica en la cual se describen los morfotipos y sus caracteristicas
constitucionales; y una tercera que reune las propuestas clasificatorias y pautas de
tratamiento que consideran a los fitolitos de un modo taxonémico, vale decir, dandole un
caracter de entidad sistematica. En estas ultimas propuestas hay autores que vinculan a
los tipos fitoliticos con las especies vegetales considerandolos parte de ellas, y otros,
que le dan un caracter independiente a los mismos considerandolos parataxa
(propuestas ortotaxonémicas y parataxonémicas respectivamente sensu Zucol et al.
2010c). En la actualidad el ICPT se encuentra trabajando en la tarea de “armonizar” las
diferentes propuestas anatomicas, morfoldgicas y taxondmicas con la finalidad de
establecer una nueva edicién del Cdédigo Internacional de Nomenclatura fitolitica
(ICPNWG 2005).

Desde el punto de vista morfométrico y considerando sus formas y su anatomia,
los fitolitos pueden ser clasificados en irregulares y regulares (Mulholland y Rapp,
1992). Entre los elementos regulares, las formas conicas, prismaticas, cilindricas,
piramidales y esféricas son las mas abundantes; si bien gran parte de los fitolitos
regulares pueden interpretarse como cuerpos prismaticos (paralelepipedos). Las vistas
diferenciales de los fitolitos podrian ser establecidas de acuerdo al patron anatémico de
distribucion del tejido en que se producen, pero no todos los fitolitos hallados en forma
dispersa permiten reconocer su ubicaciéon anatémica de origen. Si bien de contar con
estas pautas topograficas de insercién tisular (Rudall et al. 2014), la mayoria de los
elementos (principalmente los que copian la caja celular donde se originaron) presentan
la posibilidad de establecer su orientacién en el tejido, delimitando ejes y esto brinda
también la posibilidad de establecer e identificar las caras de los cuerpos.

Las caras para los elementos prismaticos, siguiendo los conceptos anatémicos,
son denominadas (Figura 4): periclinales, a las caras dispuestas en forma paralela a la
superficie del o6rgano vegetal y anticlinales a las que se disponen en forma
perpendicular a la superficie del 6érgano en donde se origind, pudiendo ser anticlinales
radiales, si se disponen paralelamente al eje longitudinal del 6rgano o anticlinales
transversales si se disponen en forma perpendicular a este eje. Por otra parte, otros
tipos como los conicos poseen una vista basal y otra lateral, al igual que los piramidales,
los cilindricos una Unica vista lateral y dos vistas de seccion, mientras que los esféricos
poseen una sola vista.
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Figura 4. Caracteres morfométricos de los silicofitolitos. A.a. Representacion esquematica de
depositacion de silice esponjoso formado a partir de la aglomeracion de pequefos cuerpos de
silice. A.b. Representacion de fitolito prismatico de contorno dendriforme (cl), asociado con fitolito
originado en una célula corta (cc) del tipo de los conos truncados, una célula suberosa (cs) y un
elemento escutiforme (es) o gancho. B. Caras y cortes de un fitolito de acuerdo a su ubicacién
en el tejido epidérmico. C. Esquema de las diferentes posibles vistas de un fitolito halteriforme.
D. Partes que componen un fitolito halteriforme. (A y B modificados de Parry y Smithson 1966).

La correcta delimitacién de las distintas vistas y de sus caracteristicas cuali-
cuantitativas, permite una clara diferenciacion taxonémica de los morfotipos y evita el
tratamiento sistematico de los fitolitos como “figuras planas”, que en muchos casos solo
incrementan el natural fendmeno de multiplicidad de los fitolitos, creando morfotipos a
partir de las distintas vistas de un mismo cuerpo. Ya que para el caso de los fitolitos (y
en especial para los silicofitolitos) un mismo tipo morfolégico puede ser hallado en
diferentes ortotaxa, mientras que un mismo ortotaxon puede poseer distintos tipos
morfoldgicos en sus tejidos. Este fendmeno, fue descripto por Rovner (1971) y Rovner y
Russ (1992) y definido en dos conceptos: la multiplicidad (que es consecuencia de la
presencia de diferentes tipos morfolégicos en un mismo ortotaxon) y la redundancia
(que surge de la presencia de similares tipos morfolégicos en diferentes ortotaxa).
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4. Los estudios de fitolitos en América latina

En 1675, Loeuwenhoek, realiza el primer reporte acerca de la presencia de fitolitos de
calcio en plantas (citado en Mulholland y Rapp 1992); mas tarde, Franceschi y Horner
(1980) publican uno de los primeros trabajos en relacion a la formacién y relevancia de
estas biomineralizaciones en plantas. Las cactaceas, ademas de ser nativas del
continente americano, representan una de las familias con mayor produccién de estas
biomineralizaciones del continente (Franceschi y Nakata 2005), por lo que ha sido uno
de los grupos mas estudiados. Los antecedentes en referencia a los calcifitolitos en
Sudamérica son escasos y se encuentran mayoritariamente en el marco de estudios
orientados a las descripciones anatémicas generales, por lo que se restringen a la
descripcion de estos cristales en distintos 6rganos vegetativos y reproductivos de
ciertos taxones vegetales (Keating 2004; Lersten y Horner 2008a, 2008b). En México,
se ha descripto la presencia de elevada densidad de cristales de oxalato de calcio en
tallo y raiz de Geohintonia mexicana, especie endémica del estado de Nuevo Ledn
(Borrelli et al. 2008a). En Argentina, en ambientes lacustres y de marismas
particularmente en la Llanura Pampeana, se han realizado trabajos de la produccion de
cristales de oxalato de calcio en especies arbdreas introducidas como Acacia
melanoxylon y Eucalyptus globulus (Borrelli et al. 2009), y en especies acuaticas como
Alternanthera philoxeroides, Ludwigia peploides, Polygonum hydropiperoides, Rumex
crispus y Typha latifolia (Borrelli et al. 2011; Altamirano et al. 2014), y en diferentes
especies endémicas de la familia Chenopodiaceae (Perez Cuadra y Hermann 2013).
Los registros de estas biomineralizaciones en suelos son muy escasos dada su alta
susceptibilidad a la disolucién; en general, los reportes corresponden a registros
pedoarqueoldgicos (Reinhard y Bryant 1992; Canti 2003). En lo que respecta a la
aplicacion de silicofitolitos como bioindicadores en Sudamérica los primeros registros
fueron descriptos por Ehrenberg (1854), quien los encuentra en muestras coleccionadas
por Charles Darwin. En este trabajo, se analizan sedimentos de Monte Hermoso (Bahia
Blanca), limos asociados a mamiferos fosiles (Bahia Blanca), superficies dentarias de
un Mastodon (Santa Fe) y raices de plantas de Patagonia. Posteriormente, durante
1895-1925 los casos de estudios resultan nulos para Latinoamérica, siendo recién entre
1925 y 1955, que Frenguelli (1925, 1930, 1955) realiza sus contribuciones estudiando
especificamente los fitolitos de limos de la regién pampeana argentina y los compara
con los presentes en la vegetacion herbacea de esta region. Las contribuciones de este
autor inspiraron a muchos investigadores que realizaran estudios de orientacion
ecologica entre los afos 1955-1975, e inclusive a los que realizarian estudios
arqueoldgicos y paleoecoldgicos a partir de 1971 en América Latina.

Directamente influenciada por J. Frenguelli es que Hetty Bertoldi de Pomar entre
los afos 1969 a 1983 (Bertoldi de Pomar 1969a, 1969b, 1970a, 1970b, 1973, 1974,
1983; Bertoldi de Pomar y Tur 1970), realiza sus investigaciones en suelos, depdsitos
fluviales y lagunares de diferentes regiones de Argentina. Mientras que en forma
coetanea en Brasil se inician estudios fitoliticos con hincapié en la vegetaciéon del
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Cerrado, y en particular en las gramineas de esta flora (Labouriau 1983, y referencias
en este). Etapa que se puede observar en distintas regiones del mundo, como el caso
de Australia, Japén, Europa y América del Norte, con el desarrollo de diferentes
aplicaciones de la especialidad que seran desarrolladas en las ultimas décadas. A
continuacién durante las siguientes décadas, estos conocimientos comienzan a ser
aplicados en estudios sedimentarios y limnolégicos, como asi también, en analisis de
especies vegetales de Argentina, Brasil y Venezuela; siendo recién luego de 1990, que
en Latinoamérica se destacan los aportes fitoliticos en estudios paleoecolégicos
(cuenca del rio Amazonas, regién pampeana), fitosocioldgicos (Paramo colombiano,
Tierra del Fuego), limnoldgicos (Panama, Argentina y Uruguay), etnobotanicos (Peru,
Ecuador, Argentina, Uruguay y Colombia) y arqueoldgicos (México, Panama, Ecuador,
Peru, Brasil, Chile, Argentina y Uruguay) entre otros (Zucol et al. 2008 y referencias en
este). Es asi que en Argentina se desarrollaron estudios que abarcan distintos
secuencias pedoestratigraficas terciarias y cuaternarias, depdsitos limnoldgicos vy
suelos, de las regiones patagonica, pampeana, cuyana y del litoral de Argentina.
También se incrementaron los analisis fitoliticos de vegetacion de distinto puntos del
pais, como asi también estudios en dietas y un paulatino incremento de los trabajos
fitoliticos realizados en marcos arqueoldgicos, los cuales en la actualidad resultan los
mas abundantes con resultados que abarcan distintos tiempos y culturas de todo el
pais. Especificamente en relacion a los estudios fitoliticos en ambientes acuaticos
(lagos, lagunas, rios, arroyos, marismas) actuales y pasados, en la region Pampeana se
ha demostrado la importancia y representatividad de los silicofitolitos en suelos de
ambientes acuaticos continentales y de marismas, como asi también su rol en la
biogeoquimica de los mismos. A su vez, se estudio la relacion comunidades vegetales-
suelos-humedales desde el punto de vista del aporte de silicofitolitos y su flujo a las
distintas matrices dentro de los ciclos biogeoquimicos (Osterrieth 1998, 2004, 2006;
Borrelli et al. 2008b, 2010, 2012). Mientras que en la regibn mesopotamica se han
realizado estudios vinculados a ambientes fluviales (Patterer et al. 2013) en los cuales
se ha logrado caracterizar fitoliticamente los distintos ambientes insulares de la region
mas austral del Parana medio (Parque Nacional PreDelta), lo que demuestra que los
analisis fitolitico resultan una herramienta utili para demarcar las diferencias
composicionales de las diferentes unidades e identificar la fisionomia de la vegetacion.

En Brasil, luego de los trabajos que dirigiera Labouriau, es recién para los
noventas que se realizan investigaciones que comienzan como trabajos aislados, pero
gue en los ultimos afos se han consolidado con lineas de estudio que abarcan los
fitolitos de la vegetacion de distintos puntos de este pais, estudios en suelos y depdsitos
recientes, como asi también, de registros arqueoldgicos. La literatura fitolitica de
Colombia indica que los estudios se inician en los noventa con analisis de su presencia
en floras amazédnicas, como asi también en suelos del paramo y cordillera Oriental
Andina, siendo con posterioridad que se comienzan a aplicar estos estudios en entornos
arqueoldgicos. Mientras que en Chile, la aplicacion del estudio de microrestos botanicos
se incrementa en la ultima década, principalmente enfocada a los analisis de entornos
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arqueologicos. En Ecuador, desde 1970, investigadores de la Universidad de Missouri,
realizan estudios arqueoldgicos utilizando a los fitolitos como uno de los elementos para
establecer la evolucién de la agricultura y de las sociedades del Formativo de esta
region; lineas de investigacion que en la actualidad se estan desarrollando en
universidades del pais. Del mismo modo ha ocurrido en Peru, en donde la principal
orientacion de los estudios de fitolitos ha sido su aplicacién a entornos arqueoldgicos
durante las pasadas décadas. Recientemente, este tipo de estudios fitoliticos basados
en analisis floristicos para su posterior aplicacion en estudios arqueolédgicos han sido
efectuados también en la Guayana Francesa. Por ultimo, en Uruguay desde los noventa
se han realizado importantes contribuciones a la especialidad tanto en los estudios
floristicos, limnoldgicos y paleolimnolégicos, como asi también orientados al estudio de
yacimientos arqueolégicos de los humedales de la regién este de la Republica.

5. Perspectivas a futuro

El analisis de la literatura de la especialidad muestra que no solamente se ha
incrementado la masa critica de investigadores, sino que también, este incremento se
refleja en la diversidad de aplicaciones que se estan realizando en la actualidad (Figura
5), si bien podemos concluir que —al igual que a nivel mundial- en América del Sur el
mayor incremento se ha manifestado en los analisis relacionados con materiales
arqueologicos y entornos humanos, como asi también, en la reconstruccion
paleoambiental.

| UTILIDAD DE LOS ESTUDIOS DE SILICOFITOLITOS |

® Para la caracterizacion especifica y funcional de plantas

® Para lareconstruccion Ambiental Paleobotdnica Paleoecologica Paleoambiental,etc

® Para la recontruccion geoarqueoldgica
[pedoarqueoclogica/arqueologica i |
Formacion de sitios arqueologicos ® Conocer modos de vida
Interpretaciones paleoambientales | Alimentacion/dieta/basureros
Manejo de los vegetales-
Agroecosistemas, corrales, etc.

® Para contribuir a la comprension de las relaciones evolucion/ degradacion
de suelos actuales y pasados

@ Contribuyen al Ciclo biogeoquimico del silicio
Conformacion de matrices y relacion con estabilidad de
agregados o peds del suelo

® Transferencia a aguas subsuperficiales, subterrdneas, cuerpos
de agua continentales, mares, biota.

® Para contribuir a la comprension de los procesos tafonémicos de
secuencias pedosedimentarias naturales y antropicas

Figura 5. Tabla-esquema de utilidad y usos de fitolitos (modificado de Coe et al. 2014).
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