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PALABRAS CLAVE: RESUMEN:

Método cientifico En un articulo anterior de esta misma publicacién se comentan los avances conseguidos en la produccién de
Fotoluminiscencia plantas bioluminiscentes mediante técnicas de ingenieria genética. El objetivo del estudio preliminar sobre
Fluorescencia la bioluminiscencia prefendia que un grupo de alumnos voluntarios examinara el fenémeno, recopilara infor-

macién, formulara hipétesis y las comprobara en el laboratorio. Posteriormente debian extraer conclusiones

Fluoresceina hacl ! IesIs en elian . : nel
siguiendo el método cientifico. Dado que la ingenieria genética requiere de numerosos conocimientos y

Rodamina B . e , . . . . ,
recursos experimentales y econémicos, se llevé a cabo un experimento mds sencillo y accesible: 3se volveran
fluorescentes las plantas si se riegan con disoluciones fluorescentes? El proceso se plasmé en un informe y un
video que se presenté en un concurso denominado SAPIENCIA. Este articulo describe una parte del proyecto.

KEYWORDS: ABSTRACT:

Scientific Method A previous article in this publication discussed the progress made in producing bioluminescent plants using

Photoluminescence genetic engineering techniques. The preliminary study on bioluminescence aimed to enable a group of volunteer

Fluorescence students to examine the phenomenon, collect information, formulate hypotheses and test them in the laboratory.

Fluorescein They were then to draw conclusions using the scientific method. However, since genefic engineering requires

Rhodamine B considerable experimental and financial knowledge and resources, a simpler, more accessible experiment was
conducted: would plants fluoresce if watered with fluorescent solutions? This process was documented in a report
and video submitted to the SAPIENCIA competition. This article describes part of the project.

Introduccion ser iluminada con luz ultravioleta. Este comportamiento caracte-

La emisién de luz, también denominada luminiscencia, estd riza a las sustancias que son capaces de absorber energia en

vinculada a dos procesos distintos: la fotoluminiscencia y la qui- forma de radiaciones electromagnéticas y luego emitir parte de

mioluminiscencia.l'? La fotoluminiscencia es un fenémeno fisico  €sa energia en forma de radiacién electromagnética de longi-
en el que un material absorbe energia en forma de fotones (luz) tud de onda diferente.

y posteriormente emite radiacién de la misma longitud de onda Los materiales fluorescentes contienen estructuras con confi-

o de una longitud de onda mayor. Puede ser provocada porla guraciones moleculares particulares conocidas como fluorocro-

excitacién de electrones en un material al ser expuesto a radia- ~ mos. Se frata de moléculas capaces de absorber y emitir foto-

cién luminosa. Hay dos tipos principales de fotoluminiscencia: nes de menor energia, es decir, con mayor longitud de onda.

o Fluorescencia: la luz reemitida cesa casi instanténeamente La parte del fluorocromo responsable de la fluorescencia es el

(en nanosegundos) tras la excitacién. fluoréforo M1

o Fosforescencia: en este caso la luz reemitida dura mds La clorofila, el pigmento verde presente en plantas y algas
fiempo (microsegundos a horas) debido a una fransicién ~ que capta la luz del sol, emite una luz roja tenue durante la fo-
de estado metaestable. tosintesis. Esta fluorescencia clorofilica no se ve en condiciones
normales debido al reflejo de otros colores de la luz incidente,
A diferencia de la quimioluminiscencia, en la fotolumiscen- especialmente el verde, pero transmite informacién sobre la
cia para poder observar el fendmeno es necesario iluminar con  fasa instanténea de fotosintesis, lo que permite comprobar el

luz. estado de salud de la planta !
En este frabajo se prefendia conocer estos fenémenos. Cientificos de la NASA han elaborado innovadores mapas

de la Tierra en los que se refleja la fluorescencia que emiten
las plantas terrestres durante la fotosintesis, a partir de infor-
macién obtenida por satélite. Esta informacién podrd ayudar a
los agricultores a responder a tiempo a situaciones climdticas

Florescencia
La fluorescencia fue descrita por George Gabriel Stokes en
1852, que observé que la fluorita empieza a brillar después de
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extremas o a defectar hambrunas inminentes con antelacién.
Anteriormente, la salud de la vegetacién terrestre se basaba en
indicadores de «verdor» de la luz reflejada por las plantas.®l

Fosforescencia
La fosforescencia es el fenémeno por el cual ciertas sustancias
absorben energia y la almacenan para posteriormente emitirla
en forma de radiacién.

Esto se debe a que, cuando ciertas sustancias se irradian,
la energia absorbida excita los electrones de las capas ex-
ternas de los Gtomos que componen la estructura molecular,
haciendo que pasen a orbitales de mayor energia. Pero esta
situacién no es estable, y los electrones excitados regresan a
los orbitales de menor energia liberando parte de la energia
absorbida en forma de luz visible o infrarroja; de ahi, que po-
damos verlos brillar.

La diferencia entre ambos fenémenos radica en la manera
de almacenar energia. La fluorescencia absorbe la energia de
la luz ultravioleta e, inmediatamente, emite la radiacién lumi-
nosa. La fosforescencia almacena la energia y la emite poco a
poco durante minutos u horas, aunque la fuente de radiacién
excitadora inicial haya sido apagada.

Objetivo

Se quiere investigar si el apio, una planta vascular con elevada
capacidad de absorcién, de color claro y disponible en fru-
terias, puede captar sustancias fluorescentes y, por lo tanto,
manifestar un comportamiento fluorescente. (Seria mds intere-
sante, sembrar y cultivar el apio regdndolo con disoluciones
fluorescentes desde el principio, pero debido a la duracién del
proceso, se emplearon ramas de apio directamente).

Experimentacion
Materiales
Ramas de apio.
Fluoresceina sédica y rodamina B (Figuras 1y 2).

*  Material de laboratorio para preparar las disoluciones
fluorescentes con concentraciones del 0,5%, 0,05% y
0,005% en masa: balanza, probetas, vasos de precipita-
dos, varillas, frascos.

Linternas de luz ultravioleta (Figura 3).

*  Vasos para infroducir las plantas.

El apio (Apium graveolens) pertenece a la familia de Apic-
ceae (apidcea) y es una planta con propiedades medicinales.”!
Se ha usado como diurético, para calmar la inflamacién y ayu-
dar en problemas digestivos. Tiene un tallo hueco, flores blan-
cas y frutos con forma de rifién, estriados, oscuros y aromdticos.

La fluoresceina sédica (Figura 1) es una de las sustancias
que tienen la propiedad de ser fluorescentes dentro de los pro-
ductos quimicos. La emisién en la fluoresceina sédica es méxi-
ma en torno a un pH 8 y con una longitud de onda cercana a
los 550 nm.

NaO 0 o}
4
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Figura 1. Fluoresceina sédica.

La rodamina B (Figura 2) es uno de los colorantes més im-
portantes de la familia de los xantenos. Son sales, por lo que
son polares y solubles en agua, y se caracterizan por tener
elevados rendimientos cudnticos de fluorescencia

Figura 2. Rodamina B.

Figura 3. Linternas de luz ultravioleta.

Estudio del apio con la rodamina B

En un primer estudio se introdujeron las ramas de apio en las

tres disoluciones de rodamina B (Figura 4a). Dos dias despusés,

se puede observar en la Figura 4b que cada rama de apio ha
absorbido parte de la disolucién en distinta medida, de manera
que hay una mayor presencia de la rodamina B en las hojas
superiores de los tallos de apio introducidos en las dos disolu-
ciones mds concentradas. En cambio, en las hojas de apio de
la disolucién mds diluida, el efecto de la rodamina es mucho
menor.

Cinco dias después de introducirlas en las disoluciones (Fi-
guro 4c) se pueden destacar varios aspectos:

La disolucién se absorbié muy rdpidamente.

* la rama de apio infroducida en la disolucién mds con-
centrada (0,5%), es la que mayor fluorescencia presenta,
pero también la que mds se ha deteriorado, seguida de
la rama infroducida en la concentracién 0,05% mientras
que la rama de la disolucién més dilvida (0,005%), es la
que presenta menos fluorescencia y la que menos se ha
deteriorado por el fenémeno osmético.

\

0,5% 0,05% 0,005 %

0,05% 0,005% b) 0,5% 0,05% 0,005 % <)

a) 05 %

Figura 4 0, by ¢. Hojas de apio infroducidas en disoluciones
de rodamina B al 0,5%, 0,05% y 0,005% en masa
respectivamente. En el momento inicial, a los dos v a los cinco
dias respectivamente.
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De estas observaciones se pudo concluir que las ramas de
apio absorben la disolucién fluorescente y emiten fluorescencia.
La fluorescencia, absorcién y deterioro fueron directamente pro-
porcionales a la concentracién de la disolucién.

Puesto que el proceso de absorcién resulté ser répido, se
repitié el experimento realizando un seguimiento en infervalos
de tiempo mds pequefios y tomando més fotos, como se mues-
tra en las Figuras 5y 6.

Como en el primer estudio, la fluorescencia aparecié répi-
damente siendo apreciable a las 6 horas en el apio infroducido
en las disoluciones de rodamina B del 0,5% y del 0,05%, y
después de 36 horas para el tallo introducido en la disolucién
més dilvida. Una vez mds, se observé que la fluorescencia, la
absorcién y el deterioro eran directamente proporcionales a la
concentracién, lo que confirmaba el experimento inicial. Al no
observarse mds cambios significativos, se finalizé el experimen-
to tras 48 horas. A confinuacién, se sacaron las ramas de apio

48h

\
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0 0,005% 0,05% 0,5% 0

0,005% 0,05% 0,5%

Figura 5. Fotografias de las ramas de apio, infroducidas en agua
y en las disoluciones 0,005%, 0,05% y 0,5% en masa de
rodamina B durante distintos tiempos, sin iluminar e iluminadas
con luz ultravioleta respectivamente.

www.analesdequimica.es

(® 6 horas(® 12 horas (O 24 horas (O 36 horas (O 48 horas

Figura 6. Fotografias detalladas de las hojas de apio, iluminadas
con luz ultravioleta, introducidas durante distintos fiempos en
agua y en las disoluciones 0,005%, 0,05% y 0,5% en masa

de rodamina B respectivamente.

de las disoluciones, se limpiaron los tallos y se realizé un corte
transversal de cada rama.

En la Figura 7 se aprecian claramente los vasos conducto-
res por los cuales han ascendido las disoluciones de rodamina

B hasta las hojas mediante capilaridad.

Figura 7. Fotografias del corte transversal del tallo de cada
rama de apio ufilizada. Arriba sin iluminar, abajo iluminadas
con luz ultravioletq, tras extraerlas de sus recipientes, a las 48

horas de introducirlas en agua y disoluciones de rodamina

B de concentraciones 0,005%, 0,05% y 0,5% en masa
respectivamente.

Estudio del apio con la fluoresceina sodica
Se realizd este experimento también con disoluciones de fluo-
resceina sodica de concentraciones del 0,5%, 0,05% y 0,005%
en masa. En este caso las primeras fotografias se tomaron cada
tres horas (Figura 8).

En la Figura 9 se muestra con mds detalle el aspecto de
las hojas de apio a las 24 horas de estar sumergidas en las
disoluciones de fluoresceina sédica.

Andlisis de los resultados

La disolucién de la fluoresceina sddica se absorbe rdpida-
mente. Para paliar el estrés hidrico del apio, es decir, la falta
de agua, deberia haberse introducido previamente en agua.
Como se observa en las fotografias, la disolucién fluorescente
asciende por el sistema vascular de la planta.

Las ramas de apio introducidas en disoluciones 0,05% y
0,5% en masa de fluoresceina presentan fluorescencia en los
tallos tras tres horas.

Tras nueve horas, la fluorescencia en esos tallos no cambia,
pero la planta se deteriora. El tallo introducido en la disolucién
0,005% en masa presenta poca fluorescencia.
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Figura 8. Fotografias de los fallos y las hojas de apio fomadas
entre las O y hasta las 48 horas después de infroducirlas en
disoluciones de agua v fluoresceina sédica de concentraciones
0,005%, 0,05% y 0,5% en masa, iluminadas con luz normal y
ultravioleta, respectivamente.

Figura 9. Defalle de las hojas de apio fomadas a las 24 horas
de infroducirlas en las disoluciones de agua y fluoresceina
sédica de concentraciones 0,005%, 0,05% y 0,5% en masa
respectivamente, iluminadas con luz normal y ultraviolefa
respectivamente.

A diferencia del fuerte efecto fluorescente observado en
las hojas con la disolucién de rodamina B, el de la fluoresceina
sédica es poco apreciable.

Tras 48 horas sin observarse cambios significativos, tam-
bién se procede al corte transversal de los tallos. El efecto fluo-
rescente también se aprecia en el sistema vascular de las hojas

(Figura 10).

Figura 10. Fotografia de los cortes transversales de los tallos
de cada rama de apio utilizada. Arriba sin iluminar, abajo
iluminadas con luz ultravicleta, después de exiraerlas de sus
recipientes a las 48 horas de haber sido infroducidas en agua
y disoluciones de fluoresceina sédica de concentraciones
0,005%, 0,05% y 0,5% en masa respectivamente.

Conclusiones
El estudio de la bioluminiscencia llevé a los cientificos a pro-
poner modificaciones genéticas en plantas para usarlas como
fuentes de luz.m Aunque no consiguieron que generaran la lu-
minosidad adecuada, el conocimiento de las proteinas respon-
sables de la bioluminiscencia,*'? permitié en el afio 2007 el
desarrollo de la tecnologia Brainbow, que hace posible obser-
var células vivas al microscopio gracias a dichas profeinas.!™
La realizacién de este proyecto ha permitido investigar y
aprender un concepto que abre un interesante camino en todas
las ramas de la biotecnologia: la luminiscencia. El experimento
se ha centrado en la fluorescencia, un tipo de fotoluminiscencia,
ya que los compuestos utilizados (rodamina B y fluoresceina
sédica) son fluorescentes.
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En este estudio, se ha observado que los tallos de apio
pueden absorber sustancias fluorescentes, como la rodamina
B vy la fluoresceina sédica, y presentar fluorescencia. Esta es
directamente proporcional a la concentracién de la disolucién
y se puede observar al irradiar las plantas con luz ultravioleta,
pero también provoca un mayor deterioro debido al fenémeno
osmotico.

Continuando con la aplicacién del método cientifico, se
pueden plantear nuevas preguntas: 3se obtendrian plantas fluo-
rescenfes si se plantaran semillas de apio y se regasen con
disoluciones de rodamina B y fluoresceina sédica? sPodria el
estudio de la absorcién de sustancias fluorescentes ser utilizado
para la deferminacién de la procedencia del agua en plan-
tas con sospecha de contaminacion? 3Es posible emplear la
absorcién de sustancias fluorescentes en plantas con fines de-
corativos?

No se ha podido redlizar la investigacién porque no se
han encontrado semillas de apio y porque el trasplante debe
realizarse entre uno y dos meses después, necesitdndose tierra
en abundancia. El ciclo en verano puede ser de 60-75 dias,
pero en invierno se puede alargar.

Por ello, aunque finalmente no se comprobé si se podrian
obtener plantas fluorescentes regando las semillas de apio con
sustancias fluorescentes, este proyecto demostré la capacidad
que tienen las plantas vasculares de absorber y producir una
luminiscencia considerable, y permitié que las alumnas que lo
realizaron ufilizaran el método cientifico en una investigacién,
llevando a cabo todos los pasos: recogida de informacién,
formulacién de hipétesis, realizacién del experimento, elabora-
cién de un informe, planteamiento de nuevas preguntas, inclu-
yendo la exposicién de los resultados ante un auditorio.

Reconocimientos

Este articulo forma parte del proyecto realizado por las alumnas
Paula Sanchis Boluda y Maria Badenes Tomds, que cursaban
4° de ESO. El video fue realizado por el alumno Rubén Nieto
Val que cursaba 1° de bachillerato.l Con el trabaijo fitulado
sPueden las plantas generar luminiscencia? consiguieron el se-
gundo premio en la categoria de Fisica, Quimica y Matemdti-
cas en los Premios Sapiencia 2022,1! que tiene por objetivo
despertar vocaciones cientificas entre los jévenes estudiantes de
la Comunitat Valenciana a través de la convocatoria de premios
a proyectos de investigacién llevados a cabo por estudiantes.'l
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disciplina y la excelencia tanto en el dmbito cientifico como arfistico, y
constituye una base sélida para su desarrollo profesional y personal.

Maria Badenes Tomds

Facultad de Ciencias de lo Actividad Fisica y
Deporte, Universidad de Valendia
Ce: badenesmario@gmail.com

Estudiante de Grado en Ingenieria Informdtica. Involucrado en la
direccidn de diversas asociaciones informdticas y emprendimiento de lo
Escuelo. Participante en varias iniciativas de la Universidad como alumno
tutor, mentor de proyectos, consejo de deparfamento. Clasificado

varios afios en mdltiples competiciones de programacion nacionales e
internacionales (Hackathon Mercadona IT, SWERC, XIIl Ed. IDEASUPV
Challenge 2023, Copa CodjGo!, AdaByron, CryptoHack, Las12Uvas,
HP Codewars Barcelona'y Olimpiadas Informdticas) asi como en los
concursos de matématicas (UKMT Mathematicall Challenge: Afio 2020:
Senior Challenge: BRONZE Certificate y en 2016: Junior Challenge:
SILVER Cerfificate) y los de ciencias SAPIENCIA y REACCIONA.

XLI

Cursé Educacion Secundaria Obligatoria y se gradud con matricula de
honor en el IES Lluis Simarro de Xativa, donde también completd el
bachillerato. Actualmente, estudia el Grado en Ciencias de lo Actividad
Fisica y del Deporte en lo Facultad de Ciencias del Deporte de lo Uni-
versidad de Valencia. Desde temprana edad practica gimnasia ritmica,
disciplina en la que ha competido a nivel provincial y autondmico,
logrando muy buenos resultados. Tiene el fitulo de entrenadora de
gimnasia ritmica desde los dieciséis afios. Compagina su formacidn
académica con una exigente dedicacion deportiva.
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