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RESUMEN

El nopal verdura (Opuntia ficus-indica (L). Miller.) Es importante en la dieta humana
por ser una fuente de calcio (Ca**); sin embargo, su biodisponibilidad y viabilidad a
veces puede ser limitada sobre todo cuando la planta sufre estrés hidrico y el Ca++
se precipita en forma de oxalato de calcio (CaC204). La mayoria de los estudios que
tratan de cuantificar e identificar estos minerales de origen biolégico se llevan a cabo
de forma alterada por lo que se desconoce su comportamiento bajo diferentes
condiciones de estrés y directamente en el cladodio. El objetivo de la presente
investigacién fue cuantificar a través de un analisis micro fotografico los oxalatos y
carbonatos de calcio en cladodios de plantas de nopal de 60 dias de crecimiento. Los
cladodios fueron sometidas a diferenciales hidricas de 10, 30 y 60% de agua
disponible (AD), luego fueron fijados en resina poliéster y se elaboraron secciones

delgadas (en 1 cm? a 30 um de espesor).

Imagenes secuenciales (40 fotografias) con objetivo a 10x fueron capturadas
utilizando un microscopio petrografico con diferentes fuentes de luz: polarizada plana
(LPP), polariza cruzada (LPC) y compensador (LPCA). Mosaicos de alta resolucion
espacial se elaboraron utilizando operadores geoespaciales. Los CaC204 y el CaCOs
se identificaron por su firma espectral o grados de brillantez en imagenes en formato
RGB y se cuantificé el tamano de los cristales y nucleo, asi como su textura (sistema
cristalino) y la superficie que ocupan en el cladodio. Los resultados indican que el

tamafo de los cristales de CaC204 de 10 y 30% AD fueron: de 37.63umy 71.39 umy
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sus nucleos de 20.4 ym y 24.04 um; con desarrollo de formas prismaticas (drusas);
mientras que los CaCOs fueron de 19.15um y 20.86 um con una textura triclinica
preponderante. También se observé que hay una correlacion entre el tamafo del
nucleo de CaC204y el CaCOs, donde para cada CaC:20s4 se fija un CaCOs, que no
esta disponible.

Ademas, con el método propuesto se puede utilizar para cuantificar in situ minerales
en tejidos vegetales donde se utilizaron muestras inalteradas de nopal, con
superposicion entre imagenes. Para la cuantificacion de los minerales fue posible
encontar diferencias estadisticas p<0.05% en el area que ocupan los oxalatos en el
tratamiento de 10% y carbonatos de calcio en el de 60% dentro de las estructuras
vegetales de nopal verdura, concluyendo que el tamafo, la forma y concentracién de
CaC204 y CaCOs estan directamente relacionado con el estado de deshidratacion de
las plantas y que el uso de mosaicos de alta resolucion y operadores espaciales
permiten la rapida identificacion y cuantificacion de los bio minerales en tejidos

vegetales de manera in situ.

Palabras clave: secciones delgadas, densitométricamente, mosaicos digitales,

fases de luz.
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SUMMARY

The nopal vegetable (Opuntia ficus-indica (L). Miller.) is important in the human diet
as a source of calcium (Ca **); However, its bioavailability and viability can
sometimes be limited especially when the plant suffers water stress and Ca ** is
precipitated in the form of calcium oxalate (CaC204). Most of the studies that try to
quantify and identify these minerals of biological origin are carried out unchanged so
that their behavior under different stress conditions and directly in the cladiol is
unknown. The objective of this research was to quantify calcium oxalates and
carbonates in nopal plants with 60 days of growth, were subjected to water
differentials of 10, 30 and 60% of available water (AD). Subsequently, the cladioli

were fixed in polyester resin and were made of thin sections (1 cm? and 30 um).

Sequential images (40 photographs) with the 10X objective, were captured using a
petrographic microscope with different light sources: flat polarized, cross polarized
and compensating. High spatial resolution mosaics were made using space
operators. The CaC204 and CaCOs were identified by their spectral signature on
images in RGB format and the size of the crystals and nucleus was quantified, as well
as their texture (crystalline system) and the surface they occupy in the cladiol. The
results indicate that the size of the CaC204 crystals of 10 and 30% AD were: 37.63um
and 71.39um and their nuclei 20.4um and 24.04um; developing prismatic forms
(drusen); while the CaCO3 were 19.15um and 20.86um with a preponderant triclinic

texture. It was also observed that there is a correlation between the core size of
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CaC204 and CaCOs, where for each CaC204 a CaCOs is set, which is not available.
No statistical differences were found in the area occupied by calcium oxalates and

carbonates within the vegetable nopal vegetable structures.

The conclusions were that the size and shape of CaC204 and CaCOs are directly
related to the state of dehydration of plants. The use of high resolution mosaics and
space operators allow the rapid identification and quantification of bio minerals in

plant tissues in situ.

Key words: thin sections, densitometrically, digital mosaics, light phases.
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1. INTRODUCCION

México es el principal productor de nopal (90%) a nivel mundial. La produccion esta
constituida por el tipo de aprovechamiento (tuna, forrajero y verdura) donde el nopal
verdura (Opuntia ficus-indica (L.) Miller), al ser el de mayor consumo humano, es el

que mas se produce con 676,180 toneladas por afio (SAGARPA 2015).

El nopal es una fuente importante de Ca*™; sin embargo, la disponibilidad del
elemento presenta algunas limitaciones, las cuales generan una problematica que se
debe superar. La presencia de acido oxalico en el nopal ocasiona el secuestro de
muchos cationes, principalmente Ca*™ y Mg, el cual los precipita formando cristales
de oxalato de calcio no son disponible para el ser humano. Ademas, se ha reportado
que el Ca™ secuestrado en forma de cristales de oxalato (McConn y Nakata, 2004)
representan un alto porcentaje del peso seco (entre 8 y 50 %) en las cactaceas

(Gallaher, 1975).

En plantas superiores, la cantidad, distribucién de cristales de oxalato y morfologia
siguen patrones especificos en diferentes especies, asi como la regulacién que
indica los sitios de formacion y sus modos de acumulacion. El contenido de oxalato
de calcio y de calcio libre en Opuntia ficus-indica ha sido investigado por diferentes
autores (McConn y Nakata, 2004; Monje y Baran, 2002) y han encontrado que el
Ca*™ no siempre esta completamente biodisponible. Una explicacion a este

fendmeno es la absorcion de Ca** por la planta y puede estar afectada por la

1



ausencia de otros iones vinculados directa o indirectamente al metabolismo de
absorcidn de este elemento. De la misma manera se plantea que la absorcion de C**
y la presencia de oxalatos de Ca** en nopal provocan que el C** no se presente en
forma adecuada para ser absorbido donde esta secuestrado en forma de cristales de

oxalato (McConn y Nakata, 2004).

El cultivo de nopal verdura ofrece una alternativa viable como fuente de calcio en
forma natural para el ser humano (Fairweather, 2007; Heaney, 2001), de ahi la
necesidad de incrementar su consumo y disponibilidad del calcio para la nutricion; no
obstante, esta puede estar limitada por los cristales de oxalato de calcio que impide
su utilizacion en el metabolismo humano. Debido a lo anterior es importante generar
un manejo agronémico que evite la trasformacion del calcio a oxalatos de calcio

evitando que la planta entre en estrés hidrico y nutrimental.

Ademas de desarrollar nuevas metodologias que permitan llevar a cabo una
cuantificacion in situ con muestras inalteradas ya que las formas de medir la cantidad
de calcio actualmente nos arrojan resultados de presencia de calcio total,
desconociendo la cantidad del mineral que se encuentre de forma disponible para el

organismo humano.



1.

1.1 HIPOTESIS

El estrés hidrico promueve la formacidén de oxalatos de calcio en el nopal, por
lo tanto la evaluacién de niveles de agua aprovechable permitira determinar su
sistema cristalino tanto del carbonato de calcio (calcita) como del oxalato de

calcio.

El analisis de mosaicos digitales de alta resolucion espacial y espectral, con
parametros dicromorfométricos y densitométricos, permiten identificar

minerales dentro de estructuras vegetales.



1.2 OBJETIVOS

1) Determinar la formacién de cristales de oxalato de calcio y carbonato de calcio in

situ en plantas de nopal sometidas a diferentes niveles de humedad.

2) Cuantificar los biominerales presentes en la estructura del cladodio de nopal a

través de mosaicos de alta resolucion y sistemas operativos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

El nopal (Opuntia ficus indica) es conocido como “planta de tuna” y ha tenido gran
interés desde tiempos prehispanicos (Velasquez, 1998) al ser empleado como
alimento, bebida y pigmentos; ademas se han encontrado una amplia variedad de
propiedades medicinales y utilizado como objeto de practicas magico-religiosas. De
acuerdo con Quiguango (2011) a nivel internacional nuestro pais es el que mas
consume nopal como alimento, principalmente como fuente de energia; asimismo, se
utiliza en reparaciones tradicionales y artesanales que pueden variar desde sencillas
producciones hasta productos que requieren un proceso técnico que exigen un
mayor control de calidad, como licores, suplementos dietéticos y otros productos que
han alcanzado relieve en mercado internacional (Corrales, 2000) su alta demanda
genero la sobre explotacion y degradacion de las tierras. Bajo ese esquema, en la
segunda mitad del siglo XX el gobierno de México empez6 a crear programas de
reforestacion y recuperacion de areas degradadas para controlar la desertificacion

(Pérez, 2013).

En diferentes paises, el nopal (Opuntia ficus indica) es tema de investigacidén para
elaborar productos comestibles; por ejemplo, la penca de nopal se usa para formular
y elaborar mermelada dietética con niveles ajustados de edulcorantes con bajo
aporte caldrico por lo que son Uutiles para las personas diabéticas (Anrrango, 2012).

También se elaboran productos artesanales donde se reconoce su alto valor nutritivo



en productos con buen sabor a los consumidores (Parraga, 2015). Esta planta es
considerada util en investigaciones que sefalan su uso para la creacion de fuentes
de energias alternativas como biocombustibles, haciéndolo una opcion de energia

muy sustentable (Méndez-Gallegos, 2010).

En medicina, desde épocas prehispanicas, se conoce la importancia terapéutica por
la presencia de hipoglucemiantes cuya ocurrencia se demostrd en estudios in vitro.
(Hauad Marroquin, 2010). Hoy en dia se estudia al nopal para encontrar soluciones
que minorices o controlen enfermedades cronicas como la diabetes por su efecto
antihiperglucémico o reducir el colesterol y prevenir problemas cardiacos (Basurto-
Santos, 2006), lo cual le da una gran importancia farmacolégica (Rodriguez-

Fragoso., 2014).

Como fitofarmacos, el nopal ayuda a corregir problemas de diarrea, reumas, ademas
puede ser util como analgésico y antiinflamatorio (Hauad-Marroquin, 2010). Los
cladodios y sus frutos pueden ser utiles en el tratamiento de la arteriosclerosis y en

osteoporosis sobre todo en mujeres de edad avanzada(Celis, 2009) .

2.2 Taxonomia y Caracteristicas Morfolégicas del Nopal
El nopal es una cetacea originaria del continente americano; su distribucion inicia
desde Canad4, cubriendo la mayor parte de Norteamérica, el Caribe, Centroamérica

y casi cubrir el extremo del sur de Suramérica. El nopal es ampliamente conocido
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como un género de cactaceas con tallos segmentados y aplanados llamados
cladodios (Anderson, 2001). Tiene gran eficiencia en la absorcion de agua en el
suelo para producir biomasa; por ejemplo, es en promedio tres veces mas que en
plantas C4 y cinco veces mas que en plantas C3 (Novel, 1995). Los cladodios,
también conocidos como pencas o palas, son hojas aplanadas gruesas con
abundante tejido carnoso aunque su forma y color depende en gran medida de la

edad de la planta (Guzman-Loayza, 2007).

A nivel internacional se han reportado 1600 especies y géneros de cactaceas de las
cuales tan solo en nuestro pais se han registrado 1088 lo que significa una gran
diversidad. Bravo (1978) menciona que se encuentran dos géneros importantes:
Opuntia y el Nopalea. “El género Opuntia en México presenta 5 subgéneros, 17
series y 104 especies; mientras que el género Nopalea presenta 10 especies de las

cuales la “Nopalea Cochenillifera” se utiliza como Nopal Verdura.”

Familia Cactaceae: La familia se divide en 112 géneros, en tres tribus: cereeae,
opuntia y pereskieae. Ademas, comprende mas de 100 géneros y poco mas de 1000
especies, estan distribuidas en toda América y es abundante en México y Centro
América (Lozano, 1958). Subfamilia opuntioideae: son suculentas con tallos
aplanados y articulados, hojas pequefias y caducas, areolas gloquidias y flores
rotiformes; los tubérculos prominentes, areolas circulares hasta elipticas, con fieltros,

pelos, gloquidias y espinas; el tamafio de la espina varia dependido la especie que



sea, ya sean pequefias o muy largas y delgadas, a veces con vaina papiracea, flores

diurnas y vespertinas y sésiles una en cada areola (Bravo, 1978).

El nopal pertenece al género Opuntia y su ubicacién taxondémica se presenta en el
Cuadro 1 (Britton y Rose, 1963; Bravo, 1978). Son plantas que pueden tener habito
de crecimiento arboreo, arbustivo o cespitoso. Los tallos estan segmentados o
articulados en cladodios, tienen hojas efimeras (pequefias y cilindricas), presenta
gloquideas y espinas variables. Las flores son generalmente laterales sésiles,
solitarias y diurnas, y tienen pericarpio con hojas, areolas, gloquideas y espinas. Los
tubos florales son cortos o ausentes. Los frutos son indehiscentes (algunas veces
secos en la maduracion). La semilla es redondeada a oval, de 3 a 12 milimetros de

diametro.

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica

Reino: Vegetal
Subreino: Embryopyta
Division: Angiosperma
Clase: Dicotiledoneae
Subclase: Dialipétalas
Orden: Opuntiales
Familia: Cactaceae
Tribu: Opuntiae
Subfamilia: Opuntioideae
Genero: Opuntia
Subgénero: Platyopuntia
Especie: Spp.

Fuente: Bravo-Hollis1978.



El nopal puede extenderse horizontalmente varios metros; cuentan con un sistema
ramificado rico en raices muy absorbentes y superficiales para crecer en zonas
aridas donde la humedad es muy escasa; la longitud de las raices tiene una relacion
muy directa con las condiciones hidricas y fértiles de la tierra (Sudzuki, 1999).
También presentan numerosos tallos modificados que hacen el trabajo de hoja
denominado “cladodios” conocidos también como pencas, de forma ovoide, elipticos
u oblonga parecido a una raqueta pueden alcanzar una longitud de 33 -60 cmy 18 -
25cm de ancho y alcanzar un grosor de 1.8 - 2.3 cm de color verde palido a oscuro

dependiendo la variedad de la cactacea (Saenz, 2006).

Sobre ambas caras de los cladodios hay yemas llamadas areolas que tienen la
capacidad de desarrollar nuevos cladodios, flores y raices. Una vez que los cladodios
estan completamente desarrollados tienen 52 - 69 areolas por cada cara y a su vez
cubierta por una gruesa cuticula que los protege de los insectos y patdégenos. Esta
cuticula tiene la peculiaridad de ser de color blanquecino lo que permite reflejar gran
parte de la radiacion solar permitiendo que la planta tolere hasta 60 °C propio de un
ambiente desértico. Durante el dia sus estomas, que estan en las pencas, se
mantienen cerrados para evitar la pérdida de agua, abriendo solo de noche; es decir,
cumpliendo un patron nocturno para que el paso de diéxido de carbono y la perdida
de vapor de agua ocurra en el momento mas fresco del dia. A este patron se lo
conoce como metabolismo del acido crasulaceo (MAC). Generalmente, las plantas

nativas de zonas aridas y semiaridas propensas a sequias poseen este metabolismo



(Nobel, 2003), donde los tallos con el tiempo pueden transformarse en tallos lefiosos,

de color ocre intenso a grisaceo (Alvarez, 2007).

El nopal también presenta unas pequefas espinas llamadas gloquidios que se
encuentran agrupadas entre si y recubiertas por una diminuta pelusa; éstos cumplen
funciones especificas como proveer una defensa ante animales herbivoros y de

proteger de la luz solar (Quiguango, 2011).

Sus flores son hermafroditas con dimensiones de 6 a 7cm de longitud, presentan
colores muy brillantes como rojo, amarillo, blanco y lila (Quiguango, 2011). Puede
haber hasta 25 flores por cladodio los cuales se abren a los 35 - 45 dias de su
brotacién. En la mayor parte del mundo la tuna florece una sola vez al afio pero se
puede modificar bajo condiciones especificas como el suministro de agua en la

estacion seca lo que lo que provocara una segunda floracion (Alvarez, 2007).

2.3 Produccién y usos del nopal

Reynolds y Arias (2003) estimaron que hay 900,000 ha de cultivo de nopal forrajero.
En Brasil se estimo la superficie cultivada en 600,000 ha (Torres-Sales, 2009); en el
norte de Africa (Tunez, Algeria y Marruecos), hay una superficie de 700,000 a
1,000,000 de hectareas para produccion de forraje (Nefzaoui y Salem, 2003). En
2013 en México se cultivaron 84,924 hectareas de nopal, de las cuales la mayor

parte con 55,812 (65.7%) fueron destinadas a la produccion de tuna, otras 13,124
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has (15.5%) a la produccion de verdura y 15,987 has (18.8%) a la produccién de
forraje. El valor econémico total de la producciéon fue estimada en 3,573,942 pesos

(SAGARPA-SIAP, 2015) (Cuadro 2).

Tradicionalmente, el nopal es consumido en México como: verdura (nopalitos); como
fruta; como colorante, y para consumo de los animales en época de estiaje debido a
que mantiene la sobrevivencia del ganado bovino, ovino y caprino en sequias

prolongadas.

En 2007, la superficie sembrada de nopal forrajero fue de 11,227 hectareas
(SAGARPA-SIEP, 2015), llegando a establecer una superficie para el 2013 de
15,987 has con un incremento del 42.4%.. La produccién aumenté de 750 a 140,723
toneladas, respectivamente, este ultimo con un valor de $54, 377,050. Sin embargo,
el rendimiento no ha mejorado mucho, ya que en 1990 fue de 30 t ha'; mientras que
en 2007 fue de 37 t ha™, e incluso ha bajado en los ultimos afios hasta llegar a 14.87

tha'en el 2013.
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Cuadro 2. Produccion nacional de nopal forraje, verdura y tuna en 2013.

Producto | Superficie Superficie Valor de
sembrada cosechada produccion
% Produccién | Rendimiento PMR!
ha ha miles de
(ha) (ha) (T, ha' ) (
(T) ($77) pesos)
Forraje 15,987 18.83 9,461 140,723 14.9 386.4 54,377
Verdura 13,124 15.45 12,521 786,774 62.8 2,448.2 1,926,161
Tuna 55,812 65.72 50,823 487,375 9.6 3,269.4 1,593,404
TOTAL 84,924 100.00 72,805 1,414,872 87.3 6,103.9 3,573,942

2.4 Composicién Quimica de la Planta

Los cladodios son muy ricos en pectina, minerales y mucilago, poseen un alto
contenido de acido malico relacionado al metabolismo CAM (Metabolismo acido
crasulaceo) (Stinzing-Florian, 2006). ElI Cuadro 3 reporta la composicion
fisicoquimica de cladodios, los cuales son ricos en azucares, pro-vitamina A, C, pero
pobres en nitrégeno (Sudzuki, 1999) y son una importante fuente de fibra dietética
(Guzman-Loayza, 2007) y EI mucilago contiene aproximadamente 30.000 diferentes

azucares en diferentes proporciones (Celis, 2009).
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Cuadro 3. Composicion fisicoquimica de cladodios en base seca y humeda.

Constituyente

Cladodios (g/100g) en

Cladodios (g/100g) en

base seca base humeda

Agua - 88-95
Carbohidratos 64-71 3-7
Ceniza 19-23 1-2
Fibra 18 1-2
Proteinas 14-10 0.5-1
Lipidos 1-4 0.5-1
Acido ascorbico - 0.2

En el Cuadro 4 se puede destacar

la concentracion de cada uno de los

constituyentes el cual depende en gran manera del lugar del cultivo, clima, variedad y

edad de la planta, ademas posee una acidez titulable de 0.03 a 0.12% con un pH de

5.0 a 6.6 y un contenido de solidos solubles entre 12y 17% (Celis, 2009).

Cuadro 4. Contenido de minerales en cladodios de Opuntia ficus indica.

Componente Peso seco del cladodio
Calcio 5.6
Magnesio 0.2
Potasio 2.3
Fosforo 0.1
Sodio 0.4
Hierro 0.14 ug (trazas)
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2.5 Requerimientos de Agua en el Nopal Verdura

La falta de agua provoca reduccion en la humedad aprovechable del suelo y el
contenido de agua de los tejidos de las plantas, y ha sido considerada el factor
ambiental que restringe con mas frecuencia la productividad de los ecosistemas

naturales y la agricultura (Blum, 1997).

El efecto del déficit de agua estd determinado por su intensidad, duracion y
oportunidad, asi como por la capacidad de las especies para tolerarlo (Bradford y
Hsiao, 1982). En el caso de las cactaceas (CAM) es poco conocido como se efectua

su metabolismo fotosintético (Steudle, 2000).

En el nopal (Opuntia ficus-indica) se conoce que es un cultivo que prospera en
lugares donde la escasa lluvia no permite el desarrollo de otros cultivos horticolas.
No obstante, su adaptabilidad y resistencia a sequia, los cambios fisiolégicos del
nopal provocados por la falta de agua se han estudiado relativamente poco (Wu y

Cosgrove, 2000).

Aguilar (1991) sefala que si el déficit de agua en el suelo se agudiza se genera una
disminucién del crecimiento y arrugamiento severo del cladodio, este arrugamiento
es localizado en los tejidos debido a la traslocacion del agua del tejido medular al
tejido clorenquimatoso (Von Willert et al., 1992). Se han identificado algunos

mecanismos de resistencia a la sequia en plantas CAM, los mas comunes son:
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absorcién o penetracion a través de areolas (Aguilar, 1991) e hidatodos del agua que
se condensa (niebla y vapor de agua) durante la madrugada (Tolken, 1977). La
penetracion de agua se incrementa cuando hay dias nublados, lo que fue
comprobado mediante aspersiones de soluciones coloreadas a tallos y hojas y se
aprecié que la solucion coloreada penetro los tejidos sin cambiar de tonalidad, via
areolas e hidatodos. La penetracion de agua también se puede dar a través de las

estomas y la epidermis (Von Willert et al., 1992).

Nobel y Castafieda (1998) mencionan que el agua es un recurso que permite el brote
en el nopal, donde las raices superficiales y extendidas captan el agua de lluvia e
inducen la formacion de raices secundarias; ademas, aumentan la superficie de
contacto con el suelo, lo que facilita la absorcion de agua y de nutrientes. Kaush
(1965) afirma que esta especie puede formar nuevas raices dentro de las 24 horas

posteriores al humedecimiento de un suelo seco.

Cuando ocurre un déficit de agua severo se reduce  significativamente la
concentracion de los pigmentos fotosintéticos en el tejido clorenquimatoso, ya que
las clorofilas decrecen a 57.6 %, 65.8 % y 68.6 % con respecto al nivel de estrés

hidrico que se someta (Aguilar y Pena, 2006).

Demming et al. (1988) encontraron que la clorofila a disminuye cuando se impone un

estrés por sequia, pero cuando el déficit de agua se agudiza se inicia la disminucion
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de la clorofila b. La disminucion de las clorofilas en el clorénquima con el ‘déficit
severo’ de agua, contrastd con el incremento significativo de las clorofilas a+b
(14.2%) y a (36.5 %) cuando el déficit de agua fue intermedio. Al parecer, la
disminucién de los niveles de clorofilas es una respuesta comun al estrés por sequia

(Ludwing y Matthews, 1993).

2.6 Calcio en Nopal

Actualmente, existe interés por vigilar e incrementar el consumo de calcio (Ca*™) en
la dieta humana. La manera de aumentar los niveles de Ca*™ en el ser humano es
adquirirlo a través del carbonato de calcio (CaCOs) ya que es la forma en que se
metaboliza (Fairweathert, 2007). EI CaCOs se encuentra principalmente en los

lacteos que aportan mas de 80 % de este mineral a la dieta.

La biodisponibilidad del calcio, procedente de este grupo de alimentos, es
relativamente alta entre otros factores, porque esta asociado a promotores de su
absorciéon como la lactosa (Bronner y Pansu, 1999). En los paises en vias de
desarrollo incluyendo México, la ingesta de calcio por productos lacteos esta limitada,
por el alto costo que representan. Otra alternativa de obtener Ca** es en el nopal, ya
que se ha demostrado que esta verdura lo ofrece como fuente natural, lo que puede

mejorar la salud 6sea (Heaney, 2001; Fairweathert, 2007).
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El CaCOs es uno de los sistemas mas abundantes y por lo tanto mas estudiados
debido a que es una sustancia inorganica producida por organismos vivos, lo que
permite que este aspecto sea importante para el desarrollo de nuevos materiales en

diversos campos de aplicacién (Shu-Chen et al., 2007).

Ademas, el carbonato de calcio tiene tres polimorfos cristalinos anhidros, los cuales
ordenados por estabilidad termodinamica son calcita, aragonita y vaterita (Payne et
al., 2007) La calcita es un biomineral, principal constituyente de las cascaras de
huevos, conchas de moluscos y crustaceos (Shu-Chen et al., 2007). Los carbonatos
poseen un radical discreto que varia de acuerdo con las condiciones de presion y de
temperatura. En el caso de la calcita, es un carbonato de calcio monohidratado
(Young et al., 2003), del sistema cristalino hexagonal (trigonal) aunque sus formas

pueden variar de acuerdo con la especie vegetal (Franceschi y Horner, 1980).

Generalmente, la eficiencia de la absorcion del calcio en el nopal verdura es
favorable, a menos que presenten grandes concentraciones de sustancias como el
acido oxalico (C2H204) o fibra dietética (Kennefick y Cashman, 2000; Heaney, 2001;
Charoenkiatkul et al., 2008). En este caso, el Ca** puede quedar secuestrado por los
oxalatos, que impide su absorcion en el metabolismo humano, pues la disponibilidad
del elemento esta limitada. Los cristales del oxalato de calcio (CaC204) representan

desde 8 a 50% del peso seco del cladodio (Gallaher, 1975; McConn y Nakata, 2004).
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2.7 Oxalatos de Calcio en Nopal

El nopal con cristales de oxalato de calcio se pueden observar en la Figura 1 los
cuales se distinguen por su forma de drusas (Franceschi y Horner, 1980). Estos
cristales se producen en células especializadas llamadas idioblastos (células
mucilaginosas), y en la vacuola intra o extracelular (Fink, 1991), y difieren en formay

tamano (Franceschi y Nakata, 2005).

Figura 1. Fotografia de oxalato de calcio en las células mucilaginosas del nopal y si
forma de weddellita tetragonales con forma de estrella (Rodriguez et al., 2007).

Tovar et al. (2007) evaluaron la concentracién de cristales de oxalato en la parte
superior, media y basal de 15 cultivares de nopal del géneros Opuntia y Nopalea y
encontraron que no hay diferencias significativas (P>.01). No obstante, estos
resultados se pueden utilizar para simplificar la zona de muestreo y cuantificar el

numero de cristales de oxalato de calcio. El procedimiento de muestreo fue uniforme,
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en cuanto dimensiones de cladiolos, altura de corte al tercer piso, con exposicion

norte, y una edad entre 8 y 10 meses.

Tovar et al. (2007) también encontraron que el numero de cristales de oxalato de
calcio por mm? varia entre 18 y 57 para los 15 cultivares que estudiaron. Este trabajo
hizo una importante contribucién al diferenciar entre cultivares de nopal y otras
especies de cactaceas en una forma sencilla, mediante la determinacion de la

densidad de cristales de oxalato de calcio que estan presentes (Figura 2).
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Figura 2. Numero de cristales de oxalato de calcio mm? por cultivar de nopal (Tovar
et al., 2007).

El oxalato de calcio en la planta actia como un regulador del C** disponible y evita

que la planta pierda este elemento importante en sus actividades fisioldgicas
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(Kostman y Franceschi, 2000, Rajendra y Yashbir 2017). También el oxalato de
calcio se forma cuando existe un exceso de Ca**, evitando asi que la planta tenga

alguna intoxicacion (Ruiz y Mansfield, 1994).

La cantidad de Ca** aumenta en los cladodios a diferentes etapas de maduracion (40
dias con 17.95% y 135 dias con 34.4% respectivamente) (Hernandez, 2011). No
obstante, la disponibilidad no decrementd por que se encuentra fijado por el oxalato
(Contreras, 2010). Ademas, este influye en la precipitacion y toxicidad del acido
oxalico (Franceschi y Loewus, 1995) y actua como almacén de nutrientes (Lane,

1994) en respuesta al estrés hidrico o nutrimental (Kostman et al., 2001).

2.8 Generalidades de los Oxalatos de Calcio

Pérez (2015) menciona que los oxalatos se producen en estado natural en forma de
oxalato de potasio o de calcio en las raices y rizomas de muchas plantas y que su
nombre es "acido oxalico" el cual proviene de la palabra de origen griego axys
(agrio), debido a su sabor amargo. El compuesto quimico puro fue descubierto en
1776 por el quimico sueco Carl Wilhelm Scheele en el proceso de oxidacion del
azucar por el acido nitrico. De ahi que al acido oxalico se le llamara también "acido

de azucar".

El acido oxalico, de estructura HOOC-COOH, es el mas simple de los acidos

dicarboxilicos alifaticos, siendo la forma comercial mas comun la deshidratada;
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aunque también es comun la hidratada (C2H204°2H20 o HOOC-COOH-2H20). Se
trata de un acido organico saturado, de cadena normal, y muy fuerte (10000 veces
mas fuerte que el acido acético). El oxalato de calcio es un cristal idnico casi
insoluble en agua, de férmula Ca(COO)2 o CaC204 (Figura 3), compuesto por un ion
de Ca** y un ion oxalato -OOC-COO- derivado del acido oxalico. Por otra parte, ya se
ha demostrado que el proceso de formacion y crecimiento de los cristales es
altamente controlado en el interior de las células de las plantas, lo cual nos permite

conocer mas detalles del proceso (Mann, 1989; Baran, 1995).

N Qo1
~c— C\‘OH Cca”’ .C—C,

T 4 \.
O O O

HO

Estructura del acido oxalico Estructura del oxalato de
HOOC-COOH = C,H,0, calcio Ca(COOQ), = CaC,0,

Figura 3. Representacion esquematica de las estructuras del acido oxalico y oxalato
de calcio (Pérez, 2015).

Los oxalatos existen en dos formas en los vegetales: oxalatos insolubles (sales de
calcio y magnesio) y oxalatos solubles en agua (sales de sodio y potasio). Los
primeros cuando son ingeridos no se absorben y son excretados sin causar
problemas; los ultimos, al ingerirse son absorbidos y pueden causan intoxicacién a
los animales principalmente. Una vez ingeridos los oxalatos de sodio y potasio que

se hallan en los vegetales, el acido oxalico es liberado en el estbmago y de ahi pasa
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a la sangre; precipita el calcio idnico de ésta y se forma oxalato de calcio insoluble.
Estos cristales destruyen los tejidos, afectando principalmente los rifiones y

pulmones (Gallo, 1987).

2.9 Biomineralizacion de Oxalato de Calcio
La mayoria de las plantas producen cristales de oxalato de calcio, los cuales pueden
representar mas de 85 % del peso seco de algunas de ellas (cactaceas) (Gallaher,

1975).

Los primeros reportes de estos cristales en las plantas fueron realizados por
Leeuwenhoek en el siglo XVII; sin embargo, no se les dio mucha importancia, ya que
se les considerd s6lo como productos de desecho. Debido a que presentaban
morfologias peculiares y una compleja fenomenologia asociada a su formacion, en
la década de los afios 70 se iniciaron una serie de estudios para demostrar que estos

cristales no eran simples productos de desecho.

Los cristales de este mineral han sido observados virtualmente en todos los tipos de
tejidos vegetales e igualmente en algunas bacterias, hongos y animales. La
formacion de oxalato de calcio es un proceso esencial en la mayoria de las especies
de plantas conocidas y en algunos casos representan hasta 90% del calcio total. Sin
embargo, este porcentaje varia entre las diferentes especies de plantas que

presentan este tipo de cristales. Lo anterior parece indicar que su formacién
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representa el mayor mecanismo de regulacion de los niveles de calcio en la planta

(Horner y Wagner, 1995).

Las plantas producen los cristales de oxalato de calcio en una gran variedad de
formas y tamafos, aunque la mayoria de los cristales pueden clasificarse dentro de
cuatro tipos principales de acuerdo con su morfologia: rafidios (cristales aciculares en
agregados), drusas (agregados cristalinos esféricos), estiloides (cristales aciculares)
y prismas (Figura 4). Generalmente, la morfologia de los cristales y su distribucion
dentro de los tejidos de la planta son especificas. El tipo de polimorfo del oxalato de
calcio presente en las plantas también es especie-especifico y puede ser la
whewellita (oxalato de calcio monohidratado) o la weddellita (oxalato de calcio

dihidratado) (Franceschi y Horner, 1980).

Figura 4. Diferentes morfologias de cristales de oxalato de calcio. a) Prisma formado
en la testa del frijol comun (Phaseolus vulgaris), b) Drusa formada en la semilla del
fruto de la uva, c) Cristal de oxalato de calcio monohidratado sintético, d) cristal
triclinico de calcio dihidratado sintético.
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2.10 Formacion de Oxalatos de Calcio

Los cristales de oxalato de calcio tienen una morfologia y ubicacién especial. Estos
cristales se desarrollan dentro de una camara cristalina formada por una matriz
organica, la cual se encuentra en la vacuola central de los idioblastos (Webb et al.,

1995).

La matriz organica intravacuolar es una estructura que juega un papel crucial en la
precipitacion y regulacién de la morfologia del cristal, debido a que separa el espacio
en donde se forma. El cristal esta formado por polisacaridos, lipidos y proteinas, los

cuales crean y controlan el microambiente alrededor de los cristales en formacién.

En los idioblastos, la matriz organica es una de las primeras estructuras que se
diferencia durante el proceso de formacion de los cristales; debido a esto, la
morfologia ultima del cristal puede ser predicha antes de su formacion (Arnott y

Webb, 1983).

Dentro de la matriz hay dos tipos principales de proteinas: acidas altamente
cargadas, solubles en medios acuosos y generalmente ricas en acido aspartico y
glutdmico. Estas proteinas pueden promover o inhibir la nucleacién del oxalato de
calcio y poseen diferentes afinidades cristalograficas por las diferentes caras que
presentan los cristales (Weiner et al., 1983). El segundo tipo de proteinas son

insolubles en medios acuosos y ricas en aminoacidos no polares tales como glicina y

24



alanina. Estas proteinas (tipo colagena o fibroina de la seda) actuan como el soporte

estructural de las proteinas acidas y la camara cristalina (Meenakshi et al., 1971).

Las proteinas acidas cumplen una funcién primordial en la formacién de los cristales
ya que pueden unirse especificamente a caras determinadas del cristal con las
cuales tienen complementariedad cristalografica. Debido a esto pueden inhibir la
nucleacion cristalina, cuando estan en soluciéon promueve la nucleacion al adherirse
a un sustrato (por ejemplo el que forman las proteinas insolubles) (Campbell et al.,
1989). Modelar la forma del cristal (modificando la velocidad de crecimiento de
ciertas caras cristalinas o promoviendo la desaparicién o aparicion de nuevas caras),
es necesario para controlar el estado de hidratacién del cristal y la formacion de

agregados cristalinos o monocristales (Bouropoulos y Weiner, 2001).

Todo lo anterior en colaboracién con factores fisicoquimicos como el pH de la
solucion, el nivel de sobresaturacion, la concentracion diferencial de los iones calcio

y oxalato, entre otras (Jauregui et al., 2003).

2.11 Funcion de los Oxalatos de Calcio

La funcién de los cristales de oxalato de calcio en las plantas no se ha determinado
con presicion. En investigaciones recientes se ha propuesto que estos cristales
pueden desempenfar diversas funciones, una de ellas, al parecer la mas importante,

es el secuestro y mantenimiento de los niveles de calcio dentro de la planta, lo que
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indica que puede actuar como un mecanismo de regulacion para los niveles de
calcio. El oxalato captura al Ca** cuando existe un déficit para evitar mas pérdidas
del mineral que impida realizar sus funciones metabdlicas, pero si existiera un
incremento en los niveles este impide una intoxicacion; no obstante, algunos estudios
han mostrado que el numero y tamafo de los cristales de oxalato de calcio

responden algun tipo de estrés.

Las diferentes morfologias presentadas por los cristales responden de manera
diferente al estrés; un ejemplo es la planta Pistia stratiotes que forma drusas y
rafidios. Estas mostraron una respuesta particularmente mas dinamica a las
fluctuaciones en los niveles de calcio, ya que aumentan rapidamente en numero y
tamafno cuando la planta sufre estrés por exceso de calcio; mientras que, cuando
existe un déficit de calcio, su numero y tamafo disminuy6 drasticamente debido a

una redisolucién de los cristales para utilizar el calcio.

Por otra parte, los rafidios tuvieron una respuesta similar a las drusas bajo un estrés
por exceso de calcio; sin embargo, no sufrieron una disminucion en numero o
tamano cuando el estrés fue por déficit de calcio (Volk et al., 2002). Los prismas en
algunos cristales de leguminosas mostraron la misma respuesta, que las drusas

cuando se forman en condiciones de exceso y déficit de calcio (Zindler et al., 2001).
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Los cristales de oxalato de calcio también pueden actuar como mecanismo de
defensa en la planta. Investigaciones en Sida rhombifolia mostraron que hay una
acumulacién de rafidios en respuesta a un tratamiento de herbivoria artificial
(Molano, 2001). Por el contrario, en Pancratium sickenbergeri no hubo un aumento
en el numero de rafidios bajo herbivora artificial; sin embargo, se observé que
variedades de esta especie con contenidos mayores de cristales eran menos
consumidas (Ruiz et al., 2002). En la planta de nopal se encontré6 que un alto
contenido de oxalatos redujo la produccion de grana cochinilla. Lo anterior coincide
con lo reportado por Rajendra y Yashbir (2017) quienes mencionan que el acido
oxalico y los oxalatos desempefian un papel importante en el mantenimiento de la
concentracion deseada de Ca*™ en las células, y en la autodefensa inducida o

adquirida contra plagas de insectos y animales de pastoreo.

También se ha propuesto que los cristales de oxalato de calcio pueden actuar como
depdsitos inertes para metales pesados como Zn, Cd, Sr, Pb y Al, debido a que se
han detectado (por espectrometria de dispersion de energia o absorcion atdmica) en
los cristales aislados de plantas que crecieron en suelos contaminados (Mazen y
Maghraby, 1998). Algunas funciones adicionales de los cristales son: formacion de
camaras aeéreas, actuar como soporte estructural, como dispersores, o

concentradores de los rayos luminosos (Franceschi, 2001).
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2.12 Técnicas para la Observacién de los Oxalatos de Calcio
Diferentes técnicas se han utilizado para la caracterizacion de los cristales de
oxalato de calcio, desde analisis quimicos, difraccion de rayos X, petrografia,

microscopio electrénico de barrido, secciones delgadas e infrarrojas.

Jauregui et al. (2003) utilizaron microscopia electronica de barrido acoplada a una
energia de espectrometro de rayos X dispersivo (EDS) para analisis de micro-
sondas, con la finalidad de caracterizar la cristalografica y composicién quimica de
los cristales de oxalato de calcio. Por su parte, Monje y Baran (2009) caracterizaron
drusas de oxalato de calcio en tejido vegetal fresco sumergiéndolo en solucion de
hipoclorito de sodio 6% por 48 h. El tejido se disocid6 mecanicamente a través de una
transferencia de plastico (Pipetear) filtrado y decantado. El sedimento, que contenia

los productos cristalinos fueron observados en un microscopio optico de diseccion.

Moje y baran (2003) realizaron un estudio espectroscopico infrarrojo sistematico para
caracterizar la naturaleza quimica de los depodsitos, y describieron los cristales en
términos de su morfologia. Técnicas como el SEM juto al analisis de rayos X de area
restringida por dispersion de son empleadas para la captura fotografica de las
muestras sobre los portaobjetos en pelicula blanca y negra para el barrido

electronico.
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2.13 Estudios Micromorfolégicos en Secciones Delgadas

El analisis mineraldégico dentro de las estructuras vegetales asi como su
cuantificacion a escala microscopica en Giga Imagenes de secciones delgadas
representar una alternativa viable al analizar micromorfolégicamente sobre secciones
delgadas por microscopia de trasmision y obtener la caracterizacion y clasificacion de

los minerales (Piochi et al., 2008).

Los recientes avances en estudios de analisis de imagenes microscopicas han hecho
posible la observacion y caracterizacion de la microbiologia y su relacion con los
diferentes componentes (Tarquini y Favalli, 2010), adaptando esta técnica de tejidos
vegetales, en un contexto geoespacial. No obstante, una limitante ha sido la
cuantificacion y distribucién espacial de los oxalatos de calcio dentro de las

estructuras vegetales, asi como la localizacion de los cristales de calcio.

El uso y analisis de gigaimagenes digitales se han utilizado para cuantificar e
identificar la distribucién geoespacial de bacterias dentro de los componentes del
suelo (Gutiérrez-Castorena et al., 2016); sin embargo, esta técnica no se ha aplicado
en la cuantificacion de oxalatos de calcio para estimar el volumen de células en

muestras acuaticas, suspensiones de suelo y frotis del suelo.

La adquisicidén secuencial de imagenes digitales permite que las imagenes de los

campos continuos se traslapen para formar imagenes compuestas mas grandes. El
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registro muy preciso de imagenes continuas permite la generacion de mosaicos a
gran escala con la calidad y la suficiente definicion para las distribuciones de oxalato
de calcio para ser cuantificada en un rango de escalas (Gutiérrez-Castorena et al.,

2016).

Los datos obtenidos de esta manera son mas precisos y objetivos que las
alcanzables por estimacion visual (Li et al., 2008). Sin embargo, la segmentacion de
tejidos vegetales en las imagenes de secciones delgadas de nopales son
considerablemente mas dificiles debido a una variedad de factores, incluyendo un

fondo heterogéneo complejo, no especifico por tincién de fondo.

Estas preparaciones microscopicas estan hechas de tal manera que los oxalatos de
calcio se visualicen como puntos brillantes sobre un fondo oscuro (Tarquini y Favalli
2010). La presencia de objetos fluorescentes y un grado variable de enfoque
complica la identificacion de los cristales. Ademas, el fondo de brillo en las imagenes
de secciones delgadas diferentes puede mostrar una variacién considerable debido
al nivel de fluorescencia de lotes de la resina (calidad) utilizada para impregnar las

muestras (Nunan y Ritz, 2001).

2.14 Microscopio Petrografico
El microscopio petrografico esté integrado con tres fuentes de luz: polarizada plana,

polarizada cruzada y luz polarizada con retardacibn o compensador de yeso.
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Ademas de elementos basicos de cualquier microscopio 6ptico como: sistema de
iluminacion, condensador, platina giratoria para colocar las muestras, objetivos y
oculares. El microscopio petrografico esta formado por los siguientes elementos

(Figura 5).

o Un polarizador lineal situado antes del condensador, que transforma la luz
procedente de la fuente de iluminacién, que no esta polarizada, en luz polarizada
lineal. Generalmente se coloca de tal forma que el eje de polarizacion sea horizontal

respecto al observador (derechalizquierda).

Una platina mévil que permite la rotacion de las muestras y el ajuste del eje de
rotacién, para que la muestra coincida con el eje éptico del microscopio, de tal forma
que permanezca centrada en el campo de vision. En algunos modelos este ajuste se

realiza en el revolver de los objetivos).

o Un segundo polarizador lineal, también llamado analizador, que se coloca
entre el objetivo y el ocular. Este polarizador debe tener su eje de transmisién
perpendicular al eje del primer polarizador. Algunos modelos permiten la rotacién de

ambos polarizadores.

31



Los objetivos empleados con luz polarizada deben estar construidos de tal manera
que sus lentes no estén sometidas a tensiones que puedan afectar a la polarizacion
de la luz que pasa a través de ellas. Habitualmente los fabricantes graban las letras

“pol” en los objetivos indicados para utilizar luz polarizada.

Polarizador lineal

Objetive

Muestra

Condensador

Polarizador lineal

Fuente de luz

Figura 5. Principales componentes del microscopio petrografico.

Al utilizar un microscopio de este tipo, la muestra se ilumina con luz polarizada lineal.
Si el material a observar es birrefringente, al atravesar la muestra cada rayo de luz se
dividira en dos, y ambos rayos tendran un desfase relativo que, como ya se ha visto,

estara relacionado con el angulo entre el plano de polarizacion, el eje optico del
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cristal, el tipo de luz empleada, el espesor del material y la diferencia entre los
indices de refraccion ordinario y extraordinario. Cuando los rayos salen del cristal,

existe un retardo entre ellos, que suele ser del orden de nanémetros.

Ademas, al haber atravesado la muestra, entran en el polarizador superior, también
llamado analizador, ambos rayos interfieren entre si, originando una figura de
interferencia con tonos y colores que aparecen en un orden determinado y se van
repitiendo con menor intensidad. Antes de que aparezca el primer color, amarillo, el

cual se observa como una zona grisacea de distinta intensidad.

La formacion de colores de interferencia fue observada y explicada por Newton en su
Optica, y en el caso de los minerales fue estudiada en detalle por Michel-Lévy, quien
en 1888 publicé una tabla con los colores de interferencia producidos por diversos
minerales segun su espesor en su obra Les Minéraux des Roches. Esta tabla ha sido
perfeccionada desde entonces, siendo la mas reciente la publicada por Sgrensen

(2012).

El uso mas comun de los microscopios polarizadores en geologia se da en el campo
del analisis e identificacion de los minerales que forman una roca. Para ello se corta
una fina lamina de la muestra de espesor conocido. Al tener toda la lamina el mismo
espesor, y ser iluminada con el mismo tipo de luz, el desfase entre los rayos, y por

tanto su color, dependera de las caracteristicas de cada uno de los minerales que
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forman la lamina. Al comparar los colores y tonalidades observados con los que
aparecen en la tabla de Michel-Lévy se puede saber de qué minerales esta formada

la muestra.

2.15 Polarizacién lineal, Circular y Eliptica

La luz visible ondulatoria la radiacion electromagnética es aquella que tiene una
longitud de onda comprendida entre 400 y 700 nanometros. La radiacion
electromagnética es una onda transversal formada por un campo eléctrico y otro
magnético, perpendiculares entre si, que son a su vez perpendiculares a la direccion

de propagacion como se representa en la Figura 6 (Born, 1980).

Direccion de

_//,' propagacion

S

Figura 6. Direccion de oscilacién de los campos eléctricos € y magnético (B)
comparados con una direccion de propagacion de la luz.
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Existen minerales que tienen la propiedad de dejar pasar unicamente aquellos rayos
en los que el campo eléctrico vibra en una direccion . De esta manera, al incidir en
ellos emerge la luz polarizada lineal, es decir, luz en la que el campo eléctrico vibra
siempre en la misma direcciéon (Delly, 2008). Ademas, hay varias formas de
conseguir polarizacion lineal, entre las que destacan la absorcion selectiva por
dicroismo, la reflexion por angulo de Brewster o la polarizacion por dispersion (Delly,

2008).

Los cristales del sistema hexagonal y tetragonal dividen el rayo incidente en dos, por
lo que se llaman birrefringentes, aunque tienen una unica direccion a lo largo de la
cual se comportan como si fueran isotrépicos. Esa direccion se llama eje optico y por
ello los cristales birrefringentes son uniaxiales (Douglas et al., 2012). En los sistemas
rombico, triclino y monoclinico. De esta manera, cuando un rayo de luz incide de
forma perpendicular a la superficie de un cristal birrefringente, con una direccion
distinta a la del eje 6ptico, se divide en dos rayos que viajan a través del cristal, cada
uno de ellos con una velocidad diferente, por lo que ambos rayos se van desfasando

uno respecto al otro (Kameo y Furucawa, 2007).

Los minerales que forman cristales con dos direcciones de vibracion (tetragonal y
hexagonal) reciben el nombre de uniaxiales; mientras que los minerales con tres

direcciones de vibracion (ortorrdmbica, monoclinica y triclinica) reciben el nombre de
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biaxiales. En ellos los rayos refractados de luz viajan en diferentes direcciones de

vibracion dentro del cristal (Kameo y Furukawa, 2007).

Los carbonatos presentan birrefringencia de tercer orden debido a que las
estructuras triangulares planas que conforman los aniones se orientan paralelas al

eje optico, que discurren en forma oblicua atravesando diametralmente el cristal.

En el caso de los oxalatos también son cristales con alta birrefringencia negativa lo
que significa que el indice de refraccion ordinario es mayor que el extraordinario; esta
variacion espacial es caracteristico de los cristales uniaxiales en donde un rayo de
luz alcanza perpendicularmente la superficie de un material birrefringente como es el
caso de los oxalatos donde puede generar imagenes modificadas (Douglas et al.,
2012). La indicatriz éptica en la Figura 7 muestran donde los ejes de la elipse

representan los indices de refraccién ordinario o extraordinario.

Figura 7. Indicatriz optica.
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En la Figura 8 se realiza una representacién de la luz visible que se puede describir
como compensada por gran cantidad de ondas elementales de diferentes
frecuencias. Habitualmente cada una de estas frecuencias tiene una orientacién del
campo eléctrico aleatoria, lo que hace que en la luz no haya una unica orientacion
del campo eléctrico total. En ese caso se dice que el haz de luz no esta polarizado

(Delly 2008).

La representacion de haz de luz (azul) inicialmente polarizado linealmente que incide
en un material birrefrigente (paralelepipedo naranja). A medida que recorre él
material, los componentes perpendiculares en las que se pueden descomponer el
campo eléctrico (verde y roja) se van desfasando de tal manera que cuando

abandona el material la luz esta polarizada circularmente.

Figura 8. Luz compensada
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Primera Etapa

La presente investigacion se realizé en el Campo Experimental Marin, Facultad de
Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leo6n durante entre los afios 2015
y 2017. Las unidades experimentales se establecieron en contenedores de 36 cm de

alto, 28.5 cm de diametro, bajo condiciones controladas (porcentaje de humedad y

proteccion a posibles lluvias que pudieran alterar los tratamientos).

Figura 9. Establecimiento del sitio experimental.

El sustrato utilizado fue extraido de la capa arable de parcelas experimentales
(nopaleras), donde se ha reportado constantes diferenciales al estrés hidrico durante

el desarrollo de los cladodios.
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Los tratamientos de raquetas de nopal verdura que fueron sometidos a estrés hidrico
consistieron en cantidad de agua disponible en 10% y 30% con base al volumen del

contenedor.

Los tiempos de intervalo entre riego se determinaron con base al peso del

contenedor o macetas hasta alcanzar los niveles de humedad referidos.

Figura 10. Estado vegetal de cladodios segun el tratamiento. A) 10% de agua
aprovechable. B) 30% de agua aprovechable.

Las muestras de tejido vegetal fueron obtenidas de cladodios a 60 dias, mediante
cortes transversales de 4 cm? (Figura 11A) y sometidas a deshidratacion con acetona
(CHsCHs) al 100% (Figura 11B, C y D) durante 6 dias. Posteriormente estas fueron
impregnadas con resina poliéster insaturada y mondémero de estireno (CsHs) en una
relacion 9:1. La impregnacion se llevé a cabo en una camara de vacio durante 45

min a 15 Ib de tenciéon (Figuras 12 y 13), finalizando en una etapa de gelacién

39



durante 15 dias. Una vez seca fueron cortadas utilizando un disco de punta de
diamante, colocando la seccidn en portaobjetos de 5.5 x 7 cm fijandose con resina

epoxica. El proceso finaliza cuando se obtiene un espesor de 30 um (Figura 13).

Figura 11. Representacion del método de muestra y deshidratacion del nopal con
acetona (CH3CHs) al 100%.

3.1.1 Construccién del mosaico de alta resoluciéon

Mosaicos de alta resolucidn se construyeron utilizando fotografias secuenciales
capturadas con una camara Canon EOS Rebel, montada en un microscopio
petrografico (Olimpus BX51). Un total de 117 imagenes fueron captadas con el
objetivo 10x para una superficie de un cm? utilizando diferentes fuentes de luz (plana,

cruzada y compensador). Cada imagen representa un area de 3.08 mm?.

RESINA POLIESTER
PP-7010- 14 F1X

Figura 12. Impregnacion con resina de muestras de nopal y la camara de vacio.
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Las fotografias son analizadas y procesadas empleando softwares especializado
tanto en imagenes digitales como ERDAS Imagine 2014v® en formato raster como y

ArcGIS v.10. ® formato vectorial. Los procesos se basaron en la metodologia

reportada por Gutiérrez-Castorena et al. (2016).

Figura 13. Fijacion de las muestras hasta obtencion de la seccién delgada hasta
obtener las 30 um de aspersor.

3.2 Segunda Etapa

El sustrato utilizado se sometido a diferentes niveles de estrés hidrico durante el
desarrollo de los cladodios (Figura 14). Los tratamientos consistieron en disminuir la
cantidad de agua disponible a 10, 30 y 60% con base al volumen, tomando como
referencia la capacidad de campo (CC) y punto de marchitez permanente (PMP) del
sustrato. Los momentos de riego se determinaron con base en peso periodico de las

macetas hasta alcanzar los niveles de humedad referidos.
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Figura 14. Estado vegetal de los cladodios segun el tratamiento correspondiente. A)
10% de agua aprovechable, B) 30% de agua aprovechable, C) 60% de agua
aprovechable.

Las muestras de tejido vegetal fueron obtenidas de cladodios de 60 dias, sometidas
a un estado de deshidratacion con acetona (CHsCHs) al 100% durante 30 dias.
Posteriormente, las muestras de tejido fueron impregnadas con resina al 90% y un
mondmero de estireno (CsHs) al 10%. La impregnacién se llevd a cabo en una
camara de vacio durante 45 min a 35 Ib de tension, secando durante 15 dias
posteriores a temperatura ambiente y bajo condiciones de sombra. Una vez seca la
muestra se dividid en 5 zonas las cuales fueron tomadas como repeticiones por cada

tratamiento (Figura 15). Para definir la localizacion de los minerales.
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Figura 15. Zona de muestreo en el cladodio.

3.1.1 Construccién del mosaico de alta resolucién

El analisis micromorfolégico inicia con la captura de microimagenes secuenciales
digitales utilizando una camara como plataforma montada en un microscopio
petrografico (Olimpus BX51) con diferentes fuentes de luz vy objetivo 10x;
posteriormente fueron creados micro-fotomosaicos de alta resolucion espacial,

integrados por XXX imagenes.

Todos los procesos para realizar la construccion del micro mosaico fue empleando
ERDAS Imagine 2014v® y su vectorizaciéon fue usando ArcGIS v.10.1. Los procesos

se basaron en la metodologia reportada por Gutiérrez-Castorena et al. (2016).

Una vez definida el area de 1 cm? en el mosaico original se realizaron los recortes a
cada tratamiento (Figura 25). El algebra de mapas o mapas tematicos se realizaron

efectuando acercamientos a microescala de un area de 2.4 mm? (Figura 26).
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Primeramente se observo la distribucién y definicidén tanto del tipo de los Oxalatos de
Calcio como de Carbonatos de Calcio, seguido del espacios vacios y residuos de
tejidos vegetales. Posteriormente, se clasificaron todos los componentes de la
seccion delgada sobresalientes para facilitar y evitar la confusion al momento de la

clasificacion de los diferentes minerales de interés.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Primera Etapa

La captura de micro-fotografias secuenciales con diferentes fases de luz: plana
(Figura 16A), polarizada o cruzada (Figura 16B) y con compensador (Figura 16C)
fueron utilizadas para construir mosaicos de alta calidad en resolucién espacial en

los tratamiento a 10 y 30% de agua disponible (Figura 16y 17).

a ", Ll‘f ' R"' { B v
Figura 16. Tratamientos a 10% de agua disponible; mosaicos de 169 mm? con altura
focal de 3.08 mm?2. A) Luz plana; B) Luz polarizada o cruzada; y C) Luz compensada.

Figura 17. Tratamiento a 30% de agua disponible. Mosaicos de 169 mm?;
acercamiento de 3.08 mm?2. A) Luz plana; B) Luz polarizada cruzada; y C) Luz
polarizada cruzada con compensador.

Los mosaicos se componen de 117 micro fotografias secuenciales que representan

una superficie de 369 mm?, donde se pueden realizar acercamientos hasta 3.08
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mm?2. Ademas, el uso de diferentes fuentes de luz (polarizada y con compensador)
facilita la observacion de los cristales de oxalato de calcio (drusas) (Figura 18) y

carbonatos (calcitas) Figura 19.

La Figura 18 muestra una drusa incolora y transparente A); Drusa a luz polarizada B)
presenta en RGB valores de 225, 218 y 232 respectivamente, mientras que en luz
polarizada cruzada (C) reporta valores de RGV de 213, 215 y 226 respectivamente.
Estos resultados coinciden con Barcenas et al. (2017) quienes observaron drusas de
oxalato de calcio en Cephalocereus (Cactaceae), ademas mensionan que los
cristales tienen un nucleo opaco rodeado por un concéntrico marron oscuro halo, y
hacia el exterior, un material transparente con PPL y una birrefringencia de tercer

orden con XPL.

Figura 18. Cristales de oxalato de calcio (Drusas) con tres fuentes de luz. A) Luz
plana; B) Luz polarizada o cruzada; y C) Luz polarizada cruzada con compensador.
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Figura 19. Carbonatos de calcio (Calcita) con dos fuentes de luz. A) Luz polarizada
o cruzada; y B) Luz polarizada cruzada con compensador.

Mas aun, la metodologia ofrece la medicion precisa de los minerales debido a que el
proceso se encuentra en capos visibles reales, dando como resultado una diferencia
significativa entre los tamafos de los oxalatos de calcio de los tratamientos de 10 y
30% de agua disponible (Figura 20) con diametros entre 59 y 11.11 pum

respectivamente, y los carbonatos de calcio entre 1.4y 2.2 ym (Figura 21).

Figura 21. Diametros de Carbonatos de calcio a 10 y 30% de agua disponible.
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Los resultados demuestran que por cada carbonato de calcio se origina un oxalato
de calcio por proceso de estrés hidrico (Figura 22) al ser observado en mosaicos con

diferentes fuentes de luz sobre el microscopio petrografico y barrido electrénico

(Figura 23 y 24).

Figura 22. Comparacion de tamafos entre los nucleos de oxalatos de calcio y
carbonatos de calcio a 10 y 30% de agua disponible (A y B) respectivamente. A)
Nucleo del oxalato de 1.38 um y carbonato 1.4 um; y B) Nucleo del oxalato de 2.4 ym
y carbonato 2.2 ym.

A Sl - e Yy
Figura 23. Comparacion entre imagen del oxalato de calcio en microscopio
petrografico y barrido electronico. A) luz plana; B) luz polarizada o cruzada; C) luz

compensada; y D) barrido electronico por McCoonn y Nakata (2004).

Figura 24. Comparacion entre imagenes de carbonato de calcio y de barrido
electronico. A) Luz polarizada; B) luz compensada; y C) barrido electrénico por
McCoonn y Nakata (2004) sistema triclinico de los carbonatos de calcio.

48



La comparacion de medias entre muestras representativas de los tratamientos de 10
y 30% de A.D (Cuadro 5) reporta que los tamafios de oxalatos son significativamente

mayores a los carbonatos de calcio con un diametro de 71.39 um.

Cuadro 5. Comparacion de medias entre diferentes tipos de minerales de los
tratamientos de 10 y 30% de agua disponible.

Tratamiento  Diametro de Diametro de Diametro del nucleo del

A.D. oxalatos de calcio carbonato de calcio oxalato de calcio (um)
(Mm) (Hm)

10% 37.63 19.15 20.04

30% 71.39 20.86 24.05

4.2 Segunda Etapa

La Figura 25A muestran la secuencia de fotografias y recorte de a centimetro
cuadrado sobre la Seccion Delgada (SD) de la muestra inalterada del cladodio a luz
plana. La SD del centimetro fue expuesta a diversos tipos de fuente de luz como:
plana, cruzada y compensada (Figura 25b, c y d) con la finalidad de poder visualizar
y caracterizar tanto los oxalatos como los carbonatos de calcio, en la Figura 25 B
correspondiente a la luz plana no es posible observar cristales de oxalato ni de
calcio, debido a que la luz pasa atreves de ellos sin ninguna frecuencia que lo retarde
evitando que los minerales sean distinguibles a otros componentes (espacio Vegetal,

espacio poroso). Mientras que la Figura 25 C muestra imagenes con luz polarizada
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que define forma y tamafo del mineral que es travesado por esta luz, por ultimo la
Figura 25 D muestra imagenes con luz polarizada mas compensada, donde define
tejido vegetal, espacio poroso y agentes contaminantes (resina mal impregnada) y

minerales.

Figura 25. Mosaicos entre componentes del tejido vegeta en una superficie de un
centimetro cuadrado. A) luz plana, B) luz plana, C) luz cruzada, y D) luz polarizada.

La ampliacion visual de los mosaicos fue requerida para (Figura 26 d, e y f) confirmar
que los minerales caracterizados son los correspondientes a oxalatos y carbonatos
de calcio, posteriormente Estos mosaicos fueron procesados para separar los

componentes y generar mapas tematicos tanto de oxalatos como de carbonatos..
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' Oxalatos Carbonatos Espacio
| de Calcio de Calcio vacio

Figura 26. Mapas tematicos de componentes en tejido vegetal a campo visible real
de 1 cm?. A) luz plana, B) luz cruzada y C) mapa tematico de minerales. Ampliacion
del mosaico representando a una superficie de 2.4 mm? en figuras D, E, F.
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Oxalatos
. de Calcio
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vacio

Carbonatos
de Calcio

Figura 27. Mapas tematicos de oxalatos de calcio en tejido vegetal a 10% de agua
disponible en luz plana y luz cruzada.
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Los oxalatos de calcio se sintetizan en las células mucilaginosas del nopal al
concentrar la mayor cantidad de acidos organicos e inorganicos sobre el
clorenquima en forma de weddellita tetragonales (forma de estrella). Por otra parte,
los carbonatos de calcio se distribuyen sobre la pared celular debido al movimiento
del calcio dentro de la planta de forma pasiva (Rodriguez et al., 2007). Todos los
cristales de carbonato de calcio son micriticos lo que indique una precipitacidon rapida
por cambios en el COz2 y los cristales de oxalatos son mas grandes lo que implica un
desarrollo lento este fendmeno de desarrollo o atribuye al estado de hidratacién del
cladodio y al tiempo de maduracién del mismo debido a la concentracion de acidos

malico y ascorbico.

Oxalatos
de Calcio

Espacio
vacio

Carbonatos
de Calcio

Figura 28. Mapas tematicos oxalatos de calcio en tejido vegetal a 30% de agua
disponible con la luz plana y luz cruzada.
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Oxalatos
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Espacio
vacio

Carbonatos
de Calcio

Figura 29. Mapas tematicos de oxalatos de calcio en tejido vegetal a 60% de agua
disponible sobre luz plana y luz cruzada.

Siguiendo la metodologia de Gutiérrez-Castorena et al. (2016), una vez terminado el
algebra de mapas se realiz6é una clasificacidon supervisada para separar los minerales
obteniendo poligonos o capa de vectores de Oxalatos y carbonatos de calcio
(Figuras 28, 29 y 30) vy lograr la cuantificacidon y localizacion sobre las estructuras

vegetales del cladodio.
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10% A.D Oxalatos de Calcio

e § ®)
o

10% AD Luz cruzada

T

Figura 30. Mapas tematicos de Oxalatos de calcio y Carbonato de Calcio en tejido
vegetal a 10% de agua disponible en luz cruzada y extraccion vectorial de poligonos.

30% A.D Oxalatos de Calcio &
N

30% AD Luz cruzada
. » -

Figura 31. Mapas tematicos de Oxalatos de Calcio y Carbonato de Calcio en tejido
vegetal a 30% de agua disponible.
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60% AD Luz cruzada o=

Figura 32. Mapas tematicos Oxalatos de Calcio y de Carbonatos de Calcio en tejido
vegetal a 60% de agua disponible en luz cruzada con extraccion de poligonos.

Una vez realizado la vectorizaciéon y aislamiento por separado de oxalatos y
carbonatos de calcio se obtuvo el area ocupada de cada uno de ellos por muestra y
demostrar que el estrés hidrico influye en su formacién (Tamano y distribucion), y
ubicacion en la zona del cladodio donde se concentra con mayor frecuencia los

minerales de interés (Figura 32).

Los graficos de la Figura 33 muestran los tratamientos de agua disponible a los que
fueron sometidos los cladodios. El analisis de varianza (cuadro 6) de poligonos de

oxalato de calcio reporto una diferencia significativa (P= .002) entre tratamientos. La
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Figura 33 muestra los poligonos de oxalatos de calcio, donde se observar que a 10%

de agua disponible la concentracion es mayor (6409.4)

Oxalato de Calcio

o
o
®o 7000 6409
cL 6000
o ®
20 5000
59
2T 4000 3441
® g
s 2 3000
©% 2000 1499
O X
€O 1000
S
= 0
10% 30% 60%

% de A.D de acuerdo a tratamientos

Figura 33. Frecuencia de Oxalatos de calcio a diferente estrés hidrico del cladodio.

Cuadro 6. Prueba de los efectos entre los diferentes tratamientos de A.D para la
presencia de Oxalatos de Calcio.

Origen Suma de Gl Media F Sig.

cuadrados tipo cuadratica

I

Modelo corregido 96478580.9332 6| 16079763.489 8.226 .004
Interseccién 214711733.400 1| 214711733.400 109.843 .000
repeticion 35331100.933 4 8832775.233 4.519 .033
tratamientos 61147480.000 2| 30573740.000 15.641 .002
Error 15637736.667 8 1954717.083
Total 326828051.000 15
Total corregida 112116317.600 14

a. Rcuadrado = .861 (R cuadrado corregida = .756)

La Figura 34 representa los graficos del tratamiento a 10% de agua disponible por

zona del muestreo sobre el cladodio y su la cuantificacion de poligonos de oxalatos
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de calcio. Aunque no existié diferencia significativa estadisticamente se encontré

mayor presencia de oxalatos de calcio en la zona 4 como lo muestra el grafico.

Numero de poligonos de
Oxalatos de Calcio

Oxalato de Calcio
10% A.D

12000.0
10426.0

10000.0

7716.0

8000.0
6389.0

6000.0 —— ———5119.0—

4000.0 [—
2397.0

2000.0 — —

0.0
1 2 3 4 5

Zona de muestreo del cladodio

Figura 34. La grafica muestra el tratamiento 10% A.D por zona del cladodio
muestreado cuantificando.

La Figura 35 muestra los graficos del tratamiento a 30% de agua disponible por zona

del muestreo del cladodio, cuantificando el area ocupada por los minerales descritos.

Aunque no existio diferencia significativa estadisticamente se encontré mayor

presencia de oxalatos de calcio en la zona 4, como lo muestra el grafico.

Por otra parte, se puede observar en la Figura 36 que corresponde al 60% de agua

disponible, se presentdé mayor presencia de oxalatos de calcio en la zona 3 como lo

muestra el grafico. Lo anterior indica que el centro del cladodio es donde se observa
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la mayor concentracién de oxalatos de calcio, lo cual no existen reportes de otros

autores.

Oxalatos de Calcio
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Zona de muestreo del cladodio

Figura 35. La grafica muestran el tratamiento 30% A.D por zona del cladodio
muestreado cuantificando el area ocupada por los minerales descritos.
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Figura 36. La grafica muestran el tratamiento 60% A.D por zona del cladodio
muestreado cuantificando el area ocupada por los minerales descritos.
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Los graficos de la Figura 37 muestran los tratamientos de agua disponible a los que
fueron sometidos los cladodios. El anadlisis de varianza (cuadro 7) de la
concentracion de carbonato de Calcio en mg/cm?® reporto una diferencia significativa
(P=.002) entre tratamientos. La Figura 37 muestra la concentracion de carbonato de
calcio en mg/cm?, donde se observar que a 60% de agua disponible la concentracion

es mayor (206.5).
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Figura 37. Concentracion en mg/cm? de Carbonatos de Calcio y carbonatos de
calcio a diferente estrés hidrico del cladodio.
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Cuadro 7. Prueba de los efectos entre los diferentes tratamientos de A.D para la
concentracion de Carbonatos de Calcio.

Origen Suma de gl Media F Sig.

cuadrados tipo cuadratica

I

Modelo corregido 76034.4012 2 38017.200 5.432 .021
Interseccién 167987.021 1 167987.021 24.002 .000
TRATAMIENTO 76034.401 2 38017.200 5.432 .021
Error 83985.506 12 6998.792
Total 328006.928 15
Total corregida 160019.907 14

a. R cuadrado = .475 (R cuadrado corregida = .388)

La Figura 38 representa los graficos del tratamiento a 10% de agua disponible por
zona del muestreo sobre el cladodio y la concentracidn de carbonatos de calcio.
Aunque no existio diferencia significativa estadisticamente se encontré mayor

presencia de oxalatos de calcio en la zona 1 como lo muestra el grafico.

Carbonatos de Calcio
10%
100.0

80.0

86.7
64.1
60.0 47.0 476
40.0 .
20.0 I .:
0.0
1 2 3 4

5

mg/cm?

Concentracion de
Carbonatos de Calcio en

Zona de muestreo del cladodio

Figura 38. La grafica muestra el tratamiento 10% A.D por zona del cladodio

muestreado cuantificando.
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La Figura 39 muestra los graficos del tratamiento a 30% de agua disponible por zona
del muestreo del cladodio, cuantificando la concentracio ocupada por los minerales
descritos. Aunque no existié diferencia significativa estadisticamente se encontré

mayor presencia de oxalatos de calcio en la zona 4, como lo muestra el grafico.

Por otra parte, se puede observar en la Figura 40 que corresponde al 60% de agua
disponible, se presenté mayor presencia de carbonatos de calcio en la zona 4 como
lo muestra el grafico. No obtante el grafico muestra un desenso importante en la
zona 3 indicando que el centro del cladodio es donde se observa la menor

concentracion de Carbonatos de Calcio, lo cual no existen reportes de otros autores.
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Figura 39. La grafica muestra el tratamiento 30% A.D por zona del cladodio

muestreado cuantificando.
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Figura 40. La grafica muestra el tratamiento 60% A.D por zona del cladodio

muestreado cuantificando.

Las diferentes técnicas que se han utilizado para caracterizar cristales de oxalato de
calcio como: analisis quimicos, difraccion de rayos X, petrografia, microscopio
electronico de barrido solo han caracterizado debido a que son destructivas (tejido
vegetal). No obstante, el uso de la micromorfometria en secciones delgadas en
muestras in situ obtiene la cuantificacion real sobre tejidos vegetales e identificacion
de los minerales como oxalato y carbonato de calcio reportados por varios autores
(Jauregui et al., 2003; Monje y Baran 2003; Moje y Baran 2009; Barcenas et al.,

2017)
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5 CONCLUSIONES

1) En cuanto a la hipdtesis planteada sobre el estrés hidrico y su efecto en la
formacion de oxalatos de calcio en nopal se concluye que el estrés hidrico inhibe, y
promueve el tamafo, cantidad y forma de los oxalatos y carbonatos de calcio
presentes en nopales de 60 dias que son afectados de acuerdo con el nivel de

estrés hidrico que se someta dentro de las estructuras vegetales de nopal verdura.

2) La identificacion y caracterizacion de muestras inalteradas en cladodio con
diferente estrés hidrico fue posible usando técnicas de analisis con parametros
dicromorfométricos y densitométricos, determinando la correlacion existente entre los
nucleos y observando que por cada oxalato existe un carbonato de calcio no
disponible. Ademas, con el método propuesto se puede utilizar para cuantificar in situ
minerales en tejidos vegetales como en este caso donde se utilizaron muestras

inalteradas de nopal, donde se requiere la superposicion entre imagenes.
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