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Resumen

La presencia de cristales de oxalato de calcio es una caracteristica distintiva en la mayoria
de las plantas. Estos cristales se desarrollan dentro de una “camara de cristal” formada por
una matriz organica de origen proteico que se encuentra en la vacuola de células
especializadas denominadas idioblastos. Aspectos importantes de la formacion de cristales
en las plantas aun no han sido estudiados. Este trabajo examina algunos aspectos de la
biomineralizacion del oxalato de calcio en el frijol comin incluyendo: caracterizacion
cristalografica y estructural de los cristales extraidos de la testa del frijol, identificacién y
caracterizacion parcial de las principales proteinas de la matriz orgdnica, estudio de la
interaccion de estas proteinas con el oxalato de calcio y anélisis de las posibles funciones
biolégicas de estos cristales en el frijol. Los cristales encontrados en la testa del frijol
fueron de oxalato de calcio monohidratado, mostraron una morfologia prismética y la
mayoria se mostré como la fusion de dos cristales. Se aislé la matriz proteica asociada a los
cristales y se determiné la presencia de al menos 7 polipéptidos con pesos moleculares
aproximados de 17, 24, 27, 42, 52, 68 y 250 kDa. Algunas de ellas mostraron diferentes
grados de glicosilacion por el método de tincion de Schiff y azul de Alcian. Se aislaron dos
proteinas de pesos moleculares aproximados de 27 y 250 kDa, se probo su efectividad para
modificar la nucleacién y morfologia de los cristales de oxalato de calcio y se comparé con
el extracto crudo total. Estas proteinas al igual que el extracto crudo inhibieron la
nucleacién del oxalato de calcio y modificaron especificamente la cara {120} del cristal.
También se evalué la posible funcién de estos cristales como almacenes de calcio o
destoxificadores de metales pesados en la planta. Se encontré una relacién positiva entre la
concentracion de calcio en el medio y la produccion de cristales de oxalato de calcio. Por
otro lado, la presencia de metales pesados afecté la produccion de cristales disminuyendo
su numero, por lo que los cristales de oxalato en el frijol actian como depésitos de calcio

pero no intervienen en la destoxificacion de metales pesados.
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Abstract

The presence of calcium oxalate crystals is a distinctive characteristic in most of the plants.
These crystals are developed into a “crystal chamber” made by an organic matrix
constituted by proteins. This chamber is localized into a central vacuole of specialized cells
called idioblasts. Important aspects of this phenomenon have not been characterized. This
work examines some aspects of the calcium oxalate biomineralization in common bean:
Crystallographic and structural characterization of the bean seed coats crystals,
identification and partial characterization of the organic matrix proteins and study of the
proteins-calcium oxalate interaction. The evaluation of the possible roles of these crystals
in bean was also analyzed. Calcium oxalate crystals found in the bean seed coat were
identified as calcium oxalate monohydrate, these crystals were twinned prismatic-shaped.
On the other hand, the crystal-associated proteic matrix was isolated and proteins with
approximated molecular weights of 17, 24, 27, 42, 52, 68 and 250 kDa were identified.
Some of these proteins showed different glycosylation grades by periodic acid-Schiff and
Alcian blue stain methods. Two proteins of molecular weights of 27 and 250 kDa were
isolated. The activity of these proteins over the nucleation and morphology of calcium
oxalate crystals was proved and compared to the crude extract. These proteins and the
crude extract inhibited the calcium oxalate nucleation and modified in a specific way the
face {120}. We evaluated the possible role of the calcium oxalate crystals as calcium sink
and its participation in heavy metal detoxification. In this study we found a positive
relationship between calcium concentration in the growth medium and the production of
calcium oxalate crystals. On the other hand, the presence of heavy metals in the growth
medium decreased the number of crystals inside the plant. This study corroborates that one
of the most important role of the calcium oxalate crystal in bean is to serve as a calcium

sink, but does not contribute to heavy metal detoxification.
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Justificacion

La biomineralizacion es el fenémeno por el cual los organismos vivos forman precipitados
minerales con caracteristicas bien definidas, ejemplos de este fenémeno estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza, desde bacterias hasta vertebrados y con tamafios que abarcan
desde micras (cristales de magnetita en bacterias) hasta kilometros (arrecifes de coral) y
funciones tan diversas como el soporte estructural (vertebrados) o la orientacion

geomagnética (bacterias o abejas).

Desde que Lowenstam inici6 (en la década de los afios 60) estudios sistemdticos de la
biomineralizacién, la investigacion acerca de la diversidad de los minerales formados por
los organismos y de los procesos que participan en este fendmeno se ha incrementado en
gran medida; sin embargo, el conocimiento es aun muy limitado. Aun en los sistemas mejor
estudiados (formacion de dientes, huesos, conchas en moluscos, esqueletos en corales o
cascarones de huevo) se tiene poco conocimiento de los factores que controlan este
fendmeno y como es que las estructuras minerales, producto de este tipo de mineralizacion,

adquieren caracteristicas tan distintivas y diferentes de su contraparte inorganica.

En las plantas, la biomineralizacion del oxalato de calcio es un fenémeno ampliamente
distribuido, pero poco conocido, estudiado y entendido. Se conocen mas de 250 familias de
plantas que precipitan este mineral y se ha registrado su presencia en practicamente todos
los tipos de tejido vegetal. En algunas cactaceas puede llegar a representar el 80 % del peso
seco total de la planta. Pese a todo lo anterior, el conocimiento e investigacion en este
campo es casi nulo; por lo cual, se necesita una intensa investigacion en este campo para
poder responder preguntas tales como ;Qué mecanismos actian en el control del deposito
mineral? ;Coémo se controla la cristalinidad, tamarfio de particula, dureza y tipo de mineral
precipitado?;Por qué algunas plantas acumulan mas oxalatos que otras? ;Qué funcién

bioldgica, fisiologica o ecolégica tienen en la planta? Entre muchas otras.

El conocimiento generado de las investigaciones en este campo, puede ayudarnos a
entender mejor la fisiologia de las plantas, asi como los mecanismos que utilizan para su
adaptacion al medio ambiente. También puede ser aplicado directamente en el disefio y
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sintesis de nuevos materiales magnéticos, electronicos o farmacéuticos a escala
nanométrica y con propiedades bien definidas o para entender y remediar procesos de
biomineralizacién que inciden directamente en la salud humana (formacién de céalculos

renales, calcificacion de arterias o malformacion de huesos y dientes).
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Objetivo general:

Realizar la caracterizacion bioquimica parcial de la matriz orgénica asociada a los cristales
de oxalato de calcio de Phaseolus vulgaris y establecer su posible funcion en la regulacion

de la biomineralizacion en plantas superiores.

Objetivos particulares:

e Estudiar estructuralmente los minerales formados por los procesos de
biomineralizacién en P. vulgaris.

e Identificar las principales macromoléculas que conforman la matriz organica que
esta asociada a los cristales de oxalato de calcio de P. vulgaris.

e Aislar y purificar las principales macromoléculas que se encuentran en la matriz que
intervienen en la precipitacion mineral del oxalato de calcio en P. vulgaris.

e Caracterizar parcialmente las principales macromoléculas implicadas en la
biomineralizacién de P. vulgaris y de su interaccion con los cristales de oxalato de
calcio.

e Determinar las posibles funciones de los cristales de oxalato de calcio en

P. vulgaris.
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1.1 Generalidades de la biomineralizaciéon

La biomineralizacion se define como el proceso por el cual los organismos vivos forman
s6lidos inorgéanicos cristalinos o amorfos (1 y 2). Los productos de este proceso pueden ser:
monocristales o agregados cristalinos y pueden formar estructuras que difieren en funcion y
nivel de complejidad. Hasta el momento se han podido identificar alrededor de 70 tipos
diferentes de minerales precipitados por los organismos, de los cuales més del 50 % son

compuestos de calcio (2 y 3).

Existen dos procesos fundamentales de biomineralizacion reconocidos: el primero de ellos
es denominado “biolégicamente inducido”, en este proceso (ejemplificado por algunas
bacterias como los estromatolitos) el organismo modifica su microambiente local
(cambiando el pH, la concentracion de algin ion, etc.) creando las condiciones necesarias
para que se de la precipitacion mineral. Este tipo de biomineralizacion crea agregados
policristalinos con caracteristicas y morfologias idénticas a las reflejadas por los minerales
precipitados en condiciones inorganicas similares (1). Este proceso no esta rigurosamente
controlado y puede representar un estado primitivo en la evolucién de la formacion mineral

biogénica.

El otro sistema de biomineralizacion es el “mediado por una matriz organica”, en este
sistema la matriz orgénica controla la precipitacion y las caracteristicas principales de los
cristales minerales (tamaiio, forma, orientacioén cristalografica, microporosidad, etc). Se ha
propuesto que esta matriz es de naturaleza principalmente proteica y consta de dos fases
bien definidas: la fraccion soluble y la fraccion insoluble en soluciones acuosas (4). La
fraccion soluble esta formada por una mezcla de numerosas proteinas altamente cargadas
(generalmente ricas en dcido aspartico y glutamico), cada una de las cuales,
presumiblemente, realiza una funcion especifica y estdn en contacto directo con la fase
mineral (3, 5, 6, 7 y 8). La fraccion insoluble estd compuesta por muy pocas proteinas, las
cuales son ricas en aminoacidos no polares tales como glicina y alanina (9). Estas proteinas

(tipo colagena o seda) se sugiere que pueden actuar como el soporte estructural de las

10 s o
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proteinas 4cidas o de otro tipo de macromoléculas o complejos que promuevan la

precipitaciéon mineral (3, 6 y 10).
1.2 Biomineralizacion en plantas
1.2.1 Formacion de cristales en plantas

Cristales de oxalato de calcio (Ca(C;O4)) han sido observados en mas de 250 tipos
diferentes de plantas e igualmente en algunas bacterias, hongos y animales (11, 12, 13, 14,
15 y 16). Por otro lado también se han encontrado yacimientos minerales de este compuesto
(17), pero en todos los casos los cristales son formados del calcio medioambiental y del
acido oxalico sintetizado biologicamente (18), por lo que estos yacimientos siempre estaran
asociados a la actividad biol6gica. La formacién del oxalato de calcio parece ser un proceso
esencial en la mayoria de las especies de plantas conocidas y en ciertos casos (como en
algunas cactaceas) cerca del 90 % del calcio total en la planta puede encontrarse
secuestrado en forma de cristales de este mineral (13). Las plantas pueden llegar a acumular
del 3 al 80 % de su peso seco en forma de estos cristales. Los cristales se desarrollan dentro
de una “camara de cristal” formada por una matriz orgéanica, que se encuentra en la vacuola

central de células especializadas (idioblastos) (14, 19, 20, 21 y 22).

Debido a que el oxalato de calcio tiene un producto de solubilidad muy bajo (1.3 x 10”
moles/Kg de agua), es de esperarse que un nivel de control en la precipitacion de este
mineral se de a nivel de la compartamentalizacion de los iones calcio y oxalato o la
separacion de sus caminos de transporte para evitar la precipitacion del oxalato de calcio en
cualquier parte de la célula (21). Las camaras de cristal son importantes en este nivel de
control debido a que compartamentalizan el proceso de cristalizacion dentro de la vacuola,
por lo cual es logico concluir que estas proveen selectividad y control sobre la entrada de

iones dentro del espacio de cristalizacion (21 y 23).
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El oxalato de calcio en la naturaleza puede presentarse en una forma monohidratada
(whewellita) o dihidratada (weddellita). Cristalograficamente la whewellita corresponde al
sistema cristalino monoclinico y la weddellita corresponde al sistema cristalino tetragonal
(Tabla 1 y Fig. 1). El mas comun en las plantas es el monohidratado (11, 13 y 14). Por otro
lado las plantas pueden producir cristales de oxalato de calcio en una gran variedad de
formas y tamafios, aunque la mayoria de los cristales pueden clasificarse en cuatro tipos
principales con base a su morfologia: rafidios (cristales aciculares en agregados), drusas
(agregados cristalinos esféricos), estiloides (cristales aciculares) y prismas (Fig. 2).
Generalmente la morfologia de los cristales y su distribucion dentro de los tejidos en la
planta son especie-especificos. El grado de hidratacién de los cristales en las plantas
también es especie-especifico. Estas caracteristicas revelan la importancia de estos cristales

en la sistematica y taxonomia boténica (15, 24 y 25).

Tabla 1 Datos cristalogréficos de los dos tipos de cristales de oxalato de calcio

Weddellita (Ca(C,0,) + H,0) | Whewellita (Ca(C,0,) + 2H,0)
Sistema cristalino Tetragonal Monoclinico
Grupo espacial 14/m P2,/n
Parametros de celda a=12371 Ay c=7.357A a=9976 Ab=7294 A y c=6.291 A
unitaria B=107°
Densidad (g/cm’) 22 2.02
a

Figura 1 Morfologias tipicas de la a) whewellita y b) weddellita.

12 5
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Figura 2. Diferentes morfologias de cristales de oxalato de calcio a) Prisma formado en la testa de
Phaseolus vulgaris, b) Drusa formada en el endospermo de Vitis vinifera, c) Estiloide formado en

las hojas de Ditrichia viscosa, d) Rafidios formados en las hojas de Vitis vinifera.

1.2.2 Matriz organica

Las matrices intravacuolares son estructuras macromoleculares que se ha sugerido juegan
un papel muy importante en el control del crecimiento y forma del cristal (5, 20 y 26). Estas
matrices forman una cdmara de cristal la cual separa el espacio intravacuolar del espacio
donde se forma el cristal. La “camara de cristal” es una estructura que envuelve al cristal, la
cual estd formada por una membrana proteica que se forma del material que se encuentra en
la vacuola (18, 19 y 21). Las macromoléculas en el interior de la “camara de cristal”, se
sugiere que crean y controlan el microambiente alrededor de los cristales en formacion,

modificando la forma, crecimiento y orientacion de éstos (20, 21, 23 y 26).
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Recientemente se han identificado proteinas de la matriz asociada a los cristales de oxalato
de calcio, estos primeros estudios indican la posibilidad de que la matriz orgénica en las
plantas esté conformada por una fraccion soluble y una fraccion insoluble en agua, similar a
lo que pasa en otros sistemas de biomineralizacién (20, 23, 26 y 27). Aun no se ha podido
obtener la estructura primaria de estas proteinas; sin embargo, el andlisis de los
aminoécidos que presentan estas proteinas indica que ambas fracciones estan conformadas

por proteinas acidas (26 y 27).

En los sistemas animales las proteinas acidas cumplen una funcién primordial en la
formacion de los cristales, debido a que pueden unirse especificamente a caras
determinadas del cristal con las cuales tienen complementariedad cristalografica (6).
También pueden inhibir la nucleacién cristalina cuando estan en solucion, promover la
nucleacion cuando estdn adheridas a un sustrato (por ejemplo, el que forman las proteinas
insolubles) (28), modelar la forma del cristal (modificando la velocidad de crecimiento de
ciertas caras cristalinas o promoviendo la desaparicién o aparicién de nuevas caras),
controlar el estado de hidratacion del cristal y la formacion de agregados cristalinos o
monocristales. Todo lo anterior en colaboracion con factores fisicoquimicos como el pH de
la solucién, el nivel de supersaturacion, la concentracion diferencial de los iones calcio y

oxalato, entre otras (29).
1.2.3 Células formadoras de cristales

Los idioblastos son células que estan especializadas para la acumulacién de Ca®* en forma
de oxalato de calcio cristalino. Se ha reportado la presencia de estas células tanto en la
epidermis como en el tejido mesofilo. Estas células crecen muy rapidamente y se
diferencian de las demds células vegetales circundantes por su gran tamario (Fig. 3) (18, 30
y 31). Se ha demostrado, por medio de la hibridacién in situ para RNA ribosomal, que los
idioblastos jovenes son células extremadamente activas, ademas poseen una gran cantidad
de mitocondrias, aparato de Golgi, ribosomas y reticulo endopladsmico, organelos asociados

con los procesos metaboélicos, los cuales proveen la energia necesaria para el secuestro del

14
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calcio, la sintesis de proteinas, lipidos y polisacaridos y la produccion de acido oxélico

(31).

Cuando los idioblastos poseen un cristal totalmente
formado en su interior se inhibe el flujo de calcio
hacia el interior de la célula, pero permanecen activas,
lo cual esté relacionado con su habilidad para utilizar
el calcio cristalino almacenado bajo condiciones de

déficit de calcio. Esto demuestra la capacidad de estas

células para regular los procesos de transporte de

Figura 3 Idi obo.‘e Pistia calcio a través de la membrana plasmatica
es-rratiotes. Fotografia tomada de (31, 32y 33).
Liy col. (2003). Escala: 10 pm.

1.2.4 Biosintesis del acido oxalico

En las plantas se han propuesto diferentes vias para la biosintesis del acido oxalico, entre
las que destacan: el rompimiento del isocitrato, la hidrdlisis del oxaloacetato, la oxidacion
del glicolato/glioxilato y el rompimiento oxidativo del acido L-ascérbico (30, 34 y 35).
Estudios recientes, en los que se utilizan precursores marcados radiactivamente, han
indicado que la via del 4cido L-ascorbico es la mas importante en la formacién del acido
oxdlico para la formacion de cristales de oxalato de calcio. Estos estudios también sugieren
que, para la formacion de cristales, el ascorbato es sintetizado en el interior de los

idioblastos y no transportado de células que se encuentren a su alrededor (36 y 37).

Por otro lado, se ha propuesto que en los idioblastos, la sintesis del oxalato es llevada a
cabo (por una enzima ain no caracterizada) en el citoplasma de la célula, posteriormente el
acido oxalico es transportado hacia la vacuola donde es incorporado a los cristales en el
interior de las camaras cristalinas (36). La sintesis se lleva a cabo rompiendo los carbonos 2

y 3 del acido ascorbico (Fig. 4).
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COOH
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HO 0O C2/C3 .
Ennml%smnwch CHon
HO— Acido trednico
CH,OH (|300H
Acido L-ascérbico COOH

Acido oxalico

Figura 4 Sintesis del 4cido oxdlico a partir del 4cido ascorbico

1.2.5 Funcion de los cristales en las plantas

La funcién de los cristales de oxalato de calcio en las plantas atn no ha sido bien
determinada. En investigaciones recientes se ha propuesto que estos cristales pueden
desempefiar diversas funciones, una de ellas (al parecer la mas importante) es el secuestro y
mantenimiento de los niveles de calcio en el interior de la planta (32 y 38). Algunos
estudios que apoyan esta hipdtesis han mostrado que el nimero y tamafio de los cristales de
oxalato de calcio responden a un estrés por calcio (33 y 39). Asimismo, también
demuestran que las diferentes morfologias presentadas por los cristales responden de
manera diferente a ese tipo de estrés. Por ejemplo en la planta Pistia stratiotes (que forma
drusas y rafidios) las drusas mostraron una respuesta particularmente mas dinamica a las
fluctuaciones en los niveles de calcio. Estas ultimas aumentaron rapidamente en niimero y
tamafio cuando la planta sufrié un estrés por exceso de calcio; mientras que, cuando el
estrés fue debido a un déficit de calcio su nimero y tamafio disminuyd drasticamente
(debido a una redisolucién de los cristales para utilizar el calcio). Por otra parte, los rafidios
tuvieron una respuesta similar a las drusas bajo un estrés por exceso de calcio; sin embargo,

no sufrieron una disminucion en nimero o tamaiio cuando el estrés fue por déficit de calcio
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(33). Los prismas de algunas leguminosas mostraron la misma respuesta que las drusas bajo

exceso y déficit de calcio (38).

Los cristales de oxalato de calcio también pueden actuar como mecanismos de defensa de
la planta (40, 41, 42 y 43). Investigaciones en Sida rhombifolia mostraron que hay una
acumulacion de rafidios en respuesta a un consumo por herbivoros simulado (39). Por el
contrario en Pancratium sickenbergeri no hubo un aumento en el nimero de rafidios bajo
este tratamiento; sin embargo, se observé que variedades de esta especie que contenian
mayor cantidad de cristales eran menos consumidas (40, 42, 43, 44 y 45). Lo anterior
demuestra que los rafidios pueden actuar como defensa inducida como en el caso de
S. rhombifolia o como defensa adquirida como en P. sickenberger. Otros estudios han
encontrado enzimas proteoliticas asociadas a los rafidios, corroborando su papel defensivo

(46).

También se ha propuesto que los cristales de oxalato de calcio pueden actuar como
depOsitos inertes para metales pesados como Zn, Cd, Sr, Pb o Al (47, 48, 49 y 50), en
todos estos casos los metales son incorporados dentro del cristal. Algunas funciones
adicionales para los cristales son: ayudar a la formacién de camaras aéreas (51) o actuar

como soporte estructural (52).

1.3 Problemas en el estudio de las proteinas involucradas en la biomineralizacion

Hay problemas graves que hacen muy dificil purificar y caracterizar las macromoléculas
asociadas a los cristales en los sistemas de biomineralizacion. Debido a que estas
macromoléculas estan intimamente asociadas a la fase mineral es muy dificil extraerlas
manteniendo intacta su estructura y funcionalidad. Por otro lado, una vez extraidas las
proteinas se agregan muy facilmente ya que tienen una gran cantidad de residuos cargados
y algunas estan altamente glicosiladas, incluso pueden llegar a precipitarse definitivamente,
lo cual hace muy dificil su manejo y separacion (53, 54). Solo recientemente se han
obtenido secuencias polipeptidicas completas de proteinas relacionadas con la

biomineralizacion (55 y 56) y la mayoria de ellas ha sido obteniendo y secuenciando los
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genes que codifican para ellas y no con las proteinas per se, esto dificulta establecer

relaciones estructura-funcion.

También es dificil establecer la funcion especifica de estas proteinas. En muchos de los
sistemas de ensayos funcionales, las proteinas de la matriz son adicionadas a soluciones
supersaturadas y su efecto sobre la nucleacion y crecimiento es monitoreado (57). Sin
embargo, es muy dificil diferenciar entre las contribuciones de los pardmetros generales
como son la densidad de cargas y los efectos especificos debido a la complementariedad
estructural de las proteinas o los polisacéridos asociados al mineral. Otra aproximacion es
observar los cambios en las morfologias de los cristales en presencia de una o mas
proteinas en solucion (58, 59 y 60). Esos cambios, si son especificos, muestran que las
macromoléculas pueden interactuar con algunas caras cristalinas pero no con otras; sin
embargo, es muy dificil el indexado de las caras debido al tamafio de los cristales que se
obtienen (27). Aproximaciones adicionales se han realizado manteniendo las proteinas
asociadas a un templete de B-quitina o proteina de la seda y evaluar el efecto sobre la

nucleacion y crecimiento de los cristales (61).
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2.1 Material y métodos

Para la caracterizacion de los cristales de oxalato de calcio de la testa del frijol, se disefié un
método para aislarlos por medio de una diferencia de densidad. Se utilizaron semillas de
frijol de la variedad Negro Jamapa. La testa de la semilla se separ6 manualmente de los
cotiledones y se homogeneizé en agua destilada. El homogeneizado se pasé por un filtro de
luz de malla de 120 micras y el filtrado se centrifugé a 3500 rpm durante 15 min. El botén
resultante se resuspendio en una solucion de politungstato de sodio (Fluka 71913) con una
densidad ajustada a 2.0 g/cm’ y se centrifugé a 3500 rpm durante 15 min. Debido a que el
material mas pesado en el homogeneizado son los cristales de oxalato de calcio, con una
densidad de 2.2 g/cm’, se lograron obtener con un grado adecuado de pureza en el botén del
centrifugado, el sobrenadante con los restos del material organico se deseché y los cristales
se lavaron exhaustivamente con agua destilada para eliminar los restos de politungstato de

sodio.

Los cristales aislados se caracterizaron por difraccion de rayos-X de polvos en un equipo
Bruker-axs D-8 advance system, por SEM y EDS en un equipo JEOL JSM5900 LV con un
espectrometro Oxford acoplado y por AFM en un equipo Nanoscope llla (Digital
Instruments). Los cristales para su caracterizacion por rayos-X de polvos y SEM no fueron
procesados con ningun tratamiento. Para la caracterizacion superficial de los cristales por
AFM, estos fueron sometidos a diferentes tratamientos. Para eliminar la materia organica
proteica superficial los cristales se introdujeron en una solucién de pepsina (Sigma P-700) a
10 mg/ml en amortiguador de citratos pH 3.0 durante 12 horas a temperatura ambiente.
Para eliminar la materia organica total se lavaron con una solucién de hipoclorito de sodio
20 % durante 30 min. Como control los cristales fueron lavados con un amortiguador de
citratos pH 3.0 durante 12 horas. Después de cada tratamiento los cristales fueron lavados

exhaustivamente con agua destilada.
Para tener un punto de comparacion en la caracterizacion estructural de los cristales de

frijol, se sintetizaron cristales de oxalato de calcio in vitro. Para esto se mezclaron

soluciones 20 mM de oxalato de potasio (Sigma O-0501) y 2 mM de cloruro de calcio
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(Merck 2382) (K,C,04 + CaCl, — CaC,04 + 2KClI). La solucion resultante se mantuvo en
agitacion constante durante 24 horas a temperatura ambiente, los cristales se recuperaron
por centrifugacion y se lavaron con agua destilada. A estos cristales se les realizaron los
mismos tratamientos que a los cristales extraidos de la testa del frijol, adicionalmente para
obtener una disolucion parcial de la superficie del cristal fueron tratados con una solucion
de EDTA (Sigma E-9884) 5 % durante 30 min. y lavados con agua destilada.

2.2 Resultados y discusion

Los cristales extraidos de la testa del frijol fueron identificados como oxalato de calcio
monohidratado (whewellita) (Fig. 5). Estos cristales presentaron dos morfologias basicas:
prismas rectos y prismas en forma de escuadra, ambas formas fueron maclas de contacto y
tuvieron aproximadamente la misma proporcién en nimero (Fig. 6 y 7). Las operaciones de
simetria que relacionaron a los dos cristales que forman las maclas en los cristales son:
rotacion de 180 ° sobre un eje en los prismas rectos y reflexion en un plano de espejo en los
prismas en forma de escuadra, en estos cristales el angulo que forma la escuadra es de 107°
(Fig. 7 a y b) El tamafio promedio de los cristales fue de 20 pm de largo 7 pm de ancho y 5
pm de profundidad (29).

e bR RN RN RN RN
A Adadidad Al A

Figura 5. Difractograma de los cristales de oxalato de calcio de la testa del frijol
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Figura 6. Cristales de oxalato de calcio monohidratado extraidos de la testa del frijol. En la

micrografia se pueden observar las dos morfologias tipicas de los cristales (rectos y en escuadra).

Tabla 2. Datos cristalograficos de los cristales de oxalato de calcio de la testa del frijol obtenidos
por rayos-X de polvos.

d(A) I indices

h k1
593 95.8 1 0 1
5.79 333 1 1
452 11.0 1 0 1
377 139 g 1| 2
3.64 100 2 0
3.00 123 i 1| 2
2.96 51.0 2 0| 2
2.90 12.8 o 1 3
2.84 16.6 I 2| 3
2.49 272 2 1| 1
235 376 2y 1 4
2.26 138 0 1 4
2.07 17.2 I 2z 3

I= intensidad en %
d (A): espacio interplanar en angstroms
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No se pudo realizar la caracterizacion completa de las caras de los cristales debido a que
mostraron un tamafio muy pequefio para obtener un patrén de difraccion de monocristal y
un tamafio muy grande para realizar difracciones puntuales en microscopia electronica de
transmision. Tampoco se pudieron obtener los valores de los dngulos interfaciales de todas
las caras expresadas por los cristales, debido a que no se pudo obtener la perspectiva
adecuada en las micrografias de SEM. Sin embargo, se pudo establecer la posible expresion
de cuatro caras en los cristales biogénicos y comparando estos cristales con la morfologia
en equilibrio de los cristales de oxalato de calcio monohidratado (COM), segin el modelo
calculado por Millan (2001) basado en energias de union y cadenas de enlaces periédicos
(62), se puede deducir, utilizando el programa Shape 7.0, que son las caras {120}, {010},
{100} y {021} en ese orden de importancia o tamafio de las caras (véase fig. 7ay b).

Es importante destacar que los cristales de COM sintéticos no expresan normalmente la
cara {021}, excepto en condiciones de temperatura mayor a 70° C y tiempos de crecimiento
largo (62) y en esos casos el orden de importancia de las caras es {100}, {010}, {120} y
{021} (Fig. 8 a y b), esto demuestra la participacion de aditivos que propician la aparicion
de la cara {021} y la modificacion en las velocidades de crecimiento de las otras caras bajo
las condiciones de crecimiento en el interior de la planta, es decir, menos de 40 °C y
velocidades de crecimiento rapido (un cristal dentro de la planta puede formarse en menos
de una hora (32)). Entre los aditivos que pueden modificar la velocidad de crecimiento de
ciertas caras o propiciar la aparicion de nuevas caras se encuentran ciertas proteinas o
polisacéridos, tal y como se ha demostrado en otros sistemas de biomineralizacion

(formacién de conchas de moluscos, cascarones de huevo, etc (4, 6, 7 y 27)).

23




Jauregui Zuiliga D. Caracterizacion cristalogrifica

Plano de simetria
Rotacion 180°

107° 107°

Plano de simetria
Reflexion

{010} _ _':_f- > (120}
-

{021}

{021}

Figura 7. Representacion esquematica de los cristales de COM del frijol mostrando las caras y los
planos de simetria a) Prisma recto, b) Prisma en forma de escuadra. Diagramas realizados con el

programa Shape 7.0.

100
p (100} {100}

{120}
{010} {021}

Figura 8. Representacion esquemadtica de los cristales de COM. a) Cristal de oxalato sintético
obtenido in vitro. b) Morfologia en equilibrio del cristal de oxalato determinada por Millan (63).
Diagramas realizados con el programa Shape 7.0.

24 % £



Jauregui Zaidiiga D. Caracterizacion cristalografica

Las micrografias de fuerza atomica mostraron la misma morfologia prismética que se
observé por SEM. En estas micrografias también se pudieron observar pequefios globulos
de forma esferoidal con un tamafio entre 15 y 50 nm, la presencia de estos globulos fue
constante y su distribucion fue homogénea en todo el cristal (Fig. 9a). La presencia de
nanoesferas similares ha sido reportada en otros sistemas de biomineralizacion (formacion
de dientes y de conchas de moluscos), en estos sistemas las nanoesferas se han asociado a
la matriz proteica que regula el crecimiento cristalino (63 y 64). Los tratamientos con las
soluciones de hipoclorito de sodio al 20 % para remover la materia organica disolvieron las
nanoesferas en la superficie del cristal (Fig. 9b), el tratamiento con pepsina solo las disolvi6
parcialmente (Fig. 9c); sin embargo, los lavados con agua o con el amortiguador de citratos
pH 3.0 no mostraron ningin efecto evidente. Esto demuestra el origen organico de las
nanoesferas y que al menos parte sustancial de ellas es de origen proteico. Adicionalmente
los cristales tratados con hipoclorito de sodio ademads de la disolucién de las nanoesferas
mostraron pequeifias escoriaciones y estructuras fibrilares sobre la superficie del cristal
(véase figura 9b), lo que denota una disolucion parcial, esta disolucion parcial no fue
compartida por los cristales procesados con la pepsina. Cristales sintéticos procesados con
el mismo tratamiento no mostraron ningun signo de disolucion (Fig. 10a) y al ser
parcialmente disueltos con EDTA 5% mostraron figuras de ataque perfectamente
simétricas (Fig. 10b), que no corresponden con las morfologias mostradas por los cristales
biogénicos. Estas variaciones en la microestructura superficial de los cristales pueden ser
explicadas por la fuerte asociacién que presenta la fraccion organica que cubre al cristal con
este ultimo, incluso podriamos afirmar que hay interpenetracion entre la matriz organica y
el cristal, coexistiendo cristal y matriz organica a nivel superficial. Esto también podria

explicar la poca solubilidad de las nanoesferas en el amortiguador y el agua.
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Figura 9. Micrografias de AFM de cristales de COM de la testa del frijol. Las micrografias de la
parte lateral muestran acercamientos a la superficie del cristal de las micrografias superiores.
a) Cristal lavado con agua en donde se muestran las nanoesferas de materia organica. b) Cristal
lavado con hipoclorito de sodio en donde se muestran las muestras de disolucién del cristal.
¢) Cristal tratado con pepsina en donde se ve la disolucion parcial de las nanoesferas organicas.
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Figura 10. Micrografias de AFM de cristales de COM sintéticos. Las micrografias de la parte
lateral muestran acercamientos a la superficie del cristal de las micrografias superiores. a) Cristal
lavado con hipoclorito de sodio. b) Cristal tratado con EDTA 5 %.
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Capitulo 3

Caracterizacion bioquimica de la matriz
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3.1 Materiales y métodos
3.1.1 Aislamiento de la matriz proteica asociada a los cristales

Para aislar la matriz proteica asociada a los cristales de oxalato de calcio de la testa del
frijol, éstos fueron disueltos en una solucién de EDTA al 5 % a 4 °C con agitacion
constante durante 4 dias. La solucion resultante fue dializada exhaustivamente contra un
amortiguador de acetatos 100 mM pH 5.6 y se centrifugé a 10 000 rpm durante 30 min. El
sobrenadante, con la fraccién proteica soluble fue concentrado por ultrafiltracién en un
AMICON® con una membrana de corte de 3 kDa y caracterizado por SDS-PAGE. El botén
con la fraccion proteica insoluble fue resuspendido en una solucién 8 M de urea y se
caracteriz6 por SDS-PAGE.

3.1.2 Identificaciéon de las proteinas con afinidad por el oxalato de calcio y purificacién

de las principales proteinas de la matriz

Debido a que necesariamente las proteinas que intervienen directamente en la regulacion de
la biomineralizacion deben de tener una gran afinidad por los cristales de oxalato de calcio,
se procedié a determinar las proteinas que presentaban una mayor afinidad por los cristales
de este mineral. Para lo cual se pusieron a incubar cristales de oxalato de calcio sintéticos
en la fraccion soluble de la matriz durante 24 hrs en agitacion constante a 4°C. Los cristales
sintéticos de oxalato de calcio se obtuvieron al mezclar soluciones 2mM de cloruro de
calcio y 20 mM de oxalato de potasio (para asegurarse la predominancia de COM), la
solucion se mantuvo en agitacion constante durante cuatro horas a temperatura ambiente y
los cristales se recuperaron por centrifugacion y se lavaron con agua destilada. Después de
las 24 hrs de incubacion los cristales de oxalato de calcio se lavaron exhaustivamente con
agua destilada para eliminar las proteinas unidas inespecificamente a los cristales.
Posteriormente, se utilizo una solucion de 5 % (w/v) de EDTA pH 7.2 para extraer las
proteinas unidas especificamente que mostraron afinidad por el oxalato de calcio. La

solucion de EDTA con las proteinas se dializé exhaustivamente contra un amortiguador de
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acetatos 100 mM pH 5.6, se concentrd por ultrafiltracién con una membrana de corte de 3

kDa y se caracteriz6 por SDS-PAGE.

La solucion resultante de la incubacion, con las proteinas que mostraron afinidad por el
oxalato de calcio, se pasé por una columna de filtracién molecular Superdex 200 HR
previamente equilibrada con un amortiguador de acetatos 100 mM pH 5.6 mas 150 mM de
cloruro de sodio, por medio de este procedimiento se obtuvo una proteina pura de 27 kDa
(COMAY2). Paralelamente la solucion que resulté de la primera incubacion de los cristales
con la solucion de proteinas de la matriz, también se sometié a una segunda y tercera
incubacion (con el mismo método reportado arriba), con lo cual se obtuvo una proteina
pura de 250 kDa (COMA1).

3.1.3 Identificacién de las glicoproteinas presentes en la matriz

El extracto crudo de las proteinas se corrié en un gel de poliacrilamida al 12 % y se
transfirié a una membrana de nitrocelulosa, la membrana se corté en diferentes tiras y cada
una de ellas fue teflida con Ponceau S (Sigma P-3504) para deteccion de proteinas totales,
acido peryddico-Schiff (Sigma S-5133) para deteccion de glicoproteinas totales y con azul

de Alcian (Sigma A-5268) para glicoproteinas con aziicares cargados negativamente.

Tincidn con 4cido peryddico-Schiff:
1. Se lav6 la membrana durante 5 min en agua destilada.
2. Se incub6 la membrana en una solucién de 1 % de acido peryddico en 3% de acido
acético durante 30 min.
Se lavo en agua destilada tres veces durante 5 min.
Se lavé en una solucion 0.1 % de metabisulfito de sodio dos veces durante 5 min.

Se incub6 durante 15 min en el reactivo de Schiff.

o b

Se lavé la membrana en una solucion 0.1 % de metabisulfito de sodio dos veces

durante 5 min.
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Tinci6n con azul de Alcian:
1. Se lavé la membrana durante 5 min en agua destilada.
2. Se incubd en una solucién 0.125 % de azul de Alcian en 10 % de acido acético
durante dos horas.
3. Se destifié la membrana en una solucién al 10 % de acido acético, hasta que las

bandas fueron visibles.
3.2 Resultados y discusion
3.2.1 Proteinas de la matriz asociadas a los cristales de oxalato de calcio

Varias proteinas han mostrado su importancia en la biomineralizacién en sistemas
animales, cominmente formando una matriz compleja (5, 20 y 26). En plantas también se
han reportado proteinas que forman una matriz, que son importantes en la
biomineralizacion del oxalato de calcio y pueden afectar la precipitacion y morfologia de
este mineral (23, 26 y 27). En este estudio se encontr6 una matriz proteica asociada a los
cristales de COM de la testa del frijol comin, el porcentaje en peso de las proteinas en
relacion al peso total del cristal fue de aproximadamente 0.01 %, esta relacion es muy
similar a la encontrada en los moluscos (4) y erizos de mar (8), no asi en los calculos
renales en donde alcanza casi el 2 % del peso total (27 y 65). La matriz proteica mostr6 dos
componentes principales, una fraccion soluble y una fraccion insoluble en amortiguadores
acuosos. La composicion proteica de la fraccion soluble de la matriz determinada por SDS-
PAGE esta compuesta por varios polipéptidos con pesos aproximados de 17, 24, 27, 42, 52,
68 y 250 kDa (Fig. 11a), hasta ahora no hay reportes de la composicién proteica de la
fraccion soluble de la matriz asociada a los cristales de oxalato de calcio de otras especies
vegetales, por lo cual no hay un punto de comparacion. La fraccién insoluble solo mostr6
dos polipéptidos con pesos aproximados de 55 y 60 kDa (Fig. 11b), un estudio anterior
mostré el mismo numero de proteinas y con pesos similares (26), lo cual nos podria indicar,
que al igual que en la biomineralizacién en animales, la fraccion insoluble de la matriz
estaria compuesta solo por unas pocas proteinas muy similares entre si y conservadas en

todas las especies vegetales que biomineralizan oxalato de calcio.
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Debido al método de extraccion de los cristales y de las proteinas mismas, podemos deducir
que estas proteinas son intracristalinas, como se ha reportado anteriormente en animales (8)
y plantas (27), esta caracteristica las hace muy dificiles de manejar, ya que se agregan y

precipitan muy facilmente, aun las proteinas de la fraccion soluble.

3.2.2 Identificacién y purificacién de la proteinas con afinidad por los cristales de

oxalato de calcio

Se determinaron las proteinas de la matriz que mostraron afinidad por los cristales de
oxalato de calcio mediante el experimento de incubacion, estas fueron las de pesos
moleculares aproximados de 27, 42, 68 y 250 kDa (Fig. 11c). Cuando se realizaron
experimentos de incubacion sucesivos, se observé que las proteinas de 27, 42 y 68 kDa
disminuian su concentracion muy rapidamente enriqueciendo en el extracto crudo a la
proteina COMA1, cuando se llevé a cabo la tercera incubacion esta proteina se obtuvo con
un grado de pureza de cerca del 98 % (Fig. 11d). Lo anterior demuestra la gran afinidad que
COMAL tiene por el oxalato de calcio. Cuando las proteinas que mostraron afinidad por el
oxalato de calcio fueron fraccionadas en una columna de exclusion molecular se obtuvo la
proteina de 27 kDa (COMA2) con un 90 % de pureza en estado monomérico en la tltima
fraccion (Fig. 11e). En las demas fracciones se obtuvo una mezcla de las otras proteinas y
de COMAZ2 con diferentes grados de agregacion (Fig. 12). La proteina COMA1 debido a su
estado de agregacion no pudo pasar por la columna, por lo cual se opt6 por el método de la

incubacion con cristales de COM, antes descrito, para purificarla.
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250 kDa
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42 kDa
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24 kDa

17 kDa ﬁ R L

Figura 11. SDS-PAGE de las proteinas de la matriz. a) Extracto crudo de la fraccion soluble.
b) Extracto crudo de la fraccion insoluble. ¢) Proteinas con afinidad por el oxalato de calcio
producto de la primera incubacién. d) Proteina COMA. e) Proteina COMA2.

Figura 12. Cromatograma de exclusién molecular de las proteinas con afinidad por el oxalato de

calcio.
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3.2.3 Identificacion de las proteinas glicosiladas de la matriz

Las tinciones con 4acido peryddico-Schiff y azul de Alcian mostraron proteinas con
diferentes grados de glicosilacion. La tincién con azul de Alcian tifie especificamente
glicoproteinas con azucares cargados negativamente, solo la proteina de 55 kDa se tifié con
azul de alcian (Fig. 13a), la tincion con acido periddico-Schiff tifie glicoproteinas con
azucares neutros o cargados, las proteinas 27, 35 y 55 kDa se tifieron con este método lo
cual demuestra su estado de glicosilacion (Fig 13b). Es importante mencionar que las
proteinas relacionadas con la biomineralizacion en otros sistemas muestran también
diferentes grados de glicosilacion, se ha propuesto que los aziicares de las glicoproteinas
pueden actuar directamente sobre las caras de los cristales, envenenandolas y modificando
su velocidad de crecimiento y regular asi la forma y crecimiento del biomineral, por lo cual
el hecho de que las proteinas encontradas por nosotros estén glicosiladas es un posible
indicativo de que pueden actuar regulando la biomineralizacion del oxalato de calcio en la
testa del frijol.

35kDa
27 kDa

Figura 13. Tinciones para detectar glicoproteinas. a) Tincion con azul de Alcian. B) Tincién con
acido pery6dico-Schiff.
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4.1 Material y métodos
4.1.1 Ensayos de los efectos de las proteinas sobre la nucleacién

Para determinar los efectos de las proteinas de la matriz sobre la nucleaciéon del COM se
disefiaron una serie de experimentos que consistieron en medir la nucleacién por medio de
la turbidez de una solucién, para esto se preparé una solucién 20 mM de oxalato de potasio
y una solucién 2 mM de cloruro de calcio en amortiguador de acetatos 150 mM pH 5.6 y
posteriormente fueron filtradas por membranas de 0.22 pum de tamafio de poro
inmediatamente antes de realizar los experimentos, 500 pl. de cada una de las soluciones
fue mezclada en una cubeta de espectrofotometro y se midi6é su absorbancia a una longitud
de onda de 620 nm a intervalos de 12 segundos durante un minuto con un
espectrofotometro SmartSpec (Biorad). La precipitacion del oxalato de calcio se inici6
inmediatamente después de que se pusieron en contacto las dos soluciones, transcurrido un
minuto de experimentacién las medidas de la absorbancia se hicieron muy irregulares, esto
debido a que los microcristales empezaron a precipitarse. Paralelamente al control, se
realizaron experimentos introduciendo a la cubeta diferentes concentraciones del extracto
crudo de la matriz, las proteinas purificadas COMA 1, COMA 2, acido aspartico (Sigma A-
9256), lisina (Sigma A-9256), albimina de suero bovino (BSA) (Merck 12018) y
ovocleidina-17 (oc-17) (proteina relacionada con la biomineralizacion de cascarones de
huevo de aves purificada en nuestro grupo de trabajo (66)). Las concentraciones fueron 1.0,
2.5 y 5.0 pg totales en la solucion. Cada experimento se repitié al menos cinco veces para
determinar su reproducibilidad y se promediaron los valores. En todos los casos la

cuantificacion de proteinas fue determinada por el método de Lowry.
4.1.2 Ensayos in vitro de la interaccién proteina cristal

Por otro lado, se estudi6 la modificacion morfologica de los cristales de COM, debido a la
presencia del extracto crudo de la matriz, COMA1 y COMAZ2. Esto se realiz6 colocando un
1 ml de una solucién de oxalato de potasio 2 mM en una bolsa de didlisis con corte de

3500 Da, a esta solucion se le adicionaron concentraciones totales de proteina de 0, 2.5, 5,
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15 y 25 pg, la bolsa fue sellada y se introdujo en un recipiente con 40 ml de una solucién de
cloruro de calcio 0.5 mM. El recipiente fue sellado para evitar cambios de concentracion en
las soluciones y se mantuvo sin agitacion a 4° C durante una semana. Todas las soluciones
fueron preparadas en amortiguador de acetatos 150 mM pH 5.6 y filtradas por membranas
de 0.22 pm de tamafio de poro inmediatamente antes de realizar los experimentos.
Posteriormente fue extraida la solucion del interior de la membrana y filtrada por
membranas de celulosa de 0.22 um de tamafio de poro, los cristales fueron retenidos en la
membrana y se lavaron con agua destilada. La membrana con los cristales fue montada en
un portamuestra de aluminio y se cubri6 con oro para observarla por SEM

(JEOL 5410 LV).
4.2 Resultados y discusion
4.2.1 Efecto de las proteinas sobre la nucleacion del oxalato de calcio

La nucleacion del oxalato de calcio se inici6é inmediatamente cuando se puso en contacto la
solucién de oxalato de sodio y de cloruro de calcio, la solucién se empez6 a poner turbia
por la aparicion de nicleos de oxalato de calcio, por lo que aumenté su absorbancia a 620
nm en el espectrofotometro. El aumento en la absorbancia fue un indicativo del aumento

en la aparicion de nucleos.

Se observé una fuerte inhibicién de la nucleacién del oxalato de calcio debido a la
presencia de las proteinas de la matriz, tanto del extracto crudo como de las proteinas
aisladas, en ambos casos la inhibicién fue dependiente de la concentracién. Hubo una
diferencia notable en cuanto al grado de inhibicion de las diferentes proteinas y el extracto
crudo como se muestra en la figura 14 (a-d). El extracto crudo mostré una mayor inhibicién
que la proteina COMA2, pero una menor inhibicién que la proteina COMAI, esto puede
deberse a que en el extracto crudo hay concentraciones diferentes de estas dos proteinas.
Este fendmeno puede deberse a que en el extracto hay una mezcla de proteinas que pueden
inhibir o promover la nucleacién y que todas ellas actiien de una manera sinergistica para

regular la biomineralizacion del oxalato de calcio en el interior de la planta.

O
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Contrariamente, un estudio anterior reporté que el extracto crudo de la matriz de los
cristales de oxalato de calcio del jitomate y tabaco promovian la nucleacién (27), estos
resultados opuestos a los encontrados por nosotros, pueden deberse a que en el jitomate y el
tabaco hay otro grupo de proteinas que actiian de una forma diferente para controlar la
biomineralizacion en esas plantas y esta diferencia podria deberse a que los cristales
encontrados en el frijol presenta morfologias diferentes a los cristales encontrados en el
jitomate y tabaco. La inhibicion causada por el extracto crudo y por las proteinas COMAI y
COMA2 fue muy superior en comparacion con las otras proteinas y aminoacidos
estudiados, aunque no obstante la BSA y la oc-17 causaron una pequefia inhibicién (Fig.
15), que podria explicarse por una interaccion no especifica de cargas o por la afinidad que
presentan estas proteinas por el calcio. Estos resultados demuestran la especificidad de las

proteinas de la matriz para inhibir la nucleacion del oxalato de calcio.
4.2.2 Interaccion de las proteinas con el oxalato de calcio

Los cristales de oxalato de calcio crecidos en presencia de las proteinas de la matriz
mostraron una morfologia diferente a los crecidos en ausencia de ellas. En condiciones
normales los cristales de oxalato de calcio muestran tres caras principales la {100}, la
{120} y la {010}. El extracto crudo de las proteinas de la matriz y las dos proteinas aisladas
modificaron especificamente la cara {120} del cristal de oxalato de calcio, esta cara se
redonde6 y desaparecié cuando la concentracion de proteinas llegd a 25 pg/ml, la cara
{100} y la cara {010} no se modificaron ni en forma ni en tamafio. Esta modificacion hizo
que los cristales de oxalato de calcio se redondearan y alargaran (Fig. 16). Reportes
similares han sido hechos por Bouropoulos y col. (27); sin embargo, aunque ellos
mencionan la interaccion especifica de las proteinas de la matriz del jitomate y tabaco sobre
la cara {120}, los cristales no mostraron la misma morfologia que los obtenidos por

nosotros.

El nivel de modificacion de la cara del cristal sélo varié en magnitud con el extracto y las
dos proteinas. El extracto crudo fue el que modificé de una manera mas evidente la cara

{120} (Fig. 16) a concentraciones de 2.5 pg/mL modificé de manera visible al cristal y a

s
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concentraciones de 25 pg/mL la cara {120} se perdié. Las proteinas COMA1 y COMA2
modificaron en menor grado, siendo la proteina COMA1 la que modificé de manera visible

al cristal solo a concentraciones de 25 pg.
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Figura 14. Efecto de las proteinas sobre la nucleacién del oxalato de calcio. a) efecto del extracto
crudo sobre la nucleacion del oxalato de calcio a diferentes concentraciones. b) efecto de COMALI a
diferentes concentraciones. c) efecto de COMAI a diferentes concentraciones. d) comparacion de la
inhibicion de la nucleacién del oxalato de calcio con 5 pg/mL del extracto crudo y de las proteinas
COMAL1 y COMA2.
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Figura 15. Comparacion de la inhibicion de la nucleacion del oxalato de calcio sin ningun aditivo,

con el extracto crudo, lisina, ovocleidina-17, acido aspartico, albimina de suero bovino. La grafica

muestra los experimentos a concentraciones de S5pg/mL, tanto de las proteinas como de los amino

acidos.
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Figura 16. Cambios morfolégicos de los cristales de oxalato de calcio. a) cristal crecido en ausencia
de proteinas. b) cristal crecido con 2.5 pg/mL del extracto crudo. c) cristal crecido con 15 pg/mL del
extracto. d) cristal crecido con 25 pg/mL del extracto crudo. e) cristal crecido con 2.5 pg/mL de
COMAL. f) cristal crecido con 25 pg/mL de COMAL. g) cristal crecido con 2.5 pg/mL de COMAZ2.
h) cristal crecido con 25 pg/mL de COMAZ2 (las flechas indican la cara {010}). Escala: 1um.
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4.2.3 Arreglo cristalino de las caras de los cristales de oxalato de calcio

El arreglo cristalino de las caras {100} y {010} (no modificadas por las proteinas de la
matriz) muestra dos posiciones diferentes de los iones oxalato, unos se encuentran en
posicion paralela y los otros en posicion perpendicular a la cara del cristal, estas caras son
muy estables y con cargas balanceadas (Fig. 17) lo cual hace que estas sean muy estables y
no sean modificadas por las proteinas (27). La cara {120} muestra a los iones oxalato
emergiendo en forma oblicua de las caras del cristal con una alta densidad de iones calcio
lo que podria facilitar la interaccién de macromoléculas cargadas negativamente (véase fig.
17). Estudios in vitro han sugerido que macromoléculas con un alto contenido de grupos
funcionales ani6nicos juegan un papel importante en la regulacion del crecimiento y
agregacion de los cristales de COM en la orina humana (65, 67 y 68). Recientemente
Touryan y col. (69) incorporaron moléculas fluorescentes a cristales de oxalato de calcio
monohidratado e identificaron el sitio exacto de unién de estas moléculas. Ellos
identificaron la cara {120} como el sitio de union de las moléculas fluorescentes, las cuales
provocaron la misma modificacion que las macromoléculas estudiadas en este trabajo. Es
importante mencionar que s6lo moléculas cargadas negativamente tuvieron la capacidad de
unirse a la cara antes mencionada y que moléculas cargadas positivamente no tuvieron
ningun efecto sobre el cristal (69). Extrapolando los resultados anteriores se puede concluir
que las macromoléculas asociadas a los cristales de oxalato de calcio estin cargadas

negativamente en las condiciones estudiadas.

Por otro lado, es importante mencionar que también se observo la presencia de una pequefia
cantidad de cristales de oxalato de calcio dihidratado (COD) en todos los experimentos en
donde se modificé la morfologia de los cristales de COM, pero esos cristales no tuvieron
ninguna modificacion en ningin caso y con ninguna proteina (Fig. 18). Esto es debido
probablemente a que los cristales de COD poseen una gran cantidad de moléculas de agua
en las superficies cristalinas, lo cual reduce considerablemente las cargas superficiales de
las caras (Fig. 19) (70). Todo lo anterior demuestra que en las interacciones proteina-cristal
es importante la densidad de cargas de los grupos funcionales de las proteinas, asi como el

espaciamiento de estos grupos con relacién a la geometria local de la cara mineral. Esto
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determina la especificidad de las proteinas para regular el crecimiento de determinadas
caras de los cristales, asi como la especificidad para regular el crecimiento y morfologia de
polimorfos especificos de los minerales (en este caso regular el crecimiento y morfologia
de los cristales de COM y no los de COD).

Figura 17. Arreglo cristalino en las caras {100}, {010} y {120}. Calcio=verde, azul=agua,
rojo=oxigeno, gris=carbono. Diagramas realizados con los programas Shape 7.0 y Mercury 1.2.1.

. *



Jauregui Zidiiga D. Interacciones proteina-cristal

Figura 19. Arreglo cristalino en la cara {101}. La estructura molecular de todas las caras de los
cristales de COD son iguales Calcio=verde, azul=agua, rojo=oxigeno, gris=carbono. Diagramas

realizados con los programas Shape 7.0 y Mercury 1.2.1.
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5.1 Materiales y métodos

Se evalud la posibilidad de que los cristales en las hojas del frijol puedan actuar como
depositos de metales pesados o como almacenes de calcio. Semillas de frijol de la variedad
Negro Jamapa certificadas (Rancho Los Molinos certificacion SAGARPA 851/E/V/99)
fueron embebidas en agua destilada por 4 horas y germinadas en vermiculita. Cuando
aparecieron las hojas de los cotiledones (después de 7 dias), las plantas fueron separadas en
grupos y transferidas a cultivos hidropénicos con una solucién nutritiva de Hoagland
(Sigma H-2395) (Apéndice B) adicionada con diferentes tratamientos. Los tratamientos son
descritos en la tabla 3. Las soluciones fueron cambiadas cada tres dias para mantener las
concentraciones de nutrientes y metales en niveles Optimos. El experimento se detuvo
cuando la cuarta hoja trifoliada estuvo completamente desarrollada (después de 30 dias
aproximadamente). Se colectaron las hojas que estaban completamente desarrolladas, se

lavaron con agua destilada y se dividieron en dos grupos.

Tabla 3. Tratamientos a los que se sometieron las plantas de frijol.

Calcio Calcio Calcio Calcio
Calcio Calcio | Calcio | Normal Normal Alta Alta
Normal | Alta Baja Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
con Zinc con Plomo | con Zinc con Plomo
Ca(NO;), 20
(Sigma C-4955) | 0.5 mM M 50 uM 0.5 mM 0.5 mM 20 mM 20 mM
Zn(CH,;CO0),
(Sigma Z-4540) - - - 1 mM - 1 mM -
Pb(CH;CO0),
(Sigma L-3396) - - - - 1 mM - ImM

Las hojas de un grupo fueron utilizadas para determinar el nimero de cristales de COM por
centfmetro cuadrado en la hoja, para lo cual fueron clarificadas sumergiéndolas en una
solucion de hipoclorito de sodio al 20 % durante 12 horas para remover toda la clorofila,
después de esto las hojas fueron lavadas exhaustivamente con agua destilada y
deshidratadas en series de etanol/agua, para después infiltrarlas con xileno y montarlas en
preparaciones semipermanentes para su observacion. Los cristales fueron observados bajo

luz polarizada en un microscopio estereoscopico (Stemi SVI11 Zeiss) con una camara

% s Ca
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digital acoplada, se tom6 una imagen por hoja, 12 hojas por planta y 25 plantas por
tratamiento. Es decir se obtuvieron 300 imagenes por tratamiento. Se contaron los cristales

dentro de una érea de 6 cm’ por medio del software Scion image (beta 4.0.2).

Las hojas del segundo grupo fueron utilizadas para la cuantificacion del calcio insoluble y
metales pesados. Las hojas fueron homogeneizadas en agua destilada, el homogeneizado
fue centrifugado a 3500 rpm durante 30 min, el sobrenadante se decanté y el botdn se lavé
con agua destilada varias veces, posteriormente el botdn fue secado a temperatura ambiente
y molido hasta obtener un polvo fino, 300 mg de cada tratamiento fueron pesados y
digeridos con 20 ml de HC] 3 M. Las muestras fueron filtradas por papel filtro y medidas
en un espectrometro de absorcion atomica (Perkin-Elmer 3110). Por otro lado, también se
aislaron cristales de las hojas del frijol de acuerdo a la metodologia previamente descrita y

se les caracteriz6 por medio de SEM-EDS.
5.2 Resultados y discusion.

Las leguminosas en general tienen la capacidad de tolerar grandes cantidades de metales
pesados (71 y 72), el frijol puede crecer en ambientes ricos en Pb y Zn sin sufrir grandes
cambios en su morfologia y desarrollo, esta planta puede almacenar los metales
mencionados en forma cristalina en inclusiones de carbonato de plomo y fosfato de zinc;
sin embargo, ain es desconocida la localizacion de estas inclusiones en la planta. La
presencia de metales pesados (Zn y Pb) en el medio de crecimiento del frijol en las
concentraciones manejadas en este estudio no afect6 la morfologia externa de las plantas,
pero tuvieron un crecimiento mas lento, lo mismo sucedié cuando las plantas crecieron en
un medio deficiente en calcio. Cuando las plantas crecieron en un medio con un exceso de

calcio, no hubo ningiin cambio aparente en la morfologia o velocidad de crecimiento.

El nimero de cristales en el interior de la hoja sufrié grandes cambios con los diferentes
tratamientos. Se encontraron diferencias significativas en el nimero de cristales con las
diferentes concentraciones de calcio (en la tabla 4 se resumen los datos del conteo de

cristales y su desviacion estandar). Las hojas de plantas crecidas en medios con
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concentraciones altas de calcio contenian un nimero mucho mayor de cristales que las
hojas crecidas en condiciones normales de concentracién de calcio, mientras que las hojas
crecidas con un déficit de calcio presentaron un menor nimero de cristales (Fig. 20 y 21).
Lo anterior demuestra una relacion positiva entre las concentracion de calcio en el medio de
crecimiento y el nimero de cristales en las hojas del frijol. Estos resultados indican que los
cristales de COM pueden servir para secuestrar el exceso de calcio en el frijol; sin embargo,
no se puede descartar otra posible funcién debido a la forma y distribucion de estos
cristales. Los cristales en la hoja del frijol presentan una morfologia prismética y en
condiciones normales estan principalmente distribuidos en las nervaduras de las hojas, lo
que podria indicar una funcién de sostén o reforzamiento en esos tejidos, igualmente en la
testa, los cristales se distribuyen homogéneamente a lo largo de todo el tejido, por lo que
podrian también cumplir una funcién de reforzamiento. Cuando hay un aumento en los
niveles de calcio en el medio de crecimiento, los cristales también se distribuyen en el
tejido mesofilo, pero cuando hay un déficit de calcio los cristales se concentran

principalmente en las nervaduras, reforzando la teoria del soporte estructural.

Tabla 4. Datos del nimero de cristales por cm” en las hojas de plantas de frijol con diferentes

tratamientos.
Calcio Calcio Calcio Calcio
Calcio Calcio Calcio Normal Normal Alta Alta
Normal Alta Baja Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
con Zinc con Plomo | con Zinc con Plomo
Promedio
19.50+3.81 | 31.874331 | 6.96+2.06 6.52+2.14 594+324 13.96 +2.65 1421 +321
+ desv. est.

Cuando las plantas son tratadas con metales pesados hay una disminucion sustancial en el
numero de cristales de COM en las hojas (véase fig. 20 y 21). La disminucién fue similar
con ambos metales pesados usados en este experimento (Zn y Pb) y no mostré diferencias
significativas con la disminucién en el nimero de cristales debido al tratamiento de déficit
de calcio. Con la disminucién en el numero de cristales estos se distribuyeron
principalmente en las nervaduras. Cuando a las plantas tratadas con Pb y Zn se les adiciond

una concentracion mayor de calcio (20 mM) en el medio de crecimiento hubo un aumento
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en el nimero de cristales en comparacion a las plantas en las cuales no hubo un exceso de
calcio, pero siguieron teniendo menor niimero de cristales en comparacion con las plantas
que no fueron tratadas con metales pesados (véase fig. 20 y 21). Por otro lado, los datos de
concentracién de calcio insoluble en las hojas medidos por espectrometria de absorcion
atébmica, corroboraron los datos del conteo de los cristales, con excepcion de los datos de
las plantas tratadas con Pb, en donde el calcio insoluble mostr6 ser mayor que en las plantas
tratadas con Zn y con un déficit de calcio (Fig. 22). La espectrometria de absorcion
atébmica mostré pequefias cantidades de Zn y Pb en las plantas tratadas; sin embargo, el
microanalisis de los cristales de COM aislados de las plantas tratadas con esos metales no
mostré su presencia (Fig. 23). Lo anterior demuestra que los cristales de COM al menos en
el frijol no actian como depositos de metales pesados, debido a que la presencia de estos
afecta la produccioén de cristales disminuyendo su nimero. La disminucién del niimero de
cristales debido a la presencia de Pb y Zn, puede ser debida a que el calcio participa en la
destoxificacién de metales pesados y por lo tanto la planta desvia el flujo de calcio de la

formacion de cristales hacia las vias de detoxificacion.
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Figura 20. Imagenes de hojas clarificadas con luz polarizada, los puntos luminosos son cristales de
oxalato de calcio a) Concentraciéon normal de calcio sin metales pesados. b) Alta concentracion de
calcio sin metales pesados. ¢) Baja concentracién de calcio sin metales pesados. d) Concentracion
normal de calcio con tratamiento con plomo e) Alta concentracién de calcio con tratamiento con

plomo. Escala: 1 cm
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Figura 21. Nimero de cristales por cm’ en las hojas de las plantas con los diferentes tratamientos.

a) Concentracién normal de calcio. b)

Concentracion alta de calcio ¢) Concentracién baja de calcio.

d) Concentracion normal de calcio con tratamiento con zinc. €) Concentracion normal de calcio con

tratamiento con plomo. f) Concentracién alta de calcio con tratamiento con zinc. g) Concentracion

alta de calcio con tratamiento con plomo.
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Figura 22. Calcio insoluble determinado por espectrometria de absorcion atémica. a) Concentracién

normal de calcio. b) Concentracién alta de calcio ¢) Concentracion baja de calcio. d) Concentracion

normal de calcio con tratamiento con
plomo. f) Concentracion alta de calcio

tratamiento con plomo.

zinc. e) Concentracion normal de calcio con tratamiento con

con tratamiento con zinc. g) Concentracién alta de calcio con
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Figura 23. Micrografias de SEM de los cristales de oxalato de calcio extraidos de las hojas tratadas
con metales pesados. a) Cristal aislado de las plantas tratadas con zinc, insertado en la imagen se
encuentra el espectro de microandlisis del cristal. b) Cristal aislado de las plantas tratadas con

plomo, insertado en la imagen se encuentra el espectro de microanalisis del cristal.
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Las plantas forman cristales de oxalato de calcio con morfologias unicas bajo condiciones
bien controladas, este es un fenomeno ampliamente distribuido y parte fundamental de la
fisiologia de muchas especies de plantas; sin embargo es poco estudiado y comprendido.
Este trabajo establece el primer estudio de la composicion proteica de la matriz asociada a
los cristales de oxalato de calcio en la testa del frijol comun y de su interaccion con los

cristales de oxalato de calcio in vitro.

En este trabajo se encontraron proteinas asociadas a los cristales de oxalato de calcio que
presumiblemente forman parte de la matriz organica que regula su formacion y
crecimiento. Esta matriz estd compuesta por dos fracciones, estas son la fraccién soluble, la
cual esta formada por al menos 6 proteinas principales de las cuales cuatro presentan una
gran afinidad por el oxalato de calcio. Es importante mencionar que no hay reportes
anteriores de la composicion proteica de la fraccion soluble de la matriz asociada a los
cristales de ninguna especie vegetal, lo cual hace imposible cualquier estudio comparativo.
La fraccion insoluble esta formada por al menos dos proteinas, las cuales s6lo se pudieron
solubilizar con altas concentraciones de urea. Un estudio anterior report6 el mismo numero
de proteinas y de pesos moleculares similares en la fraccién insoluble de la matriz asociada
a los cristales de Pistia stratiotes a los encontrados por nosotros. Los cristales en
P.stratiotes son rafidios, por lo que se puede inferir que la fraccién insoluble es de una
composicion constante en las diferentes especies de plantas, no importando la morfologia
del cristal, lo cual nos llevaria a concluir que las proteinas de la fraccién soluble son las
responsables de la morfologia del cristal, aunque son necesarios mas estudios para

corroborar esta afirmacion.

Se aislaron dos de las proteinas que mostraron afinidad por el oxalato de calcio y se
determind su interaccion con los cristales de oxalato de calcio tanto a nivel de nucleacion
como de morfologia. Tanto la fraccion soluble de la matriz como las dos proteinas aisladas
mostraron el mismo efecto en la nucleaciéon y morfologia (inhibieron la nucleacién y
modificaron especificamente la cara {120}). Cabe recalcar que solo la cara {120} se
modificd, es decir hubo una interaccién cristalografica especifica entre las proteinas y el

cristal. Esto es importante ya que se ha propuesto que la regulaciéon de la morfologia y
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crecimiento de los cristales producto de la biomineralizacion se da a través del
reconocimiento cristalografico de ciertas proteinas 0 macromoléculas con caras especificas
del cristal, por lo que es muy importante la distribucion espacial de cargas y el
espaciamiento de estas en la estructura tridimensional de la proteina y en el cristal. De estos
resultados se puede concluir que las proteinas son primordiales para la regulacion de la
biomineralizacion; sin embargo, no pueden ser descartados otros factores (tanto bidticos

como abidticos) que puedan participar en esta regulacion.

Se identificaron glicoproteinas en la fraccion soluble de la matriz, esto es importante debido
a que en todos los estudios anteriores sobre biomineralizacion se ha reportado la presencia
de glicoproteinas y se les ha dado un papel crucial en la regulacion del crecimiento y forma
del cristal. Por lo cual las glicoproteinas presentes en la matriz de los cristales de oxalato de

calcio en el frijol pueden ser muy importantes en la regulacion de este proceso.

En este trabajo se pudo determinar que una de las funciones primordiales de los cristales de
oxalato de calcio en el frijol es actuar como depésitos de calcio, por otro lado la morfologia
y distribucién de estos cristales parece indicar también una funcion de soporte estructural;
sin embargo no actuaron como depoésitos de metales pesados, por lo que se descarta su
participacién en la destoxificacion de este tipo de metales, al menos en el frijol. Es
importante mencionar que otros estudios le han otorgado funciones de proteccion a cristales
de oxalato de calcio de forma acicular, cristales de forma prismatica nunca han sido
relacionados con esta funcién De esto se puede inferir que la morfologia de los cristales de
oxalato de calcio en el interior de la planta determina su funcién, esto explicaria, en parte,
la variedad de morfologias que las plantas le confieren a los cristales de oxalato que

precipitan en su interior.

Aun hay mucho que descubrir acerca de la formacion y funcion de los cristales de oxalato
de calcio en plantas. No se tiene el conocimiento exacto de cuantas proteinas estan
involucradas en la formacion de los mismos, ni la funcién especifica de cada una de ellas,
no se conoce la interaccion proteina-cristal a nivel molecular ni los mecanismos de

regulacion de la formacion de los cristales. Por lo anterior, éste es un campo muy fértil para
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investigaciones multidisciplinarias. Pruebas inmunoquimicas y moleculares, pueden
proveernos de informacion acerca de la localizacion y expresion especifica de proteinas
relacionadas con la cristalizacion dentro de los idioblastos. Experimentos con sondas
fluorescentes para calcio, pueden darnos medidas exactas de los gradientes en
concentracion de calcio alrededor y dentro de los idioblastos para poder encontrar los
mecanismos de regulacion. Son necesarios andlisis de las secuencias de las proteinas
involucradas en la biomineralizacion y estudios a nivel estructural son fundamentales para
aclarar como es estas proteinas regulan el crecimiento de los cristales dentro de la célula,
estos analisis pueden revelar caracteristicas morfolégicas determinantes en los diferentes
tipos de cristales sintetizados por la planta, asi como en las proteinas que regulan su

crecimiento.

Con un conocimiento mas profundo de este fendmeno, se podran realizar diversas
aplicaciones para el beneficio del ser humano. Por ejemplo en el desarrollo de plantas
modificadas genéticamente (que produzcan una minima cantidad de oxalato), para que
puedan ser una fuente importante de calcio en la dieta del humano (el oxalato es
considerado un antinutriente debido a que secuestra varios minerales necesarios en la dieta
del humano) y por otro lado evitar el riesgo de envenenamiento (el oxalato es considerado
un potente veneno) o formacién de célculos renales (los calculos renales son formados en
su mayoria por oxalato de calcio). Se podran desarrollar materiales biocompatibles
diseflados molecularmente para miltiples aplicaciones, como la formacion de implantes
6seos o dentales sin el riesgo de incompatibilidad o corrosion de los materiales. Igualmente
se podran desarrollar nuevas alternativas para curar enfermedades propias de la vida
moderna, como la formacién de célculos renales o la formacién imperfecta de huesos y

dientes.
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Apéndice A
Cristalizacion del oxalato de calcio in vitro.

La cristalizaciéon in vitro del oxalato de calcio usualmente es utilizada para investigar
fen6menos como la nucleacion, crecimiento y agregacion de los cristales y como estas son
afectadas por diferentes variables como son la temperatura, pH o aditivos de diversa
naturaleza. El oxalato de calcio puede cristalizar en forma monohidratada (whewellita) o
dihidratada (weddellita) y ambas formas tienen caracteristicas muy diferentes y precipitaran

uno u otro estado dependiendo de las caracteristicas fisicas del ambiente donde cristalicen.

Segun Frey-Wyssling' la prevalecencia de uno u otro estado de hidratacion depende del
ambiente de cristalizacion, es decir en ambientes ricos en iones calcio prevalecera el estado
dihidratado, mientras que en ambientes ricos en iones oxalato, prevalecerd el estado
monohidratado. El autor llego a esta conclusion realizando experimentos de precipitacion
en geles de agarosa (geles ultraestructuralmente formados por fibras que no poseen grupos
funcionales que puedan reaccionar). Sin embargo, en los experimentos llevados a cabo en
esta tesis, se obtuvieron mezclas de ambos hidratos y en proporciones similares en
ambientes ricos en calcio y en oxalato en condiciones similares a las reportadas por el
autor. Por otro lado, en experimentos de precipitacion realizados en solucion, siempre se
obtuvo una mayoria de cristales de whewellita, por sobre los cristales de weddellita
independientemente de si en el vaso de reaccion, habia exceso de iones calcio u oxalato.
Cuando la precipitacion se llevo a cabo en geles de silice el polimorfo que se obtuvo
mayoritariamente fue el dihidratado en ambientes ricos en iones calcio y también en

ambientes ricos en iones oxalato.

El oxalato de calcio dihidratado es termodindmicamente metaestable, por lo cual tiende a
disolverse en ambientes acuosos y a transformarse en la forma monohidratada por un
proceso de disolucion-recristalizacion, esto explica porque se obtienen mayoritariamente
los cristales monohidratados en cristalizaciones en solucién. En los geles de agarosa se da

la precipitacion de ambos polimorfos en niimeros similares debido a que la matriz del gel

'Frey-Wyssling A. Crsytallography of the two hydrates of crystalline calcium oxalate in plants Am. J.
Bot. 1981 68: 130-141.
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protege de la disolucién a los cristales dihidratados, aunque después de tres semanas de la
experimentacion estos cristales presentaron signos de disolucion. Los geles de silice
facilitan la formacion de la fase dihidratada debido a que ultraestructuralmente estan
formados por particulas que poseen una gran cantidad de grupos hidroxilo en su superficie,
estos grupos hidroxilo interactan con las aguas superficiales que se encuentran en la
estructura molecular de los cristales de oxalato de calcio dihidratado y lo estabilizan
inhibiendo su disolucién que en condiciones normales (en solucion y en geles de agarosa) si

se da.
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Apéndice B. Composicion del medio nutritivo de Hoagland.

IComponente |mg/ L
[ [xwo, 2500
r}t{gsog - 7H,0 {400
B 300
| |cact;-28,0 200
|—[Mnso., -H,0 l10.0
|_\331303 5.0
|_|ZnSO.,-7H20 1.0
|——IKI 1.0
|_‘CuSO., - 5H,0 lo.2
r[NaZMoo, - 2H,0 o.1
|_||COC12°6H20 lo.1
| [Feso,-78,0 15
[_|Fe-EDTA l20.
| Mio-Inositol 1000
|—|Tiamina IS .0
rlAcido Nicotinico |5 .0
|_|Piridoxina l0.5
I——[Sacarosa IlO
pH 5.6
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Summary

Calcium oxalate crystals are a major biomineralization product in higher plants. Their biological func
tion and use are not well understood. In this work, we focus on the isolation and crystallochemical
characterization of calcium oxalate crystals from seed coats of Phaseolus vulgaris (prisms) and
leaves of Vitis vinifera (raphides and druses) using ultrastructural methods. A proposal based on
crystal growth theory was used for explaining the existence of different morphologies shown by these

crystals grown inside specialized cells in plants.

Key words: biocrystallization - biomineralization - crystal morphology - natural crystal growth -

X-ray diffraction

Abbreviations: AFM = Atomic Force Microscopy. - SEM = Scanning Electron Microscopy. - EDS =

[nergy Dispersive X-ray Spectroscopy

Introduction

Biomineralization is the process in which living organisms
form inorganic crystals or crystalline aggregates, most of the
lime regulated by biological macromolecules (Watanabe
1974, Lowenstam 1981, Lowenstam and Weiner 1983, Weiner
et al. 1983, Addadi and Weiner 1985). In the case of plants
this arystal precipitation may take place inside vacuoles of
sometimes in different parts of the cell (Hormer and Wagner
1983, Kausch and Horner 1983, Panheleux et al. 1999). There
are two main kinds of these precipitates: first the biologically
induced biomineralization in which the living organism only

causes mineral precipitation and second, the organic matrix
is involved. In the latter, the matrix controls the precipitation
and the arangement of cryslalline aggregates. It has been
shown that orientation of the crystal axes and the ullrastruc
wre are under genetic control (Watanabe 19/4, Lowenstam
1981, Lowenstam and Weiner 1983, Weiner et al. 1983,
Addadi and Weiner 1985), but this has not yet been fully dem-
onstrated or explained on the basis of crystal growth theory.
In higher plants, calcium oxalate crystals are typically
developed within intravascular membrane chambers of spe-
cialized cells (called idioblasts). The variety of crystal shapes
found in plants are species-specific indicating that they are
genetically controlled, analogous o biomineralization in ani-
mals (Webb et al. 1995, Webb 1999, Prychid and Rudall 1999,
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Figure 2. SEM-EDS structural characterization of a druse from leaves
of V. vinifera, the spectrum of the X-ray intensities comresponds to the
strudural analysis using EDS for chemical charactenizaton of this
morphology.

monoclinic monohydrate form of calcium oxalate (whewellite)
usually obtained in plants was characterized structurally by
X-ray diffraction method and its cryslallographic symmetry
corresponded to the monoclinic space group P21/c with cell
parameters: a = 6.290A, b= 14583 A and ¢ = 10.116A, a =
90, f=109.46, and y=90.

Al this stage, we know that in gels the only stable phase
oblained is that coresponding to the tetragonal phase, being
the thermodynamic form for this calcium oxalate. In diffusive
transport, we always oblained the tetragonal phase grown in
side the gel. Comparing our results to those observed for
plant-obtained crystals, it appears that nature follows specific
mechanisms of crystal growth to pack the crystallographic
structure depending on the type of plant and on the stress
and the degree of supersaturation used to obtain the kinet-
ically (monoclinic) or thermodynamically (tetragonal) phases
of calcium oxalate.

1 | Gt

[
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Figure 3. SEM-EDS structural characterization of raphides from V.
winifera, the spectrum of the X-ray ntensities comesponds to the struc-
tral analysis using EDS for the chemical characterization of this mor
phalogy.

In order to deal with this biological problem, we isolated
crystals from V. vinifera plant leaves and compared them with
a commercial sample [where usually the solid phase is ob-
tained at high supersaturation (whewellite)] and by the X-ray
powder diffraction method. Comparison with commercial cal-
cium oxalate showed the following caystallographic data.
From the calcium oxalate (commercial sample from Fluka cat
alog number 21201), we obtained only a sel of intensities from
the spectra comesponding lto the monoclinic whewellite
(CaC,0;4 - H;O monoclinic system). For the crystals from P. vul
garis analyzed by the same method, we obtained the mono-
clinic whewellite mixed with a small amount of the tetragonal
phase (weddellite). In both cases the monchydrate form was
observed, except for the small amount of the tetragonal
phase found in the crystals coming from seed coalts of P vul-
garis.

Figure 6 shows the comparative X-ray diffraction spectra
between calcium oxalate crystals from seed coats of P, vulga-
ris and the commercial sample. It shows that the monoclinic
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Figure 4. SEM-EDS strucural charactenization of prismalic crystals of
P vulgaris. The spectrum of the X-ray intensities commesponds to the
chemical analysis using EDS for this morphology of crystals.

phase that corresponds o the prismatic-shaped crysltals also
coresponds to the monoclinic phase, and this is obtained in
the seed coals of P, vulgaris, as well as lor Lthe raphides. How-

Figure 5. Crystal growth of calcium oxalate in gels:

E Ca Oxalate Crystals
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ever, laking into account the aystal growth behavior of cal
cium oxalate in gels, where the diffusion transport controls the
process, the tetragonal phase was always obtained. This
tetragonal system is the thermodynamically stable phase ob
tained under diffusive transport compared to the monoclinic
phase obtained at higher supersaturations in solution. This re
sult is particularly interesting as we can now explain, based
on supersaturation data from the crystal growth theory, that in
the leaves of plants the growth of crystals of calcium oxalate
is obtained at higher supersaturations (higher concentrations
of ions) and as a consequence, there is a shorter induction
time for crystal growth of the tetragonal phase. This produces
mainly the acicular crystals (raphides) located in bundles. For
the seed coats of P. vulgaris, the mechanism is partially diffu-
sion-dependent and the supersaturation is lower than that ob-
tained on the leaves producing also the monoclinic phase,
but with a prismatic-shaped morphology. Another interesling
result from a previous publication demonstrated that the
monohydrate form of calcium oxalate (raphides) is mainly ob-
tained in specific lypes of plants and even in specific places
in the body of the plants (Webb et al. 1995). Analysis of the
commercial calcium oxalate done by X-ray powder diffraction
demonstrated that our hypothesis based on crystal growth
mechanisms and supersaturation data is comed. The tetra
gonal phase usually needs longer time for the nucleation and
very specific conditions to grow into single crystals. With re-
spect to the monoclinic raphides, the production of these
crystals may explain how plants protect ther leaves against
herbivores by producing needle-like crystals located in bund-
les that produce a more unpleasant taste and pain than those
shown for prismatic-shaped crystals in the seed coats of P
vulgaris.

There may be another explanation for the data, based on a
simple biochemical assumption. Oxalate or calcium ions oc-
aur in higher amounts in leaves, as a main product rom the

(a) the crystal growth cell used to grow these crys-
1als, (b) lateral view of the tetragonal phase, and (c) .
top view of the tetragonal phase.




244 David Jauregui-Zuniga et al.

| B Cols Cormme ol

™ GE Coatue |
|
20 4
& |
i
1
¥ |
£ 0|
£
l = Figure 6. X-ray powder diffraction spectra of cal-
20 4 [o11] [aze] , 7% cium oxalate crystals grown inside idioblasts (from
[ ¥ .{, P vuigaris) (grey light spectrum line), and from
[ I “ l commercial sample (black spectrum line). From
o "5 - 2.1 l‘ ! | this it was observed that in plants the monoclinic
10 20 o 40 s0 60 phase was mixed with small amounts of the tetra
29 gomal phase (amow marks comespond to the
intensities of the tetragonal phase).

metabolic pathway than that obtained in the bean seed coals
where prisms are usually obtained at lower supersaturations.
This could explain the higher concentration for the precise su-
persaturation needed to obtain different crystal morphologies
depending on the stress of the plant. Based on crystal growth
mechanisms, it is easier to dissolve needles than prismatic
aystals. Therefore, plants could control the process of arystal
growth/dissolution depending on the stress situation and on
the quick availability of calcium where needed. We are now
porforming experiments whore we have isolated the major
soluble proteins that control the calcium oxalate precipitation.
Our next goal will be focused on finding the specific crystallo-
graphic faces that are affected due to the presence of these
specific biomolecules for calcium oxalate crystal growth. We
are also doing experiments lo look for proteins that produce
higher effects on the nucleation and crystal growth of calcium
oxalate systems (to be published).

This is the first time we have isolated calcium oxalate crys-
tals from P wvulgaris, have analyzed them in detail using
coupled ulra-structural and analytical methods, and ex-
plained their morphology using a simple explanation based
on cryslal growth behavior. There are Lhree publications using
SEM-EDS to charadterize crystals of calcium oxalate from V.
vinifera, where raphides characterization coresponded lo a
monoclinic phase (Horne and Zindler-Frank 1982 a, b, Webb
el al. 1995). These three publications helped us to proceed
with our structural analyses and comparison for obtaining our
conclusions on the P. vulgaris system with those observed in
V. vinifera. It is important to mention that these cited papers
focused on similar purposes although they are primarily
based on the optical characterization of the crystal morphol-
ogy. Ihere were no aystallographic-based or crystal growth
analyses as is shown here. We based our results not only
upon the surface and structural analyses, but also upon the
behavior of crystal growth and crystallochemical analyses

(using X-ray diffraction data and SEM-EDS). For precise
details, future investigations should be focused on 3D struc-
tural data and should visualize either in vivo or in vitro the bio-
mineralization behavior of calcium oxalate systems. Our
approach hopefully will give information based on aystal
growth to explain the mechanism of biomineralization phe-
nomena in nature for living organisms. Growth of calcium oxa-
lale crystals in the micro-cells used in the aystal growth
experiments can emulate the growth inside the specialized
cclls in plants. Thus, changes in the aystal morphology can
best be explained by classical theories of crystal growth.
Genetic control is probably not necessary, at least, for the
explanation of the morphology change in the calcium oxalate
arystals. In avian eggshells, for instance, the aystal growth of
calcite, which forms the mineral layer, follows a compelitive
crystal growth mechanism and perhaps it is followed also by
an epitaxial crystal growth process. The crystal growth of cal-
cium oxalate should follow the simple rules of classical theo-
ries of crystal growth as shown in this contribution. We think
that the genetic control of the process (Webb et al. 1995,
Prychid and Rudall 1999, Webb 1999, Nakata and McCon
2000) is a very inleresling proposal, bul itls acceplance will
depend on knowledge of the 3D structure of the specific pro-
teins that are taking part in the crystallization process. More
crystal modeling of this biomineralization phenomena and full
structural data are needed for explaining the role of each par-
ticipant of the biomineralization process (genes, proteins,
polysaccharides and inorganics) so as to obtain the final
answer. Some major progress in this direction has been made
by investigations of changes in direction of axis growth during
waler crystallization in the presence of fish antifreeze proteins
(Yeh and Feeney 1996).
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