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Resumen

Se reporta la veurrencia, morfologia y localizacion de cristales de oxalato de calcio en torma de drusa en el
xilema de la especie Cassia grandis LL, de la subfamilia Caesalpinioideae (Leguminosae - Fabaceae).
Empleando un microscopio electrénico de barrido v de luz se ohserva la presencia de estos cristales en las
células marginales del parénquima radial, anleriormente ne reportados y se cuantifican los elementos
guimicos gue lo componen realizando un microanalisis quimico mediante un detector de energia dispersa
de rayos X, acoplado al microscopio electronico. El espectro de rayos X muestra que existe grandes
concentraciones de calcio en estos cristales, Se presenta ademds, una descripcidn anatémica completa de la
microestructura del lefio, resaltando que la presencia de cristales tipo drusa es un caricter de gran importancia
en la identificacion de esta especie, dentra de la familia de las leguminosas.
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Abstract

Diruse type crystals and localization are reported in this paper in the xylem of Cassia grandis L[, of the
subfamily Cacsalpinioideae (Leguminosae - Fabaceae). The wood sa.mples were examined by scanning
electron microscopy and optical microscopy and the presence of druse type crystal was observed into mar-
ginal cells of radial parenchyma. Until now this feature has not been reported in this specie according to
literature consulted. Beside the composition of chemical elements of this type crystal was observed and it
resulted a big level of calcium. In addition this paper shows the anatomical hearwood description of this
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Introduccion

Los cristales de calcio son la forma mads coman de

biomineralizacion en las plantas superiores, se

encuentran presentes en muchas familias y en
diferentes tejidos (Arott y Pautard, 1970; Franceschi

y Horner, 1980). Estos al igual que el silice y otras

inclusiones minerales estin contenidas en las

cavidades celulares de la madera de muchas especies,
particularmente en maderas tropicales. La presencia
de estas sustancias es un rasgo caracteristico, de
algunas maderas y de gran importancia en la
clasificacion anatdmica y en la ulilizacién de la misma

(Chattaway, 1953; Metcalfe, 1983; Takeshi y Coté,

1983; IAWA Committe, 1989).

La ocurrencia de los cristales de calcio ademas de
su forma, tamano, cantidad y localizacion, dentro de
un determinado taxon es a menudo muy especifica
y de gran utilidad en la identificacion, debido a que
existen dificullades anatémicas para identificar
ciertas muestras a niveles axonomicos de géneros,
tribu y subfamilia dentro de la familia Leguminosae,
por exislir grandes similitudes anatémicas entre éstas
(Franceschi y Horner, 1980; Zindler-Frank, 1987).

Baretta-Kuipers (1981) estudio la relacion entre la
estructura anatomica y la secuencia filogenética de
las tres subfamilias de las leguminosas, enconlrando
que la subfamilia Caesalpinioideae es la menos
especializada y que las TPapilionoideae y
Mimosoideae evolucionan a partir de ésta en dos
direcciones diferentes. Se pueden distinguir en las
Caesalpinioideae dos grupos, con rasgos anatomicos
muy uniformes, basandose en la caracteristica de los
radios y del parénquima axial:

Grupo I: formado por las tribus Caesalpinieae,
Cassieae y Cercideae, caracterizadas por la
tendencia a presentar radios homocelulares.

Grupo II: formado por la tribu Detarieae-
Amherstieae, caracterizada por la tendencia a
presentar radios heterocelulares.

Varios estudios han reportado la presencia de cristales
en esta familia, particularmente en el duramen (en
células del paréngquima axial y radial, v en las fibras),
en la corteza, raices, hojas, 6rganos florales, frutos,
semillas, epidermis de los tricomas y meristema api-
cal, entre otros (Metcalfe y Chalk, 1950; Chattaway,
1953, 1956; Zindler-Frank, 1987).

Zindler-Frank (1987) examind la presencia de
cristales de oxalato de calcio en especies de la familia
Leguminosae, compilando varios estudios sobre el
conocimiento y presencia de los cristales de oxalato
de calcio en diferentes organos de la planta, como
en: raices, tallo, hojas, flores y frutos de diferentes
especies de la familia leguminosas, con fines
taxonamicos y lilogenélicos. Sin embargo, en esta
investigacién no se reporta la ocurrencia de cristales
de oxalato de calcio en forma de drusa en el leno de
la especie Cassia grandis L.[., de la subfamiha
Caesalpinicideae

Espinoza de Pernia (1985) presenta una revision
de la ocurrencia de cristales de oxalato de calcio v
silice en 438 especies, incluyendo 38 especies de la
familia Leguminosae, dos de las cuales perlenecen
al género Cassia (C. moschata HLB K. y C. multijuga
L.C. Rich.). Sin embargo, para esta familia no se
reportan cristales en forma de drusa en las especies
estudiadas.

Paula (1979, 1980) realiza una descripcion de la
estructura de la madera de varias especies entre las
cuales incluye a Cassia grandis Lf, resaltando en
cuanto a cristales, inicamente la presencia frecuente
de cristales prismaticos en el parénquima axial.

[l proposito de este trabajo es estudiar el leno de
la especic Cassia grandis L.f, de la subfamilia
Caesalpinioideae (Leguminosae - Fabaceae) y la
presencia de cristales. Esta caracteristica, poco comin
en las maderas es de gran importancia en la
clasificacion anatdmica de especies muy similares
dentro de sus grupos y en la ulilizacion de la misma.
Adicionalmente, se realiza un microanalisis quimico
de los cristales usando un espectémetro de energia
dispersa de rayos X, para conocer los elementos que
predominan en su composicion.

Materiales y Métodos

La madera seleccionada para este estudio
corresponde a la especie Cassia grandis L.,
(X3333) de la familia Leguminosae,
especificamente de la subfamilia Caesalpinioideae
la cual pertenece a la Xiloteca del Laboratorio de
Anatomia de Maderas de la Facultad de Ciencias
Forestales v Ambientales de la Universidad de Los
Andes, Mérida, Venezuela, las muestras
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analizadas por los diferentes métodos fueron
tomadas del duramen del lerio de la especie.

Para el microscopio electrénico las ‘muestras
seleccionadas de madera seca al aire, se corlaron en
pequenos cubos de aproximadamente 5 mm’,
utilizando un micrdtomo de deslizamiento. Las
muestras se deshidrataron a diferentes grados de
acetona y luego, se secaron en estufa durante tres dias
a 50° para eliminar completamente el agua de las
secciones. Finalmente se aplicé un recubrimiento de
grafito y /o plata sobre las muestras en un ionizador
al vacio, por aproximadamente 90 seypundos, con el
fin de hacerlas conductoras, de modo que los
electrones del canon del microscopio puedan ser
dispersados y captados, originando de esta forma
la imagen y el espectro de los elementos. Los
especimenes fueron examinados con un voltaje de
aceleracion de 5 a 10 kV en un MiCTnscopio
electrénico de barrido, modelo Hitachi 5-2500,
obteni¢ndose las mejores imagenes con un voltaje
de aceleracion de 8 kV.

Para el andlisis quimico de los cristales las
muestras fueron previamente cubiertas con grafito
en un ionizador al vacio y utilizando un sistema de
microanalisis EDX (detector de enerpia dispersa de
rayos X), Modelo Kevex Delta 111, acoplado al
microscopio electrénico de barrido se determing la
compuosicion de los cristales. El espectro de rayos X
fue colectado para 80 seg, a una aceleracion de voltaje
de 15 kV,

Las muestras para el microscopio de luz [ueron
obtenidas igualmente del duramen del drbol
estudiado. La preparacion de laminas para el estudio
microscopico se realizo siguiendo la metodologia
ulilizada en el Laboratorio de Anatomia de Maderas
de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales
de la Universidad de Los Andes (Corothie, 1967) y la
preparacion de macerados se realizé siguiendo la
metodologia de Franklin (1937).

La descripcion de las caracteristicas anatémicas
de la especie se realizo tomando en consideracion la
Lista Estandar de ldentificacion de Maderas
Latifoliadas (IAWA Committe, 1989). Se tomaron
fotomicrografias de las secciones: transversal,
tangencial y radial, con una caimara marca PENTAX
SFXn adaptada a un microscopio 6ptico marca
KYOWA. Los aumentos son indicados en cada
fotomicrografia.

Resultados

Estudio anatémico del lefio de Cassia
grandis L.1,

Sinonimia: Bactyrilobiwm grande Hormem,
Bactyrilobium molle Schrader
Cassia brasiliana Lam.
Cassia brasiliana Lam. var. tomentosa Mig,
Cassia brasiliensis Buc'hoz
Cassia mollis Vahl
Cassia pachycarpa De Wit
Cathartocarpus brasilianus Jacq.
Cathartocarpus erubescens Tam.
Cathartocarpus grandis (L. L) Pers,
Madera que presenta transicion abrupta entre albura
y duramen. La albura de color claro v el duramen de
color marrén obscuro marcado con lineas vasculares
mis claras. Lustre alto. Textura media. Olor y sabor
ausentes, Grano recto a entrecruzado. Madera dura
v pesada.

Anillos de crecimientos indistinguibles, Porosidad
difusa. Poros sin mingun patron definidos de
disposicion, solitarios y multiples radiales cortos de
2a 4 poros, de 2 (3-4) 5 poros por mm , con didmetro
tangencial de: 100 (140-200) 300 pm, y longitud de
los elementos vasculares de: 150 (424) 470 pm.
Platinas de perforacion simples. Punteaduras
intervasculares alternas, circulares a ovaladas,
pequenas de 3 a 5 um de diametro. Punteaduras
radiovasculares con arcola distinguible similar a las
intervasculares. I'unteaduras ornadas presentes.
Engrosamientos espiralados ausentes. Depositos de
goma en los poros (Figura 1A), Fibras no septadas,
de paredes gruesas a muy grucsas (Figura 1B), con
longitudes de: 1110 (1335) 1530 pm. Fibras con
punteaduras indistintamente areoladas. Traqueidas
vasculares ausentes. Parénquima predominan-
temente paralraqueal aliforme de ala ancha,
confluente (Figura 1C) y en bandas. Parénquima
marginal presente. Parénquima longitudinal en serie
(Figura 2A), de 5 a 8 células. Parénquima no
lignificado ausente. Radios homocelulares con células

- tipicamente procumbentes (Figura 3A), de 5a 8 por
mm lineal. Altura de los radios de 140 (247) 330 pm,
uniseriados, biseriados y multiseriados de tres células
de ancho. Radios de dos tamanos ausentes, radios
apregados ausentes. Células envolventes ausentes.
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Figura 1. Seccion transversal (90x). (A) Poros con goma. (B)
Fibras do paredes gruesas. (C) Parénguima
paratraqueal aliformea confluenta

Figura 2. Seccion Tangencial (180x), (&) Paranguima longitu-
dinal en serie. (B) Series parenguimalosas
cristallfaras

Figura 3. Seccldn radial (180x). (A) Radios hamocelulares. (B)
Series parenguimalosas cristaliferas. (C) Drusas en
el parénguima radial

Células radiales perforadas ausentes. Parénquima
radial disyuntivo ausente. Estructura estratificada
ausente. Cristales prismalicos presentes en el
parénguima axial, un cristal por camara. Series
parenquimatosas cristaliferas (Figuras 2B y 3B).
Drusas presentes en el parénquima radial
predominantemente en las células marginales (Figura
3C) y también en las células del cuerpo del radio.
Silice ausente, Células oleiferas o mucilaginosas
ausentes. Canales intercelulares y tubos laninileros
o laticiferos ausentes. Floema incluso ausente,

Discusion

Las observaciones de la seccién radial de las muestras
de madera, empleando el microscopio electrinico
evidencian la presencia de cristales de oxalato de
calcio en forma de pequefias drusas solitarias, sin
cimaras o compartimentos, localizadas predominan-
temente en las celulas marginales de los radios
tipicamente homocelulares (Figura 4a y 4b). Un ligero
agrandamiento de las células idioblasto es apreciado
claramente, dando a los radios con células
homocelulares la apariencia de tener células
heterocelulares.

Adicionalmente, se observo que las drusas estdn
compuestas por una agrupacion de cristales
individuales con forma de pirimides, dando a la
estructura del cristal en general, una apariencia mds
o-menos estérica muy similar a una estrella (Figura
4b y 5a). Las drusas también se encontraron
localizadas en las células del cuerpo del radio (Figura
5b), ademads de estar presentes en las células de los
mirgenes del radio,

Las observaciones mediante el uso del
microscopio dptico en las secciones radiales muestran
también la presencia de las drusas solitarias en las
células del margen y cuerpo de los radios,
presentdndose en mayor cantidad en los radios que
se encuenlran en conlacto con el parénquima axial.
Con un diametro entre: 22,5 (17.11) 11.25 pm,

Se registraron también en todas las muestras
estudiadas, utilizando luz polarizada, una gran
cantidad de cristales prismiticos en series del
parénquima axial (Tigura 6), confirmando lo reportado
por Paula (1980), y de cristales en forma de drusas
presentes en el parénquima radial (Figura 7).
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Figura 4. Secciones radiales de las muestras vistas con al
micrgscopio electrdnico. {a) se observa una druse
inealizada an la cavidad de una célula procumbeante
de la margen de un radie. En {(b) 58 muastra [a drusa
con mayor aumento lormeada por varios crislales

Figura 5. Secgiones radiales de las muesiras vistas con_ el
mlerascaplo alactrdnico. En (a) se obaervan los
cristales individuales de la drusa con forma da
pirramides en una celula del radio, (b) se mueslran
varag drusag en diferentes células del cuerpo del
radio

El microandlisis quimico de punto de los cristales
tipo drusa usando un recubrimiento de grafito de las
muestras mosted para algunos oristales, an espectro
de la energia dispersa de rayvos X, con una alta
concentracion de calcio (Figura 8).

Mientras que para otras cuanbificaciones, en un
drea reducida del cristal pero superior al area puntual,
ademis de la concenlracidn de calcio se registraron
pl:‘q'l.]t’ﬂ?l.‘_'i concentraciones de otros elementos comao;
silice, hierro, sodio, fésforo, potasio, azufre, cloro,
magnesio, entre otros (Figura 9)

Flgura 6 Seccldn tangencial (180x) vista con luz polanzada
donde se observan claramente las series
parenquimatosas cristaliferas

Figura 7. Seccidn transversal (890x) vista con luz polarizada en
donde se observan orislales en forma de drusa en
laa calulas dol parénquima radial

Utilizando un recubrimiento de plata en las
mueslras se registré lambién una alta concentracion
calcio, junto con on registro inferior de concenlracian
de plata, producto del recubrimiento (Figura 10}
Ademis se caleuld las cantidades de oxigeno presente
en el compuesto de oxalato de caleio,

Conclusiones

| a presencia de cristales en forma de drusa de oxalato
de calcio en Cassia grandis se reporta por primera
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Concentracién de los
glementos:
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Figura B, Espectro de enaergla disparsa de rayos X da punto qua muastra una elevada

concentracion de calcio, empleando un recubrimiento de grafito, para los cristales tipo
drusa.
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Figura 9. Especiro de energla dispersa de rayos X en donde sa observa una elevada cancentracion
de ealcio emplaando un recubrimianta de grafite, para los cristales tipo drusa

Concentracion de
gxigeno en base al
' calcio presente:
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e Q= 2053%
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|
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Figura 10 Espectro de energia dispersa de rayos X en donde o observa una alta concentracian
de caleio v plate debido al recubrimiente de la muestra, para los cnslales tipo drusa,
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vez en este trabajo, septn el malerial bibliografico
consullado.

Se ubservaron dos tipos de cristales: drusa en las
células del parénquima radial, no reportados
anteriormente y prismidlico en las células del
parénguima axial, coincidiendo con Paula (1980).

La ocurrencia de cristales tipo drusa en el
duramen de Cassia grandis es un caricler poco
comun y de pran utilidad en la identificacion de la
especie dentro de la subfamilia de las
Caesalpinioideae, donde la estructura anatémica es
muy uniforme entre las especies,

Los cristales tipo drusa se encuentran localizados
predominantemente en las células del margen de
los radios y con menor frecuencia en las células
del cuerpo de los radios, fundamentalmente en
aquellos radios que estdn en contacto con el
parénquima axial.

La concentracion de calcio en los cristales tipo
drusa de acuerdo al espectro de energia dispersa es
elevada, representada entre un 78 a 100% de la
cuantificacién total de los elementos, originando un
compuesto quimico de oxalato de calcio en la
formaciém de este tipo de cristal.

La estructura anatémica observada en Cassia
grandis coincide con lo reportado por Baretta (1981)
y por Paula (1979, 1980), a excepcion de la presencia
de cristales tipo drusa.
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