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Resumen 

La presencia de cristales de oxalato de calcio es una característica distintiva en la mayoría 

de las plantas. Estos cristales se desarrollan dentro de una "cámara de cristal" formada por 

una matriz orgánica de origen proteico que se encuentra en la vacuola de células 

especializadas denominadas idioblastos. Aspectos importantes de la formación de cristales 

en las plantas aun no han sido estudiados. Este trabajo examina algunos aspectos de la 

biomineralización del oxalato de calcio en el frijol común incluyendo: caracterización 

cristalográfica y estructural de los cristales extraídos de la testa del frijol, identificación y 

caracterización parcial de las principales proteínas de la matriz orgánica, estudio de la 

interacción de estas proteínas con el oxalato de calcio y análisis de las posibles funciones 

biológicas de estos cristales en el frijol. Los cristales encontrados en la testa del frijol 

fueron de oxalato de calcio monohidratado, mostraron una morfología prismática y la 

mayoría se mostró como la fusión de dos cristales. Se aisló la matriz proteica asociada a los 

cristales y se determinó 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 glicosilación por el método de tinción de Schiff y azul de Alcian. Se aislaron dos 

proteínas de pesos moleculares aproximados de 27 y 250 kDa, se probó su efectividad para 

modificar la nucleación y morfología de los cristales de oxalato de calcio y se comparó con 

el extracto crudo total. Estas proteínas al igual que el extracto crudo inhibieron la 

nucleación del oxalato de calcio y modificaron específicamente la cara { 120} del cristal. 

También se evaluó la posible función de estos cristales como almacenes de calcio o 

destoxificadores de metales pesados en la planta. Se encontró una relación positiva entre la 

concentración de calcio en el medio y la producción de cristales de oxalato de calcio. Por 

otro lado, la presencia de metales pesados afectó la producción de cristales disminuyendo 

su número, por lo que los cristales de oxalato en el frijol actúan como depósitos de calcio 

pero no intervienen en la destoxificación 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. lmportant aspects of this phenomenon have not been characterized. This 

work examines sorne 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. 

Sorne 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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Justificación 

La biomineralización es el fenómeno por el cual los organismos vivos forman precipitados 

minerales con características bien definidas, ejemplos de este fenómeno están ampliamente 

distribuidos en la naturaleza, desde bacterias hasta vertebrados y con tamafios que abarcan 

desde micras (cristales de magnetita en bacterias) hasta kilómetros (arrecifes de coral) y 

funciones tan diversas como el soporte estructural (vertebrados) o la orientación 

geomagnética (bacterias o abejas). 

Desde que Lowenstam inició (en la década de los afios 60) estudios sistemáticos de la 

biomineralización, la investigación acerca de la diversidad de los minerales formados por 

los organismos y de los procesos que participan en este fenómeno se ha incrementado en 

gran medida; sin embargo, el conocimiento es aun muy limitado. Aun en los sistemas mejor 

estudiados (formación de dientes, huesos, conchas en moluscos, esqueletos en corales o 

cascarones de huevo) se tiene poco conocimiento de los factores que controlan este 

fenómeno y como es que las estructuras minerales, producto de este tipo de mineralización, 

adquieren características tan distintivas y diferentes de su contraparte inorgánica. 

En las plantas, la biomineralización del oxalato de calcio es un fenómeno 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 prácticamente todos 

los tipos de tejido vegetal. En algunas cactáceas puede llegar a representar el 80 % del peso 

seco total de la planta. Pese a todo lo anterior, el conocimiento e investigación en este 

campo es casi nulo; por lo cual, se necesita una intensa investigación en este campo para 

poder responder preguntas tales como ¿Qué mecanismos actúan en el control del deposito 

mineral? ¿Cómo se controla la cristalinidad, tamaño de partícula, dureza y tipo de mineral 

precipitado?¿Por qué algunas plantas acumulan mas oxalatos que otras? ¿Qué función 

biológica, fisiológica o ecológica tienen en la planta? Entre muchas otras. 

El conocimiento generado de las investigaciones en este campo, puede ayudarnos a 

entender mejor la fisiología de las plantas, así como los mecanismos que utilizan para su 

adaptación al medio ambiente. También puede ser aplicado directamente en el diseño y 
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síntesis de nuevos materiales magnéticos, electrónicos o farmacéuticos a escala 

nanométrica y con propiedades bien definidas o para entender y remediar procesos de 

biomineralización que inciden directamente en la salud humana (formación de cálculos 

renales, calcificación de arterias o malformación de huesos y dientes). 
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Objetivo general: 

Realizar la caracterización bioquímica parcial de la matriz orgánica asociada a los cristales 

de oxalato de calcio de Phaseolus vulgaris y establecer su posible función en la regulación 

de la biomineralización en plantas superiores. 

Objetivos particulares: 

• Estudiar estructuralmente los minerales formados por los procesos de 

biomineralización en P. vulgaris. 

• Identificar las principales macromoléculas que conforman la matriz orgánica que 

está asociada a los cristales de oxalato de calcio de P. vulgaris. 

• Aislar y purificar las principales macromoléculas que se encuentran en la matriz que 

intervienen en la precipitación mineral del oxalato de calcio en P. vulgaris. 

• Caracterizar parcialmente las principales macromoléculas implicadas en la 

biomineralización de P. vulgaris y de su interacción con los cristales de oxalato de 

calcio. 

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

P. vulgaris. 
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Capítulo 1 

Introducción general 
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Jámegui Zúñiga D. lntroducción 

1.1 Generalidades de la biomineralización 

La biomineralización se define como el proceso por el cual los organismos vivos forman 

sólidos inorgánicos cristalinos o amorfos (1 y 2). Los productos de este proceso pueden ser: 

monocristales o agregados cristalinos y pueden formar estructuras que difieren en función 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 más del 50 % son 

compuestos de calcio (2 y 3). 

Existen dos procesos fundamentales de biomineralización reconocidos: el primero de ellos 

es denominado "biológicamente inducido", en este proceso (ejemplificado por algunas 

bacterias como los estromatolitos) el organismo modifica su microambiente local 

(cambiando el pH, la concentración de algún ion, etc.) creando las condiciones necesarias 

para que se de la precipitación mineral. Este tipo de biomineralización crea agregados 

policristalinos con características y morfologías idénticas a las reflejadas por los minerales 

precipitados en condiciones inorgánicas similares ( 1 ). Este proceso no está rigurosamente 

controlado y puede representar un estado primitivo en la evolución de la formación mineral 

biogénica. 

El otro sistema de biomineralización es el "mediado por una matriz orgánica", en este 

sistema la matriz orgánica controla la precipitación y las características principales de los 

cristales minerales (tamaño, forma, orientación cristalográfica, microporosidad, etc). Se ha 

propuesto que esta matriz es de naturaleza principalmente proteica y consta de dos fases 

bien definidas: la fracción soluble y la fracción insoluble en soluciones acuosas (4). La 

fracción soluble está formada por una mezcla de numerosas proteínas altamente cargadas 

(generalmente ricas en ácido aspártico y glutámico ), cada una de las cuales, 

presumiblemente, realiza una función específica y están en contacto directo con la fase 

mineral (3, 5, 6, 7 y 8). La fracción insoluble está compuesta por muy pocas proteínas, las 

cuales son ricas en aminoácidos no polares tales como glicina y alanina (9). Estas proteínas 

(tipo colágena o seda) se sugiere que pueden actuar como el soporte estructural de las 
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proteínas ácidas o de otro tipo de macromoléculas o complejos que promuevan la 

precipitación mineral (3, 6 y l O). 

1.2 Biomineralización en plantas 

1.2.1 Formación de cristales en plantas 

Cristales de oxalato de calcio (Ca(C20 4)) han sido observados en más 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 

ácido oxálico sintetizado biológicamente (18), por lo que estos yacimientos siempre estarán 

asociados a la actividad biológica. La formación del oxalato de calcio parece ser un proceso 

esencial en la mayoría de las especies de plantas conocidas y en ciertos casos (como en 

algunas cactáceas) 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 "cámara de cristal" formada por una matriz orgánica, que se encuentra en la vacuola 

central de células especializadas (idioblastos) (14, 19, 20, 21y22). 

Debido a que el oxalato de calcio tiene un producto de solubilidad muy bajo (1.3 x 10-9 

moles/Kg de agua), es de esperarse que un nivel de control en la precipitación de este 

mineral se de a nivel de la compartamentalización de los iones calcio y oxalato o la 

separación de sus caminos de transporte para evitar la precipitación del oxalato de calcio en 

cualquier parte de la célula (21 ). Las cámaras de cristal son importantes en este nivel de 

control debido a que compartamentalizan el proceso de cristalización dentro de la vacuola, 

por lo cual es lógico concluir que estas proveen selectividad y control sobre la entrada de 

iones dentro del espacio de cristalización (21 y 23). 
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El oxalato de calcio en la naturaleza puede presentarse en una forma monohidratada 

(whewellita) o dihidratada (weddellita). Cristalográficamente la whewellita corresponde al 

sistema cristalino monoclínico y la weddellita corresponde al sistema cristalino tetragonal 

(Tabla 1 y Fig. 1). El más común 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 tamaños, aunque la mayoría de los cristales pueden clasificarse en cuatro tipos 

principales con base a su morfología: rafidios (cristales aciculares en agregados), drusas 

(agregados cristalinos esféricos), estiloides (cristales aciculares) y prismas (Fig. 2). 

Generalmente Ja morfología de los cristales y su distribución dentro de los tejidos en la 

planta son especie-específicos. El grado de hidratación de los cristales en las plantas 

también es especie-específico. Estas características revelan la importancia de estos cristales 

en la sistemática y taxonomía botánica (15, 24 y 25). 

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

Sistema cristalino 

Parámetros de celda 
unitaria 
Densidad 

14/m 
a=I2.37I A y c=7.357 A 

22 

a 

Monoclínico 

a= 9.976 A b=7294 A y c=6291 A 
- 107° 

2.02 

b 

Figura l Morfologías típicas de la a) whewellita y b) weddellita. 
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Figura 2. Diferentes morfologías de cristales de oxalato de calcio a) Prisma formado en la testa de 

Phaseolus vulgaris, b) Drusa formada en el endospermo de Vitis vinífera, c) Estiloide formado en 

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

1.2.2 Matriz orgánica 

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 cámara de cristal la cual separa el espacio intravacuolar del espacio 

donde se forma el cristal. La "cámara de cristal" es una estructura que envuelve al cristal, la 

cual está 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 "cámara de cristal", se 

sugiere que crean y controlan el microambiente alrededor de los cristales en formación, 

modificando la forma, crecimiento y orientación de éstos (20, 21 , 23 y 26). 
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Recientemente se han identificado proteínas de la matriz asociada a los cristales de oxalato 

de calcio, estos primeros estudios indican la posibilidad de que la matriz orgánica en las 

plantas esté conformada por una fracción soluble y una fracción insoluble en agua, similar a 

lo que pasa en otros sistemas de biomineralización (20, 23, 26 y 27). Aun no se ha podido 

obtener la estructura primaria de estas proteínas; sin embargo, el análisis de los 

aminoácidos que presentan estas proteínas indica que ambas fracciones están conformadas 

por proteínas ácidas (26 y 27). 

En los sistemas animales las proteínas ácidas cumplen una función primordial en la 

formación de los cristales, debido a que pueden unirse específicamente a caras 

determinadas del cristal con las cuales tienen complementariedad cristalográfica (6). 

También pueden inhibir la nucleación cristalina cuando están en solución, promover la 

nucleación cuando están adheridas a un sustrato (por ejemplo, el que forman las proteínas 

insolubles) (28), modelar la forma del cristal (modificando la velocidad de crecimiento de 

ciertas caras cristalinas o promoviendo la desaparición o aparición de nuevas caras), 

controlar el estado de hidratación del cristal y la formación de agregados cristalinos o 

monocristales. Todo lo anterior en colaboración con factores fisicoquímicos como el pH de 

la solución, el nivel de supersaturación, la concentración diferencial de los iones calcio y 

oxalato, entre otras (29). 

1.2.3 Células formadoras de cristales 

Los idioblastos son células que están especializadas para la acumulación de Ca2
+ en forma 

de oxalato de calcio cristalino. Se ha reportado la presencia de estas células tanto en la 

epidermis como en el tejido mesófilo. Estas células crecen muy rápidamente y se 

diferencian de las demás células vegetales circundantes por su gran tamaño (Fig. 3) (18, 30 

y 31). Se ha demostrado, por medio de la hibridación in situ para RNA ribosomal, que los 

idioblastos jóvenes son células extremadamente activas, además poseen una gran cantidad 

de mitocondrias, aparato de Golgi, ribosomas y retículo endoplásmico, organelos asociados 

con los procesos metabólicos, los cuales proveen la energía necesaria para el secuestro del 
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calcio, la síntesis de proteínas, lípidos y polisacáridos y la producción de ácido oxálico 

(31 ). 

Figura 3 ldioblasto de Pistia 
estratiotes. Fotografía tomada de 
Li y col. (2003). Escala: JO µm. 

1.2.4 Biosintesis del ácido oxálico 

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 está 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 

calcio a través de la membrana plasmática 

(31, 32 y 33). 

En las plantas se han propuesto diferentes vías para la biosíntesis del ácido oxálico, entre 

las que destacan: el rompimiento del isocitrato, la hidrólisis del oxaloacetato, la oxidación 

del glicolato/glioxilato y el rompimiento oxidativo del ácido L-ascórbico (30, 34 y 35). 

Estudios recientes, en los que se utilizan precursores marcados radiactivamente, han 

indicado que la vía del ácido L-ascórbico es la más importante en la formación del ácido 

oxálico para la formación de cristales de oxalato de calcio. Estos estudios también sugieren 

que, para la formación 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 síntesis del oxalato es llevada a 

cabo (por una enzima aún no caracterizada) en el citoplasma de la célula, posteriormente el 

ácido oxálico es transportado hacia la vacuola donde es incorporado a los cristales en el 

interior de las cámaras cristalinas (36). La síntesis se lleva a cabo rompiendo los carbonos 2 

y 3 del ácido ascórbico (Fig. 4). 
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Figura 4 Síntesis del ácido oxálico a partir del ácido ascórbico 

1.2.5 Función de los cristales en las plantas 

Introducción 

HOt~= 
CH20H 

Ácido treónico 

La función de los cristales de oxalato de calcio en las plantas aún no ha sido bien 

determinada. En investigaciones recientes se ha propuesto que estos cristales pueden 

desempeftar diversas funciones, una de ellas (al parecer la más 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 hipótesis han mostrado que el número y tamafto de los cristales de 

oxalato de calcio responden a un estrés por calcio (33 y 39). Asimismo, también 

demuestran que las diferentes morfologías 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 más dinámica a las 

fluctuaciones en los niveles de calcio. Estas últimas aumentaron rápidamente en número y 

tamafto cuando la planta sufrió un estrés por exceso de calcio; mientras que, cuando el 

estrés fue debido a un déficit de calcio su número y tamafto disminuyó drásticamente 

(debido a una redisolución 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 disminución en número o tamaño 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 

acumulación de rafidios en respuesta a un consumo por herbívoros simulado (39). Por el 

contrario en Pancratium sickenbergeri no hubo un aumento en el número de rafidios bajo 

este tratamiento; sin embargo, se observó que variedades de esta especie que contenían 

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 proteolíticas asociadas a los rafidios, corroborando su papel defensivo 

(46). 

También se ha propuesto que los cristales de oxalato de calcio pueden actuar como 

depósitos 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 formación de cámaras aéreas (51) o actuar 

como soporte estructural (52). 

1.3 Problemas en el estudio de las proteínas involucradas en la biomineralización 

Hay problemas graves que hacen muy difícil purificar y caracterizar las macromoléculas 

asociadas a los cristales en los sistemas de biomineralización. Debido a que estas 

macromoléculas están íntimamente asociadas a Ja fase mineral es muy dificil extraerlas 

manteniendo intacta su estructura y funcionalidad. Por otro lado, una vez extraídas las 

proteínas se agregan muy fácilmente ya que tienen una gran cantidad de residuos cargados 

y algunas están altamente glicosiladas, incluso pueden llegar a precipitarse definitivamente, 

lo cual hace muy difícil su manejo y separación (53, 54). Solo recientemente se han 

obtenido secuencias polipeptídicas completas de proteínas relacionadas con la 

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

relaciones estructura-función. 

También es difícil establecer la función específica de estas proteínas. En muchos de los 

sistemas de ensayos funcionales, las proteínas de la matriz son adicionadas a soluciones 

supersaturadas y su efecto sobre la nucleación y crecimiento es monitoreado (57). Sin 

embargo, es muy dificil diferenciar entre las contribuciones de Jos parámetros generales 

como son Ja densidad de cargas y los efectos específicos debido a la complementariedad 

estructural de las proteínas o los polisacáridos asociados al mineral. Otra aproximación es 

observar los cambios en las morfologías de los cristales en presencia de una o más 

proteínas en solución (58, 59 y 60). Esos cambios, si son específicos, 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 Jos cristales que se 

obtienen (27). Aproximaciones adicionales se han realizado manteniendo las proteínas 

asociadas a un templete de f}-quitina o proteína de la seda y evaluar el efecto sobre la 

nucleación y crecimiento de los cristales (61). 
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Capítulo 2 

Caracterización cristalográfica 
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2.1 Material y métodos 

Para la caracterización de los cristales de oxalato de calcio de la testa del frijol, se diseñó 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 separó manualmente de los 

cotiledones y se homogeneizó en agua destilada. El homogeneizado se pasó por un filtro de 

luz de malla de 120 micras y el filtrado se centrifugó a 3500 rpm durante 15 mio. El botón 

resultante se resuspendió en una solución de politungstato de sodio (Fluka 71913) con una 

densidad ajustada a 2.0 g/cm3 y se centrifugó a 3500 rpm durante 15 mio. Debido a que el 

material más pesado en el homogeneizado son los cristales de oxalato de calcio, con una 

densidad de 2.2 g/cm3
, se lograron obtener con un grado adecuado de pureza en el botón del 

centrifugado, el sobrenadante con los restos del material orgánico se desechó y los cristales 

se lavaron exhaustivamente con agua destilada para eliminar los restos de politungstato de 

sodio. 

Los cristales aislados se caracterizaron por difracción 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 

espectrómetro Oxford acoplado y por AFM en un equipo Nanoscope Illa (Digital 

Instruments). Los cristales para su caracterización por rayos-X de polvos y SEM no fueron 

procesados con ningún tratamiento. Para la caracterización superficial de los cristales por 

AFM, estos fueron sometidos a diferentes tratamientos. Para eliminar la materia orgánica 

proteica superficial los cristales se introdujeron en una solución 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 orgánica total se lavaron con una solución de hipoclorito de sodio 

20 % durante 30 mio. 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 comparación en la caracterización 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 0-0501) y 2 mM de cloruro de calcio 

• 20 



Jáuregui Zúñiga D. Caracteri7.ación cristalográfica 

(Merck 2382) (K2C20 4 + CaCii ~ CaC2Ü4 + 2KCI). La solución resultante se mantuvo en 

agitación constante durante 24 horas a temperatura ambiente, los cristales se recuperaron 

por centrifugación y se lavaron con agua destilada. A estos cristales se les realizaron los 

mismos tratamientos que a los cristales extraídos de la testa del frijol, adicionalmente para 

obtener una disolución parcial de la superficie del cristal fueron tratados con una solución 

de EDT A (Sigma E-9884) 5 % durante 30 min. y lavados con agua destilada. 

2.2 Resultados y discusión 

Los cristales extraídos de la testa del frijol fueron identificados como oxalato de calcio 

monohidratado (whewellita) (Fig. 5). Estos cristales presentaron dos morfologías básicas: 

prismas rectos y prismas en forma de escuadra, ambas formas fueron macias de contacto y 

tuvieron aproximadamente la misma proporción en número (Fig. 6 y 7). Las operaciones de 

simetría que relacionaron a los dos cristales que forman las macias en los cristales son: 

rotación de 180 ° sobre un eje en los prismas rectos y reflexión en un plano de espejo en los 

prismas en forma de escuadra, en estos cristales el ángulo que forma la escuadra es de 107° 

(Fig. 7 a y b) El tamaño promedio de los cristales fue de 20 µm de largo 7 µm de ancho y 5 

µm de profundidad (29) . 

.. --.. .. -... ----

-.. . . .. -1---­. +.-~~~~~~~~~-.--~.--......,....~..--.......... ~-.--.-~ 

20 

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 extraídos de la testa del frijol. En la 

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

Tabla 2. Datos cristalográficos de los cristales de oxalato de calcio de la testa del frijol obtenidos 

por rayos-X de polvos. 

d(Á) 1 Indices 
h k 1 

5.93 95.8 -1 o 1 
5.79 333 o 1 l 
4.52 11.0 1 o 1 
3.77 13.9 -1 1 2 
3.64 100 o 2 o 
3.00 12.3 1 1 2 
2.96 51.0 -2 o 2 
2.90 12.8 o 1 3 
2.84 16.6 1 2 1 
2.49 27.2 2 1 1 
2.35 37.6 -1 1 4 
2.26 13.8 o 1 4 
2.07 17.2 1 2 3 

!= intensidad en % 
d (Á): espacio interplanar en ángstroms 
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No se pudo realizar la caracterización completa de las caras de los cristales debido a que 

mostraron un tamaño muy pequeño para obtener un patrón de difracción de monocristal y 

un tamaño muy grande para realizar difracciones puntuales en microscopía electrónica de 

transmisión. Tampoco se pudieron obtener los valores de los ángulos interfaciales de todas 

las caras expresadas por los cristales, debido a que no se pudo obtener la perspectiva 

adecuada en las micrografías de SEM. Sin embargo, se pudo establecer la posible expresión 

de cuatro caras en los cristales biogénicos y comparando estos cristales con la morfología 

en equilibrio de los cristales de oxalato de calcio monohidratado (COM), según el modelo 

calculado por Millan (2001) basado en energías de unión y cadenas de enlaces periódicos 

(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 tamaño de las caras (véase fig. 7 a y b ). 

Es importante destacar que los cristales de COM sintéticos no expresan normalmente la 

cara {021 }, excepto en condiciones de temperatura mayor a 70º C y tiempos de crecimiento 

largo ( 62) y en esos casos el orden de importancia de las caras es { ~00}, {O 1 O}, { 120} y 

{ 021} (Fig. 8 a y b ), esto demuestra la participación de aditivos que propician la aparición 

de la cara {021} y la modificación 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 ºC y 

velocidades de crecimiento rápido (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 aparición de nuevas caras se encuentran ciertas proteínas o 

polisacáridos, tal y como se ha demostrado en otros sistemas de biomineralización 

(formación de conchas de moluscos, cascarones de huevo, etc (4, 6, 71y 27)). 
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{010} 

a 

-+--_.,. {120} 

.... f-~{100} 

{021 } 

Caractemación cristalográfica 

b 

107° 
Plano de simetría 
Reflexión 

Figura 7. Representación esquemática de los cristales de COM del frijol mostrando las caras y los 

planos de simetría a) Prisma recto, b) Prisma en forma de escuadra. Diagramas realizados con el 

programa Shape 7.0. 

a b 
{100} 

{010} {021} 
{120} 

Figura 8. Representación esquemática de los cristales de COM. a) Cristal de oxalato sintético 

obtenido in vitro. b) Morfología en equilibrio del cristal de oxalato determinada por Millan (63). 

Diagramas realizados con el programa Shape 7.0. 
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Las micrografías de fuerza atómica mostraron la misma morfología prismática que se 

observó por SEM. En estas micrografías también se pudieron observar pequeños glóbulos 

de forma esferoidal con un tamaño entre 15 y 50 nm, la presencia de estos glóbulos fue 

constante y su distribución fue homogénea en todo el cristal (Fig. 9a). La presencia de 

nanoesferas similares ha sido reportada en otros sistemas de biomineralización (formación 

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 orgánica disolvieron las 

nanoesferas en la superficie del cristal (Fig. 9b ), el tratamiento con pepsina solo las disolvió 

parcialmente (Fig. 9c); sin embargo, los lavados con agua o con el amortiguador de citratos 

pH 3.0 no mostraron ningún efecto evidente. Esto demuestra el origen orgánico de las 

nanoesferas y que al menos parte sustancial de ellas es de origen proteico. Adicionalmente 

los cristales tratados con hipoclorito de sodio además de la disolución de las nanoesferas 

mostraron pequeñas escoriaciones y estructuras fibrilares sobre la superficie del cristal 

(véase figura 9b), lo que denota una disolución parcial, esta disolución parcial no fue 

compartida por los cristales procesados con la pepsina. Cristales sintéticos procesados con 

el mismo tratamiento no mostraron ningún signo de disolución (Fig. 1 Oa) y al ser 

parcialmente disueltos con EDT A 5% mostraron figuras de ataque perfectamente 

simétricas (Fig. 1 Ob ), que no corresponden con las morfologías mostradas por los cristales 

biogénicos. Estas variaciones en la microestructura superficial de los cristales pueden ser 

explicadas por la fuerte asociación que presenta la fracción orgánica que cubre al cristal con 

este último, incluso podríamos afirmar que hay interpenetración entre la matriz orgánica y 

el cristal, coexistiendo cristal y matriz orgánica a nivel superficial. Esto también podría 

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 orgánica. b) Cristal 
lavado con hipoclorito de sodio en donde se muestran las muestras de disolución del cristal. 
c) Cristal tratado con pepsina en donde se ve Ja disolución parcial de las nanoesferas orgánicas. 
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a 

b 

Figura 1 O. 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 EDT A 5 %. 
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Caracterización bioquímica 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 solución de EDTA al 5 % a 4 ºC con agitación 

constante durante 4 días. La solución resultante fue dializada exhaustivamente contra un 

amortiguador de acetatos 100 mM pH 5.6 y se centrifugó a 10 000 rpm durante 30 min. El 

sobrenadante, con la fracción proteica soluble fue concentrado por ultrafiltración en un 

AMICON® con una membrana de corte de 3 kDa y caracterizado por SDS-PAGE. El botón 

con la fracción proteica insoluble fue resuspendido en una solución 8 M de urea y se 

caracterizó por SDS-PAGE. 

3.1.2 Identificación de las proteínas con afinidad por el oxalato de calcio y purificación 

de las principales proteínas de la matriz 

Debido a que necesariamente las proteínas que intervienen directamente en la regulación de 

la biomineralización deben de tener una gran afinidad por los cristales de oxalato de calcio, 

se procedió a determinar las proteínas 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 fracción soluble de la matriz durante 24 hrs en agitación 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 

solución se mantuvo en agitación constante durante cuatro horas a temperatura ambiente y 

los cristales se recuperaron por centrifugación y se lavaron con agua destilada. Después de 

las 24 hrs de incubación los cristales de oxalato de calcio se lavaron exhaustivamente con 

agua destilada para eliminar las proteínas unidas inespecíficamente a los cristales. 

Posteriormente, se utilizo una solución de 5 % (w/v) de EDTA pH 7.2 para extraer las 

proteínas unidas específicamente que mostraron afinidad por el oxalato de calcio. La 

solución de EDTA con las proteínas se dializó exhaustivamente contra un amortiguador de 
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acetatos 100 mM pH 5.6, se concentró por ultrafiltración con una membrana de corte de 3 

kDa y se caracterizó por SDS-PAGE. 

La solución resultante de la incubación, con las proteínas que mostraron afinidad por el 

oxalato de calcio, se pasó por una columna de filtración molecular Superdex 200 HR 

previamente equilibrada con un amortiguador de acetatos 100 mM pH 5.6 más 150 mM de 

cloruro de sodio, por medio de este procedimiento se obtuvo una proteína pura de 27 kDa 

(COMA2). Paralelamente la solución que resultó de la primera incubación de los cristales 

con la solución de proteínas de Ja matriz, también se sometió a una segunda y tercera 

incubación (con el mismo método reportado arriba), con lo cual se obtuvo una proteína 

pura de 250 kDa (COMA 1 ). 

3.1.3 Identificación de las glicoproteínas presentes en la matriz 

El extracto crudo de las proteínas se corrió en un gel de poliacrilamida al 12 % y se 

transfirió a una membrana de nitrocelulosa, la membrana se cortó en diferentes tiras y cada 

una de ellas fue teñida con Ponceau S (Sigma P-3504) para detección de proteínas totales, 

ácido peryódico-Schiff (Sigma S-5133) para detección de glicoproteínas totales y con azul 

de Alcian (Sigma A-5268) para glicoproteínas con azúcares cargados negativamente. 

Tinción con ácido peryódico-Schiff: 

1 . Se lavó la membrana durante 5 min en agua destilada. 

2. Se incubó la membrana en una solución de 1 % de acido peryódico en 3% de acido 

acético durante 30 min. 

3. Se lavó en agua destilada tres veces durante 5 min. 

4. Se lavó en una solución 0.1 % de metabisulfito de sodio dos veces durante 5 min. 

5. Se incubó durante 15 minen el reactivo de Schiff. 

6. Se lavó la membrana en una solución 0.1 % de metabisulfito de sodio dos veces 

durante 5 min. 
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Tinción con azul de Alcian: 

1. Se lavó la membrana durante 5 min en agua destilada. 

2. Se incubó en una solución 0.125 % de azul de Alcian en 10 % de acido acético 

durante dos horas. 

3. Se destiñó la membrana en una solución al 10 % de acido acético, hasta que las 

bandas fueron visibles. 

3.2 Resultados y discusión 

3.2.1 Proteínas de la matriz asociadas a los cristales de oxalato de calcio 

V arias proteínas han mostrado su importancia en la biomineralización en sistemas 

animales, comúnmente formando una matriz compleja (5, 20 y 26). En plantas también se 

han reportado proteínas que forman una matriz, que son importantes en la 

biomineralización del oxalato de calcio y pueden afectar la precipitación y morfología de 

este mineral (23, 26 y 27). En este estudio se encontró una matriz proteica asociada a los 

cristales de COM de la testa del frijol común, el porcentaje en peso de las proteínas en 

relación al peso total del cristal fue de aproximadamente O.O 1 %, esta relación es muy 

similar a la encontrada en los moluscos (4) y erizos de mar (8), no así en los cálculos 

renales en donde alcanza casi el 2 % del peso total (27 y 65). La matriz proteica mostró dos 

componentes principales, una fracción soluble y una fracción insoluble en amortiguadores 

acuosos. La composición proteica de la fracción soluble de la matriz determinada por SDS­

PAGE está compuesta por varios polipéptidos con pesos aproximados de 17, 24, 27, 42, 52, 

68 y 250 kDa (Fig. 11 a), hasta ahora no hay reportes de la composición proteica de la 

fracción soluble de la matriz asociada a los cristales de oxalato de calcio de otras especies 

vegetales, por lo cual no hay un punto de comparación. La fracción insoluble solo mostró 

dos polipéptidos con pesos aproximados de 55 y 60 kDa (Fig. 11 b ), un estudio anterior 

mostró el mismo numero de proteínas y con pesos similares (26), lo cual nos podría indicar, 

que al igual que en la biomineralización en animales, la fracción insoluble de la matriz 

estaría compuesta solo por unas pocas proteínas muy similares entre si y conservadas en 

todas las especies vegetales que biomineralizan oxalato de calcio. 
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Debido al método de extracción de los cristales y de las proteínas mismas, podemos deducir 

que estas proteínas son intracristalinas, como se ha reportado anteriormente en animales (8) 

y plantas (27), esta característica las hace muy difíciles de manejar, ya que se agregan y 

precipitan muy fácilmente, aun las proteínas de la fracción soluble. 

3.2.2 Identificación y purificación de la proteinas con afinidad por los cristales de 

oxalato de calcio 

Se determinaron las proteínas de la matriz que mostraron afinidad por los cristales de 

oxalato de calcio mediante el experimento de incubación, estas fueron las de pesos 

moleculares aproximados de 27, 42, 68 y 250 kDa (Fig. 1 lc). Cuando se realizaron 

experimentos de incubación sucesivos, se observó que las proteínas de 27, 42 y 68 kDa 

disminuían su concentración muy rápidamente enriqueciendo en el extracto crudo a la 

proteína COMA 1, cuando se llevó a cabo la tercera incubación esta proteína se obtuvo con 

un grado de pureza de cerca del 98 % (Fig. 1 ld). Lo anterior demuestra la gran afinidad que 

COMA 1 tiene por el oxalato de calcio. Cuando las proteínas que mostraron afinidad por el 

oxalato de calcio fueron fraccionadas en una columna de exclusión molecular se obtuvo la 

proteína de 27 kDa (COMA2) con un 90 % de pureza en estado monomérico en la última 

fracción (Fig. 1 le). En las demás fracciones se obtuvo una mezcla de las otras proteínas y 

de COMA2 con diferentes grados de agregación (Fig. 12). La proteína COMA 1 debido a su 

estado de agregación no pudo pasar por la columna, por lo cual se optó por el método de la 

incubación con cristales de COM, antes descrito, para purificarla. 
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Caracteri7.ación bioquímica de la matriz 
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Figura 11. SDS-PAGE de las proteínas de la matriz. a) Extracto crudo de la fracción soluble. 

b) Extracto crudo de la fracción insoluble. c) Proteínas con afinidad por el oxalato de calcio 

producto de la primera incubación. d) Proteína COMA l. e) Proteína COMA2. 

2 

o -
Figura 12. Cromatograma de exclusión molecular de las proteínas con afinidad por el oxalato de 

calcio. 
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3.2.3 Identificación de las proteínas glicosiladas de la matriz 

Las tinciones con ácido peryódico-Schiff y azul de Alcian mostraron proteínas con 

diferentes grados de glicosilación. La tinción con azul de Alcian tifie específicamente 

glicoproteínas con azúcares cargados negativamente, solo la proteína de 55 kDa se tifió con 

azul de alcian (Fig. 13a), la tinción con acido periódico-Schiff tifie glicoproteínas con 

azúcares neutros o cargados, las proteínas 27, 35 y 55 kDa se tifieron con este método lo 

cual demuestra su estado de glicosilación (Fig 13b ). Es importante mencionar que las 

proteínas relacionadas con la biomineralización en otros sistemas muestran también 

diferentes grados de glicosilación, se ha propuesto que los azúcares de las glicoproteínas 

pueden actuar directamente sobre las caras de los cristales, envenenándolas y modificando 

su velocidad de crecimiento y regular así la forma y crecimiento del biomineral, por lo cual 

el hecho de que las proteínas encontradas por nosotros estén glicosiladas es un posible 

indicativo de que pueden actuar regulando la biomineralización del oxalato de calcio en la 

testa del frijol. 

a 

55kDa 

b 

55kDa 

35kDa 

27kDa 

Figura 13. Tinciones para detectar glicoproteínas. a) Tinción con azul de Alcian. B) Tinción con 

acido peryódico-Schiff. 
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Capítulo 4 

Interacciones proteína-cristal. 
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4.1 Material y métodos 

4.1.1 Ensayos de los efectos de las proteinas sobre la nucleación 

Para determinar los efectos de las proteínas de la matriz sobre la nucleación del COM se 

diseñaron una serie de experimentos que consistieron en medir la nucleación por medio de 

la turbidez de una solución, para esto se preparó una solución 20 mM de oxalato de potasio 

y una solución 2 mM de cloruro de calcio en amortiguador de acetatos 150 mM pH 5.6 y 

posteriormente fueron filtradas por membranas de 0.22 µm de tamaño de poro 

inmediatamente antes de realizar los experimentos, 500 µL de cada una de las soluciones 

fue mezclada en una cubeta de espectrofotómetro y se midió su absorbancia a una longitud 

de onda de 620 nm a intervalos de 12 segundos durante un minuto con un 

espectrofotómetro SmartSpec (Biorad). La precipitación del oxalato de calcio se inició 

inmediatamente después de que se pusieron en contacto las dos soluciones, transcurrido un 

minuto de experimentación 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 proteínas purificadas COMA 1, COMA 2, ácido aspártico (Sigma A-

9256), lisina (Sigma A-9256), albúmina de suero bovino (BSA) (Merck 12018) y 

ovocleidina-17 ( oc-17) (proteína relacionada con la biomineralización de cascarones de 

huevo de aves purificada en nuestro grupo de trabajo (66)). Las concentraciones fueron 1.0, 

2.5 y 5.0 µg totales en la solución. Cada experimento se repitió al menos cinco veces para 

determinar su reproducibilidad y se promediaron los valores. En todos los casos la 

cuantificación de proteínas fue determinada por el método de Lowry. 

4.1.2 Ensayos in vitro de la interacción proteina cristal 

Por otro lado, se estudió la modificación morfológica de los cristales de COM, debido a la 

presencia del extracto crudo de la matriz, COMAJ y COMA2. Esto se realizó colocando un 

1 mi de una solución de oxalato de potasio 2 mM en una bolsa de diálisis con corte de 

3500 Da, a esta solución se le adicionaron concentraciones totales de proteína de O, 2.5, 5, 
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15 y 25 µg, la bolsa fue sellada y se introdujo en un recipiente con 40 mi de una solución de 

cloruro de calcio 0.5 mM. El recipiente fue sellado para evitar cambios de concentración en 

las soluciones y se mantuvo sin agitación 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 µm de tamaño de poro inmediatamente antes de realizar los experimentos. 

Posteriormente fue extraída la solución del interior de la membrana y filtrada por 

membranas de celulosa de 0.22 µm de tamaño 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 cubrió con oro para observarla por SEM 

(JEOL 541 O LV). 

4.2 Resultados y discusión 

4.2.1 Efecto de las proteínas sobre la nucleación del oxalato de calcio 

La nucleación del oxalato de calcio se inició inmediatamente cuando se puso en contacto la 

solución de oxalato de sodio y de cloruro de calcio, la solución se empezó a poner turbia 

por la aparición de núcleos de oxalato de calcio, por lo que aumentó su absorbancia a 620 

nm en el espectrofotómetro. El aumento en la absorbancia fue un indicativo del aumento 

en la aparición de núcleos. 

Se observó una fuerte inhibición de la nucleación del oxalato de calcio debido a la 

presencia de las proteínas de la matriz, tanto del extracto crudo como de las proteínas 

aisladas, en ambos casos la inhibición fue dependiente de la concentración. Hubo una 

diferencia notable en cuanto al grado de inhibición de las diferentes proteínas y el extracto 

crudo como se muestra en la figura 14 (a-d). El extracto crudo mostró una mayor inhibición 

que la proteína COMA2, pero una menor inhibición que la proteína COMA 1, esto puede 

deberse a que en el extracto crudo hay concentraciones diferentes de estas dos proteínas. 

Este fenómeno puede deberse a que en el extracto hay una mezcla de proteínas que pueden 

inhibir o promover la nucleación y que todas ellas actúen de una manera sinergística para 

regular la biomineralización del oxalato de calcio en el interior de la planta. 
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Contrariamente, un estudio anterior reportó que el extracto crudo de la matriz de los 

cristales de oxalato de calcio del jitomate y tabaco promovían la nucleación (27), estos 

resultados opuestos a los encontrados por nosotros, pueden deberse a que en el jitomate y el 

tabaco hay otro grupo de proteínas que actúan de una forma diferente para controlar la 

biomineralización en esas plantas y esta diferencia podría deberse a que los cristales 

encontrados en el frijol presenta morfologías diferentes a los cristales encontrados en el 

jitomate y tabaco. La inhibición causada por el extracto crudo y por las proteínas COMA 1 y 

COMA2 fue muy superior en comparación con las otras proteínas y aminoácidos 

estudiados, aunque no obstante la BSA y la oc-17 causaron una pequefia inhibición (Fig. 

15), que podría explicarse por una interacción no específica de cargas o por la afinidad que 

presentan estas proteínas por el calcio. Estos resultados demuestran la especificidad de las 

proteínas de la matriz para inhibir la nucleación del oxalato de calcio. 

4.2.2 Interacción de las proteínas con el oxalato de calcio 

Los cristales de oxalato de calcio crecidos en presencia de las proteínas de la matriz 

mostraron una morfología diferente a los crecidos en ausencia de ellas. En condiciones 

normales Jos cristales de oxalato de calcio muestran tres caras principales la { 100}, Ja 

{ 120} y la {O 1 O}. El extracto crudo de las proteínas de la matriz y las dos proteínas aisladas 

modificaron específicamente la cara {120} del cristal de oxalato de calcio, esta cara se 

redondeó y desapareció cuando la concentración de proteínas llegó a 25 µg/ml , la cara 

{ 100} y la cara {O 1 O} no se modificaron ni en forma ni en tamaño. Esta modificación 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 interacción especifica de las proteínas de la matriz del jitomate y tabaco sobre 

la cara {120} , los cristales no mostraron la misma morfología que los obtenidos por 

nosotros. 

El nivel de modificación de la cara del cristal sólo varió en magnitud con el extracto y las 

dos proteínas. El extracto crudo fue el que modificó de una manera mas evidente la cara 

{120} (Fig. 16) a concentraciones de 2.5 µg/mL modificó de manera visible al cristal y a 
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concentraciones de 25 µg/mL la cara {120} se perdió. Las proteínas COMAI y COMA2 

modificaron en menor grado, siendo la proteína COMA 1 la que modificó de manera visible 

al cristal solo a concentraciones de 25 µg. 

a b 
• Oµg/ml 

1,0 
1 µg/ml • O µg/ml • 1,0 

• 1 µg/ml .. 2 .5µg/ml 
0,8 ... 2.5µg/ml 
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o 10 20 30 40 50 60 
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Figura 14. Efecto de las proteínas sobre la nucleación del oxalato de calcio. a) efecto del extracto 
crudo sobre la nucleación del oxalato de calcio a diferentes concentraciones. b) efecto de COMA l a 
diferentes concentraciones. c) efecto de COMA l a diferentes concentraciones. d) comparación de la 
inhibición de la nucleación del oxalato de calcio con 5 µg/mL del extracto crudo y de las proteínas 
COMAI y COMA2. 
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Figura 15. Comparación de la inhibición de la nucleación del oxalato de calcio sin ningún aditivo, 

con el extracto crudo, lisina, ovocleidina-17, ácido aspártico, albúmina de suero bovino. La gráfica 

muestra los experimentos a concentraciones de Sµg/mL , tanto de las proteínas como de los amino 

ácidos. 
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Figura 16. Cambios morfológicos de los cristales de oxalato de calcio. a) cristal crecido en ausencia 

de proteínas. b) cristal crecido con 2.5 µg/mL del extracto crudo. c) cristal crecido con 15 µg/mL del 

extracto. d) cristal crecido con 25 µg/mL del extracto crudo. e) cristal crecido con 2.5 µg/mL de 

COMAI. f) cristal crecido con 25 µg/mL de COMAI. g) cristal crecido con 2.5 µg/mL de COMA2. 

h) cristal crecido con 25 µg/mL de COMA2 (las flechas indican la cara {010}). Escala: lµm . 
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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 {O 1 O} (no modificadas por las proteínas de la 

matriz) muestra dos posiciones diferentes de los iones oxalato, unos se encuentran en 

posición paralela y los otros en posición 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 proteínas (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 podría facilitar la interacción de macromoléculas cargadas negativamente (véase fig. 

17). Estudios in vitro han sugerido que macromoléculas con un alto contenido de grupos 

funcionales aniónicos juegan un papel importante en la regulación del crecimiento y 

agregación 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 unión de estas moléculas. Ellos 

identificaron la cara { 120} como el sitio de unión de las moléculas fluorescentes, las cuales 

provocaron la misma modificación que las macromoléculas estudiadas en este trabajo. Es 

importante mencionar que sólo moléculas cargadas negativamente tuvieron la capacidad de 

unirse a la cara antes mencionada y que moléculas cargadas positivamente no tuvieron 

ningún efecto sobre el cristal (69). Extrapolando los resultados anteriores se puede concluir 

que las macromoléculas asociadas a los cristales de oxalato de calcio están cargadas 

negativamente en las condiciones estudiadas. 

Por otro lado, es importante mencionar que también se observó la presencia de una pequeña 

cantidad de cristales de oxalato de calcio dihidratado (COD) en todos los experimentos en 

donde se modificó la morfología de los cristales de COM, pero esos cristales no tuvieron 

ninguna modificación en ningún caso y con ninguna proteína (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 proteína-cristal 

es importante la densidad de cargas de los grupos funcionales de las proteínas, así como el 

espaciamiento de estos grupos con relación a la geometría local de la cara mineral. Esto 
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determina la especificidad de las proteínas para regular el crecimiento de determinadas 

caras de los cristales, así como la especificidad para regular el crecimiento y morfología de 

polimorfos específicos de los minerales (en este caso regular el crecimiento y morfología 

de los cristales de COM y no los de COD). 

{120} {010} 

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. 
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Figura 18. Cristal de oxalato de calcio dihidratado, mostrando su morfología bipiramidal típica. 

¡ ¡ • i • • :t: • !t! • • :t: • ~ • 
• • • • • 

•• . •• • . : ., • : ¡ . • • • • • • • • • 
• ! • l • • :t: • X :i: • • :t: • • • • • • • • • • • 

• • . : ·¡ . ·¡ . • • • • • • • . : ¡ • 
• • • X :t: • • :t! • • :t: • • • • 

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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Capítulo 5 

Función de los cristales en las plantas 
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5.1 Materiales y métodos 

Se evaluó la posibilidad de que los cristales en las hojas del frijol puedan actuar como 

depósitos de metales pesados o como almacenes de calcio. Semillas de frijol de la variedad 

Negro Jamapa certificadas (Rancho Los Molinos certificación SAGARPA 851/EN/99) 

fueron embebidas en agua destilada por 4 horas y germinadas en vermiculita. Cuando 

aparecieron las hojas de los cotiledones (después de 7 días), las plantas fueron separadas en 

grupos y transferidas a cultivos hidropónicos con una solución 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 días para mantener las 

concentraciones de nutrientes y metales en niveles óptimos. El experimento se detuvo 

cuando la cuarta hoja trifoliada estuvo completamente desarrollada (después de 30 días 

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(NÜJ)i 20 
(Sigma C-4955) 0.5mM 

mM 50µM 0.5mM 0.5mM 20mM 20mM 

Zn(CH3COO)i 
(Sigma Z-4540) - - - lmM - lmM -

Pb(CH3COO)i 
(Sigma L-3396) - - - - 1 mM - lmM 

Las hojas de un grupo fueron utilizadas para determinar el número de cristales de COM por 

centímetro cuadrado en la hoja, para lo cual fueron clarificadas sumergiéndolas en una 

solución 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 observación. Los cristales fueron observados bajo 

luz polarizada en un microscopio estereoscópico (Stemi SVl 1 Zeiss) con una cámara 
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digital acoplada, se tomó una imagen por hoja, 12 hojas por planta y 25 plantas por 

tratamiento. Es decir se obtuvieron 300 imágenes por tratamiento. Se contaron los cristales 

dentro de una área de 6 cm2 por medio del software Scion image (beta 4.0.2). 

Las hojas del segundo grupo fueron utilizadas para la cuantificación 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 decantó y el botón se lavó 

con agua destilada varias veces, posteriormente el botón fue secado a temperatura ambiente 

y molido hasta obtener un polvo fino, 300 mg de cada tratamiento fueron pesados y 

digeridos con 20 mi de HCI 3 M. Las muestras fueron filtradas por papel filtro y medidas 

en un espectrómetro de absorción atómica (Perkin-Elmer 311 O). Por otro lado, también se 

aislaron cristales de las hojas del frijol de acuerdo a la metodología previamente descrita y 

se les caracterizó por medio de SEM-EDS. 

5.2 Resultados y discusión. 

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 morfología y desarrollo, esta planta puede almacenar los metales 

mencionados en forma cristalina en inclusiones de carbonato de plomo y fosfato de zinc; 

sin embargo, aún es desconocida la localización 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 afectó la morfología externa de las plantas, 

pero tuvieron un crecimiento más lento, lo mismo sucedió cuando las plantas crecieron en 

un medio deficiente en calcio. Cuando las plantas crecieron en un medio con un exceso de 

calcio, no hubo ningún cambio aparente en la morfología o velocidad de crecimiento. 

El número de cristales en el interior de la hoja sufrió grandes cambios con los diferentes 

tratamientos. Se encontraron diferencias significativas en el número de cristales con las 

diferentes concentraciones de calcio (en la tabla 4 se resumen los datos del conteo de 

cristales y su desviación estándar). Las hojas de plantas crecidas en medios con 
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concentraciones altas de calcio contenían un número mucho mayor de cristales que las 

hojas crecidas en condiciones normales de concentración de calcio, mientras que las hojas 

crecidas con un déficit de calcio presentaron un menor número de cristales (Fig. 20 y 21). 

Lo anterior demuestra una relación positiva entre las concentración de calcio en el medio de 

crecimiento y el número 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 función debido a Ja forma y distribución de estos 

cristales. Los cristales en la hoja del frijol presentan una morfología prismática y en 

condiciones normales están principalmente distribuidos en las nervaduras de las hojas, lo 

que podría indicar una función de sostén o reforzamiento en esos tejidos, igualmente en Ja 

testa, los cristales se distribuyen homogéneamente a lo largo de todo el tejido, por Jo que 

podrían también cumplir una función de reforzamiento. Cuando hay un aumento en los 

niveles de calcio en el medio de crecimiento, Jos cristales también se distribuyen en el 

tejido mesófilo, pero cuando hay un déficit de calcio los cristales se concentran 

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

Tabla 4. Datos del número de cristales por cm2 en las hojas de plantas de frijol con diferentes 

tratamientos. 

Calcio Calcio Calcio Calcio 
Calcio Calcio Calcio Nonnal Normal Alta Alta 
Nonnal Alta Baja Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento 

con Zinc con Plomo con Zinc con Plomo 
Promedio 

19.50±3.81 31.87±3.31 6.96±2.06 6.52 ± 2.14 5.94 ±3.24 13.96±2.65 14.21 ± 3.21 
± desv. est. 

Cuando las plantas son tratadas con metales pesados hay una disminución sustancial en el 

número de cristales de COM en las hojas (véase fig. 20 y 21). La disminución fue similar 

con ambos metales pesados usados en este experimento (Zn y Pb) y no mostró diferencias 

significativas con la disminución en el número de cristales debido al tratamiento de déficit 

de calcio. Con la disminución en el número de cristales estos se distribuyeron 

principalmente en las nervaduras. Cuando a las plantas tratadas con Pb y Zn se les adicionó 

una concentración mayor de calcio (20 mM) en el medio de crecimiento hubo un aumento 
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en el número de cristales en comparación a las plantas en las cuales no hubo un exceso de 

calcio, pero siguieron teniendo menor número de cristales en comparación con las plantas 

que no fueron tratadas con metales pesados (véase fig. 20 y 21). Por otro lado, los datos de 

concentración de calcio insoluble en las hojas medidos por espectrometría de absorción 

atómica, corroboraron los datos del conteo de los cristales, con excepción de los datos de 

las plantas tratadas con Pb, en donde el calcio insoluble mostró ser mayor que en las plantas 

tratadas con Zn y con un déficit de calcio (Fig. 22). La espectrometría de absorción 

atómica mostró pequeñas cantidades de Zn y Pb en las plantas tratadas; sin embargo, el 

microanálisis de los cristales de COM aislados de las plantas tratadas con esos metales no 

mostró su presencia (Fig. 23). Lo anterior demuestra que los cristales de COM al menos en 

el frijol no actúan como depósitos de metales pesados, debido a que la presencia de estos 

afecta la producción de cristales disminuyendo su número. La disminución del número de 

cristales debido a la presencia de Pb y Zn, puede ser debida a que el calcio participa en la 

destoxificación de metales pesados y por lo tanto la planta desvía el flujo de calcio de la 

formación de cristales hacia las vías de detoxificación. 
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Figura 20. Imágenes de hojas clarificadas con luz polarizada, los puntos luminosos son cristales de 

oxalato de calcio a) Concentración normal de calcio sin metales pesados. b) Alta concentración de 

calcio sin metales pesados. e) Baja concentración de calcio sin metales pesados. d) Concentración 

normal de calcio con tratamiento con plomo e) Alta concentración de calcio con tratamiento con 

plomo. Escala: 1 cm 
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Figura 21. Número de cristales por cm2 en las hojas de las plantas con los diferentes tratamientos. 

a) Concentración normal de calcio. b) Concentración alta de calcio c) Concentración baja de calcio. 

d) Concentración normal de calcio con tratamiento con zinc. e) Concentración normal de calcio con 

tratamiento con plomo. t) Concentración alta de calcio con tratamiento con zinc. g) Concentración 

alta de calcio con tratamiento con plomo. 
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Figura 22. Calcio insoluble determinado por espectrometría de absorción atómica. a) Concentración 

normal de calcio. b) Concentración alta de calcio c) Concentración baja de calcio. d) Concentración 

normal de calcio con tratamiento con zinc. e) Concentración normal de calcio con tratamiento con 

plomo. t) Concentración alta de calcio con tratamiento con zinc. g) Concentración alta de calcio con 

tratamiento con plomo. 
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Figura 23. Micrografias de SEM de los cristales de oxalato de calcio extraídos 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 microanálisis del cristal. b) Cristal aislado de las plantas tratadas con 

plomo, insertado en la imagen se encuentra el espectro de microanálisis del cristal. 
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Las plantas forman cristales de oxalato de calcio con morfologías únicas bajo condiciones 

bien controladas, este es un fenómeno ampliamente distribuido y parte fundamental de la 

fisiología de muchas especies de plantas; sin embargo es poco estudiado y comprendido. 

Este trabajo establece el primer estudio de la composición proteica de la matriz asociada a 

los cristales de oxalato de calcio en la testa del frijol común y de su interacción con los 

cristales de oxalato de calcio in vitro. 

En este trabajo se encontraron proteínas asociadas a los cristales de oxalato de calcio que 

presumiblemente forman parte de la matriz orgánica que regula su formación y 

crecimiento. Esta matriz está compuesta por dos fracciones, estas son la fracción soluble, la 

cual esta formada por al menos 6 proteínas principales de las cuales cuatro presentan una 

gran afinidad por el oxalato de calcio. Es importante mencionar que no hay reportes 

anteriores de la composición proteica de la fracción soluble de la matriz asociada a los 

cristales de ninguna especie vegetal, lo cual hace imposible cualquier estudio comparativo. 

La fracción insoluble está formada por al menos dos proteínas, las cuales sólo se pudieron 

solubilizar con altas concentraciones de urea. Un estudio anterior reportó el mismo numero 

de proteínas y de pesos moleculares similares en la fracción 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 fracción insoluble es de una 

composición constante en las diferentes especies de plantas, no importando la morfología 

del cristal, lo cual nos llevaría a concluir que las proteínas de la fracción soluble son las 

responsables de la morfología del cristal, aunque son necesarios mas estudios para 

corroborar esta afirmación. 

Se aislaron dos de las proteínas que mostraron afinidad por el oxalato de calcio y se 

determinó su interacción con los cristales de oxalato de calcio tanto a nivel de nucleación 

como de morfología. Tanto la fracción soluble de la matriz como las dos proteínas aisladas 

mostraron el mismo efecto en la nucleación y morfología (inhibieron la nucleación y 

modificaron específicamente la cara {120}). Cabe recalcar que solo la cara {120} se 

modificó, es decir hubo una interacción cristalográfica específica entre las proteínas y el 

cristal. Esto es importante ya que se ha propuesto que la regulación de la morfología y 
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crecimiento de los cristales producto de la biomineralización se da a través del 

reconocimiento cristalográfico de ciertas proteínas o macromoléculas con caras específicas 

del cristal, por lo que es muy importante la distribución espacial de cargas y el 

espaciamiento de estas en la estructura tridimensional de la proteína y en el cristal. De estos 

resultados se puede concluir que las proteínas son primordiales para la regulación de la 

biomineralización; sin embargo, no pueden ser descartados otros factores (tanto bióticos 

como abióticos) que puedan participar en esta regulación. 

Se identificaron glicoproteínas en la fracción soluble de la matriz, esto es importante debido 

a que en todos los estudios anteriores sobre biomineralización se ha reportado la presencia 

de glicoproteínas y se les ha dado un papel crucial en la regulación del crecimiento y forma 

del cristal. Por lo cual las glicoproteínas presentes en la matriz de los cristales de oxalato de 

calcio en el frijol pueden ser muy importantes en la regulación 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 depósitos de calcio, por otro lado la morfología 

y distribución de estos cristales parece indicar también una función de soporte estructural; 

sin embargo no actuaron como depósitos de metales pesados, por lo que se descarta su 

participación en la destoxificación de este tipo de metales, al menos en el frijol. Es 

importante mencionar que otros estudios le han otorgado funciones de protección a cristales 

de oxalato de calcio de forma acicular, cristales de forma prismática nunca han sido 

relacionados con esta función De esto se puede inferir que la morfología de los cristales de 

oxalato de calcio en el interior de la planta determina su función, esto explicaría, en parte, 

la variedad de morfologías que las plantas le confieren a los cristales de oxalato que 

precipitan en su interior. 

Aun hay mucho que descubrir acerca de la formación y función de los cristales de oxalato 

de calcio en plantas. No se tiene el conocimiento exacto de cuantas proteínas están 

involucradas en la formación de los mismos, ni la función específica de cada una de ellas, 

no se conoce la interacción proteína-cristal a nivel molecular ni los mecanismos de 

regulación de la formación de los cristales. Por lo anterior, éste es un campo muy fértil para 
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investigaciones multidisciplinarias. Pruebas inmunoquímicas y moleculares, pueden 

proveemos de información acerca de la localización y expresión específica de proteínas 

relacionadas con la cristalización dentro de los idioblastos. Experimentos con sondas 

fluorescentes para calcio, pueden damos medidas exactas de los gradientes en 

concentración de calcio alrededor y dentro de los idioblastos para poder encontrar los 

mecanismos de regulación. Son necesarios análisis de las secuencias de las proteínas 

involucradas en la biomineralización y estudios a nivel estructural son fundamentales para 

aclarar como es estas proteínas regulan el crecimiento de los cristales dentro de la célula, 

estos análisis pueden revelar características morfológicas determinantes en los diferentes 

tipos de cristales sintetizados por la planta, así como en las proteínas que regulan su 

crecimiento. 

Con un conocimiento más profundo de este fenómeno, se podrán realizar diversas 

aplicaciones para el beneficio del ser humano. Por ejemplo en el desarrollo de plantas 

modificadas genéticamente (que produzcan una mínima 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 formación de cálculos renales (los cálculos renales son formados en 

su mayoría por oxalato de calcio). Se podrán desarrollar materiales biocompatibles 

diseñados molecularmente para múltiples aplicaciones, como la formación de implantes 

óseos o dentales sin el riesgo de incompatibilidad o corrosión de los materiales. Igualmente 

se podrán desarrollar nuevas alternativas para curar enfermedades propias de la vida 

moderna, como la formación de cálculos renales o la formación imperfecta de huesos y 

dientes. 
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Apéndice A 

Cristalización del oxalato de calcio in vitro. 

La cristaliz.ación in vitro del oxalato de calcio usualmente es utiliz.ada para investigar 

fenómenos como la nucleación, crecimiento y agregación de los cristaJes y como estas son 

afectadas por diferentes variables como son la temperatura, pH o aditivos de diversa 

naturalez.a. El oxalato de calcio puede cristaliz.ar en forma monohidratada (whewellita) o 

dihidratada (weddellita) y ambas formas tienen características muy diferentes y precipitaran 

uno u otro estado dependiendo de las características flsicas del ambiente donde cristalicen. 

Según Frey-Wyssling1 la prevalecencia de uno u otro estado de hidratación depende del 

ambiente de cristaliz.ación, es decir en ambientes ricos en iones calcio prevalecerá el estado 

dihidratado, mientras que en ambientes ricos en iones oxalato, prevalecerá el estado 

monohidratado. El autor llego a esta conclusión realiz.ando experimentos de precipitación 

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 precipitación realizados en solución, siempre se 

obtuvo una mayoría de cristales de whewellita, por sobre los cristales de weddellita 

independientemente de si en el vaso de reacción, había exceso de iones calcio u oxalato. 

Cuando la precipitación se llevo a cabo en geles de sílice 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 termodinámicamente metaestable, por lo cual tiende a 

disolverse en ambientes acuosos y a transformarse en la forma monohidratada por un 

proceso de disolución-recristaJiz.ación, esto explica porque se obtienen mayoritariamente 

los cristales monohidratados en cristaliz.aciones en solución. En los geles de agarosa se da 

la precipitación de ambos polimorfos en números similares debido a que la matriz del gel 

1Frey-Wyssling A. Crsytallography ofthe two hydrates of crystalline calcium oxalate in plants Am. J. 
Bot. 198168: 130-141. 
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protege de la disolución a los cristales dihidratados, aunque después de tres semanas de la 

experimentación estos cristales presentaron signos de disolución. Los geles de sílice 

facilitan la formación de la fase dihidratada debido a que ultraestructuralmente están 

formados por partículas que poseen una gran cantidad de grupos hidroxilo en su superficie, 

estos grupos hidroxilo interactúan con las aguas superficiales que se encuentran en la 

estructura molecular de los cristales de oxalato de calcio dihidratado y lo estabilizan 

inhibiendo su disolución que en condiciones normales (en solución y en geles de agarosa) si 

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

jcomponente jmg / L 

l lKN03 !2soo 

l lMgS04 · 7H20 1400 

1 1 (NH4) H2P04 1300 

! !caCl2 · 2H20 1200 

l lMnS04 · H20 !10. o 

l lH3B03 is . o 

l lznS04 · 7H20 11. o 

l lKI li. o 

! lcuS04 · 5H20 lo. 2 

llNa2MOÜ4 · 2H20 lo .1 

l lc0Cl2 · 6H20 lo .1 

l lFeS04 · 7H20 j1s. 

l lFe·EDTA j20. 

l lMio-Inosi tol j1000 

l lTiamina ¡s. o 

l lAcido Nicotinico js . o 

l lPiridoxina lo. s 

! !sacarosa !10 
lpH js.6 
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Apéndice C. 
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Calcium oxalate crystals are a majar biomineralization product in higher plarts. Thei" biological func­
tion and use are llCX well underslood. In this work, we focus on the isolation and aystaUochemical 
characterization of calcium oxalate aystals from seed coats of Phaseolus vulgaris (prisrns) and 
leaves of Vitis vinifera (raphides and druses) using ukrastructural methods. A ¡x-oposal based on 
crystal gra.Nth theay was used far explaining the existence of differert rnorphologies shcMm by these 
crystals grown inside specialized cells in plarts. 

Key words: bioaystallization - biorrineralization - crystal rnorphology - natural aystal growth -
X-ray diffraction 

Abbreviations: AFM = Atorric Force Miaoscopy. - SEM = Scanning Electron Microscopy. - EDS = 
[ner-gy Dispersive X-ray Spectroscopy 

lntroductioo 

Biomineralization is the process in which living arganisms 
form inorganic crystals ar aystalline aggregates, most of the 
time regulated by biological macromolecules (Watanabe 
1974, L<YNenslam 1981, L<YNenstam and Weiner 1983, Weiner 
el al. 1983. Addadi and Weiner 1985). In the case of plarts 
this crystal precipilation may take place inside vacuoles or 
sometimes in differert parts of the cell (Horner and Wagner 

1983. Kausch and Horner 1983, Panheleux el al. 1999). There 
are two main kinds of these precipilates: firsl the biologically 
induced biomineralization in which the living organism only 

• E-mail conespcncWlg atMvr:_iwhitaker@ucdavis.edu 

causes mineral precipilation and second. the organic matrix 
is involved. In the laner, the matrix cortrols the precipitation 
and the arrangemert of crystalline aggregates. lt has been 
sh<Mfn that oriertation of the crystal axes and the ukrastruc­
ture are under genetic control (Watanabe 1974, Lowenstam 

1981, L<YNenstam and Weiner 1983. Weiner el al. 1983. 
Addadi and Weiner 1985), but this has llCX yel been fully dem­
onstrated ar explained on lhe basis of aystal growth theory. 

In higher plarts, calcium oxalate crystals are typically 
developed within irtravascular membrane charnbers of spe­
cialized cells (called idioblasts) . The variely of aystal shapes 
found in plarts are species-specific indicating that they are 
genetically cortrolled, analogous to biornineralization in ani­
mals (Webb et al. 1995, Webb 1999. Prychid and RudaU 1999, 

0176-1617/03/16G'03-239 s 15.00IQ 
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Nakata and McCon 2(XX) . C8lc1Jm oxalale exists in lwo crys. 
laline fams in plarts: (1) calciJm oxalale rronohyd""ate (whe­

wellite) . and (2) a Icss COIIIUOIIy loond aystaline phase. cal­
cium oxalale dihyd""ate (woddeIte). 

It is i~rt lo exp&ain hcw lhis biomineralizalion phe­
nomenon takes place in natlXe. to fnd the bKlmoIecules 
responsible la cortroling this biochemical process (prolein· 

inaganic irterad.ion). and to irlve&igé(e lhe bioptlysical ¡:x-o­

cess (based on CJ)'Sla11CJchenjca1 n.eraclions al the kinet· 
icaIy a únnntynarricalty Slable phases). Under5landing 
lhc biornirIcraAz.aion processes is irrportanl: far delerrrining 
lhc bioIogical ¡:x-ocesscs al CJ)'Sla1 gOWl.h in biomedical sd­
coces (e.g .• bife and renal stones. sderaization al exoskele­
lons in insocts and endoskeleton farmal.ÍCMl in clher living or­

ganisms). 

follooMng lhe approoch abcNe. we have isoIaled. charac· 
lerizad. and anatyzad the O)'Stal n..-..phoIogy of calcium oxa· 
late aystals grown in !caves of Vi'is vinifera and in sced CoalS 

al PhaseoU; vuIgaris using atorric farce rTDClSCOPY. sean· 
ning eled.ron nicroscopy and image analysis methods. 
Chemical charaaerizat.ion al lhese aystals was perfarrred 

using seaming electron rriaoscopy cwpled to an eragy 
dispet"sive X-my spectrorneter (EOS) far rriao-probe Ilnaly· 

ses. Fa O)'Slanographic characterizalion. X-ray diffraction 

melhods (poNdcr and rmnocrystall were usad. These crys­

lals and their characlerization were comparad 10 the crystals 

al calcium oxalate syrthetically grtM'fl in gefs. Based on wr 
X-ray data. an expaanaüCJn is proposed rar exislence of two 

poIyrruphs (rmnodinic phase and the teo-agonal phasel of 
calcium oxaIate basod on fundamor-tal propotios of aystal 

g-0WI.h and crystallocherTKal behavior al ayslals g-(M'I1 in 
biaogical syslems. 

Materials and MeIhods 

lhe IcaIlCS frorn ViOs m.rera lo (varicly Red Grnpe Ca-..emet du Sau· 
vigul) and boan secd C01aS In;m PhaseoIu5 ~ L (BIadt Mex­
ican Bc.:rJ) "M;\'C obtanod m:m pL:lnls 910""" in ;) gnxrtn..tsc. lhcsc 
Ieaves and tJcEw¡ sood ooots wcre iriIiaIty deancd seYernllimes using 
da.blc-distiIcd wata- an:l wcre wastW twicc wiIh 10% 10 20% Clha· 

no! in uOO- 10 JU'llO'\IC any mic:roorgarisms and p;ndes usuaIty de· 
postOO al ~ leal srnace. M.cT re-ncMng 1he:sc ~ im· 

puljes,.1he Iemoes wa--e ¡llJ. inIo a sok.Cion G 20% ( ... 11) 50dim hypo­
d"bilc for scparaIing pigmens. ~ Io;re; wcre then washcd wi(h 

dldJIc-dtsIiIIo walCr. Ttese tINO .SlepS _ repeaIed severnI limes.. 
Then. Ihe 5aIfllIeS _ c:ktIyI1raIed usng corceruaoon gadiens el 

CIhanoI ex isoprop¡n::II. and ¡u-e xyIenc. Scparaúon G 0)'Slals 'NaS 

carOO:I ot.( arte.-~ rj !he aude maIeOaI in SOÓlJ11 hy. 
poctbic (20% vIv; 5ee alxM!) ~ 48 t-.:ours. The crystafs were col· 
leaed by I*ation on Slerile Cdlal meshes. fr:*Jwed by anrifl-giltÍ01 

la" 30 rnn.es at 3.cmrpm. Thc procipilae al !he boaom el !he YiaI 
was re·suspcn:Ied in chomJam or carbon letracI"*:ride and 0Cfl· 

nugcd lar 45 miUes.. lns pnx;u:Iue was lqle<I.ed severnI times 
lHiI dear ar-aats el caIdun 0MIalc _ <Uained in tigh qllicaI 

puiy. Al Ihesc prtlO.ldues 'IIIICfC lJI(ritored usirg a bn:.ocUar kns 

(Ca.-I-leiss. Stemi 11) in uOO- 10 be SI.re lh3t coIeaion d ar-aats 
'NaS pmperty 00ne. 

For !he proIinhafy 2D SlI\lClI.r.II arHyses (1I101r-flOb:jca1 and 
etct*lg mages) a Nanosalpe-IUa fmm DIGITAl Insbuncns was 
used for <*lmic Joo::e mic:roscq)y ~ and dala acxpjsifjtn Al 
rneasuenerlS and ~ 'M!fe d:J&aincd by scamng at 

15.0""'><15.0,....-. inconaa modoat room ~ (2O±0.5·C). 
The scarring vcIox:íIy was 1 Hz. rnaiRairW1g kM ClHaClIon:es (0.3 N1 

m). Images 'Mre arWyzed wih scftwaro proW:ted by DlGlTAlInsuu· 

meras. The MM mages el caIdun 0laIalc wcrccUancd by depJ5it­
ing !he isoIaled aystaIs ato a deaVil9C suface G mica 1919 cIcc­

lrmi<'Dc: Ion:es 10 ensu-e proper dopo rsi!i.~ lhe SEM IlIÍaL'!JIaptlS fa" 

!he (DIJl~ arHyses el 1hesc ~ aggogaICS WCfC oo· 
taincd by fixing me smaI crystaIs ato !he sampIc Irib" (cx:n:IucliYe 
g ...... ) ú U,,-, :;o.ar.ir.g docUUIIIIUt.l'iU.IpC. lile plislllalil: l3du1l 

maIalc oySI.at> lor P. lMgaris and nccdc-shapcd (rapü::s) lor V. K­
fIiIer..¡ wcre scarn:xt and ~. r or Ihe chemicaI c:twaacrizaIial 
G caIc:i.m CDCaIaIe cr}'SI.aIs. a JEOl Sc3rri1g EIeclron Microscopc 

JSM5900 LV 'NaS used co.4JIcd lo an X·rny Spoc:\romeIcr for micro­
probing aoaIyscs (OlIfod type EOS) -:rtrg al 20 !<eV. Al micro­
gaphs _ coIcded arJd compared usirg saardard caIc:i.m oxaIatc 

sak (tlI¡Q) and !he i:IoIaIed 0)'Slals!mm P. ~ and !he ar-aats 
cUained ... Mao al l"9u ~. For X·rny <:torattoiza­

!ion. an X-ray powOO" dilractia1 apparolUs fmn BrW:c--axs D·8 
adYanI.:ed syslUn was lI5ed. Far siJge ays&aIs !he stru:::IUaI amtys6 
'NaS 00ne by a BnJ!.a- Apele CCO dIIr.IcIDnUcr usirg the Mo K. 
(radiacion) . Al Í"I~ as lid as ~ oyslaky~1ic dala anaIy­
ses b porwder":¡;..-.;I ~1QIC 0T-laIs. _ pcrformed lIsi"g U.., ~. 

.are p!OIIidcd by BrW:c- Co. 

Results and OósalSSÍOO 

CalciJm oxalale ayslals obsavcd in plarts typicaly lam 
feu main lypes c{ ayslal maphoIogies: (1) styloids. adaJlar 

aystals that fam singly; (2) raphidcs a needle--shaped 0)'5-

lals ltl<ll fUIn in burxlus; (31 dluses u sphOl ahlphides (nlJl. 

tiple aystal forms al spherical conglomernles); and (-41 

prisms a>nsisIing of m!)ulRr prismafic: smres. lhe specJfk: 
function ofthese aystals is na welJ kncMrn (Haner and W8g­

ner 1983. Webb el al. 1995. Webb 1999). ~1oweYeI". there ae 
lwo possible func:tDls. One is that they prcMde an if11Xrtart 
reserwi" la excess cak:ium absubed and lhc second ex­
planation is th8t the CI)Sl8ts help defend lhe plarts against 
hefbivoros (Bradluy and Nixon 1998. Arncn and Webb 
2COO. Salz and Ward 2COOl. 

Figure 1 shows dilferera aysta!s groom insidc leaves c{ V. 
vifWera and sced coals al P. YUfgaris. Thc aystaIs from 

leaves d V. vinifera were observed undcr polarizad fjgtt 
(Figs. 1 a and 1 b). FigJes 1 e and 1 d show 0)'Sla1s from the 
seed coals c{ P. lIllIgaris. Prismatic crySlats were always ob­
sawd from sced coals c{ P vuIgatis. wtile far V. llUJifera rap­

hides and druses (¡xlIyoysta1s) were cbserved as reportad 
by Webb (1999). Figures 2. 3 and 4 show the shapes oIlhc 
isoIat.ed ayslals and thei" ~I analysis done by the 
SEM-EDS technique; e.g .. druscs (Fig. 2) and raphidCS (Fig. 

3) le.- V. vinlCTB. and JIismatic ayslals al P ~ (Fig. -41 . 
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F9-1. CaIdun oxaIalc crystats in rnlU'aI modia: Caf in !te Ioof d \Ifris WIifern. ", isoIatOO c::rystaIs 01 v """'cra' ~ crystats trun seod coalS el 

Phascdus lIIllgaris. (4 r.dalcd oy:;l<Ws d P. ~. 

Foclhe c haractaizatoo anatyses, aU ¡ .... eositiesfrom the EOS­

¡.1l;{¡1es stlUWUlJ <:1 dUr»ca1 Ulrnp(JSiKx"llypiu1lly ulII.ailloo fu 

calcium oxalate: calcium. and r.atbon and oxygen (hum the 
OlIalap. ion). The ~ra ni eadl ~ionat flMIysi$ ;¡re 

shown in lhe Jower part el eadl inage. These images. as wc' 
as lhe ayslallochemical chaf"aderilation fa raptjdes and 
d-uses. correspond lo lhose published elsewhere (Webb el 

al. 1995). 

Wc 81so studicd lhe aystal rmrphoIogy by alomic force 
miaoscopy in ader lO have additional infcnnalion abcU. (he 
existencc of dif(mn kinds of aystal growth mecharisms in 
nature. BtA, we did 00 obsenIe any rescmblance of thcsc 

roodlanisms 01 O)'Slal grOMh on !he Slrlaces el the O)'Slals 10 

!hose obsctvod in syrthclicaly obtained O)'Slals by ShoJwu 
el al. (2002). f tis was doe 10 lhe procedl..-es used fa isoIation 

of lhecrystals sincc dissoUioo d lacesol the crystalswas na. 
~operly cortrolled. The MM images of aystals isoIated from 
leaves of V. vinífera aOO seed coals el P. vuJgat-is did nct shaN 
any indication al lhe mechanism al crystal graMh (etching rtg­
uros) found ioside lile spodalized ceRs in plarts. 

In «da 10 under'Sland lhe mechanism 01 aystal growth in 
vtrofa calcium oxalate aystals grown al dilferel1. supe-satu-

raticns. we dcsignod a aystal gowth 001. based on the 
nuhotl of C/ystalgfoMh;n geIs (Her,is(.:h 1988), i:IS 51..-, ill 

figlJe 5. We observed lhat the ooly aystallcqaphic ~ 
syrdeiollly ohfairffi WAS lha( anesponc1tng lo lhe lel:rA· 

ganal s)'SIem 141m wlh 001 parameters: a = 12.375 A. b = 
12.375A and e "" 7.377 A. where a : P ,., 1 : 00 lar lhe di· 

hy<Iale salL eaep ,· 2H20 (weddcUc). We ~eN aystals in 
<meren: concertraI.ions 01 gel media. tx.t wc did na. obtain 

any aystallol]rnphc phase cther lhan lile tClfagonal phase. 
By !JU"t'Íng ayslals in soIWon al difJeren: supcr.;auation 
valles. we foond onIy the JOOIlOdinic phase. using the samc 
sal soIU:ions as those used fa" the gel media. This resul 

proved OIJ hypo(hesis thal calci.Jm oxalat.c monohydalC is 
mainly obtained al high SUpcrsaluraoons. Our resulls agree 
with the work publtshed by Méwtin el al. (1984 : rcferencc ded 

in Shouwu ct al. 2(02). Martín ct al. (1984) dcmonstratc that 

cak:ium oxalate Irom water- and sifT'4)1e sal soIutions exhibe> 

sIIong prefercncc fa- lhe calciJm oxalatc monohydratc. 

Crystals isolated Irom sced coat.s 01 P. vuIgaris (prisms) 
'M3"e analyzed by X.ray powder dillraaion. We oblaJlod a 

núlurn el thc monocIinic and thc tClfagonal phascs: the 

tetragonal phase was obtaJlod in vcry sma. alTO.lrlS. Thc 
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f"igunt 2.. SEM-EDS SlruCtlral charactelizalion d a druse from leave.s 
d V. W.era, lhe spectn.m of lhe X-ray irlensilies corresponds lo lhe 

structIIa1 analysis using EDS for chemical characterization d ttis 
maphology. 

rnonoclinic monohydrate form of calci.Jm oxalate (whewellf.e) 

usually obtained in plarts was characterized structurally by 

X-ray dilfraction method and its aystallographic symmetry 
corresponded to the monoclinic space g-oup P21/c with cell 

parameters: a= 6.290A. b = 14.583A ande= 10.116A. a= 

90, p = 109.46, and l= 90. 
Al lhis stage, we know that in gels the only stable phase 

obtained is that corresponding to the tetragonal phase. being 

the thermodynamic form for lhis calcium oxalate. In diffusive 
transport. we always obtained the tetragonal phase grC1N11 in­
side lhe gel. Comparing our resuls lo those observed for 

plart-obtained crystals. f. appears that nature follows specific 
mechanisms of crystal gro.vth to pack the crystallographic 
structure depending on lhe type of plart and on the stress 

and the degree of supersaturation used to obtain the kinet­

icaUy (rmnodinic) or thermodynamically (tetragonal) phases 
of calcium oxalate. 

o 

.. • ... 1 

f"igunt l. SEM-EDS strucn.ral charactefization d raphides from V. 
vinifera, lhe spectn.m of the X-ray nensities corresponds to lhe struc­

lUral analysis using EDS for the chemical charactesizatíon d ltis mor­

phOOgy. 

In order to dP..al wi!h this biologic.al problem. we L'iülated 

aystals from V. vinifera plant leaves and COf1l>ared them wi!h 
a cornmercial sarnple [where usuaHy the solid phase is ob­

tained at high supersaturation (whewellite)] and by the X-ray 
powder diffraction method. COf1l>aíison wf.h cornmercial cal­
cium oxalate showed the following aystallographic data. 

From the calcium oxalate (cornmercial sa"l>le fium Fluka cat­
alog rumber 21201). we obtained only a set of irt:ensities from 
the spectra corresponding lo the rmnoctinic whewellite 
(CaC20 4 - H20 monoclinic syst.em). For the crystals from P. vu/­

garis analyzed by the same method. we obtained the mono­
dinic whewellite mixed wi!h a smaH amourt of the tetragonal 
phase (weddellite). In bdh cases the monohydrale form was 

observed, except for the smaU amourt of the tetragonal 

phase found in the crystals cooing hum seed coats of P. vul­

garis. 
Figure 6 shows the comparative X-ray diffraction spectra 

belween calciJm oxalate crystals from seed coacs of P. vutga­
ris and the cornmercial sample. lt shows that the rmnodinic 
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f"igure4. SEM-EDS structural daacterizalíon ot prismalic aysials d 
P. lllJlgaris. The spectn.m ot lhe X-ray irtensilies axresporDs ID lhe 

chemical analysis using EDS for ltis moiphology ot aystals. 

phase that corresponds to the prismatic-shaped aystals also 
cocresponds to the monoclinic phase. and this is obtained in 
Lhe seed COélls or P. vulgaris. as well as fu- Lhe raphides. HON-
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ever. taking into account the aystal gr<Mllh behavioc of cal­
ci.Jm oxalate in gels. where the dilfusion lransport cortrols the 
process. the tetragonal phase was always obtained. This 
tetrngonal system is the thermodynarrically st.able phase ob-­
tained under dilfusive transport compared to the monodinic 

phase obtained al higher supersaturations in solution. This re­
sul is particularly interesting as we can l1CM' explain. based 
on supersaturation data rrom the aystal gr<Mllh thecx-y. lhat in 
the leaves or plants the gr<Mllh or aystals of calcium oxalate 
is obtained at higher supersaturations (higher conceruations 
or ions) and as a consequence. there is a shorter induction 
time foc aystal gr<Mllh of the tetragonal phase. This produces 

mainly the acicular aystals (raphides) localed in bundles. Foc 
the seed coats of P vulgaris. the mechanism is partiaHy dilfu­
sion-dependent and the supersaturation is k:Mler than lhat ob­
tained on the leaves producing also the moncx:linic phase, 

but wth a prismatic-shaped mocphology. Ancíher irteresting 
resul rrom a previous publication demonstrated that the 
rmnohydrate focm of calcium oxalate (raphides) is rnainly ob-­
tained in specific types of plarts and even in specific places 
in the body of the plarts (Webb et al. 1995). Analysis of the 
coomercial calci.Jm oxalate done by X-ray powder dilfraction 
demonstrated that our hypothesis based on aystal growth 
mechanisms and supersat1..1ation data is carect The tetra­
gonal phase usuafty needs longer time foc the rudeation and 
very specifte conditions to grCJIN into single aystals. Wth re­
spect to the monoclinic raphides. the production of these 
aystals may explain hOIN plarts pr<Xect thei" leaves against 
herbivores by producing needle-like aystals kx::ated in bund­
les that produce a more unpleasant taste and pain than those 

shaNn foc prisrnatic-shaped aystals in the seed coats of P 
vulgaris. 

There rnay be another explanation foc the data. based on a 
simple biochenical assu~. Oxalate oc calcium ions oc­
cu1 in higher armurts in leaves, as a rnain producl from Lhe 

~-·-···-------------

f"igure 5. Crystal gn:Ntth d caldLITI oxalate in gels: 
(a) lhe aystal growth cell used lo groN lhese crys­
tals. CI>) lateral view of lhe lelrag<lllal phase. and (e) 

IOp view d lhe tetragooal phase. 
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metabolic pathway than that obtained in the bean seed coats 

where ¡:xisms are usuaUy obtained at IO'Neí supersaturations. 
This could explain the higher concertration for the precise su­

persaruration needed to obtain differert aystal morphologies 

depending on the stress of the plart. Based on aystal gra.vth 
mechanisms. it is easier to dissolve needles than prismatic 
aystats. Therefoce. piare> caJld cortrol the process of aystal 
growth/dissokJtion depending on the stress situation and on 

the quick availability of calcium where needed. We are now 
pcrforrnng cxpcrimcrts whcrc wc havc isolatcd thc major 

soluble proteins that cortrol the calcium oxalate precipital:ion. 

Our nexl goal will be focused on finding the specific aystaUo­
graphic faces that are affected due to the presence of these 

specific biomolecules for calcium oxalate aystal growth. We 

are also doing experimerts to look foc prGeins that produce 
higher effects on the rudeal:ion and crystal gr<JNth of calcium 
oxalate systems (to be published). 

This is the r.-st time we have isolated calcium oxalate crys­
tals from P. vulgaris. have analyzed them in delail using 

coupled ulra-structural and analytical mEíhods. and ex­

plained their mocphology using a sifll>le explanation based 

un aystal gruwlh betléiviu". There are ltrne publicalions using 
SEM-EDS to characterize aystals of calcium oxalate from V. 

vinífera. where raphides characterization cocresponded to a 
monodinic phase (Horne and Zindler-Frank 1982 a. b. Webb 

el al. 1995). These three publications helped us to proceed 
wth oor structural analyses and comparison foc obtaining our 

condusions on the P. vulgaris system with those observed in 

V. vinifera. lt is important to rner(ion that these cited papers 
focused on similar purposes alhrugh they are primarily 

based on the oplical characterization of the aystal mocphol­

ogy. There were no aystallographic-based oc aystal gra.vth 
analyses as is shc:Nm here. We based rur resuls not only 

upon the surface and structural analyses. but also upon the 

behavior of aystal gra.vth and aystallochemical analyses 

F"igme &. X-ray powder dilfraaim spectra d cal­

ciLm oxalate ayslals grown ílSide icioblasts (from 

P. vulgaris) (grey liglt spectrun line). ancl from 
commercial sample (black spectrun O?). From 

ths il was obseMld lhal in plan.s the monoclíric 
phase was mixecl wílh small amotns d the ieu-a 

gonal phase (anow maiks anespond IO the 

irEnsities á the tetragmal phase). 

(using X-ray dilfracl:ion data and SEM-EDS). Foc precise 

delails. future investigations shruld be focused on 30 struc­
tural data and shruk:I visualize either in VÍllV or in vitro the bio­

mineralization behavioc of calcium oxalate systems. Our 

approach hopefully will give information based on crystal 

gra.vth to explain the mechanism of biooineralizalion phe­
nomena in nature foc living ocganisms. Growth of cak:ium oxa­
late aystals in the micro-cells used in the aystal growth 

experimerts can emulate the growth inside the specialized 
cclls in plarts. Ttus. changcs in thc crystal mocphology can 

best be explained by dassical thecxies of aystal gr<Mlh. 

Genetic cortrol is probably na. necessay. al least. foc the 
explanation of the morphology change in the calcium oxalate 
crystals. In avían eggsheHs. fcr instance. the crystal growth of 

calcite, which rocms the rnneral layer. ro11ows a compelitive 
aystal gra.vth mechanism and perhaps it is foDowed also by 
an epitaxial crystal growth process. The crystal gra.vth of cal­

cium oxalate shruld follow the simple rules of dassical theo­

ries of crystal growth as shown in this cortribution. We think 

that the genetic cortrol of the process (Webb a al. 1995, 
Prychid and Rudall 1999. Webb 1999, Nakata and McCon 

2CXX>) is a vesy inl.eresling proposal. bul its accept.ance will 
depend on knowledge of the 30 structure of the specific pro­
teins that are taking part in the aystallization process. Moce 
aystal modeling of lhis biomineralizal:ion phenomena and full 

structural data are needed ror explaining the role of each par­
ticipart of the biomineralization process (genes. proteins. 
polysaccharides and inocganics) so as to obtain the final 

answer. Sorne rnajor progress in this direction has been made 

by investigal:ions of changes in direction of axis growth during 

water aystaUization in the presence of fish artifreeze prGeins 
(Yeh and Feeney 1996). 
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