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A partir de I'élaboration d'une collection comparative de pollen et de spores modernes obtenue
par échantillonnage de matériel frais provenant de diverses localités de la Sierra et le Littoral
équatoriens, le développement et I'application de démarches d'analyses physico-chimiques, le
registre détaillé de chaque spécimen et la systématisation de l'information obtenue, I'on cherche
a contribuer a la recherche menée sur les sites archéologiques par le biais de la connaissances
des espéces qui les peuplaient et de leur évolution dans le temps.

Introduccién

La palinologia es una disciplina de la Botanica dedicada al estudio de los granos de polen
(producidos por las angiospermas y gimnospermas) y esporas (producidas por pteridofitos,
briofitos, algas y hongos)'.

Los campos de aplicacion de la Palinologia son cada vez mas amplios: la aeropalinologia que
estudia el contenido esporopolinico del aire y sus efectos sobre la salud humana; la
melitopalinologia, especializada en los pdlenes contenidos en las mieles; paleopalinologia,
encargada del estudio de polen fésil. También es de gran ayuda para otras ciencias como la
medicina, botanica, arqueologia, geologia, criminologia, agricultura, geografia, etc.2.

La reconstruccion de la vegetacion y el clima, a partir del estudio de polen fésil, son los
objetivos mas conocidos de la palinologia; se prefieren como lugares de muestreo los
sedimentos que estan permanentemente anegados (pantanos, fondo de los lagos, piso de los
océanos), ya que la falta de oxigeno inhibe la descomposicién biolégica de los granos de polen.

La informacion obtenida a partir del andlisis de polen fésil permite acercarse al entendimiento
de las relaciones existentes entre seres humanos y su ambiente, fundamentalmente desde dos
perspectivas:

1. Los recursos que el medio proporcionaba al ser humano para la satisfaccién de
necesidades en la sobrevivencia y el desarrollo de su cultura: Informacién relacionada con
materiales y técnicas para la construccion, elaboracion de instrumentos, armas, herramientas,
uso de materiales combustibles, alimentos, medicinas, etc.;y

2. El impacto que tuvieron las actividades humanas en el contexto natural al ir modificando
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un paisaje cultural por aspectos como: uso del suelo para agricultura, edificaciones, caminos,
técnicas agricolas empleadas, entre otras.

El Polen y las Esporas

El polen es un grano producido por las plantas terrestres que se encuentra en los sacos
polinicos de las anteras de las flores y contiene las células masculinas que daran origen a una
nueva plantas.

{rokbox title=|Grano de polen :: Nototriche
hartwegii|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista_2_8.jpg{/rokbox}

La espora es el corpusculo reproductor de las plantas como los helechos, algas, musgos y
hongos, este organismo es capaz de dar nacimiento a una nueva planta®.

{rokbox title=|Espora :: Cyathea
caracasanal}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista_2_9.jpg{/rokbox}

Estructura del grano de polen

Un grano de polen esta constituido por tres capas concéntricas: célula viva, intina y exina. La
célula viva contiene al nacleo y los gametos masculinos, es la parte que germina, al efectuar la
fertilizacion de la parte femenina de la flor. La intina tiene espesor regularmente homogéneo,
estd compuesta por celulosa y otros elementos incluyendo proteinas®. La exina es la capa
externa, es mas gruesa, esta compuesta principalmente por esporopolenina, una de las
sustancias organicas naturales mas resistente dentro del reino vegetal ya que soporta la accion
de los &cidos y las bases concentradas, asi como el calentamiento hasta los 300 grados
centigrados, solo degradable por ciertos oxidantes muy fuertes y por microorganismos

6

. La esporopolenina se forma por polimerizacion oxidativa de carotenos y esteres de carotenos

en proporciones variables y se conserva muy bien en fésiles
7
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La exina muestra un mayor grado de diferenciacion estructural en las Angiospermas, se
pueden distinguir 2 partes: la endexina, es la capa interna, homogénea, y la ectexina es la capa
externa, es la porcién esculturada, consta de bastones o baculas que pueden unirse entre si
por los extremos formando el tectum?®.

{rokbox title=|Estructura del grano de
polen|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista_2_10.jpg{/rokbox}

La ectexina es facilmente estudiada al microscopio, por observacion de la superficie y
enfocando los componentes internos presentan caracteristicas usadas para distinguir el polen
de los diferentes tipos de taxones.

En la exina hay aperturas a través de las cuales germina el tubo polinico, las aperturas
generalmente se dividen en dos tipos: poros y colpos. La localizacién de los poros en el grano
de polen y el nUmero de aperturas presentes son usualmente caracteristicos del tipo de polen.
El nimero de aperturas varia desde ninguno hasta cuarenta y es un buen caracter taxonémico,
asi muchos granos de polen de dicotileddneas tienen tres aperturas equidistantes; muchas
monocotiledéneas, incluidas las hierbas, se caracterizan por la presencia de una sola apertura
en la parte distal del eje polar®.

Ademas de las caracteristicas de la exina y la forma de los granos de polen, el tamario puede
ser usualmente un criterio para diferenciar el polen, ya que varia considerablemente entre uno
y otro taxén. Los granos de polen que han sido observados varian dentro de un rango de
tamafo que va desde los cinco hasta los doscientos micrones™.

Analisis de Polen

El polen y las esporas liberados por las plantas y mezcladas en la atmosfera caen sobre la
superficie de la tierra y el agua, es la llamada “lluvia de polen”, que es una representacién de la
vegetacion que lo produce, la secuencia de sedimentos formados a lo largo del tiempo son un
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registro de la vegetacién pasada y un referente para determinar el impacto que las actividades
del hombre tuvieron sobre el ambiente’. La extraccién, el conteo y la determinacién de los

pblenes y las esporas restituyen fielmente la imagen de la “lluvia polinica”
12

El principio del analisis polinico se basa en la gran resistencia que presenta la exina del grano
a destruirse bajo condiciones de baja actividad microbiana, sitios encharcados, bajo pH, alta
aridez, altos niveles de sal o presencia de iones metalicos como por ejemplo cobre 3.

A la hora de interpretar los datos hay que tener en cuenta la destruccién parcial de los pélenes
en los yacimientos que puede darse por: degradacion mecanica producida por el roce con otras
particulas; destruccion quimica por el pH de los sedimentos y por la composicion de sus
exinas; y por accion de los agentes bioldgicos, hongos y bacterias principalmente. Otros
factores a tener en cuenta son las mezclas producidas por animales (roedores, lombrices,
hormigas), las raices, o los movimientos del agua y del viento'4.

Microfotografias de granos de polen:

{rokbox title=|a.- Chuquiraga jussieu (tricolporado,
foveolado)|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista 2 11.jpg{/rokbox} {rokbox title=|b.-
Agave americana (esferoidal,

reticulado)|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista_2 12.jpg{/rokbox} {rokbox title=|c.-
Onoseris hyssopifolia (prolato,

diporado)|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista 2 13.jpg{/rokbox} {rokbox title=|d.-
Pelargonium peltatum (triporado,

reticulado)|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista_2_ 14.jpg{/rokbox} {rokbox title=|e.-
Croton elegans (esferoidal,

gemado)|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista 2 15.jpg{/rokbox} {rokbox title=|f.- detalle
de la ornamentacion reticulado.|}/images/stories/revista_inpc/INPC_Revista_2_16.jpg{/rokbox}

Por ultimo, los granos de polen y esporas presentan una estructura y ornamentacion tipicas
que los hace féciles de reconocer e identificar, aunque muchas veces no sea posible llegar a
determinar a nivel de especie, alcanzandose solo el de género o incluso de familia®.
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Para elegir los sitios de muestreo, hay algunas consideraciones para evaluar el potencial de
conservacioén del polen de un suelo antes del andlisis. Bryant (1978)'¢, ha sugerido como regla
gue en suelos con menos del 1% de materia organica no es probable que contengan polen.
Pearseall (2000) a partir de sus trabajos en Centro y Sur América, afirma que los peores
ambientes para la preservacién del polen son: ambientes con alcalinidad elevada, suelos o
sedimentos con depdsitos de agua, suelos con alto porcentaje de hojas enmohecidas y suelos
arcillosos de los rios y en cambio que, los suelos acidos, los depdsitos de sedimentos acidos,
la presencia de sales metalicas (ejemplo sales cupricas), y el alto contenido de aridos (areas
desérticas, cuevas secas) tienen mayor probabilidad de preservacién del polen, ya que éstos
factores inhiben el crecimiento microbioldgico, el cual es crucial para la preservacion del polen.

Materiales y Métodos

Lugares de muestreo

El muestreo del material fresco se lo realizé en campo en las provincias de: Pichincha en las
localidades de Guayllabamba, Parque Metropolitano, Calderén, Mindo y la reserva Pahuma
(Nanegalito); en la provincia de Esmeraldas, en la reserva Mache- Childul; en la provincia de
Chimborazo; y en la provincia del Carchi. Durante el 2010 se prevé continuar con la recoleccién
del material fresco en otras localidades de las provincia de Pichincha, Loja y en la Amazonia.

Protocolo de muestreo

La recoleccidn del polen debe seguir los pasos descritos a continuacion:

1. Escoger las flores que apenas se hayan abierto, ya que asi se garantiza que las anteras
tengan suficiente cantidad de polen.

2. Realizar el registro fotografico de la planta completa y la flor.

3. Cortar las anteras con una pinza e introducirlas en tubos de ensayo debidamente
codificados.

4. Utilizar materiales limpios y recipientes estériles para cada muestra.

5. Recolectar las muestras botanicas de la planta por triplicado, para ser prensadas y
montadas.

6. Anotar todas las observaciones relativas a la planta en el cuaderno de campo.
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Aunque en este proyecto no se realiz6 muestreo de suelos para el analisis de polen fosil, sin
embargo se describe a continuacion el protocolo para la extraccion de muestras sugerido por el
Laboratorio de Quimica del INPC:

1. Limpiar la zona elegida inmediatamente antes del muestreo, eliminando la vegetacion y
humedeciendo un poco la tierra pulverizando agua.

2. Usar herramientas limpias para la toma de cada muestra.

3. Colectar entre 2y 1 kilo de material, para garantizar suficiente muestra en caso de ser
necesaria la repeticién del analisis 17,

4. Emplear contenedores estériles para cada muestra. Si la muestra esta humeda adicionar
unas gotas de etanol para prevenir el crecimiento de microorganismos que destruyan el polen.

5. Codificar las muestras con marcador permanente con informacion del lugar de
extraccion, profundidad, fecha, recolector y cualquier tipo de observaciones adicionales y si es
posible hacer un registro fotografico del lugar de muestreo.

6. Cuando se colecte muestras de perfiles, tomar la muestra de cada estrato por separado,
iniciando por la parte inferior hasta la superior, asi se asegura que el material de los estratos
superiores no caiga y contamine las muestras de los estratos inferiores. El movimiento de la
espatula debe ser lateral siguiendo el plano del estrato, esto previene que se contaminen los
estratos 18,

Técnica de anélisis

Son varios los métodos que se pueden aplicar para observar los granos de polen; lo que se
pretende es eliminar la mayor cantidad de residuos vegetales y materias organicas no
esporopolinicas, concentrar los granos de polen y esporas y evitar que se dafen. Para lograr
este objetivo lo que se hizo es separar el polen y las esporas de otros residuos vegetales
(tratamiento fisico), procesarlo quimicamente para observar con claridad la ornamentacién
(proceso quimico) y conservar el residuo final (montaje).

El procedimiento empleado en este proyecto se basa en el método de acetolisis de Erdtman®
al cual se le hizo algunas modificaciones:

1. Introducir el material vegetal recolectado en una solucion de agua destilada, y romper a
continuacion las anteras para liberar el polen, con la ayuda de una pinza.
2. Filtrar con una malla metélica de 100 6 200 um, segun el tamaro de los pdlenes, para
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dejar los granos limpios de residuos de la corola, céliz, entre otros.

3. Adicionar la mezcla acetolitica, calentar en bafo maria, centrifugar y lavar con agua
destilada.

4. Lavar con acido acético glacial y concentrar.

5. Poner una microgota del preparado en un portaobjetos y fijar en glicerogelatina.

6. Hacer el registro micro-fotografico y describir.

Cada registro de especie esta respaldado con una muestra de Herbario identificado, en la
mayoria, a nivel de especie, que se encuentra depositado en el Laboratorio de Quimica; a
futuro se prevé proporcionar duplicados de las muestras a los herbarios de la ciudad de Quito.

El procedimiento empleado en el Laboratorio de Quimica del INPC para la extraccion de polen
fosil se basa en el método de Pearsell?® al que se le hicieron varias modificaciones. Al igual
qgue en el procedimiento para la extraccion de polen fresco, éste consiste en la aplicacién de
procesos fisicos y quimicos para al final hacer el montaje.

Tratamientos Fisicos: Con el fin de disminuir el tamaro de los agregados para facilitar el
ataque acido posterior.

1. Disgregar la muestra y tamizar para eliminar elementos extrafios como raices, piedras,
fragmentos ceramicos, entre otros.

Tratamientos Quimicos: Para eliminar los compuestos organicos e inorganicos que tiene el
suelo, mediante diferentes reacciones quimicas, dejando el polen intacto y concentrado al
maximo.

1. Eliminar los carbonatos, arcillas y materia organica, con la utilizaciéon de reactivos
quimicos especificos.
2. Hacer la flotacién, en el que se utiliza un liquido denso.

Montaje: una vez extraido el polen del suelo, se requiere hacer el montaje en preparaciones
microscoépicas.
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1. Tomar una micro gota de la solucién concentrada y poner en una placa con silicona
como medio de montaje.

2. Sellar la muestra con la utilizacién de parafina o cualquier pegamento histolégico.

3. Lectura de las preparaciones, para lo cual se a han hecho cuatro barridos completos .Se
utilizé un microscopio Axio Scope A1 de Karl Zeiss.

4. La identificacion del polen fésil se realiza, a través de la comparacion de caracteristicas
morfolégicas entre un espécimen de una planta conocida (polen fresco) y el material
arqueoldgico desconocido.

Primeros Resultados

El tratamiento del material vegetal recolectado ha concluido; el registro, descripcion y
sistematizacion del polen y esporas obtenido esta en proceso, teniendo hasta la fecha una
coleccidon con 147 especies registradas, de las cuales el 72% son de la provincia de Pichincha,
el 14% de la provincia de Carchi, el 10% de la provincia de Esmeraldas, el 3% de la provincia
de Chimborazo y el 3% de la provincia de Manabi.

Las 147 especies registradas han originado 447 imagenes, cada registro de la especie
contiene: la imagen de la planta, las imagenes del polen hidratado, deshidratado y de la
ornamentacion, el tamafo, descripcion técnica del polen, la taxonomia, distribucion y un
minimo de informacion etnobotanica. En un futuro se espera contar con una coleccion
representativa de plantas endémicas y nativas del Ecuador?’.

La Coleccién de Polen y Esporas se encuentra a disposicion de arquedlogos, bidlogos,
agrénomos, quimicos, investigadores y publico en general en el Laboratorio de Quimica del
Instituto Nacional de Patrimonio Cultural o en la pagina web de la instituciéon como Base de
datos de Polen y Esporas ( www.inpc.gov.ec ).

Notas:

* Agradecemos las observaciones realizadas a este articulo por el doctor Carlos Cerdn, del
Herbario Carlos Paredes, Universidad Central del Ecuador.
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