Estudios geol., 40, 107-113 (1984)

PRECISIONES HISTOLOGICAS Y BIOQUIMICAS ACERCA
DE LOS EJEMPLARES DE FRENELOPSIS PROCEDENTES DE TORRELAGUNA
(MADRID) '

C. Alvarez-Ramis (**), G. Almendros (*) y A. Polo (*)

RESUMEN

Son descritos diferentes aspectos morfolégicos de los Frenelopsis del yacimiento de
Torrelaguna, comparandose sus caracteristicas con las descritas por otros autores para las

especies F. alata y F. oligostomata.

Los restos de Frenelopsis presentan, en. el yacimiento estudiado, un notable polimorfismo
respecto a las dimensiones del fronde, pero todos los ejemplares descritos poseen caracteris-

ticas muy similares a las de F. oligostomata.

El estudio quimico de los constituyentes orgénicos de las cuticulas muestra una compo-
sicién compleja, siendo los componentes mayoritarios un residuo cutinizado insoluble en al-
calis y una fraccién polifendlica extraible de caracteristicas similares a los acidos himicos.
Los restos presentan una cierta proporcién de polimeros similares a la lignina, aunque muy
alterada, asi como pequefias cantidades de acidos fidlvicos, compuestos nitrogenados, hidro-

carburos libres y carbohidratos.

PALABRAS cLAVE: Histologia, Bioquimica, Frenelopsis, Cretacico superior, Paleoboténica, sus-

tancias hiamicas.

ABSTRACT

Different morphological features of the Frenelopsis from a Torrelaguna bassin (Madrid,
Spain) are described and compared with F. alata and F. oligostomata, studied by other

authors.

The Frenelopsis rests present, in the studied deposit, a remarkable polymorphism with
respect to the dimensions of the leaves, but all the specimens studied are greatly related to

F. oligostomata.

The chemical study of the organic constituents of the cuticles shows a heterogeneous
composition, being the major constituents an alkali-insoluble cutinized residue and a like-

humic acid polyphenolic extractable fraction.
highly alterated lignin-like polymer, and minim
pounds, free hydrocarbons and carbohydrates.

Kty worbs:
substances.

Introduccion

La zona estudiada deberia pertenecer, durante el Creta-
cico, a una regién litoral poblada de Coniferas, pertene-
cientes a los géneros Araucaria, Brachyphyllum y Frenelopsis,
relativamente pobre en especies, y dominando el ntimero de
individuos de este éltimo (Alvarez-Ramis er al., 1981). Los
restos de Coniferas (fragmentos de tronco, érganos repro-
ductores, etc.) se encuentran asociados a los de los helechos,
preespermafitas y diversos tipos de dicotiledéneas, si bien
poco abundantes. La situacién, edad y otras caracteristicas

Cuticles contains a certain proportion of a

al amounts of fulvic acids, nitrogenated com-

Hystology, Biochemistry, Frenelopsis, Upper cretaceous, Palaeobotany, Humic

del yacimiento han sido descritas con anterioridad (Alvarez-
Ramis, 1980; Alvarez-Ramis, 1981).

Desde el punto de vista quimico, la caracteristica mas
notable de estos restos fosilizados es el hecho de que con-
serven un considerable contenido en materia orgénica. Esta
circunstancia viene favorecida primariamente por las con-
diciones de formacién de la tafocenosis y por la ausencia de
fuertes procesos geolégicos oxidativos o tecténicos sobre el
yacimiento durante millones de afios, asi como por la propia
naturaleza quimica de los vegetales, que pueden presentar
originariamente elevada resistencia a la accién microbiana
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en condiciones fuertemente reductoras (cutinas, ligninas, es-
poropoleninas, substancias bituminosas, etc.). Por otra parte,
los materiales mas ficilmente biodegradables pueden contri-
buir a la formacién de nuevos compuestos estables frente
a los microorganismos, conocidos genéricamente como sus-
tancias hiimicas, que forman parte de la composicién de
ciertos tipos de carbones, aunque se siguen formando acti-
vamente en los suelos actuales.

Aunque los restos de cuticulas fosilizadas de Gimnosper-
mas no pueden ser comparadas con los carbones por su es-
tructura ni por su composicién quimica, en el presente es-
tudio se pretende realizar un aislamiento de diferentes gru-
pos de compuestos orginicos, en la suposicién de que estas
cuticulas también pudieran venir acompaiiadas por una
proporciéon mas o menos elevada de sustancias comparables
a los compuestos hiimicos (que serfan responsables, en parte,
de la coloracién oscura, que desaparece después de limpiar
quimicamente la muestra para su observacién al microsco-
pio). De confirmarse la presencia de estos compuestos, su
estudio podria aportar datos de interés respecto a la natu-
raleza y conservaciéon del humus producido a partir de di-
ferentes especies vegetales en otros periodos geolégicos.

Métodos

Los métodos empleados para efectuar las preparaciones
histolégicas se indicaron en publicaciones anteriores (Alvarez-
Ramis et al., 1980; Alvarez-Ramis, 1981). El microscopio
electrénico de barrido utilizado fue un JEOL JSM 50-A.
Para el estudio paleobioquimico, los fragmentos de cuticula
fueron lavados con HCl 1M para eliminar los restos de
marga. La determinacién del contenido en C, H y N se rea-
lizé6 con un microanalizador Hewlett-Packard 185.

Mediante el tratamiento con extractantes alcalinos (Dabin,
1971) se obtuvo una fraccién soluble en Na,P,O;: 0.1 M y
NaOH, 0.1 M en la que se puede diferenciar, a su vez, un
precipitado insoluble en medio icido (de caracteristicas si-
milares a los acidos himicos) y un extracto soluble (acidos
filvicos). La determinacién cuantitativa (en C) de ambas
fracciones tuvo lugar con un microanalizador Beckman 950-B,
empleando 50 y1 de solucién previamente descarbonatada.
En cuanto al residuo de extraccién, y en la suposicién de
que pudiera conservar algin compuesto del tipo de la lig-
nina, se realizé una extraccién con dioxano caliente en pre-
sencia de HC1.

A pesar de la escasa cantidad de muestra disponible se
aplicaron algunas técnicas al estudio de la naturaleza de
los acidos himicos. La determinacién de las densidades 6p-
ticas se realizaron en soluciones de 0,136 mg. de C/ml
NaCO;H 0.02 N (Kononova, 1961). Para la filtraciéon a
través de gel se utiliz6 Sephadex G-75 en columna Phar-
macia K 16/70 (Dorado er al., 1972). La hidrélisis a ebu-
lliciébn con H.O y HCI de esta fraccién se llevé a cabo de
acuerdo con Haworth (1971).

Resultados y discusion
Estudio sistemdtico e histologico

Desde el punto de vista sistemdtico, el género Frenelopsis
se incluye dentro de la extinta familia de las Cheirolepidia-
ceas, que presenta indudables afinidades botanicas respecto
a las demis coniferas del Creticico superior, productoras de
polen del tipo Classopollis, especialmente con las Arauca-
ridceas, ¢ incluso podrian estar emparentadas con las Cla-
midospermas por una rama de las Gneraceas, relacionada
con el género Ephedra (Vakrhameev, 1960).

Las distintas especies del género Frenelopsis han alcanzado
una amplia distribucién, tanto estratigrifica (’I‘né.si(;o—Sel}O-
nense-Paleoceno?) como geografica, pues su dispersién solo
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se ha visto detenida por los limites de las zonas 4ridas de
las 4dreas costeras del antiguo mar de Tetis.

Las cuticulas estudiadas en los ejemplares procedentes
del yacimiento de Torrelaguna son histolégicamente casi
idénticas a los figurados por Pons y Broutin (1978) como
Frenelopsis oligostomata (ROMARIZ) Alvin, tanto en los de-
talles observados al microscopio 6ptico (lamina, fig. 1) como
al electrénico de barrido (figs. 2 y 3). Se asemejan también
mucho a las epidermis figuradas por Hlustik (1974) como
de Frenelopsis alata (FE1sTM.) Knobloch.

Las cuticulas de nuestros ejemplares muestran células de
gruesas paredes provistas de espinas patentes y estomas muy
complejos, hundidos en la epidermis, como puede apreciarse
en la lamina (figs. 1, 2 y 3), asi como otras caracteristicas
indicadas en los trabajos realizados por los autores anterior-
mente citados.

Las ramificaciones de los Frenelopsis encontrados en el
yacimiento coinciden con la descripcién de Pons ef al. (1978)
de las ramas vegetativas de la especie F. oligostomata: ra-
mas portadoras de hojas, aplanadas, articuladas y ramifica-
das de forma alterna, recubiertas de epidermis carbonizada
que se prolonga lateralmente en alas rectilineas y estrechas.
En la parte superior de cada nudo se aprecian verticilos de
tres hojas idénticas, unidas por la base,

Ademis del de la rama descrita, hemos observado otros
dos tipos morfolégicos en el yacimiento de Torrelaguna
(lamina: figs. 4, 5 y 6) (Alvarez-Ramis, 1981; Alvarez-Ramis
et al., 1983). Las ramas correspondientes a la figura 4 pre-
sentan las expansiones alares francamente anchas y patentes,
mientras que las de la figura 5 son tan estrechas que apenas
se perciben.

Por otra parte, las epidermis muestran también una es-
trecha semejanza con las figuradas como F. alata por Pons
et al. (1979) (incluso por la presencia de espinas en las
paredes) y con las anteriormente indicadas por Hlustik (1974).

El aspecto macroscopico de las partes vegetativas de
nuestros ejemplares no se asemejan a F. alata, pues las de
esta tltima especie son mucho més estrechas, con expansio-
nes alares poco aparentes, presentando distinto tipo de ra-
mificacién y, sobre todo, en los ejemplares de Torrelaguna
no se observan irregularidades verrucosas (ver fig. 7),
ni hemos encontrado nunca verticilos con seis hojas incluso
en los ejemplares de ramas mas anchas, que son relativa-
mente frecuentes (Pons, 1979).

Estudio de la materia orgdnica

El andlisis elemental orginico de los restos (ta-
bla 1) indica un elevado contenido en carbono or-
gdnico y una baja proporcién de nitrégeno, siendo
el contenido en oxigeno relativamente bajo, respecto
a otros materiales humificados, como corresponde-
ria a las condiciones reductoras de! medio de fo-
silizacién.

Al representar las relaciones atémicas entre los
distintos elementos mediante el método gréfico-es-
tadistico de Van Krevelen (1950) (gréfica 1), 1a com-
posicion elemental de las cuticulas (F) no se incluye
netamente en ninglin grupo de materiales orgénicos
actuales, subfésiles o fosiles. La materia orgdnica
de los restos de Frenelopsis, se muestra sumamente
transformada respecto a los tejidos celulares inalte-
rados (vegetales actuales: V). Otros materiales trans-
formados en ambiente reductor (T), con elevada pro-
porcién de humus estable (turbas), se diferencian,
a su vez, por su contenido en oxigeno mucho més
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TABLA 1

Andlisis elemental orgdnico de cuticulas de Frenelopsis y de

1os dcidos himicos (AH) extraidos a partir de una muestra media.

Muestra

Cuticula-1

"

(X respecto a muestra libre de cenizas)

AH

75.
81.
73.
66.
75.
73.
68.

80.

64.

%e M
57 7.08
99 9.14
24 6.98
49 6.51
49 8.34
33 7.66
76 5.95
92 9.25
10 8.14
30 5.11

28.

90

—

o o © o o

%cenizas

alto. Los lignitos y otros carbones de mayor grado
de transformacién presentan un contenido alifitico
mds reducido.,

Tan solo algunos tipos de substancias bituminosas
aislados de turbas y lignitos, y constituidas por mez-
clas de ceras y resinas (G), pueden distribuirse en
estas 4areas cercanas de la gréafica, pero, por regla
general, su caricter alifitico es mucho mas acusado
y su contenido en nitrégeno, bastante mds bajo. Por
otra parte, fue posible obtener una considerable pro-
porcién de extracto hiimico (26,3% en carbono res-
pecto al peso de muestra (fig. 2). La mayor parte
de este extracto, estd constituido por compuestos si-
milares a los 4cidos hdmicos, circunstancia comin
con los lignitos (Villalba, 1975), donde la fraccion
de 4cidos falvicos es también muy reducida. La frac-
cién soluble en dioxano del residuo de extraccién
(del orden del 4% del C de la muestra), presenta
un 44% de carbono (libre de cenizas) y un bajo
contenido en N (C/N=103). El hecho de que el

H/C

1.51

e 0o @O
Py PP =T
nxT

T

0

3
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T
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Fig. 1.—Representacion grafica de las relaciones atémicas H/C y O/C de las cuticulas de
Frenelopsis (F) y de los acidos himicos extraidos (f) en comparacién con otros tipos de
materia orgénica actual, subfésil o fésil: F) Cuticulas de Frenelopsis del yacimiento de To-
rrelaguna; L) Lignitos; C) Diversos tipos de carbones; AH) Acidos hiimicos de diferentes
tipos de suelo; AF) Acidos filvicos de diferentes tipos de suelo; G) Substancias grasas. Be-
tunes (Reinas y ceras); R) Acidos himicos de bajo grado de transformacién procedentes de
residuos vegetales. Ligninas; 4) Residuo de hidrélisis de acidos hfimicos (ABHA); V) Tejidos
vegetales actuales inalterados (en peso seco). 1: oxidaciones; 2: deshidrogenaciones: 3: des-
hidrataciones; 4: descarboxilaciones; 5: Demetilaciones.
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espectro infrarrojo de esta fraccién mostrase ban-
das amplias y mal definidas respecto a las lignitas
extraidas de plantas actuales, sugiere que la molé-
cula se encontraria muy alterada, o acompafiada por
considerable cantidad de impurezas.

Fig. 2
Fraccionamiento de 1a materia organica de 1a auticula

(%C respecto al peso de muestra)

Cutfcula
(68.45%)
Extracto himico Residuo insoluble-
e (82.09%)
Insoluble a pH: 1 Soluble a pH: 1 Insoluble dioxano  Soluble dioxano
(acidos himicos) {acidos fiilvicos)
(38.31%) (3.78%)
(23.36%) (3.08)°
Hidrniz&m]\ Residuo
(6.22%) {17.14%)

Contrariamente a lo que se esperaba en princi-
pio, mas de la tercera parte de la fraccién inicial
de 4dcidos himicos fue hidrolizada por el HCl 6N.
Este valor, del mismo orden que los obenidos de
las muestras actuales, indica que las moléculas hi-
micas, a pesar de su elevado grado de condensacién,
que se deduce de su posicién en el grifico H/C :
O/C (), presenta todavia considerable contenido
de constituyentes periféricos de la molécula, asi como
trazas de hidratos de carbono hidrolizables (reaccién
con antrona).

Las anteriores observaciones se confirman mediante
el andlisis elemental de los dcidos hdmicos (gréafica 1
y tabla 1), cuyas razones atOmicas entran dentro
de los limites de variabilidad propios de los actua-
les, si bien su contenido en carbono es francamente
elevado y el de N relativamente bajo. En cambio, la
razén H/C (funcién inversa del grado de aromatici-
dad) no es excesivamente baja, como corresponderia
a un material en avanzado estado de carbonizacién.
Sin embargo, su bajo contenido en grupos oxigena-
dos les diferencia de los extraidos de otros materia-
les, asemejindoles a los residuos de hidrdlisis de los
dcidos hiimicos (ABHA) (A), constituidos por la re-

gién méas condensada de su molécula.
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Conclusiones

Los restos epidérmicos obtenidos del yacimiento
de Torrelaguna muestran caracteristicas morfolégi-
cas propias de la especie F. oligostomata, si bien
aparecen una serie de caracteres similares a los des-
critos para otras especies del mismo género por dis-
tintos autores. De hecho, los ejemplares de Torre-
laguna presentan una acusada variabilidad respecto
a las partes vegetativas, que podrian corresponder
a diferentes estados de desarrollo, diferentes posicio-
nes en la planta, o incluso a la coexistencia de espe-
cies, variedades o ecotipos en la misma zona.

Los andlisis quimicos realizados a partir de restos
de epidermis, aunque limitados por la pequefia can-
tidad disponible, ponen de manifiesto su semejanza
quimica con los compuestos del tipo de las cutinas.
Sin embargo, su composicién elemental no es la pro-
pia de las substancias del tipo de las ceras o resinas,
por presentar un caricter aromatico mucho més acu-
sado, de tal forma que los fésiles presentan una
composicion intermedia entre la de los compuestos
alifiticos y los lignitos. Esta circunstancia puede ser
atribuida, por una parte, a la presencia de constitu-
yentes arométicos y oxigenados con propiedades si-
milares a las de los 4cidos hiémicos, que indicaria
una evolucién del tipo de la formacién de los ligni-
tos (en el mismo yacimiento se observan otros ma-
teriales en fases de carbonizaci6n hasta el estado de
azabache), y, por otra, a la persistencia o conser-
vacién de materiales dificilmente degradables, del
tipo de las secreciones propias de las gimnospermas,
compuestos céreos o cutinas, observindose, en cada
uno de los distintos ejemplares analizados, tenden-
cias mis o menos acusadas en uno u otro sentido.

La semejanza con los lignitos se corrobora por
la escasa proporcién en substancias del tipo de los
écidos filvicos respecto a los hiimicos, pues proba-
blemente, estos primeros compuestos (cuyos consti-
tuyentes moleculares se encuentran mucho menos
condensados) presentan menor resistencia al efecto
de los procesos geoldgicos. Los 4cidos hiimicos mues-
tran muchos caracteres comunes respecto a los for-
mados en los suelos actuales, aunque resalta su alto
contenido en carbono y bajo en oxigeno, de acuerdo
con sus condiciones de transformacién.

También se han detectado en las cuticulas peque-
fias cantidades de hidratos de carbono (posibles res-
tos de celulosas o hemicelulosas) y un cierto conte-
nido en compuestos solubles en etanol-benceno (del
orden del 4% en peso) presentando espectros infra-
rrojos similares a las substancias bituminosas.
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LAMINA 1

Fig. 1.—Epidermis de Frenelopsis vista al microscopio éptico (141 X).

2.—Aspecto de conjunto de un fragmento de cuticula al microscopio electrénico de
barrido (58 X).

3.—Detalle de la cuticula mostrando las espinas en las paredes celulares (146 X).
4.—Rama mostrando la disposicién de las ramificaciones y las expansiones alares (3 X).

5.—Varios fragmentos de rama en las que casi no se aprecian las expansiones alares
(tamafio natural).

6.—Detalle de otro fragmento de rama de Frenelopsis del yacimiento de Torrelaguna.

7.—Aspecto macroscépico de ramas de F. alata (Angers, Francia: cenomanense medio);
segln Pons.
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