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RESUMEN

El orden testudines ha sobrevivido durante millones de afios de manera positiva a
eventos de extincion masiva y a cambios climaticos globales de calentamiento y glaciaciones.
Sus cambios evolutivos han sido efectivos para la adaptacion de este orden a casi todos los
ambientes terrestres y acuaticos. Los testudines actuales presentan algunas similitudes
estructurales con sus antecesores, como la presencia de una concha constituida por un
caparazon y un plastrén, que no solo les brinda un soporte anatdmico y estructural sino que
también les ha otorgado una barrera defensiva contra sus depredadores.

Los estudios paleohistolégicos se han incrementado durante los Ultimos afios,
centrandose en la implementacion de técnicas que permiten explorar los tejidos y células
Oseas gque se han preservado en los individuos por millones de afios. Adicionalmente, los
avances tecnologicos y cientificos han dado paso a la obtencion de una gran cantidad de
informacién que ayuda a comprender la ecologia y las posibles relaciones filogenéticas de
individuos antiguos.

En la presente investigacion se llevo a cabo la identificacion y comparacion del tejido
0seo en tres fragmentos de tres tortugas marinas fosiles de aproximadamente 125 millones
de afios encontradas en las localidades de Loma la Cabrera y Loma la Catalina ubicadas en
los alrededores de Villa de Leyva, Colombia. Se realiz6 la implementacion de dos técnicas
paleohistoldgicas: In situ (secciones delgadas para andlisis petrografico y testigos para
analisis en microscopia electronica de barrido) y Ex situ (desmineralizacion y analisis en
microscopia Optica de luz transmitida). Para la técnica In situ en el analisis petrografico se
determind la preservacion de tejido 6seo para las tres muestras estudiadas donde se
identificaron estructuras como: osteonas secundarias, hueso laminar, tejido 6seo esponjoso,

tejido 6seo compacto, entre otros. Por otra parte, para el analisis en microscopia electronica
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de barrido no permitié la identificacion de estructuras 6seas, sin embargo, el analisis EDS
realizado evidencio la presencia de elementos relacionados con material organico y con
procesos de mineralizacion. En cuanto a la técnica Ex situ se evidencid la presencia de células
fosiles (osteocitos con canaliculos) embebidos en matriz Osea.

Aunque, en los tres especimenes se logré determinar presencia de tejido 6seo, dos de
ellos presentaban exclusivamente estructuras referentes al hueso esponjoso que presentaban
pequefias acumulaciones de tejido trabecular y claros procesos de mineralizacion y
precipitacion de distintos tipos de carbonatos, la nula presencia de tejido dseo de tipo
compacto puede deberse a una baja presencia del mismo, lo que puede deberse a los posibles
habitos acuéaticos de dichos especimenes. Por el contrario, en el tercer ejemplar se puede
describir la mejor preservacion microestructural, con presencia de tejido 6seo de tipo
compacto y de tipo esponjoso.

Se concluye que la metodologia de secciones delgadas para analisis petrografico es
una importante herramienta para la identificacion de tejido 6seo en muestras altamante
degradadas, permitiendo la obtencion de mayor cantidad de informacién y, en el caso de este
estudio fue la metodologia que brindo mayores resultados. Sin embargo, la metodologia de
testigos para analisis en microscopia electronica no solo permite la observacion, sino tambien
la cuantificacion de las concentraciones de los distintos elementos presentes en las muestras.
Finalmente la metodologia de desmineralizacion se centra en el aislamiento de estrucutras
fosiles que permiten determinar la preservacién organica del material.

Se recomienda la elaboracién de varias técnicas paleohistologicas para futuros
estudios que permitan la obtencion de resultados ma robustos, y que brinden la mayor
cantidad de informacidn posible. Ya que al ser técnicas altamente destructivas deben ser

aprovechadas de la mejor manera.



Los resultados obtenidos permiten determinar el potencial de preservacion
microestructural en muestras fosiles en el territorio de Villa de Leyva que hasta el momento
era desconocida, dando paso a futuras investigaciones que permitan mayor claridad sobre los
procesos fosildiagenéticos en estas areas sedimentarias, ademas de caracterizar a mayor

profundidad la histologia 6sea del orden testudines para esta zona.

PALABRAS CLAVE: Testudines, preservacion microestructural, tejido 0seo,

procedimientos paleohistoldgicos, fosiles, Villa de Leyva.
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ABREVIATURAS HISTOLOGICAS
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Cortex: (C)
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Tejido Trabecular (TT)

Vestigio Trabecular (VT)
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1 INTRODUCCION

Colombia es uno de los paises mas biodiversos del mundo lo cual es el reflejo de su
rica historia evolutiva, evidenciada asi en la abundancia y riqueza de especies relacionadas
con su ubicacion latitudinal en el tropico, contando con 2.454.087 de registros bioldgicos
encontrados (SiB Colombia , 2017) (IDEAM, 2017); hecho que se ve confirmado también
con el alto nimero de registros fosiles conservados -entre estos reptiles marinos- que se
encuentran a lo largo de la cordillera oriental del territorio nacional (tortugas, plesiosaurios,
ictiosaurios y mosasaurios) (Paramo M. , 2015).

El principal problema del trabajo con especimenes fésiles es que en algunas ocasiones
no se encuentran anatomicamente articulados, o sélo es posible recuperar fragmentos que
muchas veces no presentan rasgos morfoldgicos taxondmicamente relevantes. Para estos
casos el campo de la paleohistologia ha aportado datos interesantes respecto a las condiciones
paleoecoldgicas. Como, por ejemplo, el estudio realizado por (Scheyer & Sander, Shell bone
histology indicates terrestrial palaeoecology of basal turtles, 2007), en el cual se analiza la
histologia de la concha de tortugas fosiles acuaticas y terrestres, estableciendo comparaciones
con representantes actuales con similares habitats. Alli, concluyen que las caracteristicas
histoldgicas para tortugas acuaticas y terrestres son distintas y, por lo tanto, se puede realizar
un analisis del estilo de vida de las tortugas mediante la microestructura de su concha.

En Colombia los estudios de fésiles se han centrado en los analisis taxondmicos a
partir de la morfologia externa, asi como en los cambios diagenéticos y tafonomicos que han
sufrido los diferentes especimenes. Por otra parte, los estudios realizados en el area de
paleohistologia son escasos, por el momento nuestro pais cuenta con un solo estudio

reportado, el cual fue llevado a cabo por Cadena y Shweitzer (2014) en un Testudine
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perteneciente al Paleoceno-Eoceno, donde describen la variacion de osteocitos que hay entre
las tres capas de hueso de la concha, las formas de los osteocitos y hacen la primera
documentacién de vasos sanguineos encontrados en tortugas fosiles.

La paleohistologia no solo permite el analisis y caracterizacion de las
microestructuras del hueso (sistemas de Havers, conductos de Volkmann, osteocitos,
laminillas concéntricas, canaliculos 6seos, osteonas primarias, secundarias, etc.), sino que,
ayuda en la caracterizacion de especimenes susceptibles de ser analizados mediante
secuenciacion de proteinas para hacer analisis filogenéticos entre individuos fosiles y
actuales, determinar el modo en el que se preservan estas microestructuras mediante analisis
morfologicos por medio de Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y por ultimo,
determinar si la cantidad de osteocitos estd relacionada con el tipo de hueso en cual se
encuentran (Cadena & Schweitzer, 2012). De acuerdo con lo mencionado anteriormente, es
necesario realizar y promover la investigacion en paleohistologia para dar explicaciones mas
profundas acerca de los procesos de fosilizacion e historias evolutivas de los organismos que
poblaron nuestro territorio, constituyéndose en un amplio campo de investigacion.

Con base en lo anterior en el presente estudio se pretende determinar mediante
técnicas paleohistologicas la preservacion de tejido 6seo en tres fdsiles de tortugas marinas
del periodo Cretacico Inferior halladas en Villa de Leyva—Colombia, usando como muestras
los fragmentos visiblemente mejor conservados, pertenecientes a tres especimenes
diferentes, por medio del analisis estructural en microscopio Optico, microscopio electrénico
de barrido (MEB) y microscopio petrografico. Los cuales fueron donados por el Centro de
Investigaciones Paleontoldgicas de Villa de Leyva (CIP).

En la mayoria de articulos cientificos relacionados con paleohistologia 6sea se toman

como sinoénimo las expresiones “conservacion” y “preservacion”, ya sea para hacer alusion
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a la fidelidad que tiene el fosil con su estructura original o, del mismo modo para hablar de
la microestructura 0sea. En este trabajo diferenciaremos estos dos conceptos, y utilizaremos
el término de preservacion para referirnos a la micro-anatomia del hueso; en cuanto a la
conservacion, nos referiremos a la apariencia externa de los especimenes de los cuales
tomamos las muestras (Dixon, Dawson, & Taylor, 2008) (Dal Sasso, Maritan, Usai, Angelini,

& Artioli, 2014).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 General
Determinar la preservacion y caracteristicas de tejido 6seo mediante técnicas
paleohistoldgicas en tres fosiles del orden Testudines del periodo Cretécico, hallados en Villa

de Leyva, Colombia.

1.1.2 Especificos

e Establecer la preservacion de tejido dseo en tres muestras fosiles del orden
Testudines empleando microscopio petrografico, electronico de barrido y
dptico.

e Determinar las caracteristicas estructurales del tejido 6seo de cada una de las
muestras analizadas.

e Comparar los protocolos empleados para la identificacion de tejido éseo en

muestras fésiles.
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2 ESTADO DEL ARTE
2.1 Villade Leyva

El municipio de Villa de Leyva, administrativamente pertenece al departamento de
Boyac4, y la subregién denominada vertiente y Valle de Moniquira. Su gradiente altitudinal
se encuentra entre los 2.000 y los 3.200 m.s.n.m., esta ubicado sobre la Cordillera Oriental
de Colombia, y sus limites son: al norte con los municipios de Gachantiva y Arcabuco, al
oriente con el municipio de Chiquiza, al sur con el municipio de Sachica y al occidente con
los municipios de Sutamarchan y Santa Sofia. La extension total del municipio de Villa de

Leyva es de 128 kilémetros cuadrados. (Alcaldia de Villa de Leyva, 2015)

En Colombia, se ha encontrado una gran abundancia en restos de reptiles fosiles
(Figura 1), especialmente en Villa de Leyva los hallazgos incluyen tortugas, plesiosaurios,
ictiosaurios y mosasaurios. Alli se han encontrado concentraciones de material fosil mas
abundantes que en otras zonas del pais, debido a que la presencia de fosiles esta ligada a la
distribucion que presentan los sedimentos cretacicos en la cordillera oriental. (Paramo M. ,

2015)
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Figura 1: Distribucion geografica de la ocurrencia de reptiles marinos cretacicos en Colombia. Mapa fisico
de la Republica de Colombia a escala 1: 3.000.000, con relieve, Instituto Agustin Codazzi, 1995.
Localidades: Lebrija (1); Zapatoca (2); Galan (3); Villa de Leiva, Sachica y Sutamarchan (4); Guayabal de
Siquima (5); Bojaca (6); Piedras (7); Coello (8); Cunday (9); Dolores (10); Yaguara (11); Itaibe (12).
Escala= 150 km. Tomado de (Paramo M. , 2015).

Dicho periodo geoldgico fué de vital importancia para la evolucién de los reptiles
especialmente para las tortugas quienes tuvieron uno de los eventos mas importantes de su
historia evolutiva; ademas de su gran diversificacion, su colonizacion en diferentes ambientes
y las diversas adaptaciones morfoldgicas. En el orden testudines (Batsh, 1788) (Plotkin,
2007), especialmente las tortugas marinas se caracterizan por manifestar una morfologia

altamente derivada con adaptaciones para la vida marina (Hirayama, 1998).
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2.2 Periodo Cretacico

El periodo Cretacico se encuentra en el EON (Eonotema) Fanerozoico, a la cual
pertenece la ERA (Eratema) Mesozoica que a su vez se divide en los PERIODQOS (Sistema)
Tridsico, Jurasico y Cretacico. El periodo Cretécico se divide en las EPOCAS (Series)
superior o tardia e inferior o temprana, en la cual se encuentran las EDADES O PISOS.

(Finney, Cohem, & Gibbard, 2017)
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Figura 2: Fragmento de la Tabla Cronoestratigrafica Internacional (Finney, Cohem, & Gibbard, 2017)

Este periodo se caracterizo por continuar la fragmentacion de La Pangea, que empez6
al final del periodo Jurasico en el cual se originaron dos supercontinentes denominados
Laurasia y Gondwana hace aproximadamente 140 millones de afios, Durante el periodo
Cretacico se inicid la fragmentacion y formacion de los continentes, estos tomaron una forma
similar a la que poseen hoy en dia, y a su vez, también se formaron el océano atlantico y el

océano indico. (D' Agostino, 2007)
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El periodo Cretécico fue el més largo de la era Mesozoica, ademas de ser uno de los
periodos de mayor actividad geologica, en el cual la deriva continental gener6 enormes
pliegues en la corteza de la tierra, gracias a esto surgieron las montafias y los grandes
volcanes. Ademas, en este periodo, comenzaron las diferenciaciones climaticas de la tierra
entre las nuevas zonas que la componian. Las zonas en las cuales se empezaron a diferenciar
los veranos y los inviernos fueron desde entonces los lugares mas préximos a los polos. En
cuanto a los lugares que se encontraban en el ecuador o cerca de €l, se generd una sucesion
entre periodos secos y humedos, pero a nivel general su clima fue calido. Por otra parte, la
expansion de los animales acuaticos fue facilitada por el cubrimiento de los mares a secciones
que hoy en dia son tierra firme. No solo los dinosaurios prosperaron en este periodo, de
manera conjunta lo hicieron los lagartos, cocodrilos, primeras serpientes y tortugas. También
se diversificaron las aves y se dio el surgimiento de los pequefios mamiferos. (Malam &

Parker, 2008)

En cuanto al Sistema Cretacico en la region de Villa de Leyva (Etayo Serna , 1967) se
divide en varias secciones estratigraficas cuya distribucion bioestratigrafica abarca desde el
Hauteribiense hasta el Albiense, en este caso nos centraremos en la Formacion Paja, donde
se ubican los tres registros fosiles seleccionados. Dicha formacion es dividida y caracterizada
(Etayo Serna, 1967) en 3 secciones, a) Lutitas negras inferiores; b) Arcillolitas abigarradas

y ¢) Arcillolitas con nodulos huecos.

Las tortugas fosiles fueron halladas en Loma la Cabrera y Loma la Catalina sector
Monsalve (Figura 3), pertenecientes a la seccion de Arcillolitas abigarradas, asignada por
(Etayo Serna, 1967) a la Edad Barremiano (x 129.4 — 125.0 Ma), Aptiense (£ 125.0 - 113.0

Ma); que a su vez pertenece al Cretacico inferior, se ubica entre Arcabuco y Chiquinquira,
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mide aproximadamente 2000 metros y tienen un espesor aproximado de 3000 metros. En
Villa de Leyva y sus alrededores estan las zonas mas fosiliferas para la paleofauna y

paleoflora. (Huertas, 2003).
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Figura 3: A) Mapa de Colombia donde se sefiala Villa de Leyva. B) Esquema de la ubicacion geografica de las
tres tortugas fosiles seleccionadas, con codigos de coleccion FCG-CBP-91 que en este caso corresponde a
CIP1; FCG-CBP-60 que en este caso corresponde a CIP2 y FCG-CBP-75 que en este caso corresponde a
CIP3. Tomado y modificado de (Cadena & Parham, 2015)

2.3 Orden Testudine

Las tortugas se caracterizan por presentar una de las estructuras esqueleticas mas
especializadas en los vetebrados; una concha, que se compone de un plastron ventral y un
caparazon dorsal, caracteres que son autopomorficos para este grupo (Nagashima, y otros,
2013), lo que a su vez representa un “ejemplo de novedad evolutiva” ya que la concha

presenta un redisefio del esqueleto axial, exibiendo una topografia inusual de los elementos

musculo-esqueleticos (Kuratani, Kuraku, & Nagashima, 2011).
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El caparazon se compone de diferentes placas que la mayoria de veces se distribuyen en 8
neurales, 8 costales, 22 perifericas (11 de cada lado), 1 nucal, 1 o 2 suprapygal y 1 placa
pygal. El plastron esta compuesto por 9 huesos dermicos que contienen elementos que se
creen homologos a la clavicula, interclavicula y gastralia que se organizan en 2 epiplastrén, 1
entoplastron, 2 hyoplastron, 2 hipoplastron y 2 xiphiplastron (Cerda, Sterli, & Scheyer, 2016)

(Nagashima, y otros, 2013).

pygal

Figura 4: Esquema general de A) caparazén y B) plastrén, de una tortuga moderna. Tomado de (Scheyer T. ,
2007)

El caparazon consiste en la columna vertebral (vertebras toracicas) y las costillas, asi mismo
su formacion se debe al cambio de posicion de las costillas y la faja pectoral, la comprension
de este remodelamiento permite mejor claridad en cuanto a la historia evolutiva del grupo.
El patron de desarrollo de las costillas en las tortugas es de crecimiento lateral hacia el
primordio del margen del caparzén, mientras que en el resto de tetrapodos crecen
ventralmente en la pared lateral del cuerpo, adicionalmente la escapula de las tortugas se
encuentra dentro de la caja torécica, en constraste con los demas tetrapodos en donde

normalmente se encuentra fuera (Nagashima, y otros, 2013).
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Figura 5: Esquemas de el esqueleto de A) aves y B) tortuga, donde se muestra la relacion topografica entre
escapulay costillas. r) Costillas, sc) escapula. Tomado de (Kuratani, Kuraku, & Nagashima, 2011)

Esta serie de caracteres autopomorficos otorga a las tortugas una clasificacion taxonémica
individual y bastante discutida. EI orden Testudines (Batsch, 1788) generalmente se
clasificaba a partir de hipdtesis morfologicas basadas en andlisis osteoldgicos de material
craneal, postcraneal (Scheyer T., 2007) y macrosestructural de la concha. Sin embargo, se
han realizado clasificaciones adicionales a partir del estudio microestructural de la concha

(caparazon y plastron) y de analisis de tipo molecular.
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Figura 6: Arbol donde se muestra la hipétesis filogenética de los principales grupos de Testudinata y su
interrelacion, basado en los resultados publicados por Gaffney y Meylan (1988), Meylan y Gaffney (1989),
Rougier et al. (1995), Gaffney (1996), Hirayama (1998), Sukhanov (2006) y Joyce (2007). Los taxones fésiles
estan marcados con una cruz. Tomado de (Scheyer T. , 2007).

Scheyer, 2007, se basa en el arbol filogenético mostrado en la Figura 6 para realizar una
descripcion microestructural del hueso de la concha, donde se analiza e interpreta cada taxon
y grupo, para finalmente elaborar un &arbol con todos los taxones muestreados y proponer

nuevas posiciones, ademas de corroborar otras por su fuerte apoyo (Scheyer T. , 2007).

Recientes analisis filogendmicos ( Figura 7) confirman que el Orden Testudines se divide en

los subordenes monofileticos Cryptodira y Pleurodira. Dentro de Pleurodira se confirman las
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familias tradicionales: Chelidae, Pelodusiadea y Podocnemidae donde las dos ultimas son
monofileticas, formando un grupo grande y reconocido. En Cryptodira, Trionychia es grupo
hermano de todos los demas linajes de Cryptodira (Durocryptodira). Dentro de los cuales

Testudinoidea es el grupo hermano de un clado que incluye a todos los otros linajes

(Crawford, y otros, 2015).
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Figura 7: Hipotesis filogenética basada en el anélisis RAXML de datos UCE mostrando clados de tortugas
filogenéticamente definidos coronas (Testudines). Todos los clados fueron apoyados por porcentaje de
bootstrap de probabilidad de 100 excepto para la posicidn de Chelydra en el &rbol de especies STAR, que
tiene un soporte bootstrap de 68. Tomado de (Crawford, y otros, 2015)

Adicionalmente (Crawford, y otros, 2015), mediante la combinacion de la filogenia UCE y

con el amplio registro fosil conocido, reconoce algunos patrones biogeograficos globales,
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estos determinados por modelos generales de vicarianza y eventos de dispersion que genera
la diversidad de tortugas (Figura 8), donde en términos generales se demuestra que los
Cryptodiros tiene un origen euroasiatico del Jurasico, lo que se complementa con el origen
de Pleurodira en el hemisferio sur. Dada la distribucion de los clados y el momento de origen
la division geografica de Pleurodira y Cryptodira puede estar ligada a la desintegracion del

supercontinente Pangea (Crawford, y otros, 2015).
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Figura 8: Filogenia UCE mapeada contra la paleobiogeografia intercontinental. Tomado de (Crawford, y
otros, 2015)

Sobre las caracteristicas diferenciales entre Cryptodira y Pleurodira se encuentran el
plegamiento del cuello al interior de la concha, en el proceso troclear del hueso 6tico y del

hueso pteriogoideo, entre otros (Cadena E. , PaLeoT, 2016).

En 1914, Watson propuso a Eunotosaurus africanus perteneciente al Guadalupiano
Tardio del periodo Pérmico (~260 Ma) como antepasado de las tortugas (Nagashima, y otros,
2013). En el afio 2013, se realizd un estudio acerca de la evolucién de la concha de las
tortugas, en el cual se habla nuevamente de E. africanus, este es sugerido como tortuga basal
debido a la presencia de algunos caracteres morfoldgicos que se presentan como Unicos en

tortugas, estos son: el nimero reducido de vertebras alargadas, nueve pares de costillas en
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forma de T, aparente pérdida de los masculos intercostales, una reorganizacion de los
mausculos respiratorios en el lado ventral de las costillas, entre otros (Lyson, Bever, Scheyer,

Hsiang, & Gauthier, 2013).

Después de E. africanus, las tortugas fosiles mas antiguas reportadas son Odontochelys
semitestacea de China (~220 Ma) y Proganochelys quenstedti de Alemania (~208,5 Ma)
pertenecientes al Tridsico Superior (Nagashima, y otros, 2013). En el periodo Jurasico se
encuentra Condorchelys antiqua tortuga madre de la Patagonia (Cerda, Sterli, & Scheyer,
2016). En Colombia se encuentra (Figura 9) la tortuga mas antigua reportada para el norte de
Sur America: Notoemys zapatocaensis (~130 Ma) de Cretcico Inferior de Santander
(Cadena E. A., 2014). Ademas, del primer registro de tortuga Sandowind para Suramérica
(~120 Ma), perteneciente al periodo Cretacico Temprano (Cadena E. , 2015). Y la méas
reciente, esta reportada como Kinosternon sp. (~16.500 afios) del Pleistoceno Tardio (Cadena

E. A., 2007).
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Figura 9: “Mapa de Colombia mostrando las nueve localidades donde se han encontrado tortugas fosiles hasta
el momento y su posicién en la escala geolédgica. Localidad 1. Zapatoca, Santander, primer Cretacico
(Valanginian); Localidad 2. Villa de Leyva, Boyac, cretacico temprano (Barremian-Aptian); Localidad 3. Mina
de carbon Cerrején, Guajira, paleoceno medio-tardio; Localidad 4. Mina de carbén Calenturitas, César,
Paleoceno-Eoceno; Localidad 5. Nemoc6n, Cundinamarca, Paleoceno tardio; Localidad 6. Dofla Juana
Dump, Bogota D.C, Paleoceno tardio; Localidad 7. Pubenza, Tocaima, Cundinamarca, Mioceno temprano y
Pleistoceno tardio; Localidad 8. Castilletes, Guajira, temprano hasta el Mioceno tardio; Localidad 9. La
Venta, Villavieja, Huila, medio a tardio Mioceno.” (Cadena E. A., 2014)

2.4 Paleohistologia

Se refiere al estudio de las microestructuras 6seas y dentales de los vertebrados fosiles.
La mayoria de investigaciones de este tipo se orientan al analisis de las extremidades y al
reconocimiento de los diferentes tipos de tejido 0seo, etapas de crecimiento, ontogenia,

filogenia, factores biomecéanicos que actuaron sobre la muestra (Padian, 2013), las dindmicas
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en su desarrollo corporal, tamafio, tasa de crecimiento, longevidad, edad a la cual alcanzaban
su madurez sexual, identificacion de sexos, modo de histogénesis y relacion con tejidos
blandos. Durante los ultimos 10 afos, los estudios realizados en paleohistologia han
aumentado de manera significativa, esto debido a la gran cantidad de informacion que se

puede encontrar en distintas areas. (Universidad Nacional de Rio Negro, 2014).

Para el caso de los Testudines estos estudios pueden dar informacion acerca de los
estilos de vida, habitat y sistematica (Janello, Cerda, & de la Fuente, 2016) ya que, permiten
hacer comparaciones histoldgicas entre especimenes extintos y actuales por medio de la
comparacion de su microestructura 6sea (Scheyer T. , 2007), debido a que hay una variacion

histoldgica entre los diferentes tipos de hueso de la concha (Cerda, Sterli, & Scheyer, 2016).

Los estudios paleohistologicos en tortugas empezaron en el afio 2007, Scheyer realizo6
el primer estudio a profundidad de histologia 6sea comparada en la concha de tortugas
marinas y terrestres, resaltando la importancia en el conocimiento de la morfologia 6sea para
la posterior comprension del desarrollo de la concha (caparazén y plastrén), y afirma que la
concha modifica su cito-arquitectura Gsea como respuesta a factores filogenéticos,
funcionales y ambientales, de tal forma que dichos factores pueden deducirse a partir de la
histologia 6sea y concluye que los estudios paleohistoldgicos pueden aclarar la historia

evolutiva de las tortugas. (Scheyer T., 2007)

Paralelamente, (Scheyer & Sander, Shell bone histology indicates terrestrial
palaeoecology of basal turtles, 2007), realizaron el analisis histologico en tortugas del
Triasico superior (201-237 Ma), evidenciando la relacion entre la morfologia estructural del
tejido 6seo como resultado de las diferentes adaptaciones de los individuos, determinando

que las tortugas acuaticas reducen las capas de hueso cortical y aumentan la vascularizacion
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total del tejido 6seo, mientras que las tortugas terrestres presentan una vascularizacion debil
en las capas de hueso compacto.

En el afio 2012 Cadena y Schweitzer publican la descripcion detallada de la variacion
morfologica de osteocitos en cada una de las tres capas del caparazén de Mongolemys
elegans, comparandola con muestras de tortugas actuales y fésiles pertenecientes al Cretacico
superior (80 Ma). Reconoci6 dos morfotipos diferentes de osteocitos: aplanados y
estrellados, ademas demostr6 que la morfologia de estas estructuras se conserva a través de
la ontogenia y que las variaciones son filogenéticamente independientes. Finalmente, resalta
la importancia de los osteocitos como capsulas para la preservacion de biomoléculas antiguas
(Cadena & Schweitzer, 2012)

El paleont6logo Edwin Cadena y su homologa Mary Schweitzer realizan un estudio
acerca de la preservacion de vasos sanguineos de una tortuga perteneciente al Paleoceno-
Eoceno hallada en la mina de carbon Calenturitas, Colombia, donde demuestran la
preservacion organica de osteocitos y vasos sanguineos, y determinan que la preservacién de
estas estructuras 6seas es independiente del tipo de hueso, sitio fosil o localidad en la que se
encuentre. (Cadena & Schweitzer, 2014).

Algunos procedimientos paleohistolégicos conllevan la destruccion del material que
se va a analizar. Los huesos como el fémur y la tibia representan un gran valor en la
determinacion taxondmica de las especies fosiles, por lo cual, generalmente no se hace uso
de estas piezas para los analisis histolégicos. Por lo anterior, lo mas adecuado (para un primer
analisis) siempre sera la seleccion de huesos o fragmentos fosiles que no tengan valor

taxondmico alguno. (Talevi, 2012)
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2.4.1 Técnicas Paleohistoldgicas

Para el andlisis microestructural de muestras fosiles, se han utilizado diferentes técnicas, que brindan

diferentes interpretaciones y conclusiones (Tabla 1).

Tabla 1: Tabla de comparacion de protocolos para los analisis palehistologicos.

(Orlandi, Jordana,
Moncunill Solé, &
Kéhler, 2016).

e Grado de
compactacion 0sea.
(Talevi, 2012).

e Preservacion
microestructural
(Cerda, Sterli, &
Scheyer, 2016).

o Atributos
tafondmicos
(Tomassini, Mifio
Boilini, Zurita,
Montalvo, &
Cesaretti, 2015).

o Inferencias
Paleobiolbgicas y
Paleoecoldgicas
(Cerda, Sterli, &
Scheyer, 2016).

o Microestructura dsea
(Cerda, Sterli, &
Scheyer, 2016)
(Janello, Cerda, & de
la Fuente, 2016).

e Cambios ontogénicos
(Jordana, Marin
Moratalla, Moncunill
Solé, Nacarino
Menesesa, & Kohler,
2016).

o Sistematica (Scheyer
T., 2007).

o Entre otros

observarse las veces
gue sea necesario
tras su terminacion.
® La seccion puede
hacer parte de una
coleccion
paleontoldgica.

» Brinda mayor
informacion de las
caracteristicas
globales del tejido.

e Hasta el momento es
la técnica mas usada
en paleohistologia.

® En luz polarizada se

pueden hace anélisis
de los minerales
presentes.

PROTOCOLO Usos TIEMPO VENTAJAS DESVENTAJAS
EMPLEADO

Seccion delgada |Determinar: Aproximadam f Observacion In Situ | e La obtencion de las

en Microscopio |e Tasas de Crecimientd ente 3 dias del tejido. secciones es

petrografico. (Talevi, 2012) por seccion. e La seccion puede parcialmente

destructiva.

e Erroresen la
elaboracion pueden
generar la perdida
irrecuperable de la
muestra (por tal razén
es importante la
conservacion de
testigos).

Seccion delgada
en Microscopio
Electronico de

Barrido (MEB)

Determinar:
¢ Densidad de lagunag
de osteocitos
(Bromage, y otros,

2016).

eElaboracién
de
secciones: 5
horas aprox.

e Enalgunos casos
la destruccion de
la muestra es nula,
ya que es posible

o Pretratamiento
costoso en términos
de tiempo, recursos.
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e Preservacion

e Alteraciones

microestructural
(Barrientos,
Sarmiento, &
Galligani, 2016)

microestructurales
(Lbpez, y otros,
2012) (Barrientos,
Sarmiento, &
Galligani, 2016).

e Metalizado:
2 horas
aprox.

e Observacion
: 3 horas por
muestra
aprox.

trabajar a partir de
réplicas de resina.
Permite observar
superficies y
estructuras
internas.

Aporta una vision
mas detallada que
con otros
microscopios
Obtencién De
informacion de
tipo cuantitativo.

Zedda, 2016).

Seccidn delgada | Determinar: e Elaboracion Andlisis de e Enla mayoria de
en Microscopio | e Caracteristicas de procesos Casos es necesaria
optico de histologicas del secciones: 5 celulares. la utilizacion de
Fluorescencia. tejido Gseo. horas aprox. Morfologia de flourocromos que
(Nacarino Meneses, | e Observacion organelos pueden destruir las
2011) : 3 horas por citoplasmaticos. muestras, ademas
e Determinar la muestra Cortes Opticos y de ser costosos y
presencia de materig aprox. reconstruccién muy especificos
organica. (Nacarino en 3D
Meneses, 2011)
Desmineralizaci | Determinar: ¢ 20 dias Aislamiento o La obtencidn de las
on de o Aislamiento de individual de muestras es
fragmentos osteocitos y vasos osteocitos y vasos totalmente
fosiles. sanguineos sanguineos. destructiva.
(Cadena & Claridad en la o Dificultad para
Schweitzer, A observacion. conservar estas
Pelomedusoid Determinar la estructuras.
Turtle from the preservacion de  Observacion una
Paleocene— células fosiles. Unica vez.
Eocene of
Colombia
Exhibiting
Preservation of
Blood Vessels
and Osteocytes,
2014).
Anélisis de Determinar: - La destruccién de | e Es necesaria la
rayos X. e Grado de la muestra es nula. buena conservacion
remodelacion dsea y preservacion fosil.
(Palombo &

2.5 Tejido 6seo.

El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado que proporciona a los vertebrados

sostén y proteccion (Nacarino Meneses, 2011). Esta conformado por dos matrices diferentes:

la inorganica que le concede dureza, y la organica compuesta por sustancia fundamental y
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fibras colagenas que le aportan elasticidad (Fortoul & Castell, 2010). Una de las principales
disimilitudes con otros tejidos es la capacidad de mineralizacion que se produce gracias a los
cristales de hidroxiapatita, que le otorgan solidez. Por otra parte, cumple la funcién

metabolica de almacenar iones de calcio y fosfato (Ross & Pawlina, 2015).

El tejido dseo se clasifica de dos formas diferentes a nivel macroscopico: el cortical
0 compacto que no presenta espacios vacios aparentes y se encuentra en la parte externa del
hueso; el tejido 6seo trabecular o esponjoso esta formado por finas trabeculas dispuestas
azarosamente en distintas direcciones dejando un espacio vacio que es ocupado por la medula
Osea y se encuentra en la parte interna del hueso. El porcentaje de hueso trabecular con
respecto al cortical varia dependiendo de la ubicacion y tipo de hueso (Geneser, Briel, Ilso
Christensen, Qvortrup, & Tranum Jensen, 2012).

A nivel microscopico, el hueso se encuentra dispuesto de forma escalonada (Figura
10), en primer lugar se encuentra el nivel sub-nanoestructural, en el cual se encuentra una
fase mineral conformada por cristales de hidroxiapatita que estan estrechamente relacionados
entre si y se agrupan con las fibrillas colagenas, estas a su vez forman las fibras de colageno
que se encuentran en el nivel nano estrucural (Rogel, Hongjin, & Ameer, 2008), alli ocupan

aproximadamente del 80-90% de los compuestos organicos del hueso.
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Figura 10: Tomado de (Barrientos, Sarmiento, & Galligani, 2016)

En el nivel sub-microestructural se encuentran las laminas concentricas (o anillos
concentricos) que rodean a los sistemas de Havers (osteonas) y se conectan de manera
perpendicular por medio de los sistemas de Volkmann. Estos sistemas permiten el paso de
vasos sanguineos; las osteonas se encuentran cercadas por una linea de cementacion, las
laminas intesticiales que son producto de la reestructuracidn ésea se encuentran entre estas
(Fortoul & Castell, 2010). En el siguiente nivel, se observan las laminas externas que se
encuentran anteriormente al periostio, y las laminas internas que se encuentran anteriores al
endostio trabecular donde no se encuentran conductos Haversianos ni de VVolkmann, debido
a que alli no hay paso de vasos sanguineos, pero se observan osteonas trabeculares que
presentan forma de disco aplanado. En este nivel se pueden diferenciar las celulas Oseas,

estas se diferencian en cinco tipos: celulas osteoprogenitoras, osteoblastos, steocitos, celulas
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de recubrimiento 0seo y ostoeclastos (Geneser, Briel, llso Christensen, Qvortrup, & Tranum

Jensen, 2012).

Las células osteoprogenitoras derivadas de las células madre durante la estructuracion
del hueso se dividen y especializan en osteoblastos, que se ubican en la porcién interna del
periostio y del endostio, constituyendo los huesos y sintetizando los componentes de la matriz
e iniciando el proceso de calcificacion. De los osteoblastos se generan los osteocitos, que son
células maduras que llevan a cabo aproximadamente 50 procesos celulares, y se encuentran
dentro de la matriz celular que produjo el osteoblasto antes de su transformacion. Al observar
una muestra en microscopio electrénico de barrido se pueden reconocer diversas variaciones
en el estado funcional de los osteocitos. En efecto hay indicios histolégicos y
microradiologicos (p. ej., aumento del tamafio de las lagunas y disminucién de la
radiodensidad). Se han descrito hasta ahora tres estados funcionales para los osteocitos, cada

uno de ellos posee una morfologia distinta: (Ross & Pawlina, 2012)

e Osteocitos latentes, presentan escasez de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y un
aparato de Golgi muy reducido. Bien adherido a su membrana celular se ve una
lamina osmidfila que corresponde a la matriz calcificada madura. (Ross & Pawlina,
2012)

e Osteocitos formativos, exhiben indicios de formacion de matriz y presentan ciertas
caracteristicas similares a las de los osteoblastos (RER y aparato de Golgi son
abundantes y se observa osteoide en el espacio pericelular dentro de la laguna). (Ross

& Pawlina, 2012)
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e Osteocitos resortivos, de igual manera que los osteocitos formativos, contienen una
gran cantidad de cisternas del reticulo endoplasmatico y un aparato de Golgi bien

desarrollado, Con lisosomas bien visibles. (Ross & Pawlina, 2012)

Adicionalmente se encuentran los osteoclastos que se caracterizan por ser muy
grandes, ya que fueron formados por la fusion de 50 monocitos, se ubican en el endostio y
su funcion principal es la destruccion del hueso por medio de enzimas lisosomicas para
permitir el desarrollo, crecimiento, mantenimiento y reparacion normales del hueso
(Universidad Complutense, 2014).

La formacion del hueso se divide en dos clasificaciones: desarrollo intramembranoso
y desarrollo endocondral. La primera, se da gracias a la migracion de celulas
mesenquimatosas y su establecimiento en areas concretas, en estas zonas se producen los
centros de oscificacion donde las celulas se alargan y se especializan en celulas
osteoprogenitoras y expresan un factor de transcripcion que es necesario para la
diferenciacion de los osteoblastos (Ross & Pawlina, 2012). Estos a su vez, producen espiculas
y trabeculas de osteoide, a medida que el osteoide se mineraliza los osteoblastos quedan
atrapados y posteriormente se convierten en osteocitos. El tejido circundante se vasculariza
a manera de malla lo que da lugar a la medula 6sea, las trabeculas y espiculas aumentan su
tamafio debido al gran nimero de osteoblastos (Fortoul & Castell, 2010).

En cuanto al desarrollo endocondral, se da en un principio de la misma manera que el
intramembranoso, con acumulacion de celulas mesenquimaticas que son inducidas por
factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y proteinas morfogenicas 0seas,
porteriormente producen colageno tipo Il y se transforman en condroblastos productores de

matriz cartilaginosa, que modelan una estructura de cartilago hialino con la forma del futuro
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hueso. Posteriormente, esta primera estructura crece gracias a la multiplicacion de los
osteoblastos y la generacion de matriz cartilaginosa, luego las celulas del pericondrio que se
encuentran en el centro de la estructura detienen la produccion de condrocitos y se originan
osteoblastos, formando asi una capa de tejido 6seo alrededor de la estructura cartilaginosa
denominada collar 6seo que empieza la formacion del periostio (Ross & Pawlina, 2015). Los
condrocitos que se encuentran bajo el collar éseo se hipertrofian y se da un proceso de
resorcion de la matriz cartilaginosa que posteriormente se calcifica, debido a la calcificacion
se da una muerte celular en los condrocitos, dejando lagunas que poseteriomente se
vascularizaran a medida que los vasos sanguineos perforen el periostio. Luego de la
vascularizacion, entran celulas osteoprogenitoras y hematopoyeticas (que formaran la

medula 6sea) (Fortoul & Castell, 2010).

2.5.1 Procesos de fosilizacion

Hay tres procesos distintivos comdnmente usados para definir las etapas de cualquier
fosil: la muerte, el enterramiento y el descubrimiento. Estos sucesos estan definidos en dos
subcategorias: Bioestratinomia y Diagenesis que se encuentran enmarcados en la definicion
global de tafonomia (Fernandez, 2000). La tafonomia es el campo de la paleontologia que
investiga la creacién de los yacimientos fosiles y los procesos de fosilizacion, en los cuales
se dan los procesos de mineralizacion de los restos organicos (Fernandez, 1998). La
bioestratinomia es el area encargada de estudiar los factores que actian sobre un organismo

desde el momento en el que perece hasta el momento en el que es enterrado (Mdller , 1992).

37



DISCIPLINAS

s DESCUBRIMIENTO
ESTUDIOS
DIAGENETICOS
f mmps ENTERRAMIENTO SUCESOS QUE
TAFONOMIA ) FINAL DIVIDEN LOS
BIOESTRATONOMIA INTERVALOS
> \[UERTE A ESTUDIAR
PALEOECOLOGIA
mmpp- NACIMIENTO

Figura 11:Descripcion de las disciplinas que estudian las etapas de los individuos
fosilizados. (tomado de Patarroyo Gama 2005)

La diagénesis hace alusion a los eventos de alteracion fisico-quimica ocurridos a
diferentes profundidades (modificaciones internas y externas) (Barrientos, Sarmiento, &
Galligani, 2016). Los procesos diagenéticos afectan diferentes niveles del hueso actuando en
las fases organica y mineral, este ciclo es producido por diferentes organismos y condiciones
ambientales (Titken & Vennemann, 2011). Las alteraciones suceden al poco tiempo de la
muerte del individuo (Bell, Skinner, & Jones, 1996) y los factores que acttan sobre el
individuo son: el tiempo, la temperatura y la presion (Patarroyo Gama, 2005). Una de las
primeras y mas importantes etapas de alteracion diagenéticas en los huesos (Koon, O'Connor,
& Collins, 2010) es la hidrolisis y/o acceso microbiano, que genera la pérdida del colageno

(Collins, Nielsen-Marsh, Hiller, & Smith, 2002).

Otra de las fases importantes en la diagénesis dsea en su parte inorganica es la
cristalinidad. Una vez el organismo muere, los cristales de bioapatita entran en un estado de
inestabilidad, lo que facilita el intercambio quimico con el ambiente que lo rodea (Gutierrez,
Martinez, & Nielsen-Marsh, 2001) lo que conlleva a su disolucion y recristalizacion,
generando un aumento en el tamafio de los cristales de apatita (Trueman, Behrensmeyer,
Tuross, & Weiner, 2004). La integracion de carbonatos en la estructura mineral provoca

cambios fisicos y quimicos en los huesos. La incorporacion de calcita en los poros de la
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superficie 0sea, incrementa los valores de carbono-fosforo aunque no genera modificaciones

fisicas ni quimicas en los huesos (Gutierrez, Martinez, & Nielsen-Marsh, 2001)

2.6 Paleohistologia en Testudines

La concha de las tortutgas como caracter autopomorfico ha sido de gran interes para los
investigadores, ya que a partir de esta se pueden revelar aspectos de la biologia de las tortugas
y su evolucion (Cadena & Schweitzer, 2012), en el caso de los registros fosiles la
palehistologia ha sido una herramienta de gran utilidad que ha permitido realizar diferenetes
inferencias de tipo paleoecologico (Scheyer & Sander, 2007), sistematico, anatomico y lo
relacionado con el origen y desarrollo de la concha (Cerda, Sterli, & Scheyer, 2016); de la
cual se tiene un amplio cococimeinto a nivel macroestructural, pero a nivel microestructural
era desconocido hasta hace unos afios.

(Scheyer T. , 2007) determina que la histologia del hueso de la concha (caparazén y
plastron); tomando muestras de tortugas fosiles y actuales, donde encuentra microestructuras
caracteristicas que son autopomorfias para ciertos clados de Testudines (Scheyer &
Anquetin, 2008); logrando determinar relaciones filogeneticas y aspectos funcionales,
proponiendo que la concha es el resultado de dichos factores, que a su vez influyen
directamente en las propiedades microestructurales, con lo que la palehistologia junto a otras
areas puede elaborar clados mucho mas robustos y precisos (Scheyer T. , 2007).

La histologia de la concha ha permitido determinar que los huesos de esta consisten en
una estructura diploe, donde el tejido esponjoso esta enmarcado por las cortezas internas y
externas. La corteza externa en su gran mayoria esta compuesta por haces de fibras
estructurales, miestras que la histologia de la corteza interna es mas variable, exhibiendo

haces de fibras estructurales y/o hueso de fibras paralelas. Esta variacién histolégica en la
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corteza interna tambien, permite discernir entre diferentes tipos de placas. El hueso esponjoso
esta sobre todo bien desarrollado y estad conformado por finas trabéculas compuestas de tejido
6seo laminar secundario. El predominio de haces de fibras estructurales en los huesos de la
concha indica el importante papel que juega la metaplasia durante el desarrollo de la concha
en algunos taxones analizados. (Cerda, Sterli, & Scheyer, 2016), ademas de que la
disposicion y la densidad de osteonas tambien permite determinar los habitos que tenial los
especimenes fosiles (dulceacuicolas, marinos o terrestres).

A partir de dichas capas establecidas, se han empezado a describir las caracteristicas
especificas de cada una, usando diferentes técnicas y metodologias, logrando identificar la
presencia de células fosiles (osteocitos) y a su vez determinar caracteristicas morfologicas
para cada uno, defininedo que dichas formas son especificas para cada capa (Cadena &
Schweitzer, 2012).

Se reconocen dos diferentes morfotipos de osteocitos, (1) Osteocitos aplanado-achatado,
abundantes en la corteza interna y en las laminillas de osteonas secundarios; (2) Osteocitos
estrellados, presentes en las laminillas intersticiales, entre osteonas secundarias y corteza
externa. Demostrando ademas que la morfologia de los ostecitos en cada una de las tres
capas de hueso se coinserva a travez de la ontogenia, tambien demuestran que las variaciones
morfologicas son filogeneticamente independientes , asi como independientes del origen del
hueso (intramembranoso o edocondral) (Cadena & Schweitzer, 2012)

Por otra parte la identificacién histologica en fosiles de ortuga a permitido estabecer la
preservacion de otras estructuras organicas como vasos sanguineos, permiten estrablecer
nuevas preguntas de investigacion en torno a los componenetes moleculares,recuperacion de
secuencias de proteinas de dichas estructuras (Cadena & Schweitzer, 2014) (Cadena &

Schweitzer, 2012)
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(Cadena, Ksepka, & Norell, 2012) tambien determinaron que el uso de la palehistologia
en tortugas fosiles, especificamente en el analisis de la Densidad Osteocitica por Volumen
de Hueso (VOD) podria estar directemenete relacionada con la masa corporal,
documentandose una reduccion importante en la densidad de osteocitos con el aumento de la
masa corporal en mamiferos, ranas, lagartos y serpientes, con implicaciones para
vertebrados, esto indica que el VOD podria ser util en el estudio de organismos fosiles, para

ayudar a la estimacion de la masa corporal de muestras que se encuentran desarticuladas.
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3 MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

3.1 MATERIALES O RECURSOS

3.1.1 Equipos.

Cortadora marca Ingram, modelo 135

Cortadora marca Minosercar

Devastadora marca Ingram, modelo 400

Dremel con disco pequefio

Martillo hidraulico

Micropipeta de 10-100pl

Microscopio biolégico, marca Leyca

Microscopio electronico de barrido, marca FEI-Quanta 200, modelo 2000
Microscopio petrografico, marca Motic referencia, BA310 Pol Binocular
Spputtering de recubrimiento catodo de oro, marca Quorum 150r, modelo 2015
3.1.2 Material bioldgico.

Fragmento fosil, ejemplar CIP1

Fragmento fosil, ejemplar CIP2

Fragmento fosil, ejemplar CIP3

3.1.3 Reactivos.
Carbono 1000 (30gr)
Carbono 400 (50gr)
Carbono 600 (50gr)
EDTA 0.5M-pH 8.0 (4Lt)

Nitrogeno liquido (2Lt)
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Resina epoxica (1Lt)
Termoplastico marca Buehler (1 barra)

Termoplastico marca Lakeside L70C (1 barra)

3.1.4 Vidrieria.

Cajas de petri

Cubreobjetos

Portaobjetos convencionales

Portaobjetos petrograficos

3.1.5 Otros.

Calibrador pie de rey (1)

Céamara fotogréfica (1)

Cincel y martillo pequefio

Cinta métrica (1)

Filtro con poro de 0.22um (50)

Guantes de nitrilo (2 cajas)

Material de bioseguridad (Bata de laboratorio, Gafas de seguridad, Tapabocas)
Portafiltros con membrana intercambiable (20)
Puntas para micropipeta de 10-100pl
Recipientes de plastico

Tubos Falcon (12)
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3.2 PROCEDIMIENTOS

3.2.1 Seleccion de material fosil.

El material fosil utilizado en el presente estudio fue donado por el Centro de Investigaciones
Paleontologicas de Villa de Leyva (CIP) (Figura 12). Los ejemplares reposan en la coleccion
paleontoldgica del centro; los criterios de seleccion se basaron en la buena conservacion
externa y en que las muestras no hayan sido sometidas a ningun proceso de curaduria con

agentes quimicos.

v
I

Figura 12. Fotografia del CIP, tomada por Andrea Caballero.

Los tres fosiles se encuentran registrados bajo los codigos de coleccion: FCG-CBP-91, FCG-
CDP-60 y FCG-CBP-75. Cabe resaltar que no se tuvo en cuenta identificacion taxondémica
ni partes anatomicas de los individuos para la seleccion, razén por la que no se realizaron
inferencias de tipo filogenético, paleoecoldgico o fisioldgico. No obstante, para la
caracterizacion del material fosil se tuvo en cuenta los criterios definidos desde la
paleontologia sistematica, tales como material referido, localizacion, horizonte y edad
(Cadena & Schweitzer, 2014).

Adicionalmente en el presente trabajo se asigna un codigo provisional para cada muestra
(CIP1, CIP2 y CIP3) con el fin de facilitar su comprension. A continuacion, se da una

descripcion basica de cada una de las muestras.
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CIP1:

Material referido: FCG-CBP-91. Fundacion Colombiana de Geologia - Carlos
Bernardo Padilla. En el presente estudio se codifico como CIP1 (Figura 13).
Corresponde al craneo y algunos huesos de la region anterior. Fosil de tortuga
clasificada en el orden Testudines por Mary Luz Parra, fue encontrada en el afio 2012
por el sefior Alirio Gonzalez y donada por el mismo al CIP. De este fosil se selecciond
un hueso largo en aparente estado de conservacion, el cual fue retirado posterior a la
realizacion del molde hecha por investigadores del CIP (Figura 14).

Localizacion, No se pudo determinar su procedencia geografica exacta dado que
ingreso a la coleccion por proceso de donacidn; sin embargo, la informacién brindada
por los investigadores del CIP, sefiala que proviene de Loma La Cabrera.

Horizonte y Edad. Formacion Paja, Cretacico Inferior. Etayo-Serna (1979) indica un
rango de edad que va desde Hauteriviense hasta el Atipense (132,9 a~113,0) (Finney,

Cohem, & Gibbard, 2017).

Figura 13. Fotografia del fésil CIP1, tomada por Fredi Bolivar.
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Figura 14: A) Fotografia de fosil CIP1, B) Hueso largo (clavicula) extraido. Elaboracion propia.

CIP2:

e Material referido: FCG-CBP-60 (Fundacion Colombiana de Geologia - Carlos
Bernardo Padilla), con parte de la columna vertebral (1,87 cm de cuello a cola).
Tortuga encontrada por Juan Parra, Mary Luz Parra y Arcadio Parra. Para mayor
facilidad en el presente trabajo se denomind como CIP2. Para tomar la muestra de
este especimen se tuvo en cuenta la buena conservacion morfoldgica de la columna
del individuo, y se tomo una de las secciones que menos comprometia al registro
(Figura 15).

e Localizacién: Loma La Catalina, Sector Monsalve, Villa de Leyva, Colombia.

e Horizonte y Edad: Formacion Paja, Cretécico Inferior. Etayo-Serna (1979) indica un
rango de edad que va desde Hauteriviense hasta el Atipense 32,9 a~113,0) (Finney,

Cohem, & Gibbard, 2017).
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Figura 15: Fotografia de fragmento y ubicacidn en el fésil de CIP2. Elaboracidn propia.
CIP3:
e Material referido: FCG-CBP-75 (Fundacion Colombiana de Geologia - Carlos

Bernardo Padilla), tortuga encontrada por Juan Parra. Para mayor facilidad en el
presente trabajo se denomind como CIP3 (Figura 16). De este espécimen se tomd un
fragmento que no pudo ser ubicado en el plano general, pero que claramente hacia
parte del caparazdn de este individuo (Figura 17), el cual esta casi completo, huevos
y aleta proximal (76 cm de parte mas anterior a parte mas posterior y 61 desde aleta
hasta parte medial).

e Localizacién: Loma La Catalina, Sector Monsalve, Villa de Leyva, Colombia.

e Horizonte y Edad: Formacién Paja, Cretacico Inferior. Etayo-Serna (1979) indica un
rango de edad que va desde Hauteriviense hasta el Atipense (132,9 a~113,0) (Finney,

Cohem, & Gibbard, 2017).
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Figura 16: Fotografia de fosil CIP3. A) Parte de caparazdn encontrado. B) Aleta proximal. Elaboracion
propia.

Figura 17: Fotografia de, A) Fragmento seleccionado de CIP3, B) Observacion de caparazén en vista
transversal. Elaboracion propia.

3.2.2 Realizacién de técnicas especificas para analisis histoldgico.

Los procedimientos especificos para andlisis histologico se realizaron de acuerdo con las
técnicas In situ y Ex situ, donde se selecionaros 3 protocolos partir de la tabla 1; de los cuales
se han obtenido resultados satisfactorios en las diferentes investigaciones palehistoldgicas:
1) Seccién delgada en Microscopio petrografico; 2) Seccion delgada en Microscopio

Electronico de Barrido (MEB); 3) Desmineralizacion de fragmentos 0seos. A
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continuacion (Figuras 18, 19 y 20) se muestran los esquemas de cada fragmento usado, asi

como los procedimientos que fueron llevados a cabo con cada fraccion obtenida.

Seccién delgada Seccién delgada
longitudinal transversal

Desmineralizacion Desmineralizacion

Testigo Testigo
longitudinal transversal

Linea de corte

——- L O3

Figura 18: Planos de corte de CIP1 para los distintos protocolos. Elaboracion propia.

Seccién delgada

longitudinal
Testigo

longitudinal

Desmineralizacion

Seccién delgada
transversal

Desmineralizacién

Testigo
transversal

Parte frontal

Linea de corte

——- L ON3
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Figura 19: Planos de corte de CIP2 para los distintos protocolos. Elaboracién propia.

Desmineralizacién

Seccién delgada
transversal

Testigo
transversal

Testigo

longitudinal longitudinal

Desmineralizaciéon

Linea de corte

— Zona

Figura 20: Planos de corte de CIP3 para los distintos protocolos. Elaboracién propia.

3.2.2.1 Técnica 1. In situ.
El termino In situ es ampliamente utilizado en distintos campos cientificos, en este caso hace
referencia a la identificacion de tejido 6seo dentro de una muestra original de cada uno de los

individuos.

De acuerdo con lo sefialado por Chinsamy y Raath (1992), antes de realizar cualquier
modificacion en las muestras, se tomaron registros de datos que contienen forma, tipo de
hueso, tamafio y diagrama de cortes. Posteriormente se realizé una toma fotografica de cada
uno de los huesos, antes y después de cada proceso, debido a que los protocolos llevados a

cabo generan la perdida inevitable de cierta cantidad de material.
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3.2.2.1.1 Elaboracion de secciones delgadas para la observacion en microscopio

petrografico.

Para la realizacion de secciones delgadas se tuvo en cuenta el protocolo de elaboracién de

secciones petrograficas estandar propuesto por Chinsamy y Raath (1992). El cual fue

realizado en el Departamento de Geociencias de la Universidad Nacional de Colombia, Sede

Bogota.

=

Medicion y registro de datos.

Inmersién en resina de la muestra a examinar.

Las muestras fueron cortadas, con una cortadora punta de diamante marca Ingram,
modelo 135 y marca Minosercar.

Cada uno de los cortes se fijé con termopléstico temporalmente a un portaobjetos.
Se desbastd (Devastadora marca Ingram, modelo 400) una de las superficies hasta
lograr una superficie homogénea que ira contra el portaobjetos definitivo.

Se colocd el portaobjetos definitivo a la superficie lijada, y se retird el portaobjetos
temporal.

Se homogenizé la superficie a la cual se le retiro el portaobjetos para posteriormente
lijar manualmente.

Se lijé la muestra con carbono 1000, carbono 600 y carbono 400, hasta la observacion
deseada (40pm aproximadamente).

Se observd en microscopio Optico de luz trasmitida marca Leica, con el fin de
identificar estructuras y posteriormente en microscopio petrografico, marca Motic
referencia, BA310 Pol Binocular con el uso y sin el uso de polarizador (Cerda, Sterli,

& Scheyer, 2016).
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9.1.Las muestras se observarén de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo.

9.2. Posteriormente se realizé el registro fotogréafico.

(Chinsamy & Raath, 1992)

Al momento de realizar cada uno de los cortes se debe tener precaucion para evitar
accidentes, adicionalmente quien realice el procedimiento debera usar gafas de seguridad y

bata de laboratorio.

3.2.2.1.2 Elaboracion de testigos para observacion en SEM (Scanning Electron

Microscope) y analisis EDS (Espectroscopia de Energia Dispersiva)

Los testigos (secciones) fueron realizados en el Departamento de Geociencias de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogoté; la observacion en SEM vy el anélisis EDS

en el laboratorio de microscopia de la Universidad de los Andes.

=

Medicion y registro de datos.

2. Inmersidn en resina de la muestra a examinar.

3. Cortar pequefias muestras de 1cm? por 5mm de espesor (Chavez Aponte, y otros,

2008), con una cortadora punta de diamante.

4. Las muestras seran llevadas al laboratorio de microscopia, donde deberan estar secas
y ademas seran recubiertas o metalizadas con un material conductor (Universidad
Politécnica de Valéncia, 2012), para este caso se uso la técnica Spputtering con un
recubrimiento de catodo de oro, marca Quorum 150r, modelo 2015; para obtener

mejor calidad en la imagen. (Lopez, y otros, 2012)
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5. Se observaron de las muestras en el SEM a diferentes escalas de aumento y tomaron
fotografias.
6. Se realizo analisis EDS con el fin de identificar los elementos presentes en las

muestras (Lopez, y otros, 2012).

3.2.2.1.3 Criofractura de testigos para observacion en SEM (Scanning Electron
Microscope).

De las muestras de 1cm? por 5mm de espesor, realizadas en el procedimiento anterior

(2.2.3.1.2.), se realizaron criofracturas con nitrogeno liquido, en el laboratorio de Biologia

Molecular de la Universidad Distrital (BIOMOL); la observacién se realiz6 en SEM vy el

analisis EDS en el laboratorio de microscopia de la Universidad de los Andes.

1. Conun Dremel se realiz6 una muesca en cada una de las muestras, por donde se desea
realizar el corte.

2. Se coloco cada muestra en un recipiente de plastico y se agrego nitrégeno liquido
hasta que quedaron totalmente cubiertas.

3. Cuando el nivel de burbujeo disminuyo de manera notable, se agregé de nuevo
nitrégeno, se repitié una vez mas.

4. Se sacaron las muestras de los recipientes, con un martillo y un cincel pequefio se
dieron golpes secos por la muesca, para lograr fragmentarla.

5. Las muestras fueron llevadas al laboratorio de microscopia de la Universidad de los
Andes, donde se metalizaron con un material conductor (Universidad Politécnica de
Valéncia, 2012), para este caso se uso la técnica Spputtering con un recubrimiento de
catodo de oro, marca Quorum 150r, modelo 2015; para obtener mejor calidad en la

imagen. (Lopez, y otros, 2012)
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6. Observacion de las muestras en el SEM a diferentes escalas de aumento y toma de

fotografias.

3.2.2.2 Técnica 2. Ex situ.
En este caso, el termino se refiere al aislamiento de células fosiles, para lo cual es necesaria
la modificacion estructural de las muestras, lo que genera perdida de la composicion y

modificacion de sus propiedades (Cadena & Schweitzer, 2014).

3.2.2.2.1 Desmineralizacion con EDTA para el aislamiento de tejido 6seo y observacion
en microscopio optico.

1. Setomaron 4 muestras pequefias de cada fragmento fdsil, para un total de 8 muestras
de 1cm? x 0.5 cm de espesor, las cuales se obtuvieron mediante el uso de las
cortadoras, de disco con borde continuo, marca Minosecar y marca Ingram, modelo
135.

2. Se colocaron los pequefios trozos de muestra en cajas de petri, separados y marcados.

3. Seagrego acido etilendiaminotetraacético (EDTA 0.5M pH 8.0, previamente filtrado
con membrana de poro 0.22pum) hasta cubrir toda la muestra.

4. Se realizaron cambios de EDTA cada 5 dias, hasta lograr observar material éseo.

5. Se coloco 100pl en un portaobjetos con su cubreobjetos y Se observd en microscopio
bioldgico (Optico). (Cadena & Schweitzer, 2014) (Cadena & Schweitzer, 2012)

6. Las muestras se observaron de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo, a manera
de zig-zag.

7. Se realizo registro fotografico.
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4 RESULTADOS

4.1 Técnicas especificas para andlisis histologico.
4.1.1 Técnica In situ.

4.1.1.1 Secciones delgadas

A partir de las secciones delgadas obtenidas tanto en seccion transversal como en
seccidn longitudinal se efectud la observacion en microscopio petrografico y en Microscopia

oOptica de luz trasmitida.

4.1.1.1.1 CIP1 en Microscopia 6ptica de luz trasmitida

e Seccion transversal

En las fotografias 21 y 22 se pueden observar las laminas delgadas realizadas a la
muestra CIP1 (21-A, 21-B). Se observa un alineamiento paralelo con tipica forma de hueso
esponjoso (21-C), en este caso la flecha sefiala la linea de tejido vista a un aumento de 40x.
En la fotografia 21-D, la flecha sefiala la linea de tejido esponjoso asi como también es
posible observar que dicha linea separa el corte en dos composiciones una arriba y otra abajo,
vistos a un aumento de 10x.

La fotografia 21-E corresponde a la ampliacion de un fragmento de las estructuras de
la muestra CIP1 observadas en la fotografia 21-C y 21-D. En esta caso a un aumento de 40x
no es posible distinguir la presencia de células fésiles ni otros remanentes dseos. La fotografia
21-F muestra la parte mas central del corte a un aumento de 10x, donde se ve con claridad la
organizacion de huesos esponjoso con trabéculas, las cuales conservan una minima cantidad
de remanentes organicos. La flecha indica el espacio que antes era ocupado por la médula y

ahora esta lleno de algun tipo de mineral.
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En la fotografia 21-G, se observa un corte con aumento de 40x, el cual corresponde a
un acercamiento del corte histologico observado en la fotografia 21- F. En este corte es
posible observar la trabecula con pocos remanentes lo cuales no poseen formaciones de tipo
celular, la flecha indica un mineral que ocupa el espacio de la médula.

En la fotografia 22-A, a un aumento 10x se observa preservacion de hueso esponjoso
en algunas partes de la seccion, el resto del area muestra micro-fracturaciones. La fotografia
22-B corresponde al area indicada en el recuadro azul de la fotografia 22-A. A un a aumento
de 40x es posible identificar crecimiento concentrico, pero con un notorio proceso de
mineralizacion. La flecha indica una serie de laminas 0seas superpuestas.

La fotografia 22-C corresponde a una ampliacion de 40x del recuadro rojo de la
fotografia 22-A. En esta caso, la flecha sefiala remanentes relativemente alterados y con
evidencia de crecimiento concentrico. En la fotografia 22-D, se observa la zona ampliada
(40x) del recuadro rojo de la fotografia 22-A, con aparente presencia de células fosiles
(osteocitos), sefialados con la fecha, los cuales tiene una morfologia plana y pequefios

canaliculos.

56



Figura 21: Vista de secciones trasversales de CIP1 en microscopio dptico de luz trasmitida.
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Figura 22: Vista de secciones trasversales de CIP1 en microscopio 6ptico de luz trasmitida.

e Seccidn longitudinal

La fotografia 23-A corresponde a la vista general de la seccion 23-B. El analisis
histologico a un aumento de 4x permitio identificar la presencia de tejido trabecular y de
minerales en espacios medulares indicados por la flecha. En la fotografia 23-C, se observa
una ampliacion a un aumento de 40x de una seccion de la fotografia 23-B, que no permitio

identificar células ni otros remanentes.
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Figura 23: Vista de secciones longitudinales de CIP1 en microscopio 6ptico de luz trasmitida.

4.1.1.1.2 CIP1 en Microscopia Petrografica con luz trasmitida y con luz polarizada.

e Seccion transversal

En las fotografias 24-A, y 24-B, es posible observar presencia de tejido esponjoso en la
muestra CIP1. En la fotografia 24-B a un aumento de 2.5, la flecha sefiala cumulos de silice,
mientras que los tonos amarillos corresponden a tejido 6seo. En las fotografias 24-C y 24-D,
se muestra la parte mas externa del hueso esponjoso, donde se aprecia un proceso de cambio
de material, que para el presente trabajo no se logra identificar su origen.

En la fotografia 24-D a un aumento de 2.5x, la flecha indica la presencia de silice, sin
embargo no se distingue presencia de hueso compacto. En las fotografias 24-E y 24-F a un
aumento de 10x, que corresponde a un aumento de los cortes histoldgicos vistos en las

fotografias 24-C y 24-D, la flecha sefiala la presencia de silice.
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Mediante microscopia petrografica se identificé la presencia de tejido trabecular con cumulos
0seos (fotografias 24-G y 24-H). Asi mismo, se observo (flecha en fotografia 24-G) presencia
de carbonato de calcio ademas de silice (flecha en fotografia 24-H a un aumento de aumento
de 2.5x) que reemplazo paulatinamente al tejido 6seo. Las fotografias 24-1 y 24-J, a un
aumento de 10x, se observa otra seccion de hueso esponjoso, donde se notan cumulos de
tejido 6seo en tonalidades amarillas (fotografia 24-1), cristales de calcita o carbonato de

calcio.
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Figura 24: Vista de secciones trasversales de CIP1 en microscopio petrografico.

4.1.1.1.3 CIP2 en Microscopia 6ptica de luz trasmitida.

e Seccion transversal

En cuanto al analisis del especimen CIP2, a partir de la seccion transversal (fotografia 25-A)
observada a un aumento de 4x, fue posible identificar la presencia de tejido trabecular con
remanentes 0seos, espacios medulares llenos de minerales (fotografia 25-B) y tejido déseo,
con presencia de granulos pequefios no poseen células fosiles (fotografia 25-C, aumento

40x).
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Figura 25: Vista de secciones trasversales de CIP2 en microscopio 6ptico de luz trasmitida.

e Seccidn longitudinal

En corte longitudinal la muestra CIP2 (fotografia 26-A) se caracterizd por la presencia de
una aparente distribucion longitudinal de tejido 6seo y celulas fésiles (fotografia 26-B,
aumento de de 40x). La observacion de la 1dmina a un aumento de 100x, parecia indicar la
presencia de posibles células 6seas con canaliculos, no obstante, un analisis detallado
comprobd que no es mas que una alteracion de la resina durante el proceso de pulido

(fotografia 26-C).

M50 pm

Figura 26: Vista de secciones longitudinales de CIP2 en microscopio optico de luz trasmitida.
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4.1.1.1.4 CIP2 en Microscopia Petrografica con luz trasmitida y con luz polarizada.

e Seccion transversal

El analisis histologico de las laminas de cortes transversal de la muestra CIP2 bajo
microscopia petrografica con luz trasmitida y con luz polarizada, permitio identificar tejido
trabecular con distinta forma y organizacién (fotografia 27-A y 27-B). Las flechas indican
grandes cristales de carbonatos de calcio, y los tonos amarillos indican presencia de

remanentes 0seos Yy procesos de mayor recristalizacion (fotografias 27-C y 27-D).

500 pm
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Figura 27: Vista de secciones transversales de CIP2 en microscopio petrografico.

e Seccidn longitudinal

La observacion de las laminas longitudiales permitio determinar caracteristicas semejantes a
las observadas en el corte trasnversal, con baja o0 poca evidencia preservacion de estructuras

fosiles (fotografias 28A, 28B, 28C y 28D).
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Figura 28: Vista de seciones longitudinales de CIP2 en microscopio petrografico.

41.1.1.5 CIP3en Microscopia éptica de luz trasmitida.

e Seccion transversal

En la observacion de los cortes transversales mediante microscopia Optica de luz transmitida
(Fotografia 29-A), se identificaron areas con mayor preservacion ésea dentro del caparazon.
Se observa ademas formacion de hueso compacto con presencia de sistemas haversianos y
laminas hacia el exterior de la muestra (fotografia 29-B). A través de una ampliacion del area
donde se identifico hueso compacto de caparazén (fotografia 29-C), se pudieron identificar
osteonas secundarias que aparentemente se encuentran deformadas y comprimidas, con
laminillas intersticiales. En otra seccion fue posible identificar una linea de cementacion
(fotografia 29-D), una osteona secundaria (fotografia 29-E) y un osteocito con algunos

canaliculos visibles (fotografia 29-F).
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Figura 29: Vista de secciones transversales de CIP3 en microscopio éptico de luz trasmitida.

e Seccidn longitudinal

A diferencia de los resultados obtenidos con las secciones transversales, para el caso de las

longitudinales no fue posible identificar caracteristicas propias de tejido o remanentes 6seos

(fotografias 30-A, 30-B y 30-C).
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Figura 30: Vista de secciones longitudinales de CIP3 en microscopio 6ptico de luz trasmitida.

4.1.1.1.6 CIP3en Microscopia Petrografica con luz trasmitida y con luz polarizada.

e Seccion transversal

El analisis petrografico de las secciones transversales de CIP3, confirma la presencia de
tejido compacto (fotografia 31-A y 31-B). En la fotografia 31-B se observa la presencia de
minerales asociados al tejido 6seo que constituyen un elemento diferencial en la muestra. En
el corte se ven dos osteonas secundarias completas (fotografia 31-C), asi como la presencia
de fosfatos y silice, y la mezcla de estos dos (fotografia 31-D).

La seccidn central del caparazon se observa poco preservada, aun cuando es posible

identificar tejido esponjoso y rellenos de carbonatos.
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Figura 31: Vista de secciones transversales de CIP3 en microscopio petrografico.

e Seccion longitudinal

Para el caso de las secciones longitudinales, a pesar de que se esperaba la observacion de una
preservacion microestructural similar a las transversales, no se logra identificar tejido
compacto, solamente en la figura 32-A y 32-B se identifica la presencia de hueso esponjoso

altamente recristalizado y microfracturado.
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Figura 32: Vista de secciones longitudinales de CIP3 en microscopio petrografico.

4.1.1.2 Testigos, observacion en SEM (Scanning Electron Microscope) y analisis EDS
(Espectroscopia de Energia Dispersiva).
En la siguiente figura se encuentran los fragmentos a los que se les realizd la microscopia

electronica de barrido, sin y con criofractura con nitrégeno liquido:

CIP1 Longitudinal

CIP2 Longitudinal B

CIP1 Transversal
CIP1 Longitudinal

CIP2 Transversal
cp3
CIP1 Transversal

CIP3 Longitudinal

CIP2 Transversal

—[ap3T -
P2l

CIP3 Transversal

Figura 33: Muestras para microscopia electronica de barrido. A. Secciones elaboradas con cortadora marca
Minosecar con disco diamantado y metalizadas con oro. B. Fragmentos despues de la criofractura y antes del
metalizado con oro.

4.1.1.2.1 CIP1 en microscopia electronica sin y con criofractura.

e Seccion transversal

Muestras en corte transversal de CIP1, en la fotografia 34-A y B (sin criofractura), para A se
observa a un lado de la muestra una aparente disposicion longitudinal y una seria de espacios
al ampliar la zona demarcada con un circulo azul (fotografia 34-B) se distingue con mayor

claridad dichas formaciones; sin embargo no se puede observar mayores caracteristicas, ya
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que el plano de observacion se encuentra de lado. En las fotografias 34-C, D y (con
criofractura) se observan a distintos aumentos unas formaciones en las muestras, sin embargo

dichas formaciones no corresponden con caracteristicas microestructurales de tejido 6seo.

20kV X200 100pm UNIANDES 20kV  X1,000 . .

\ R (R
A \

| 20kV X500  50pm UNIANDES 20KV~ X3,000--Bg » 14" (UNIANDES,

Figura 34: Vista de muestras de CIP1 en corte trasnversal observadas en microscopio electronico de barrido
y metalizadas con oro.

e Seccidn longitudinal

En corte longitudinal (fotografias 35-A y B), tomadas sin criofractura permite la observacion
de una serie de lineas paralelas que a su vez contiene una seria de espacios, la flecha en A
indica lo que podria ser un conducto de VVolkmann con alta cristalizacion, en el recuadro azul
y ampliacion en 35-B de una formacion similar a un conducto haversiano, sin embargo, no

es la estructura que se esperaria ver en un corte longitudinal. En la fotografia 35-C (con
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criofractura) se observa una serie de filas longitudinales, pero ninguna con caracteristicas de

tejido 6seo

20kV (150) UNIANDES

20kV X200 100pm UNIANDES

Figura 35: Vista de muestras de CIP1 en corte longotudinal observadas en microscopio electronico de
barrido y metalizadas con oro.

4.1.1.2.2 CIP2 en microscopia electronica sin y con criofractura.

e Seccion transversal

En las muestras sin criofractura (fotografias 36-A y B) se observa una superficie bastante
fracturada, con ausencia de remanentes 6seos; mientras que las muestras criofracturadas 36-
C la flecha sefala tejido esponjoso en forma paralela, recuadro blanco indica una fila paralela
mas pequefa y en la fotgrafia 36-D se observa mineralizacién y microfracturacién en el

plano.
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Figura 36: Vista de muestras de CIP2 en corte transversal observadas en microscopio electronico de barrido
y metalizadas con oro.

e Seccidn longitudinal

En vista longitudinal sin criofractura (fotografias 37-A y B) en A se observa en el recuadro
blanco una organizacién de espacios con tamafios similares (tejido esponjoso), sin embargo,
dichos espacios estan pobremente preservados, en B se muestra otra zona de la seccion con
nula presencia de remanentes 6seos. En la fotografia 37-C (criofracturada) se observan una
serie de lineas longitudinales, que podrian indicar areas de fractura, pero ningln remanente
6seo visible. A un menos aumento con Criofractura (fotografia 37-D) es posible la

observacion de grandes cristales de minerales.
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Figura 37: Vista de muestras de CIP2 en corte longitudinall observadas en microscopio electronico de
barrido y metalizadas con oro.

4.1.1.2.3 CIP3 en microscopia electronica sin y con criofractura.

e Seccion transversal

Para las muestras observadas del especimen CIP3, en la figura 38-A y B sin criofractura, en
A se observa la presencia de lo que podria ser una Osteona secundaria (OS) con aparente
deformacion, es posible identificar el canal haversiano (CH), Endostio ostednico (EO). En la
figura 38-B la flecha indica la presencia de dos capas con diferente composicion, las lineas
punteadas sefialan la direccion de dicha lamina. Con criofractura en la figura 38-C se
observan una serie de espacios totalmente circulares no caracteristicos de formaciones de
tejido 6seo y en 38-D en recuadro azul indica una alta recristalizacion y microfracturas, con
nula presencia de tejido 6seo.
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Figura 38: Vista de muestras de CIP3 en corte transversal observadas en microscopio electronico de barrido
y metalizadas con oro.

e Seccion longitudinal

En la figura 39-A y B (sin criofractura). En A el recuadro azul sefiala un cambio en el tipo
de material, sin embargo no se observa preservacion microestructural, en B se observaron
diversas estructuras relacionadas con microalgas u hongos; para las figura 39-C, con
criofractura, se distingue una disposicion de lineas longitudinales sin observacion de tejido

0seo.
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Figura 39: Vista de muestras de CIP3 en corte longitudinall observadas en microscopio electronico de
barrido y metalizadas con oro.

4.1.1.2.4 Anélisis EDS

El analsis EDS fue realizado en las muestras antes de la criofractura, ya que deben ser lo mas
planas posibles, se realizo un analisis por cada muestra, transversal y longitudinal, con el fin
de determinar los componentes de cada una, la tabla 2 muestra las areas en donde se realizo

el analisis.
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Tabla 2: Fotografias de las areas donde se realizo el analisis EDS

TRANSVERSAL

LONGITUDINAL

CIP1

Electron Image 1

600pm

r GOOQM T Elgctran Image 1

CIP2

600pm T Electron Image 1

600pm Electron Image 1

CIP3

00am Electron Image 1

600pm

Electron Image 1

Adicionalmente mediante el analisis EDS (Espectroscopia de Energia Dispersiva), tras

determinar los elementos presentes en las muestras (tabla 3), se comparan y promedian los

valores obtenidos para la concentracion de dichos elementos.

75




Tabla 3: Concentracion de cada uno de los elementos presentes en todas las muestras analizadas y promedios
de entre la direccion (longitudinal y transversal) de los cortes de cada muestra con cada elemento.

Muestra Direccion Concentracion
C O Al Si P Ca Fe S K

Transversal 3,53 26.83 0 0,93 7,47 37,04 0,98 21,8 0

cIP1 Longitudinal |13.53 39,58 0,94 2.63 14,7 59,34 1,21 0 0

Promedio|8.53 33,205 0.47 1.78 11,085  |48.19 1.095 10,9 0

cIp2 Transversal 245 14.49 0,62 1,56 7,05 36,63 3,26 14,94 0

- Longitudinal |4.2 8,75 0 0 5,77 43,76 0 0 0

Promedio|3.325 11,62 0.31 0.78 6.41 40,195 1.63 7.47 0

Transversal 28,32 16.03 3,09 12,07 12,46 35,53 2,61 0 0.86

cIps Longitudinal |13,53 39,58 0,94 2,63 14,7 59,34 1,21 0 0

Promedio 20,925 27.805 2,015 7.35 13.58 47.435 1% 0 0.43

4.1.2 Técnica Ex situ
4.1.2.1 Desmineralizacién y observacion en microscopio dptico.

4.1.2.1.1 CIP1 en Microscopia 6ptica de luz trasmitida.

La figura 40-A presente matriz 6sea, la flecha indica celulas fosiles en su interior (osteocitos)
de distinta forma y tamafio a un aumento de 40x. En 40-B se identifica la presencia de un
osteocito (OC) sefialado con un circulo azul, dentro de matriz 6sea. En la figura 40-C se
amplia lo visto en B a 100x, lo que permite mayor claridad en la observacion de osteocito
(OC) y donde ademas de observan sus porolongaciones o canaliculos (CA), la flecha sefiala

uno.
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Figura 40: Vista de muestras de CIP1 desmineralzadas y observadas en microscopio éptico de luz trasmitida.

4.1.2.1.2 CIP2 en Microscopia 6ptica de luz trasmitida.

En las muestras de CIP2 desmineralizadas en EDTA, en la figura 41-A la flecha indica matriz
Osea con presencia de células fésiles, aumento de 10x. En aumento de 40x (figura 41-B) se
observa una clara presencia de osteocitos (OC) con sus canaliculos (CA); para la observacion
a mayor detalle en 100x se amplia el recuadro azul de la figura 41-B en 41-C, donde se
observa con mas detalle un osteocito (OC) y sus prolongaciones o canaliculos (CA)

encriptados en matriz dsea.
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Figura 41: Vista de muestras de CIP2 desmineralzadas y observadas en microscopio dptico de luz trasmitida.

4.1.2.1.3 CIP3 en Microscopia éptica de luz trasmitida.

En la figura 42-A se observa la presencia de matriz 6sea; sin embargo, no se identificaron

células fésiles ni vasos sanguineos, aumento de 40x.

| S0 pm

Figura 42: Vista de muestras de CIP3 desmineralzadas y observadas en microscopio 6ptico de luz trasmitida.
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5 ANALISIS DE RESULTADOS

Para determinar el nivel de preservacion microestructural en fosiles es necesaria una
comparacion cualitativa con otras investigaciones realizadas, para el caso del presente
analisis, es de tener en cuenta que se desconoce dicho nivel en los registros del area de Villa
de Leyva y sus alrededores, por tal razon en la tabla 4 se realiza una comparacion entre
nuestros resultados para el protocolo de secciones delgadas (Técnica In Situ) y los de otros
autores en fosiles de Testudines. En la tabla 5 se realiza la misma comparacion con el
protocolo de desmineralizaciéon (Técnica Ex Situ). Para el caso del analisis de testigos en
Microscopio Electronico de Barrido no se realizan comparaciones debido a la escasa

informacion sobre dicho protocolo en fésiles de este orden.

En la tabla 4 se muestran las principales estructuras Gseas identificadas en distintos

testudines, pertenecientes a diferentes cronoestratigrafias, mediante la técnica In situ.

Tabla 4: Diferentes investigaciones realizadas con las estrcuturas determinadas en las mismas, mediante la

tecnica In Situ, con elaboracion de secciones delgadas. X, Presencia. /, Ausencia. A. Investigacion realizada
por (Scheyer T., 2007). B. Investigacion realizada por (Scheyer & Sander, Shell bone histology indicates
terrestrial palaeoecology of basal turtles, 2007). C. Investigacion realizada por (Scheyer & Sanchez, 2007). D.
Investigacion realizada por (Scheyer & Anquetin, 2008). E. Investigacion realizada por (Talevi, 2012). F.
Investigacion realizada por (Janello, Cerda, & de la Fuente, 2016). I. Presente investigacion.

Técnica In situ

ESTRUCTURAS OSEAS
IDENTIFICADAS

.
[e7]
o)
-

Fibras de sharpey
Osteona primaria
Osteona secundaria
Hueso laminar
Hueso esponjoso
Haces de fibras colagenas
Conductos de volkmann
Lagunas de celulas 6seas
Tejido conectivo
Hueso compacto

o [ o [~ |~

S BB B B e e

. e e P P P e =

v
b |
o
b
B

En la tabla 5, se muestran las estructuras identificadas en las diferentes
investigaciones mediante la técnica EX situ.
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Tabla 5: Diferentes investigaciones realizadas con las estrcuturas determinadas en las mismas, mediante la
tecnica Ex Situ, con desminaralizacion con EDTA. X, Presencia. /, Ausencia. G. Investigacion realizada por
(Cadena & Schweitzer, 2012). H. Investigacion realizada por (Cadena & Schweitzer, 2014). I. Presente
investigacion.

Técnica Ex situ

ESTRUCTURAS OSEAS G H I
IDENTIFICADAS

Osteocitos X X X

Vasos sanguineos / X /

Canaliculos X X X

A partir de las tablas 4 y 5 se determina cierto grado de preservacion microestructural,
ya que los resultados obtenidos permitieron la obervacion de tejido éseo fosil, en las tres
muestras analizadas, ademas es de precisar que en algunas de las investigaciones mostradas
en las tablas se tomaron varios especimenes lo que aumenta la cantidad de caracteristicas
6seas encontradas (Talevi, 2012) (Scheyer T., 2007), sin embargo no precisamente indica
que un solo especimen muestre todas las estructuras indicadas, por tal razon a pesar de ser
aparentemente baja la preservacion esta presente lo que corrobora lo sefialado por (Cadena
& Schweitzer, 2012) donde indican que la preservacion celular es independiente de los
ambientes sedimentarios (depositos marinos, dulceacuicolas y terrestres). A partir de lo
anterior la discusion se relaciona con la calidad de dicha preservacién que para el caso de
los 3 especimenes seleccionados fue baja, lo que podria estar influeciado por la encapsulacion
tridimensional del material dseo dentro de la fase mineral, lo que lo protegeria de factores
externos que provocan su degradacion (Cadena & Schweitzer, 2012).

Para el caso de las estructuras 6seas encontradas en cada uno de los especimenes, se
especifica que para:

CIP1: Se determina la presencia de tejido 0seo de tipo esponjoso, con pocos
monticulos o acumulaciones de tejido laminar o trabecular, todos los espacios medulares han

sido reemplazados por minerales de distintos tipos de carbanatos, ademas no se identifica
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tejido 6seo de tipo compacto lo que puede deberse a procesos de recristalizacion, ademas de
que la cantidad de hueso compacto a encontrar debia ser menor, de acuerdo con lo sefialado
por (Cerda, Sterli, & Scheyer, 2016), donde plantean la disminucion de las capas de tejido
compacto debido a los habitos acuaticos; lo que concuerda con el hallazgo de esta tortuga en
sedimientos marinos.

Se observo en el tejido laminar la presencia de lagunas o de osteocitos aplanados y
dispuestos en una organizacion circunferencial.

En el protocolo de desmineralizacion, los osteocitos presentaron una forma alargada
y semi-aplanada con un tamano aproximado de 50pm acorde con lo observado en la revision
bibliografica de Cadena (2012), Cadena & Schweiter (2012) y, Cadena & Schweiter (2014).
Estos osteocitos se encontraron encriptados en matriz 6sea, por lo que no se determina si son
celulas 6seas o por el contrario si corresponden a sus lagunas, ya que, para determinar si son
0 no osteocitos es necesario aislarlos de su matriz (Cadena & Schweitzer, 2014) (Cadena &
Schweitzer, 2012), ademas se debe corroborar mediante la observacion de Microscopia
Electronica de Barrido la presencia de organelos celulares.

CIP2: Presencia de gran cantidad de espacios medulares rellenos de calcitas o
carbonatos, las trabeculas oseas en su gran mayoria se encuentran con una presencia
importate de material 6seo que esta dispuesto hacia los bordes, sin embargo no presenta
remanentes de células 6seas, de igual manera que lo sefialado para CIP1, la nula presencia de
tejido 6seo de tipo compacto concuerda con habitos de tipo acuatico (Cerda, Sterli, &
Scheyer, 2016).

Al igual que en CIP1, el procedimiento de desmineralizacion, permitio identificar
osteocitos que presentardn tamafios aproximados de 50um y fuerdn encontrados en su matriz,

razon por la cual no es posible determinar si son celulas 6seas 0 son sus respectivas lagunas.
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CIP3: Se observa la mejor preservacion de tejido 6seo y la Gnica presencia de hueso
compacto para las tres muestras analizadas, lo que puede ser resultado de que esta muestra
correspondia a caparazon el cual se encuentra caracterizado por una capa externa y una
interna de hueso compacto -tejido diploe- (Scheyer T. , 2007). Se encuentran osteocitos de
forma semi-aplanada en las osteonas secundarias, en concordancia con la descripcion
realizada por Cadena & Schweiter (2012) donde describen tres tipos distintos de osteocitos

para las capas del caparazén (figura 43):

Figura 43. a. Osteocito aplanado: morfotipo dominante de la corteza interna. b. Osteocito semi-aplanado:

abundantes en laminilla de osteona primaria y secundaria. c. osteocito radiado: morfotipo dominante de

cortezas externas. Tomada de Cadena & Schweitzer (2012). d. Fotografia de seccion trasnversal de CIP3,
donde se observa la forma del osteocito en el recuadro negro, en 40x. e. Vista en 100x de un osteocito.

A partir de la figura 43, y con las observaciones realizadas podriamos posiblemente
clasificar las estructuras encontradas como osteocitos de tipo B que predominan en la capa
interna del caparazén (Cadena & Schweitzer, 2012), lo cual es concordante ya que arriba de

dicha lamina de hueso compacto se encontraron acumulaciones de tejido esponjoso; sin
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embargo las osteonas parecen estar deformadas, aunque es dificil de determinar debido a que

no se encontraron mas patrones de referencia.

Al realizar los 3 protocolos seleccionados inicialmente (ver tabla 1), se puede decir
que las secciones delgadas funcionan de manera exitosa para la determinacion de
preservacion microestructural de tejido éseo en muestras que muchas veces pueden estar
altamente degradadas (Scheyer & Anquetin, 2008), por otra parte los resultados obtenidos a
partir de este protocolo pueden ser mas profundos usando técnicas de desmineralizadacion
con el fin de aislar los remanentes 6seos observados y asi determinar si estos son organicos
(celulas fosiles) o si por el contrario son moldes generados por procesos de cristalizacion y
de precipitacion de minerales en los distintos procesos fosildiageneticos (Tltken &
Vennemann, 2011) (Barrientos, Sarmiento, & Galligani, 2016) (Collins, Nielsen-Marsh,
Hiller, & Smith, 2002)

Para el protocolo de testigos en Microscopia Electronica de Barrido, las observaciones
en su mayoria no arrojaron resultados satisfactorios, lo que puede deberse a la degradacion
de las muestras, ademas se identifican otras estructuras que pueden generar confusion, debido
a que no se tienen caracteres de comparacion claros como son el color, la trasparencia y la
birrefrigencia, sin embargo los analisis EDS permitieron el establecimiento de los elementos
y la concentracion de los mismos en las diferentes muestras, donde se evidencio gran cantidad
de calcio y de fosforo (Tabla 3), por lo cual se asume que las muestras tienen un origen
organico (Ross & Pawlina, 2015), ya que estos dos elementos son los dos componenetes
principales de la hidroxiapatita, la cual a su vez es parte fundamental de la composicion
nanoestructural de hueso. El analisis de testigos en MEB podria ser mejor empleado para la

observaion de posibles celulas fosiles o de muestras que presenten una calidad mejor en la
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preservacion, por ejemplo muestras que contengan fibras colagenas como resultado de una
buena preservacion ya que dichas estructuras son las primeras en degradarse en los procesos

de fosilizacion (Bell, Skinner, & Jones, 1996).
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6 CONCLUSIONES

Se determind la preservacion microestructural de fosiles de Villa de Leyva,
adicionalmente se confirma que dicha preservacion no esté relacionada con los ambientes
sedimentarios, por lo que es muy probable que el resto de los tres especimenes contengan
areas con mayor preservacion.

La conservacion externa de los fosiles no esta directamente relacionada con su
preservacion interna, ademas la calidad de la preservacion microestructural si puede estar
definida por procesos fosidiageneticos especificos para cada muestra.

La técnica mas efectiva para la observacion de estructuras preservadas en el fosil fue
la de secciones delgadas para microscopia petrografica y dptica de luz transmitida, dado que
en cada una de las muestras se pudo observar de manera clara la capa de hueso esponjoso,
los remanentes de las trabeculas y algunos osteocitos en ellas, conservando en la mayoria de
los casos su organizacion original.

La tecnica de observacion de testigos en el MEB fue la menos efectiva en cuanto a la
observacion de estructuras o remanentes organicos, debido a que las estructuras identificadas
presentaban una alta deformacién como producto de los procesos de mineralizacion. A
diferencia del protocolo de secciones delgadas la observacion en el MEB genera imagenes
tridimensionales, lo que nos dio como resultado la observacion de altas cantidades de
microcristales que deformaron las estructuras 0seas.

En cuanto a la técnica de desmineralizacion, fue posible observar la matriz dsea de
los tres especimenes, pero en solo dos se diviso lo que posiblemente son osteocitos con sus

respectivas prolongaciones. Aungue no fue posible aislarlos totalmente de la matriz

85



Adicionalmente, la preservacion microestrutural no esta distribuida uniformemente
en todas las muestras, lo que puede estar relacionado con la ubicacion del tejido hacia el
exterior del fosil 6, a procesos de recristalizacion sectorizados.

A pesar de que en las tres tortugas se logro identificar remanentes oseds, el especimen
CIP3 presenta la mejor preservacion, permitiendo una caracterizacion de formas y
estructuras, lo que podria ser el resultado de que la muestra tomada de dicho especimen
pertenece a una parte del caparazon, el cual esta compuesto por una estructura diploe de
hueso compacto y una lamina central de hueso esponjoso lo que puedo haber permitido la

mayor preservacion

Finalmente se determina la relacidon entre las microestructuras 4seas encontradas en

los individuos y su ambiente deposicional con una paleoecologia de tipo marino.
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7 RECOMENDACIONES

Se debe enfocar el estudio de los fésiles en el &mbito paleohistolégico a manera de
complemento a los demas estudios realizados, para que de esta manera se puedan hacer
inferencias mas acertadas acerca de la paleoecologia de los individuos, sus habitos, su
alimentacion y las relaciones con individuos pertenecientes al mismo lugar y periodo de

tiempo.

Uno de los ideales de este trabajo es aportar al desarrollo e implementacion de un banco
de datos nacional, que aportaria a futuros investigadores y podria dar las bases para la

realizacion de modelos geobioldgicos més precisos de nuestro territorio.

Las secciones delgadas paleohistol6gicas deben tener un grosor minimo de 50um
aproximadamente, ya que al ser menor el grosor se pierden estructuras importantes en la

observacion.

Se debe tener en cuenta la capacidad de expansion-contraccion de las rocas en las que se
encuentran encapsulados los fosiles, ya que la elaboracion de las secciones delgadas se puede

ver afectada por ruptura del vidrio petrografico debido a estos movimientos.

Uno de los factores importantes en la observacion de secciones delgadas y material
desmineralizado es el no tratamiento del fosil con &cidos, debido a que este procedimiento
puede afectar el material preservado ya que el acido no solo actla en la superficie del fosil,
si no que entra en las porosidades de este y sigue actuando durante un tiempo, disminuyendo

asi las posibilidades de encontrar microestructuras preservadas.
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Cada uno de los protocolos empleados en este trabajo arrojaron resultados positivos, pero
estos se enfocan de manera distinta en cuanto a la observacion del tejido dseo, lo ideal es

relacionarlos para obtener resultados y andlisis mas robustos.
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