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Summary: Methodological contributions for the analysis of bryophyte macroremains in peatlands.
This contribution describes in detail the methods used in the processing of samples collected in
peats for paleobryofloristic studies based on Quaternary plant macrorests. The sample processing
methods proposed here ensure that preserved plant remains are recovered with minimal damage,
making possible quantitative assessment of different types of remains of each taxon/morphotype for
comparative studies of taphonomy and for paleoecological interpretations. Digitalization of sample
images is proposed to allow for easy comparisons of macrorests between aliquots, sample sections
and peat samples from different regions, and for taxonomic identifications of some of the material.
These methods provide for repeatability, which is necessary for comparisons between analyses of
different investigators.

Key words: Bryophytes, method, plant macroremains, Quaternary.

Resumen: En esta contribucion se dan a conocer las técnicas empleadas para el procesamiento de
testigos provenientes de turberas, con el fin de abordar estudios paleobriofloristicos sobre la base de
macrorrestos del Cuaternario. El procesamiento propuesto procura que los restos preservados sean
dafiados en la menor medida posible y realizar un conteo de los diferentes tipos de fragmentos de cada
uno de los taxones/morfotipos con el objetivo de realizar estudios comparativos de la tafonomia y con
ello enriquecer las interpretaciones paleoecolégicas y la comprensién del desarrollo de la turbera. Se
propone adoptar la digitalizacion de imagenes de las muestras, permitiendo comparar de forma simple
los macrorrestos entre las alicuotas, entre las secciones del testigo y entre testigos de turberas de
cualquier region, e incluso poder realizar determinaciones y cuantificaciones de parte de su material.
Esta metodologia ofrece una repetitividad necesaria para la comparacién entre analisis de diferentes
investigadores.
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INTRODUCCION

Se consideran macrorrestos vegetales a aquellos
restos que aunque pequefios, son visibles a simple
vista y poseen un tamafio medio de 0.5 a 2
milimetros (Dickson, 1986; Birks, 2007; Mauquoy
et al., 2010). El uso de macrorrestos vegetales en
investigaciones paleoecoldgicas comenzd en el
siglo XIX en Europa, con anterioridad al desarrollo
de los analisis polinicos (Birks, 2001). A partir de
la década de 1920, al expandirse las metodologias
polinicas, el uso de macrorrestos vegetales declino.
Cuatro décadas mas tarde, al revelarse ciertas
limitaciones de los analisis de palinomorfos, estas
dos técnicas se establecieron como complementarias
(Dickson, 1986; Janssens, 1990; Birks, 2001; Jakab
et al.,2004).

Numerosos estudios de macrorrestos de briofitas
se han llevado a cabo en depdsitos de turberas
de Europa y Norte América (e.g. Miller, 1980;
Janssens, 1983; Barber, 1993). En el Hemisferio
Sur, son menos los trabajos utilizando macrorrestos
de briofitas en turberas, pero algunos han presentado
excelente estado de preservacion tanto en areas
continentales (Mauquoy et al., 2004; Markgraf
& Huber, 2010; Chambers et al., 2014) como en
islas circum-antarticas (Van der Putten et al., 2004,
2008, 2009).

Las turberas son los unicos ecosistemas cuyas
comunidades vegetales dejan in situ un registro
detallado de su propia historia (Barber, 1993).
La acumulacién de macrofosiles ocurre a medida
que los restos vegetales van quedando sepultados
desde la porcion superior, aerdbica de la turbera
(acrotelm), a la porcion inferior anaerdbica
(catatelm) (Ingram, 1978; Vitt & Wieder, 2009;
Iturraspe, 2010). En general, se asocia al género
Sphagnum como la tUnica briofita formadora de
turberas, sin embargo la flora briofitica de éstas
puede ser muy diversa (Janssens, 1983, 1987;
Dickson, 1986; Larrain, 2015) e incluso son varios
los géneros que pueden jugar un rol muy importante
en la composicion de las turberas (Dickson, 1986;
Vitt & Luth, 2017).

A pesar de los cambios tafonomicos que los
restos vegetales sufren durante el proceso de
fosilizacion en las turberas (Clymo & Hayward,
1982), las briofitas (especialmente los musgos) son
los macrofésiles mas comunes en los depdsitos
del Periodo Cuaternario (Miller, 1983; Janssens,
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1990). Asimismo, dependiendo de su preservacion,
los macrorrestos pueden ser asignados a géneros
o especies actuales, lo que hace a las briofitas
excelentes indicadores paleoecoldgicos (Janssens,
1990; Barber, 1993).

A diferencia del procesamiento estandarizado
para el analisis palinologico de sedimentos, la
metodologia para el estudio de macrorrestos es mas
heterogénea (De Vleeschouwer et al., 2010). Esto
puede generar dificultades y dudas en la toma de
decisiones por parte del investigador que se enfrenta
con la metodologia a aplicar. Por otra parte, los
estudios de analisis de macrorrestos generalmente
no presentan imagenes que ilustren la identificacion
de los taxones, lo cual es de gran importancia para
posibilitar las comparaciones entre los hallazgos,
asi como posibilitar una primera identificacion de
los macrorrestos previo a la consulta del material de
referencia, como propone Birks (2017), para el caso
de las semillas.

El objetivo principal del presente trabajo es
brindar, en forma detallada, una nueva propuesta
metodolégica con los diferentes pasos a seguir
en el laboratorio para el procesamiento y estudio
de muestras de testigos de turberas en base a
macrorrestos del Cuaternario. La propuesta tiene
el fin de unificar criterios de trabajos previos, para
que al ser aplicadas puedan obtenerse resultados de
macrorrestos vegetales comparables y replicables.
Las técnicas presentadas han sido aplicadas con
¢éxito en una turbera de Sphagnum localizada en
la costa norte de Canal Beagle, Tierra del Fuego
(Savoretti et al., 2016). Sobre la base de este
analisis se ha desarrollado la metodologia aqui
propuesta.

Este aporte incorpora: (1) un modo de
cuantificacion de macrofosiles de briofitas que
combina diferentes aspectos de propuestas previas,
(2) la creacion de un registro de los diferentes
taxones de briofitas con énfasis en la disminucion
de la fragmentacion (multiplicacion) de los
macrorrestos durante el proceso y (3) manteniendo
un registro (backup) del material analizado.

MATERIALES Y METODOS

La metodologia aqui propuesta ha sido empleada
para el estudio de la evolucion de la vegetacion
briologica de la turbera Harberton I (Heusser,
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1990), ubicada en la provincia de Tierra del Fuego,
Argentina. Esta turbera se localiza 700 m al norte
de la costa norte del Canal Beagle, en el interior de
un campo de geoformas subglaciales denominadas
drumlins. Este conjunto de geoformas se habria
originado por accion del Paleoglaciar Beagle
durante el Ultimo Méximo Glacial, 24.000 anos AP
(Rabassa, 2008).

La seccion fosil estudiada (Savoretti et al,
2016) se extrajo con una sonda tipo rusa, con
sacatestigo de 50 cm de longitud. Dicha seccion
presenta 10,5 m de longitud y corresponde a la
maxima profundidad alcanzada. De este testigo
se han analizado los restos vegetales de 50
submuestras. Dichas submuestras corresponden
tanto a la porcion basal (minerotrofica) como a
la superior (ombrotrofica) de la turbera (Heusser,
1990). Siendo el objetivo del presente trabajo
exponer la metodologia aplicada para tal fin,
solo se desarrollan ejemplos ilustrativos para la
compresion del método propuesto.

RESULTADOS

Los pasos para llevar a cabo un estudio
paleofloristico del Cuaternario sobre la base
de macrorrestos de briofitas son: (I) obtencion
del testigo, (II) submuestreo del testigo, (III)
procesamiento fisico de las submuestras, (IV)
digitalizacion del registro de macrorrestos (V)
cuantificacion de macrorrestos, (VI) determinacion
de macrorrestos (VII) analisis de datos y
representacion de resultados. En forma paralela a
los pasos mencionados, se elaboran colecciones de
referencia, tanto del material actual (de superficie)
como del fosil.

Para los pasos de obtenciéon y submuestreo
del testigo (pasos I y II) se ha seguido las
recomendaciones de trabajos previos que han sido
tratados detalladamente en De Vleeschouwer et
al. (2010). En dicho trabajo se propone que el
sitio ideal para extraer un testigo de una turbera
ombrotrofica es en la interfase monticulo-depresion,
ya que de alli se obtiene el registro estratigrafico
mas sensible a los cambios del contenido hidrico
y por lo tanto de la vegetacion; se sugieren
diferentes herramientas para la obtencion del
testigo, se recomienda emplear la técnica de dos
pozos paralelos para disminuir la contaminacién

de la turba extraida; se mencionan, ademas, todas
las precauciones de limpieza que deben tenerse
en el proceso de obtencion de las submuestras. Se
recomienda la consulta del protocolo propuesto
por De Vleeschouwer ef al. (2010), previamente a
comenzar un estudio paleoambiental en turberas.

En cuanto a la determinacion de macrorrestos,
analisis y representacion de datos (pasos VI y
VII) han sido abordados en detalle por Dickson
(1986), Janssens (1987), Birks (2001, 2017). La
representacion de los resultados puede hacerse de
diversas maneras, como ser en forma de listas de
presencia/ausencia de los diferentes taxa, o con
nimeros de abundancia para cada uno de éstos.
Otro modo propuesto se basa en los diagramas de
concentracion: numero de restos en un volumen
constante de sedimento calculado a partir de los
conteos en volimenes de sedimento conocidos
(Birks, 2017). La herramienta informatica mas
frecuentemente utilizada para graficar diagramas de
macrorrestos es TILIA.GRAPH.

En el presente trabajo, se tratan en forma mas
detallada los pasos del procesamiento de las
submuestras (paso III), digitalizacion del registro
de macrorrestos (paso 1V) y cuantificacion de
macrorrestos (paso V); asi como se comentan
detalles menores para la determinacion de los
macrorrestos de briofitas (paso VI).

Procesamiento de las submuestras

Una vez realizada la obtencion del testigo (paso
I) y seleccionados los niveles a analizar, se realiza
el procesamiento de las submuestras de la siguiente
manera:

Obtencion del material a procesar. Se
divide completamente el testigo en submuestras
representativas de cada nivel (para el caso
aqui presentado, cada 2,5 cm) y se colocan las
submuestras en bolsas herméticas con los rotulos
correspondientes; se almacenan en frio hasta
volver a utilizarse. Posteriormente se obtiene,
de cada submuestra a estudiar, una porcion de la
misma equivalente a un volumen de 5 cm?® (Van der
Putten et al., 2009; De Vleeschouwer et al., 2010;
Mauquoy et al., 2010), extrayéndose con pinzas
o cuchillo, y se coloca en un recipiente gradado
plastico de 5 cm® (Fig. 1, C).

Lavado. Para el lavado de las submuestras se
utiliza una cubeta plastica con agua cubriendo
la mitad de su volumen. En ésta se coloca un

373



Bol. Soc. Argent. Bot. 52 (2) 2017

tamiz, malla de 250 pm (Mauquoy et al., 2010),
y sobre éste se vierten los 5 cm® de la submuestra.
Manteniendo el tamiz en el agua, se lo agita
suavemente. Para facilitar la disgregacion del
material se recomienda la utilizacién de pinzas y
realizar el trabajo bajo lupa (aumento de 5x), con
el fin de observar si el material se dafia durante este
proceso (Fig. 1, A). Se cambia el agua de la cubeta
cuantas veces sea necesario para que la mayor parte
del sedimento fino sea eliminado (generalmente de
una a tres veces).

Separacion del material a analizar. Se recupera
el material del tamiz y se lo coloca en un frasco

graduado, de 100 cm®. Es aconsejable, utilizar una
pizeta, y hacer correr el agua por el tamiz en su cara
inferior, de modo que los macrorrestos se deslicen
hacia el recipiente sin romperse. Asi, se tienen
los 5 cm® de material en 75 cm® de agua destilada
(aproximadamente, segun la composicion de cada
submuestra).

Conservacion y almacenamiento. Se agregan
2-3 gotas de HCl al 10 % (Janssens, 1990; Barber,
1993) y se guarda en el refrigerador o camara
fria a 4°C. De esta manera se intenta evitar la
proliferacion de descomponedores que puedan
afectar el material.

Fig. 1. Herramientas de laboratorio utilizadas en el procesamiento y en la obtencion de imagenes digitales.
(A). Tamiz, batea y lupa empleados para lavar y disgregar el material a analizar. (B). Recipiente plano de
vidrio de 16 x 16 cm internos, utilizado para el escaneo de la submuestra. (C) Recipiente de 5 cm? utilizado

para submuestrear el testigo.
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Digitalizacion de la muestra

Este paso tiene como objetivo la obtencion de
imagenes digitales generales de cada submuestra a
analizar y de las cinco alicuotas seleccionadas para
contar (ver mas adelante).

Obtencion de imagenes

Imagen general de cada muestra. Se utiliza
un recipiente de vidrio de 16 x 16 cm internos
y 3 mm de profundidad (Fig. 1, B), ya que en
éste area los 80 cm® de submuestra quedan

homogéneamente esparcidos en una monocapa de
material vegetal. Se ubica el recipiente, junto con
una escala y rétulo, en un escaner plano, y se vierte
el contenido del frasco. Se esparce y se escanean
con una resolucion minima de 800 ppp (pixeles
por pulgada) (Fig. 2, Ay C). Con dicha resolucion
es posible la identificacion de fragmentos de porte
muy pequeilo, como se ejemplifica en la Figura
2 con fragmentos de Sphagnum magellanicum,
dominante en turberas ombrotroficas y con
fragmentos de Amblystegiaceae, importante

Fig. 2. Ejemplo de digitalizacién de submuestras (repositorio digital) provenientes de la turbera Haberton |
(HBI), de diferente composicion briofitica. (A) Escaneo de submuestra de 5 cm?® en 75 cm?® de agua, briofita
(Amblystegiaceae) dominante en primeros estadios de la turbera. (B). Escaneo de una alicuota de la
submuestra mostrada en (A). (C) Escaneo de submuestra de 5 cm?® en 75 cm?® de agua, briofita dominante
Sphagnum magellanicum. (D) Detalle de la imagen 2(C), en donde se muestra la definicién del escaneo,
que posibilita una observacion detallada de los macrorrestos.
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componente en ambientes minerotréficos (Ochyra
& Matteri, 2001).

Imdgenes de alicuotas seleccionadas. Con una
pipeta Pasteur de 3 ml se toman cinco submuestras
de cinco puntos diferentes del recipiente, los cuales
representen los materiales de los cuatro vértices y
el centro del mismo. Cada pipeteo se coloca en una
capsula de Petri (5 cm de diametro), disponiéndose
el material en una monocapa. Cada una de las cinco
capsulas con material se escanea (Fig. 2B), junto
a escala y respectiva referencia. Es importante
que los restos no estén suspendidos en el agua al
momento de ser escaneados, ya que de lo contrario
las imagenes que se obtienen no son claras y deben
descartarse. Se recomienda guardar nuevamente la
submuestra, llevando el material a un frasco desde
el recipiente plano de vidrio, utilizando un embudo
o bandeja.

Cuantificacion de los macrorrestos

El material de las cinco alicuotas, dispuestas en
las capsulas de Petri (descripto en el paso previo),
representa el total a analizar por muestra original.
Este volumen, se considera representativo del
contenido de macrorrestos de la submuestra total (5
cm? iniciales), en base a esfuerzo de muestreo. Cada
capsula con material se observa con microscopio
estereoscopico, con un aumento de 20x. Se
consideran para el conteo todos los fragmentos
potencialmente determinables, ya sean hojas enteras
o fragmentos de estas, tallos con y sin hojas en
conexion y esporofitos. En el caso de macrorrestos
de Sphagnum, se discrimina entre hojas sueltas de
ramas y hojas sueltas del tallo, ya que estas tltimas
son de relevancia taxonomica (Anderson et al.,
2009). A medida que se realiza el conteo, se separan
los macrorrestos en frascos independientes (de 10
cm®) con agua destilada y 2-3 gotas de HCI 10%,
rotulados segun su determinacion.

Al terminar el conteo, se observa la imagen
digital general en busqueda de morfotipos poco
frecuentes, que no hayan sido observados en
las alicuotas inspeccionadas. De encontrarse, se
incluyen en el conteo con baja frecuencia.

Durante el procesamiento se anota en una
planilla la presencia y cantidades (frecuencias)
de cada taxén/morfotipo de macrorresto por cada
capsula de Petri por separado. Al finalizar se
realiza una suma acumulativa para la muestra total
(Tabla 1).
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En el caso que una submuestra este representada
en su mayoria por un unico taxén, y que los
fragmentos de este sean muy abundantes (cientos
por alicuota) puede considerarse la alternativa de
realizar el conteo de una sola alicuota, en términos
de disminuir significativamente el esfuerzo de
trabajo.

Determinacion de los macrorrestos

De todos los macrorrestos separados por nivel
analizado y por taxon/morfotipo designado en
una primera inspeccion, se seleccionan aquellos
que presentan mejor estado de conservacion y se
procede a realizar preparados para ser analizados
bajo el microscopio Optico, para corroborar su
asignacion taxondmica. Para esto los macrorrestos
pueden tratarse al igual que a las briofitas actuales
(Schofield, 1985). Es importante evitar que el
material se deshidrate, porque de este modo se
vuelve fragil y tiende a desintegrarse (Janssens,
1988), particularmente los fragmentos muy labiles
como los del género Sphagnum.

Es necesario trabajar con bibliografia de floras
actuales e imprescindible consultar colecciones de
referencia para lograr asignaciones taxonomicas
confiables, tanto de macrorrestos como de material
actual del area de estudio; asi como, consultar
material de herbario (Birks, 2017).

DiscusioN

En la Tabla 2 se ha comparado la metodologia
planteada con propuestas anteriores. Dichos trabajos
fueron elegidos por desarrollar metodologias
innovadoras al momento de darse a conocer, y
por haber sido posteriormente adoptadas por otros
investigadores. Diferentes aspectos metodologicos
han sido comparados.

En cuanto al volumen de la submuestra a analizar,
se encuentra relativamente estandarizado en torno a
los 5 cm®. Siendo una excepcion el mayor volumen
(50-200 ml) propuesto por Janssens (1983), pionero
en el desarrollo cuantitativo de briofitas. En dicha
propuesta el tiempo requerido para el analisis de tal
volumen hace al método poco eficiente.

La obtencion de la submuestra calculando su
volumen por desplazamiento de agua es mas laboriosa
que la utilizacion de un recipiente plastico de volumen
conocido y particularmente de 5cm?®, como se propone
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Tabla 2: Comparacion de metodologias de procesamiento de macrorrestos vegetales. NE=No

especificado; *no recomendado por ser destructivo (Janssens, 1990).

_ Janssens’ e

Volumen de Lamina de 1
submuestra 50 a 200 ml
. cm ancho
a analizar
Obtencion de la Desplazamiento
NE
submuestra de agua
Tl:iar:]a:cm(;enat:)a Maceracion 72 horas en
q disare par con soda agua con KOH o
greg caustica al 2%  en HCI diluido*
submuestra
Tamano de malla 100 pm 420 pym
Modo de tamizado NE NE
Conteo e
. identificacion
Abundacia
P . de todos los
Método de conteo asignada
o fragmentos
subjetivamente
de cada
submuestra
En glicerina.
Sphagnum,
- en agua.
Repositorio NE Preparados para
MO, en solucion
de Hoyer

Mauquoy et .
Barber, 1993 al,, 2010 Este trabajo
Lamina de 1 3 3
om (4 cm?d) 5cm 5cm
Utilizando
NE NE recipiente
de 5 cm?®
5% KOH/ . .
NE NaOH (35-40 ~ O tratamiendo
) quimico
min) con calor
125 uym 100-125 ym 250 pm
Chorros Pizeta con agua En batea con
fuertes de ) )
destilada cambios de agua
agua
En cubeta de
20 x 10 cm con
agua destilada. R .
i Bajo microscopio
. Observacion .
Método de S . esteroscopico
bajo microscopio
cuadrantes . (20x), conteo
estereoscopico
y conteo de de todos los
. (10x y 50x) con
hojas (de . fragmentos
Sphagnurm) una cuadricula de presentes
10 x10 en ocular.
. en 10 ml
Restos estimados
como porcentajes
en 15 vistas al azar
En 75 cm® de
agua destilada
con 2-3 gotas de
NE NE HCI al 10%, en
refrigerador 4°C
+ imagen digital

en el presente trabajo. Esto es mdas simple porque
no debe sumergirse el material en agua y luego ser
recuperado. A diferencia de la mayoria de trabajos
previos, en el procesamiento propuesto no se realiza
ningin tratamiento quimico a la submuestra para
evitar un posible dafio del material (Beaudoin, 2007).

En cuanto al tamiz con el que se filtra el material
a estudiar, en este trabajo se propone utilizar uno de
tamafo de malla intermedio, asi como fue utilizado
por varios otros autores (Tabla 2 y Van der Putten et al.,
2011). A su vez, a diferencia de aportes previos como
el de Barber (1993) se prefiere un modo de tamizado
menos agresivo, donde la muestra permanece en agua
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y se agita suavemente para lograr una disgregacion sin
desarticulacion.

El método de conteo aqui propuesto resulta
intermedio entre la propuesta exhaustiva de
Janssens (1983) y la propuesta cualitativa de
Walker & Walker (1961). Debe mencionarse que
en las submuestras donde Sphagnum es dominante
dificilmente pueda contarse todo el material
contenido en las cinco alicuotas en las capsulas
de Petri, porque en cada una es posible encontrar
gran cantidad de fragmentos del mismo taxén (mas
de 500). Por lo que para esos casos se recomienda
contar el contenido de una tinica alicuota.
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Otra recomendacion importante en cuanto a la
resolucion en el conteo es no excluir (y separar)
los macrorrestos de briofitas de aquellos de plantas
vasculares ¢ invertebrados. La presencia de éstos
es importante en las comparaciones entre muestras
e interpretaciones paleoambientales (Dickson,
1986). La incorporacion de conteos de semillas y
otros macrorrestos de plantas vasculares, exige la
utilizacion de un tamafio de malla de 100 o 125 pm
(Mauquoy et al., 2010). A pesar de que el estudio de
otros macrorrestos no sea el objetivo particular en
una primera instancia, este procedimiento es minimo
comparado con el procesamiento de todo el testigo y
facilita el trabajo posterior de los especialistas en los
diferentes indicadores paleoambientales.

Finalmente, sé6lo en la metodologia propuesta
por Janssens (1983) se especifica qué tipo de
material quedarda como repositorio del muestro.
En el método aqui propuesto, los macrorrestos se
preservan de tres modos: preparados realizados
para determinar los macrorrestos (luego material de
referencia), el residuo de los 5 cm? iniciales que no
fue analizado del testigo original y que se almacena
en agua destilada con HCI en refrigerador a 4°C, y
un resguardo en forma de imagenes digitales de cada
submuestra general y sus cinco alicuotas.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se presenta de manera
detallada una nueva metodologia para el
procesamiento de testigos provenientes de turberas,
con el fin de abordar estudios paleobriofloristico.
De la metodologia aqui presentada vale destacar los
siguientes aportes:

Disminuciéon en el dafio (dispersion y
multiplicacion) de los restos, en comparaciéon con
otras metodologias.

Incorporacion del conteo de los diferentes
tipos de fragmentos de cada uno de los taxones/
morfotipos con el objetivo de realizar estudios
comparativos de la tafonomia y con ello enriquecer
las interpretaciones paleoecoldgicas (por ejemplo,
Tabla 1).

Incorporacion del paso de digitalizacion de
imagenes de las muestras, lo cual permite comparar
de forma muy simple los macrorrestos entre
alicuotas, asi como entre secciones del testigo y
entre testigos de turberas de cualquier region.

La estandarizacion de la digitalizacion permitiria
el desarrollo de bases de datos de macrorrestos
cuaternarios a nivel global.
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