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Resumen

La espinaca es consumida por su valioso aporte nutricional. Sin embargo, en Colombia su baja produccién en cultivos, ha
sido de poco interés en el 4rea de la investigacién. Por otro lado, la nanotecnologia que puede ser utilizada en la agricultura
para evitar o controlar enfermedades en los cultivos a través de la aplicaciéon de nanoparticulas (NPs) se perfila como un
tema de alto potencial en nuestro pafs. En este trabajo, se evalué la inoculacién de suspensiones de NPs de diéxido de
titanio con incorporacién de plata (TiO,-Ag) en semillas de espinaca. Las NPs se sintetizaron a través del método sol-gel y
se caracterizaron por medio de Difraccién De Rayos X (DFR). Se obtuvieron muestras en polvo con tamafios de particula
entre 7 y 26 nm que se suspendieron en agua a diferentes concentraciones para la inoculacién. En comparacién con el
grupo control (sin inoculacién), se obtuvo un crecimiento de las plantas con NPs del tamafio mas bajo y concentracion
del 2 %, debido a que posiblemente el TiO,-Ag incorporado contribuye al proceso de fotosintesis y desempefia un papel
antimicrobiano. La actividad fotosintética de las plantas tratadas, se midié mediante la técnica fotoactstica y del analisis de
los resultados se obtuvo que con el tratamiento hecho con la suspensién de NPs de menor tamafio, a concentracion entre
0,25y 2 %, la Razén de Evolucién de Oxigeno (REO) es similar a la que se observé en las plantas del grupo control. Esto
indica que el tratamiento con NPs de TiO,-Ag entre 7 y 8 nm puede inducir el crecimiento sin alterar drasticamente la tasa
fotosintética de plantas de espinaca a bajas concentraciones, lo que puede ser una alternativa eficiente para la mejora de la
produccion de este cultivo.

Palabras clave: espinaca; nanoparticulas; fotoactstica; diéxido de titanio; plata; actividad fotosintética; inoculacién de
semillas.

Abstract

Spinach is consumed for its valuable nutritional contributions. However, in Colombia, this crop has been of little interest
in the research area due to its low production. On the other hand, the nanotechnology that can be used in agriculture to
prevent or control diseases in crops through the application of nanoparticles (NPs) is emerging as a high potential subject
in our country. In this work, the inoculation of suspensions of titanium dioxide NPs with the incorporation of silver (TiO2-
Ag) in spinach seeds was evaluated. The NPs were synthesized through Sol-gel method and characterized by means of
X-ray diffraction; suspensions of these powder samples of grain size between 7 and 26 nm were prepared at different
concentrations for inoculation. In comparison with the control group (without inoculation), highest plant growth was
obtained with NPs of the lowest size and 2 % concentration. It possibly due to the contribution in the photosynthesis process
and antimicrobial role of incorporated TiO2-Ag. The photosynthetic activity of the plants from control and treated groups
was measured by the photoacoustic technique and it was found that the plants treated with the smallest NPs suspension,

76



Gordillo-Delgado, Zuluaga-Acosta; Marin-Gallego. Inoculacion de nanoparticulas de TiO,-Ag en semillas de espinaca

at a concentration between 0.25 and 2 %, presented a rate of oxygen evolution similar to control group. These results
indicate that the treatment with NPs of TiO2-Ag between 7 and 8 nm at low concentration can improve the growth without
drastic alteration of the photosynthetic rate of spinach plants, which can be an efficient alternative for improvement in crop
production.

Keywords: spinach; nanoparticles; photoacoustic; titanium dioxide; silver; Inoculation of seeds.

Introduccion

El consumo de hortalizas frescas en el mundo ha incrementado del 36 al 40 % en las tltimas décadas, con una tasa anual de
produccion de 4,1 % (881 millones de toneladas) aproximadamente, en comparacién con la reportada el siglo pasado de 1,7 %
(324 millones de toneladas). China es el mayor contribuyente con el 50 % de la produccién mundial (Food and Agriculture
Organization of the United Nations [FAO], 2018).

Asi mismo, la extensién de cultivos de espinaca (Spinace oleraceae) ha aumentado por su valor nutricional, bajo en
calorfas y con un contenido elevado de agua, que aporta fibra, calcio, fosforo, hierro y vitaminas A, B1, B2 y C. Esta planta
generalmente, se desarrolla a temperaturas entre 5 y 15 °C en terrenos fértiles ricos en materia organica y con pH neutro
(Watt, 1975; Fersini, 1976; Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2007).

En Colombia, el 4rea sembrada de hortalizas de hoja entre ellas la espinaca, es de alrededor de 12.850 ha, distribuidas
en los departamentos de la region central como Cundinamarca, Boyacd, Antioquia, Santander y Norte de Santander
(Departamento Administrativo Nacional de Estadistica [DANE], 2015). Sin embargo, como la produccién de espinaca es
baja respecto al total de hortalizas de hoja (alrededor de 200 ha cultivadas anualmente), no hay suficientes manuales de
manejo ni alternativas para solucionar problemas locales, especificamente los relacionados con el control de enfermedades
y plagas (Sanchez, 2017).

Con relacién a la nanotecnologfa, se aplica en la agricultura para el tratamiento de enfermedades de las plantas y en
el mejoramiento de la absorcién de nutrientes. Su uso puede reducir el empleo de pesticidas e insecticidas comerciales, lo
que mitiga el impacto ambiental de esta actividad (Rai; Ingle, 2012). Uno de los materiales con mayor potencial para este
tipo de usos es la plata (Ag), por sus caracteristicas antimicrobianas (Wiesner; Lowry; Dionysiou; Biswas, 2006), mientras
que el di6xido de titanio (TiO,), se perfila como un candidato viable por su biocompatibilidad y su actividad fotocatalitica
(Osborne et al., 2013).

En este trabajo se evalud el efecto de la inoculacién de suspensiones de NPs de TiO,-Ag en semillas de espinaca, a
través del seguimiento y monitoreo de medidas morfoldgicas y de la actividad fotosintética.

Materiales y métodos
Sintesis y caracterizacion del TiO -Ag

El TiO,-Ag se obtuvo a través del método sol-gel, este método es una ruta quimica que permite la fabricacién de materiales
amorfos y policristalinos a temperatura ambiente. Se inicia con la sintesis de una suspension coloidal de particulas sélidas
en un liquido (sol), que después de un proceso de hidrélisis y condensacién se transforman en un material sélido lleno
de solvente (gel). Este se evapora del gel para obtener la muestra en forma de polvo. En este caso, se mezclaron 33 mL de
metanol (Merck), 5 mL de titanio bis (acetylacetonate diisopropoxide) (Sigma-Aldrich) al 97 % y 0,04 g de nitrato de plata (Sigma-
Aldrich) al 99 % en un beaker con agitacién constante hasta obtener una dilucién completa del nitrato de plata. Después la
mezcla se vertié en una caja de Petri manteniendo la agitacion. Luego, se preparé una mezcla de agua destilada y metanol
de la que se afiadieron 2 mL gota a gota a la caja de Petri y se continud la agitacién durante 5 min. Finalmente, el producto
se dejo secar a temperatura ambiente hasta obtener un sélido que se macerd y se sinterizé a temperaturas de 300, 400, 500 y
600 °C durante 1 h. Después de cada tratamiento térmico las muestras se caracterizaron mediante Difracciéon de Rayos X
(DRX).
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Se eligié el método sol-gel para la fabricacién de las NPs de TiO,-Ag, debido a que es relativamente econémico,
realizable en un menor tiempo, amigable con el medio ambiente y seguro. De igual forma, permite la observacién de la
formacién del gel y la ventaja de que es posible manipular el tamafio de grano y sintetizar material en polvo de alta pureza.
Este es uno de los métodos que permite producir estructuras homogéneas a escalas finas (nm) y se ha posicionado dentro
de las rutas quimicas para la generacion de material inorgénico avanzado de alta tecnologia (Hench; West, 1990; Morales;
Moran; Quintana; Estrada, 2009).

Inoculacién de semillas de espinaca

Las semillas de espinaca (Spinace oleracea) se sumergieron en suspensiones de NPs de TiO,~Ag en agua destilada, previamente
sometidas a ultrasonido por un periodo de 3 h. Los tratamientos se hicieron en cajas de Petri durante 3 d, a una temperatura
promedio de 17 °C con periodos alternos de exposicién luminica natural, utilizando concentraciones de 0,25, 2,4 y 6 % de
NPs de tamarios de 7, 8, 10 y 26 nm. Después de este proceso, las semillas se dejaron sobre papel adsorbente con riego diario
hasta su germinacion y se trasplantaron en un sustrato hidropénico para su cultivo bajo condiciones de invernadero. La
altura de las plantas se registré diariamente durante 16 dfas.

Actividad fotosintética

La Razén de Evolucion de Oxigeno (REO) liberado en el proceso de fotosintesis, se midi6 con la técnica fotoactstica (FA),
que forma parte de un conjunto de métodos experimentales que se conocen como fototérmicos, en los que periédicamente
se inciden pulsos de luz sobre la muestra, cuya energia es absorbida parcialmente y transformada en calor, de tal forma, que
la temperatura de la muestra, y por lo tanto, la presién del aire adyacente, cambian con la misma frecuencia de la radiacién
incidente. El sonido que se genera puede ser captado por un micréfono y se conoce como sefial FA; teniendo en cuenta que
durante este proceso pueden suceder fenémenos fotoquimicos como la fotosintesis, la contribucién se suma a la sefial FA.
Esto permite la determinacién de la actividad fotosintética usando una celda FA.

En el montaje experimental, la hoja de la planta viva se colocd sellando la cavidad de la celda y se le hizo incidir luz roja
pulsada sobre su haz, mientras que por el envés se irradié temporalmente con una luz blanca para saturar el proceso de la
fotosintesis cada 30 s. La sefial FA se adquirié a través de un amplificador “lock-in” SR830 y se registré en funcién del tiempo
a través de una interfaz y un computador. El efecto fotoactstico se produce cuando la radiacién modulada es absorbida
por la hoja de espinaca, pero la intensidad del sonido no depende solamente de las caracteristicas dpticas y térmicas, sino
también de la generacién periddica de oxigeno. Por ello, de las curvas que se obtienen saturando el proceso de fotosintesis
se determina el porcentaje de oxigeno a generar periddicamente. De igual forma, como la fisiologfa de las plantas es afectada
por las condiciones de cultivo, con esta técnica se puede evaluar la influencia que tiene un tratamiento determinado a través
del monitoreo de la actividad fotosintética.

Resultados y discusion
Caracterizacion con Difraccion de Rayos X (DRX)

Se analiz6 la estructura de las NPs de TiO,-Ag utilizando DRX en el rango de 20 entre 20 y 80°. Es una de las configuraciones
mas utilizadas para muestras policristalinas en forma de polvo, de peliculas delgadas o multicapa, llamada geometria
Bragg-Brentano (Quiroz, 2014). En los difractogramas se observé que los picos de difraccion de Bragg concuerdan con los
reportados por Hernandez (2010), indicando la presencia de TiO, en fase anatasa, lo que es favorable para la fotocatalisis
(Macias; Garcia; De La Torre; Chévez, 2000) y se observaron variaciones del ancho de los picos que dependen del tamaiio
promedio del cristal (Macak et al., 2007), el cual se estimé con la férmula de Scherrer (Villar; Bonilla, 2015). Por otro lado, los
tamarfios de grano de las muestras sinterizadas a 600, 500, 400 y 300 °C fueron de 26,0+0,6, 10,9+0,4, 8,3+0,4 y 7,3+0,1 nm,
respectivamente. Este comportamiento con el aumento de la temperatura de sinterizacion corresponde a un fenémeno de
coalescencia (Mosquera; Rosas; Debut; Guerrero, 2015).
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Crecimiento de las plantas

Los resultados de la medicién de la altura de las 10 plantas de espinaca de cada tratamiento se muestran en la Figura 1.
Se observé que las plantas tratadas con NPs de 7 nm, a una concentracién de 2 %, alcanzaron 89 % mas de altura que
las de control. Este resultado concuerda con el estudio realizado por Martinez (2015), quien encontré que la aplicacién
de concentraciones bajas de NPs de TiO, influye en el crecimiento y desarrollo de plantas de maiz, teniendo efecto en la
biomasa y la micromorfologfa, en funcién del tipo de NPs y de la concentracién aplicada. Por su parte, Yang et al., (2007),
suministraron NPs de TiO, en fase anatasa en el suelo, con concentraciones en el rango 2,5 - 40 g kg, y obtuvieron un
rendimiento promedio de la espinaca en un 95 % superior al control, lo que relacionaron con un efecto de optimizacién
en la fijacion de nitrégeno. Se ha demostrado que el TiO, incrementa la actividad de varias enzimas responsables de las
reacciones metabdlicas (Capaldi; Diniz; Moretto; Antunes; Zezzi, 2015) y facilita la absorcién de nutrientes, lo que mejora
la velocidad de germinacién, debido a que favorece la formacién de Acido Indol Acético (AIA) en las raices o brotes que
pueden incrementar el vigor de la semilla y el crecimiento de las plantulas (Krishnaraj; Ji; Harper; Yun, 2016).
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Figura 1. Altura promedio de las plantas de espinaca, a los 16 dias de haber sido sembradas, luego de la inoculacién con suspensiones de
nanoparticulas de diéxido de titanio incorporado con plata (NPs TiO,-Ag) con diferentes tamafios de particula y concentracion
Fuente: elaboracion propia

Aun cuando en este trabajo el contenido de plata en las suspensiones inoculadas fue bajo, se ha demostrado que este
elemento tiene propiedades antibacterianas, que inhiben el crecimiento de staphylococcus aureus, pseudomonas aeruginosa y
escherichia coli (Stockmann; Sherwin; Ampofo; Spigarelli, 2014), que afectan el crecimiento de las plantas y son reportados
como unos de los principales microorganismos causantes de enfermedades trasmitidas por alimentos (Figueroa; Navarrete;
Caro; Troncoso; Fatindez, 2002; Lujan, 2014; Ocafa de Jests et al., 2017).

Por otra parte, con relacion a la ecotoxicidad que se puede generar en el suelo por el empleo de NPs en la agricultura,
algunos autores han reportado repercusiones en la composicién microbiana, tales como generacién de desequilibrio
ecolégico y afectacion a la poblacién de bacterias promotoras de crecimiento, fundamentales en la produccién agricola.
Las NPs pueden causar lisis celular, produccién de especies de oxigeno reactivas en ubicacién intracelular, produccién
de estrés oxidativo, lesiones del Acido desoxirribonucleico (ADN), alteracién de los mecanismos de transporte a través de
las membranas y desnaturalizacién de biomacromoléculas (Shah; Belozerova, 2009; Fang; Shan; Wen; Lin; Owens, 2009;
Nowack, 2009; Somasundaran; Fang; Ponnurangam; Li, 2010; Gutarowska; Skora; Zduniak; Rembisz, 2012). Sin embargo,
se ha concluido en la mayorfa de estudios que la ecotoxicidad de las NPs depende de las concentraciones utilizadas (Zhang;
Niu Yan; Cai, 2011; Gutarowska ef al., 2012). Por ello, en este trabajo la inoculacién de las NPs se hizo directamente en las
semillas y se evité el depdsito NPs en el suelo y aunque existen reportes que confirman que tanto las NPs de TiO, como
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de plata, a bajas concentraciones y tamarios de particula no son toxicas para el ser humano (Weir; Westerhoff; Fabricius;
Hristovski; Von Goetz, 2012; Vladimir, 2012), es necesario hacer estudios correspondientes con las plantas tratadas antes de
definir el uso del producto en campo.

No obstante, es necesario resaltar que el TiO, ha sido aprobado para el consumo humano desde 1960 por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos, y posteriormente en Europa por el Comité Cientifico en
Alimentos bajo la nomenclatura E171 (FAO; Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2011). Actualmente El Instituto
Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo (INSHT) de los Estados Unidos recomienda limites de exposicién en relacién
con las particulas extrafinas de TiO,: 0,3 mg/m’ para NPs de TiO, (< 100 nm), frente a 2,4 mg/m’ para particulas finas (> 100
nm) (El Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo [NIOSH], 2011).

Razén de Evolucion de Oxigeno (REQ)

El comportamiento de la amplitud de la sefial FA proveniente de las hojas de las plantas se muestra en la Figura 2. Estas
curvas son el promedio de las mediciones de 10 plantas, las cuales se escogieron al azar de los grupos de cada tratamiento
y fueron tomadas 20 d después de sembradas. En ellas se observé el componente fototérmico de la sefal, adicionada a la
correspondiente liberacién de oxigeno (componente fotobarica). Esta tltima dejé de contribuir cuando se hizo incidir la
luz blanca continua, ya que saturé el proceso fotosintético. Por lo tanto, se evidencié que al encender esta luz, la sefial cae
abruptamente y se restablece cuando se apaga. La REO se calcula como el porcentaje de decrecimiento o aumento de este
voltaje.
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Figura 2. Amplitud de la sefial fotoacustica en funcion del tiempo, correspondiente a las plantas de los tratamientos
con nanoparticulas de TiO,-Ag y del grupo control
Fuente: elaboracién propia
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La amplitud de la sefial se muestra en la Figura 3, en donde se evidencia que el comportamiento de ésta fue cercano
al del grupo control con la suspensién de tamafio promedio de 8 nm y concentracién de 2 %, mientras que con el mayor
tamario de particula (26 nm), el comportamiento de la sefial FA se alejé del de control, proporcionalmente con el aumento
de la concentracién. Es decir que las plantas reaccionaron de manera positiva al tratamiento con las NPs de tamafio menor
a 10 nm y concentraciones menores a 4 %, ya que no se ve afectado el metabolismo normal de la planta. Esto corresponde
a lo encontrado por Bradfield (2015), quien en su estudio demostré que la aplicacion foliar de 0,25 % de TiO, (2500 mg L)
aumento la biomasa de espinaca, lo que fue atribuido al aumento de la tasa fotosintética o al mantenimiento de la misma en
presencia del tratamiento.
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Figura 3. Razén de Evolucion de Oxigeno de las plantas del grupo control y de las tratadas con las nanoparticulas de TiO -Ag.
Fuente: elaboracién propia

Por su parte, Ze; Liu; Wang; Hong; Hong (2010), determinaron los mecanismos por los cuales las NPs de TiO, pueden
favorecer la fotosintesis, para ello, utilizaron como objeto de estudio arabidopsis thaliana. Las plantas fueron rociadas con 0,25
% de NPs TiO, y concluyeron que este compuesto puede inducir el aumento significativo de la expresion de los genes que
codifican para el complejo de captacion de luz Il (light harvesting complex II - LHCII), ya que las NPs podrian estar acelerando
la velocidad de transporte de los electrones de la cadena entera y la transformacién de la energfa luminosa en energia
electrénica. Asimismo, podrian promover la absorcién de la luz de cloroplastos.

Por tanto, se puede suponer que la fotosintesis de las plantas de espinaca también puede estar siendo influenciada
por la inoculacién de este fotocatalizador (TiO,), teniendo en cuenta que al incorporarse a la planta puede eventualmente
absorber luz solar, que excita a los electrones hasta ganar suficiente energfa para saltar de la Banda de Valencia (BV) a la
Banda de Conduccién (BC) y los portadores de carga generados pueden migrar a la superficie para reaccionar con moléculas
adyacentes. En soluciones acuosas, los huecos fotogenerados en la BV del TiO, forman radicales OH, mientras que los
electrones en la BC reducen el oxigeno disuelto (Kazuya; Tsuyoshi; Taketoshi; Akira, 2012; Quiroz, 2014). Estas especies,
en particular los radicales OH, tienen un alto potencial de oxidacién que acttia sobre el diéxido de carbono y el agua
(Ollis; Ekabi, 1993), lo que puede acelerar el proceso fotosintético. De igual forma, Hong et al., (2005) y Zheng et al., (2008),
indicaron que las propiedades de las NPs de TiO, para aumentar la capacidad fotosintética, provienen de su habilidad para
disminuir las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) en los cloroplastos de espinaca.

También, se ha comprobado que después de 24 h de exposicién a 4 mM (319 mg L) de NPs de TiO,, se incrementan los
niveles de Malondialdehido (MDA) en las raices de cebolla. El MDA es un indicador de peroxidacién lipidica porque es el
producto de la descomposicién de los poliinsaturados y 4cidos grasos que se encuentran en las biomembranas. Esto indica
que las NPs de TiO, a estas concentraciones aumentan la generacién de ERO que conducen a una mayor peroxidacion de
lipidos y estrés oxidativo (Ghosh; Bandyopadhyay; Mukherjee, 2010).

Asimismo, se ha determinado que el contenido de MDA en algas que crecen en contacto con las NPs de TiO, es
significativamente mayor al control. Esto muestra que las NPs de TiO, podrian imponer estrés oxidativo sobre las células
de algas, dependiendo la concentracién (Lin; Ji; Long; Yang; Wu, 2012). Por lo tanto, se considera que el TiO, en altas
concentraciones de mayor a 1 g/L que puede inducir estrés en las plantas, llegando a cambiar la estructura y constitucién
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de la pared y membrana celular (Liu; Lin; Zhao, 2013), lo que altera la eficiencia fotosintética, debido a las interacciones de
estas NPs con los fotosistemas, ya que la clorofila puede transferir energifa a las NPs (Olejnik et al., 2013; Rico; Peralta-Videa;
Gardea-Torresdey, 2015).

Conclusion

El tratamiento con nanoparticulas de TiO,-Ag en polvo con tamafios de particula entre 7 y 8 nm y a concentraciones entre
0,25 y 2 %, tienen un efecto positivo sobre el crecimiento de plantas de espinaca en condiciones de invernadero, sin alterar
drasticamente el metabolismo natural de la planta, ya que la razén de evolucién de oxigeno de las plantas tratadas es muy
similar a la de los individuos del grupo control.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede afirmar que tanto el tratamiento descrito, como el método de
medicién de este pardmetro fotosintético, tienen potencial para convertirse en herramientas para el mejoramiento de
cultivos y evaluacion de nuevos productos.
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