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Resumen

La cosecha y comercializacion del brécoli se realiza en momentos en que la
inflorescencia se encuentra en pleno desarrollo. La separacién de la inflorescencia de
la planta madre detiene el suministro de agua, hidratos de carbono provenientes de la
fotosintesis, otros nutrientes y hormonas, principalmente citocininas, las cuales
regulan el proceso de senescencia en la planta, retardandolo. Estos factores, sumados
a una alta tasa respiratoria conducen a una senescencia acelerada y rdpido deterioro
postcosecha del producto. Entre los principales sintomas de la senescencia en brdcoli
se destaca la ocurrencia de un amarilleamiento de la inflorescencia, consecuencia del
inicio del catabolismo de las clorofilas. Se produce degradacion de proteinas,
disminucién del nivel de azucares solubles y de reserva como el almidén, lo que
conlleva al inicio de nuevas vias de obtencién de energia como la proveniente de los
acidos grasos de membrana, por lo que las células van perdiendo la permeabilidad
selectiva de sus membranas. Asimismo, aumenta el nUmero de especies reactivas de
oxigeno y disminuye el poder antioxidante.

Dada la importancia de los hidratos de carbono en el inicio de la senescencia y
la variacidén existente en el contenido de los mismos en la planta a lo largo del dia,
dependiente de los ciclos de luz/oscuridad, en el presente trabajo de tesis doctoral se
estudié el efecto de la cosecha a diferentes horas del dia (8, 13 y 18 h) sobre la
senescencia postcosecha. Se encontraron diferencias en el cambio de color, contenido
de clorofilas y de azucares solubles, asi como también en la expresion de genes
relacionados al catabolismo de clorofilas. Las muestras cosechadas a la tarde
mantuvieron mayores contenidos de clorofila, lo que se reflejé6 en el mantenimiento
del color verde por mas tiempo, lo que correlaciond con una menor expresién de
genes relacionados a la degradacién de clorofila como BoCLH2, BoPPH y BoPaO. Las
muestras cosechadas tardiamente fueron las que mostraron mayores niveles de
almidén y una disminucion menos marcada en el nivel de azucares solubles. La
actividad de enzimas relacionadas tanto al catabolismo de sacarosa como de almidén

fue superior en las muestras cosechadas a las 18 h sélo en el dia inicial, y se



mantuvieron sin diferencias entre las muestras cosechadas a diferentes tiempos
durante el almacenamiento.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, y para determinar el efecto de
los azucares sobre la senescencia, se realizaron ensayos con un suministro externo de
glucosa y sacarosa en brdcolis cosechados por la mafiana. Se hallé que las muestras
tratadas mantuvieron un nivel de azlcares mas alto hacia el final del periodo
postcosecha, manteniendo el color verde por mas tiempo, a la vez que retuvieron
mayores niveles de clorofilas, contenido de fenoles y antioxidantes.

Se estudiaron también diferentes métodos aplicados en postcosecha para
retardar la senescencia, como ser las atmdsferas modificadas (AM), tratamientos
térmicos (TT) y con 1-metilciclopropeno (1-MCP), de modo de evaluar su efecto sobre
la actividad de enzimas involucradas en la degradaciéon de almiddn y sacarosa.

Se encontrd un retraso en el amarilleamiento de las muestras almacenadas en
AM, las tratadas térmicamente y aquellas a las que se les aplicé 1-MCP, respecto de las
utilizadas como controles. Estas ultimas mostraron un descenso mds acelerado en el
contenido de azucares, con mayor actividad invertasa y sacarosa sintasa durante el
periodo almacenamiento, y con una menor actividad B-amilasa hacia el final de dicho

periodo.
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Introduccion General




Generalidades Bracoli

Clasificacion taxonomica y descripcion botdnica

El brécoli es una hierba perenne de aproximadamente 60 cm en estado maximo
de desarrollo, perteneciente a la familia de las Brassicaceae, anteriormente
denominada Cruciferae (Cruciferas) debido a la forma de las flores, con 4 pétalos

diagonalmente opuestos en forma de una cruz.

Clasificacion

Subdivisidn: Angiospermas

Clase: Dicotiledénea

Orden: Brasicales

Familia: Brasicaceas

Género: Brassica

Especie: oleracea

Variedad: Italica

Nombre trinomial: Brassica oleracea L. var. itdlica

El brécoli comparte la misma familia que Arabidopsis thaliana, la especie
modelo para el estudio de la fisiologia vegetal, con una similitud en las secuencias de
nucleétidos de 87 % en ambas especies. Las hojas del brdcoli son grandes, glabras y

presentan nervaduras centrales muy notorias.

La superficie foliar esta recubierta de ceras epicuticulares que dificultan el mojado,

causando el escurrimiento del agua, y otorgan el color verde azulado opaco comun en



la especie. La raiz es pivotante con raices secundarias y superficiales. El drgano de
interés, es la inflorescencia inmadura (pella), de color verde debido a los sépalos que

encierran la flor inmadura, que se sienta sobre un pedicelo y éste se inserta sobre el

pedunculo.

Flores unidas a los pedunculos
mediante pedicelos

> Pedinculos

Figura 1. Esquema de una inflorescencia donde se observa la ubicacion de las flores, sus

sépalos, pedicelos y pedunculos.

Debido al fenémeno de autoincompatibilidad, la variedad presenta polinizacién
cruzada entomofila (principalmente abejas y moscas). Con las otras variedades
botanicas de la especie se cruza libremente, y algunos autores sostienen que por su
estructura floral mds simple, el brdcoli seria el progenitor de la coliflor. El fruto es una

silicua cilindrica, dehiscente y glabra.

Historia del cultivo

El origen del brdcoli o brécol se asienta en los paises con climas templados a
orilla del Mediterraneo oriental, en Oriente Proximo. La Peninsula de Anatolia, Libano

o Siria serian el lugar de origen de los primeros ejemplares de esta planta provenientes
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de una especie silvestre comun con las coles y coliflores, donde se la comenzé a
seleccionar por caracteristicas especiales al menos 2500 afios atras (Babula y col,,

2007).

Durante la época de dominio del Imperio Romano, esta hierba llegaria hasta la
Peninsula Italica donde fue cultivada para consumo. Pero seria mucho mas tarde, a
mediados del siglo XX, cuando su produccién se desarrollaria en Europa. Como
resultado de la seleccidn, dentro de B. oleracea se encuentran seis vegetales distintos,
conocidos colectivamente como coles. Incluyen la coliflor (B. oleracea ssp. botrytis L.) y
el brécoli (B. oleracea ssp. italica L.), con la inflorescencia mas elevada que la primera,
kohlrabi o colirrabano (B. oleracea ssp. gongylodes L.) con el tallo engrosado, kale (B.
oleracea ssp. medullosa Thell.) cuyas hojas centrales no forman una cabeza, repollo (B.
oleracea ssp. capitata L.) con las hojas alargadas y retorcidas recubriendo la yema
apical, y repollo de Bruselas (B. oleracea ssp. gemmifera DC) con numerosos brotes de

yemas laterales.
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Figura 2. Distintas formas de Brassica oleracea. a Brécoli (B. oleracea ssp. italica L.). b Coliflor

(B. oleracea ssp. botrytis L.). ¢ Kale chino (B. oleracea var. alboglabra). d Repollos de Bruselas
(B. oleracea ssp. gemmifera DC). e Repollo salvaje (B. oleracea var. silvestris). f Repollo (B.
oleracea ssp. capitata L.). g Kale rizado (B. oleracea var. sabelica). h Kohlrabi o colirrabano (B.

oleracea var. gongylodes). i Repollo savoy (B. oleracea var. sabauda).

Importancia econémica

En la actualidad su cultivo se extiende por Europa, diversas naciones asidticas,
sudamérica y Estados Unidos, el principal pais productor con una produccién mayor de

450.000 Tn/afio y un consumo per cdpita de 2,5 kg/afio.
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En Argentina, no hay registros confiables sobre el consumo de brécoli. Datos de
la década de los ‘80 indican sélo 0,5 kg/habitante/afio; pero durante el periodo
1990/95 los volumenes histéricos de ingreso al Mercado Central de Buenos Aires
crecieron un 265%, con un volumen de 2285,4 Tn en 1995 (Stoppani y col., 2000), y
manteniéndose en volumenes similares hasta el afio 2011 (comunicacidn personal,

Mercado Central de Bs. As.).

Valor nutricional

El drgano comestible es la masa de yemas florales y de finos peduinculos, que se
desarrolla en el extremo del tallo central y recibe el nombre de inflorescencia. Puede
producir otras inflorescencias laterales mas pequefias que salen de las axilas de las
hojas del tallo principal. La inflorescencia es de color verde oscuro, no esta cubierta

por hojas, y esta soportada sobre un tallo floral largo.

Tabla 1. Valor nutricional del brécoli por cada 100 g de producto comestible.

Proteinas 545¢g
Lipidos 03g
Glucidos 4,86¢g
Calorias 42
Vitamina A 3500 U.l
Vitamina B1 100 mg
Vitamina B2 210 mg
Vitamina C 118 mg
Calcio 130 mg
Fosforo 76 mg
Hierro 1,3mg

El brdcoli ha sido calificado como la hortaliza de mayor valor nutritivo por

unidad de peso de producto comestible. Su aporte de vitamina C, B2 y vitamina A es
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elevado; al igual que su contenido de minerales, particularmente calcio, fosforo e
hierro. Posee un alto contenido de antioxidantes, generado principalmente por la
vitamina Cy los compuestos fendlicos. Por otra parte, el brdcoli es un alimento bajo en

calorias y alto en fibras, adecuado para una dieta saludable (Latté y col., 2011).

Glucosinolatos

El brdcoli se caracteriza por poseer altos contenidos de glucosinolatos,
compuestos del metabolismo secundario con Sy N en su estructura. Los glucosinolatos
son glucésidos que se encuentran localizados en vacuolas. Ante un dafio en la planta
(corte provocado por un insecto por ejemplo) los glucosinolatos son liberados de las
vacuolas y se ponen en contacto con la enzima mirosinasa localizada en el citoplasma.
La mirosinasa cataliza la hidrolisis del azlicar generando un compuesto inestable que
se descompone en diversos volatiles, cuya funcidn es repeler insectos. Entre estos
volatiles se encuentran los isotiocianatos, metabolitos con capacidad anticarcinogénica
particularmente activos frente a cancer de colon/recto y prdéstata (Farnham y col.,

2004; Hayes y col., 2008).

En brécoli, el glucosinolato mas abundante es la glucorafanina, cuyas
concentraciones son variables entre distintos genotipos (Kushad y col., 1999; Liy col.,
2001). La hidrdlisis de la glucorafanina conduce a la formacion de sulforafano, un
isotiocianato que ha sido objeto de estudio en numerosos trabajos debido a que es un
potente inductor de enzimas detoxificantes y antioxidantes en mamiferos, protegiendo
contra de la formacion de tumores (Zhang y col., 1994). Los niveles de glucosinolatos
disminuyen generalmente durante la postcosecha, debido a la pérdida de integridad
de las membranas durante la senescencia, lo que provoca la mezcla de los
glucosinlatos con la mirosinasa. Por ello, el almacenamiento en frio y una alta
humedad relativa (98-100 %), asi como las atmdsferas controladas (CA) o atmdsferas
modificadas (MAP) son importantes para retardar dicha pérdida, por lo que se
considera que las condiciones de almacenamiento necesarias para mantener la calidad
del brécoli también lo son para mantener el contenido de glucosinolatos (Jones y col.,

2006).
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Fases del cultivo y requerimiento

En el desarrollo del brdcoli se pueden considerar las siguientes fases:
- De crecimiento: la planta desarrolla solamente hojas.

- De induccidn floral: después de haber pasado un numero determinado de dias con
temperaturas bajas la planta inicia la formacion de la flor; al mismo tiempo que esta
ocurriendo esto, la planta sigue brotando hojas de tamafio mas pequeino que aquellas

desarrolladas en la fase de crecimiento.

- De formacion de pellas: se desarrolla una pella en la yema terminal de la planta y, al
mismo tiempo, en las yemas axilares de las hojas comienza la fase de induccién floral
con la formacién de nuevas pellas, que seran bastante mas pequefias que la pella

principal.

- De floracidn: los tallos que sustentan las partes de la pella inician un crecimiento en

longitud, con apertura de las flores.
- De fructificacién: se forman los frutos (silicuas) y semillas.

El brdécoli es un cultivo que se realiza fundamentalmente durante las estaciones
de otoino e invierno. Para un desarrollo normal de la planta es necesario que las
temperaturas durante la fase de crecimiento oscilen entre 20 y 24 °C; para poder

iniciar la fase de induccién floral necesita entre 10 y 15 °C durante varias horas del dia.

En zonas donde las temperaturas bajan excesivamente, se cultivan variedades
tardias, de recoleccién a finales de invierno o principios de primavera. La humedad

relativa éptima oscila entre 60 y 75%.

Como todas las cruciferas, el brécoli requiere suelos con tendencia a la acidez y
no a la alcalinidad, estando el ptimo de pH entre 6,5y 7, con suelos preferentemente

de textura media.
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El cultivo parte de la siembra de la semilla en seedlings, luego se trasplanta a
campo cuando la planta llega a 30-35 dias en invernadero, con 5 a 6 hojas verdaderas,

tallo firme y volumen adecuado de raices.

El momento de cosecha éptimo considerado para el mercado fresco es cuando
la cabeza principal o inflorescencia tiene un tamafio ideal de 12 a 15 cm, con un grano
fino y compacto. En el caso de la cosecha para mercado de proceso, se retrasa el corte
hasta que la inflorescencia alcance mayor tamafio, antes del alargamiento del

pedicelo.

Senescencia

La senescencia es una de las posibles etapas finales del desarrollo de un vegetal
o una parte del mismo. Habitualmente se puede evidenciar por el amarilleamiento que
sufren los érganos verdes a causa de la pérdida de clorofila. Esta transformacion visible
es acompanada por activos cambios metabdlicos que resultan en la removilizacion de
nutrientes almacenados en los tejidos durante el desarrollo, para ser transferidos a
otras partes de la planta. En consecuencia, el principal propésito de la senescencia en
las plantas es la removilizaciéon y reciclado de nutrientes. La etapa final de este proceso
es la muerte del 6rgano en cuestion, aunque la misma es activamente retrasada de
modo tal que la planta logre reciclar la maxima cantidad posible de nutrientes

(Buchanan-Wollaston y col., 2003).

Los vegetales que son cosechados cuando su desarrollo no estd completo o su
crecimiento no ha finalizado, estdn sujetos a un estrés considerable debido a la
abrupta disrupcion en el suministro de energia, nutrientes y hormonas. Por ello, un
producto como el brécoli sufre una rapida senescencia durante su almacenamiento y
tiene una vida util muy corta. Muchos de los cambios observados en los vegetales
verdes durante el almacenamiento, como pérdida de clorofila, deterioro de la
estructura celular y finalmente, muerte celular, muestran similitudes con los cambios
observados durante el desarrollo de la senescencia en hojas. Page y col. (2001)

encontraron que durante la senescencia foliar ocurre la expresion de numerosos genes
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similares a los del brécoli en postcosecha, lo que indica que en ambos casos estarian

involucradas las mismas rutas metabdlicas que conducen a la senescencia.

La senescencia puede ocurrir naturalmente cuando un érgano o la planta
entera ingresan en una determinada etapa fisioldgica o puede ser inducida
prematuramente debido a condiciones ambientales adversas, entre las que se cuenta
la cosecha del vegetal. El proceso de senescencia se encuentra finalmente regulado de
manera tal que los elementos celulares sean desmantelados progresivamente,
permitiendo la removilizacion de nutrientes. La degradacién de clorofila es el primer
sintoma visible, pero al momento del amarilleamiento, una gran parte del proceso ya
fue llevado a cabo. La degradacion de proteinas y de ARN ocurre paralelamente a la
pérdida de la actividad fotosintética. La degradacion de dcidos nucleicos,
especialmente el ARN, provee una importante cantidad de fésforo y se lleva a cabo por

numerosas nucleasas cuya expresion se ve incrementada durante la senescencia.

Degradacion de clorofila. Una vez que la clorofila es liberada de los complejos
tilacoidales debe ser rapidamente degradada para evitar su fotoactividad vy
consecuente generacidén de radicales libres y lesion tisular. Se ha postulado que la
primera reaccion es la eliminacion del fitol catalizada por la clorofilasa.
Posteriormente, se produce la remocidn del idn central de Mg2+ por la Mg dequelatasa
(MDS) para generar feoférbido (Hortensteiner, 2006). Sin embargo, recientemente se
ha propuesto que en una primera etapa podria liberarse el Mg2+ de la clorofila por la
accién de una enzima desconocida generando feofitina, y luego hidrolizarse el fitol por
accion de una feofitinasa (Schelbert y col., 2009), conduciendo también a feoférbido.
La enzima clave en la ruta de degradacién parece ser la feofdorbido a oxigenasa (PaO),
que cliva el feofdrbido para producir RCCs (Red Chlorophyll Catabolites), logrando de
esta manera eliminar la fotoactividad de la clorofila pero también deverdizando el

tejido (Matile y col., 1999).

Degradacion de proteinas. Durante la senescencia se produce una importante
degradacion y movilizacidn de proteinas, la mayor parte de las cuales estan localizadas
dentro del cloroplasto. La disminucién del contenido de proteinas provoca a su vez una

acumulacién de aminodcidos libres y amoniaco si estos no son traslocados a otra parte
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de la planta. Numerosos trabajos han demostrado una intensa degradacidon de
proteinas del estroma vy los tilacoides del cloroplasto (Thomas y Donnison, 2000). Por
otra parte, se detecta la sintesis de nuevas proteinas, particularmente proteasas que
son direccionadas hacia vacuola y cloroplastos. A medida que la senescencia progresa,
el nivel de proteinas disminuye y la actividad proteasa aumenta (Coupe y col., 2003b).
Se cree que el rol primario de las proteasas durante la senescencia de la planta es la
removilizaciéon de nutrientes desde las células que mueren hacia tejidos en activo
crecimiento de la planta, aunque también se ha asociado a las proteasas en un papel
de mediadores en las sefiales de transduccién y como efectores de la muerte celular

(Beers y col., 2000).

Degradacion de lipidos. Durante la senescencia hay una disminucién en la
integridad estructural y funcional de las membranas celulares, lo que es el resultado
del metabolismo acelerado de los lipidos de membrana (Thompson y col., 1998). En el
momento de senectud de la hoja, el suministro de hidratos de carbono se ve
disminuido por el desmantelamiento del aparato fotosintético y ante la escasez de
produccién de azUcares, toma importancia la via del glioxilato para la obtencién de
energia necesaria para las restantes reacciones catabdlicas. Los genes que codifican
enzimas como fosfolipasas, acido fosfatidico fosfatasa, y todas aquellas involucradas
en la beta-oxidacion de los acidos grasos aumentan su expresion durante la
senescencia sugiriendo que dichas enzimas podrian estar involucradas en el
metabolismo acelerado de lipidos (Thompson y col., 1998). Es por ello que las enzimas
que llevan a cabo estas reacciones normalmente en los peroxisomas, estan presentes

también en hojas maduras (Graham y Eastmond, 2002).

Regulaciéon hormonal de la senescencia

El control hormonal de la senescencia esta dado por dos hormonas principales
de accién antagodnica: citocininas y etileno. Elevadas concentraciones de citocininas

retrasan la senescencia, mientras que la presencia de etileno la acelera.
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El efecto de las citocininas sobre la senescencia ha sido comprobado a través de
aplicaciones exdégenas de estas hormonas, o en plantas transgénicas con niveles
aumentados de citocininas enddgenas. En ambos casos, las inflorescencias de brdcoli
se mantienen verdes y no presentan sintomas de senescencia por un tiempo mas
prolongado (Gan y Amasino, 1997). Se ha demostrado que si las cabezas de brécoli son
sumergidas enteras en soluciones de 6-BAP durante la postcosecha, se produce una
clara inhibicion del proceso de senescencia, produciéndose un retraso en la
degradacion de proteinas y una inhibicién del incremento de asparagina, glutamina y

amoniaco (Downs y col., 1997).

El tratamiento con 6-BAP en broécoli inhibe la actividad clorofilasa, Mg-
dequelatasa y peroxidasa y el aumento de la expresidon de genes asociados a la

degradacion de clorofilas (Costa y col., 2005b; Blichert y col., 2011c)

Por otro lado, se ha demostrado que plantas expuestas al etileno presentan
senescencia acelerada (Pogson y col.,, 1995). La produccion de etileno puede ser
suspendida, inhibiendo las actividades enzimaticas de ACS (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico sintasa) y ACO (acido-1-aminociclopropano-1-
carboxilico oxidasa), generando un retraso en la aparicién de los sintomas de

senescencia (Chen vy col., 2008).

Dentro de los tratamientos quimicos postcosecha se destacan fuertemente las
aplicaciones de 1-MCP (1-metil-ciclopropeno). Este compuesto es un bloqueador
selectivo de los receptores de etileno, y puede ser utilizado como tratamiento para
retrasar la senescencia y la maduracion de frutos (Pogson y col., 1995; Gong vy
Mattheis, 2003). EL 1-MCP es un gas y actla ocupando los receptores de etileno,
inhibiendo por lo tanto la sefalizacidon de etileno y su accién (Blankenship y Dole,

2003; Chen y col., 2008).

Ademas del etileno y las citocininas, se ha demostrado que otras hormonas
participan también en la regulacion de la senescencia. El acido jasménico y el acido
abscisico son promotores mientras que las giberelinas tendrian un rol de inhibidores

del proceso (Kumar y col., 2008; Reinbothe y col., 2009; Li y col., 2010). Finalmente, se
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ha sugerido que la sefializacion mediada por azucares también podria jugar un rol

importante en el desarrollo de este proceso (Rolland y col., 2002).

Meétodos de conservacion y tratamientos postcosecha

El brécoli sufre un deterioro de la calidad muy rdpido durante la postcosecha a
causa de la senescencia acelerada, por lo que si se lo almacena a altas temperaturas
(20 °C) se torna amarillo luego de 3-4 dias (King y Morris, 1994). A esta pérdida de
calidad visual se le debe sumar la disminucién en el contenido de proteinas, hidratos
de carbono y acido ascdrbico (Nishikawa y col., 2003; Costa y col., 2005a). Los niveles
de glucosinolatos también disminuyen durante la postcosecha, reduciendo de esta

manera la calidad nutracéutica del producto (Jones y col., 2006).

El método mas comiunmente aceptado para conservar el brécoli es la
refrigeracidon, con una temperatura cercana a 1-2 °C y humedad relativa de 95 %.
Tambien se han evaluado estas estrategias alternativas para retrasar la senescencia de
modo de complementar los beneficios que aporta la refrigeracion. En este sentido,
diversos tratamientos postcosecha, tales como atmdsferas modificadas (Barth y col.,
1993), atmdsferas controladas (Hurst y col., 1996), tratamientos térmicos (Tian y col.,
1997), radiacién UV-C (Lemoine y col., 2007), aplicaciones de 1-metilciclopropeno (1-
MCP) (Ku y col., 1999), y luz visible (Blichert y col., 2011b), han resultado utiles para

retrasar la senescencia.

Atmosferas modificadas

Las atmdsferas modificadas (AM) se definen como el envasado de un producto
perecedero en una atmdsfera que ha sido modificada logrando una composicién
diferente a la de aire (Al-Ati y Hotchkiss, 2003). Se diferencia de las atmaésferas
controladas (AC) en que en éstas Ultimas la composicidn del gas que rodea el producto
(N2, O y CO; principalmente) es mantenido en un valor fijo mediante monitoreo y

adiciéon de gases, mientras que en AM la composicién de la atmédsfera de
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almacenamiento no esta estrictamente controlada (Rodriguez-Aguilera y Oliveira,

2009).

La atmédsfera dentro del envase se puede modificar pasivamente por la
respiracion del producto y la permeabilidad selectiva a los gases del film que lo rodea.
La variacién en el cambio y la composicion final de los gases en el envase depende
tanto del producto como de la permeabilidad del material de envasado. Esta técnica
de AM tiene la desventaja de que puede requerir un periodo largo de tiempo de
almacenamiento para alcanzar la composicion 6ptima del gas, lo que puede acarrear
problemas importante en productos con vida util relativamente corta. Para superar
ese problema puede realizarse una modificacién activa de la atmdsfera, generando un
vacio e inyectando la mezcla de gas deseada en el envase. La desventaja de AM activa
respecto de AM pasiva son los altos costos en equipos y gases. Por su efectividad en el
mantenimiento de los atributos de calidad del producto y sus menores costos, el
empleo de las atmdsferas modificadas ha crecido en las ultimas décadas (Tark y

Ozcurt, 1994; Rojas-Grali y col., 2009).

Tratamiento térmico

El tratamiento térmico (TT) consiste en someter al material vegetal a un estrés
térmico leve sin llegar a una lesion permanente de modo que el producto reduzca su
velocidad de maduracién o senescencia y/o adquiera resistencia para futuras
situaciones de estrés. Se pueden utilizar metodologias tales como sumersién en agua
caliente (Tian y col., 1997) o tratamientos con aire caliente (Funamoto y col., 2002). El
TT reduce el metabolismo del vegetal en lo que refiere a sintesis de etileno,
respiracion, ablandamiento de tejidos y metabolismo de pigmentos, disminuyendo de

esta manera la tasa de maduracion y/o senescencia (Paull y Chen, 2000).

El TT es utilizado para reducir la incidencia del ataque de patdgenos y el
desarrollo de enfermedades, afectando directamente al agente patdégeno o induciendo

mecanismos de defensa en el vegetal (Ferguson y col., 2000).
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También se utilizan inmersiones en agua caliente para la desinfestacidon de
insectos (Couey, 1989), debido a que el agua caliente es un medio mas eficiente de
transferencia de calor respecto del aire. Finalmente, este tipo de tratamientos permite
reducir el dafno por frio en aquellas especies susceptibles durante el almacenamiento

refrigerado (Fergusony col., 2000).

Tratamientos con 1-metilciclopropeno (1-MCP).

El etileno es uno de los numerosos reguladores de crecimiento que afectan el
crecimiento y desarrollo, incluyendo la maduracién y senescencia (Abeles y col., 1992).
Es un alqueno simple que puede difundir dentro y fuera de los tejidos de la planta
desde fuentes enddgenas o exdgenas (Watkins, 2006). La produccion de etileno es una
parte esencial de la maduracién de frutos climatéricos, y puede afectar de un modo
importante la calidad de los productos cosechados de forma positiva o negativa, segun
el producto en cuestién. La aplicacion exdgena de etileno se realiza con fines
comerciales como la maduracidon de frutos (Vendrell y McGlasson, 1971), o la
inducciéon floral en ornamentales (Imanishi y col., 1994). Sin embargo, debido a su
efecto acelerador de la senescencia, la estrategia comercial mas comun en los
productos horticolas es evitar la exposicidn al etileno o minimizar la produccion y la
accion del mismo durante la cosecha, el almacenamiento y el transporte mediante el

control de la temperatura y la atmésfera (Watkins, 2006).

El 1-MCP es un inhibidor de la percepcion del etileno debido a su interaccién
con los receptores del mismo, a los que se une irreversiblemente y compite con el
etileno por los sitios de unién con una afinidad por los mismos aproximadamente 10
veces superior (Blankenship y Dole, 2003). Ello finalmente previene de las respuestas

en cascada dependientes del etileno (Sisler y Serek, 2003).

El compuesto normalmente se aplica a temperaturas de 20-25 °C. Aplicaciones
a menores temperaturas implica tener en cuenta mas factores como el tiempo y
concentraciones de aplicacion. Se debe tener en cuenta ademas, que en ciertos

cultivos no es efectivo, posiblemente debido a baja sensibilidad del producto al etileno
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(Jiang y col., 2002). En brdcoli, la aplicacién de 1-MCP produce mejor efecto a 20 °C

aunque también se encontré efecto a 5 °C (Ku y Wills, 1999).

Factores pre-cosecha involucrados en la calidad postcosecha

En general, la problematica postcosecha ha sido estudiada aisladamente de
todo aquello que implica condiciones y manejo durante el cultivo. Hay relativamente
pocos ejemplos en los que se estudia el efecto de factores pre-cosecha sobre el
comportamiento postcosecha de frutos o vegetales. Por ejemplo, en albahaca
(Ocimum basilicum), lechuga (Lactuca sativa L. “Ravita”), acelga roja (Beta vulgaris L.
var flavescens (Lam.) Lam) y rudcula (Eruca vesicaria spp. sativa) se encontré que
cosechando las hojas hacia la tarde se incrementé la vida util de las muestras respecto
de las cosechas a la mafiana, con menores niveles de carbohidratos (Lange y Cameron,

1994; Clarkson y col., 2005).

En brdcoli particularmente, los trabajos son practicamente inexistentes. Se ha
descrito, por ejemplo, que inflorescencias cosechadas de plantas sometidas a estrés
hidrico mostraron un retraso en el amarilleamiento y niveles superiores de citocininas.
Se ha sugerido que en momentos de escasez de agua, la raiz incrementa su volumen
para aumentar la superficie de exploracién, lo que a su vez favorece la sintesis de
mayores cantidades de dicha hormona, que luego de ser traslocada a la inflorescencia,
permitiria retrasar la senescencia durante la postcosecha (Wurr y col., 2002; Zaicovski

y col., 2008).
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Objetivos
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Objetivo general

Estudiar el rol de los hidratos de carbono en la senescencia postcosecha de brocoli.

Objetivos especificos

Capitulo I:
Estudiar el efecto del momento de la cosecha a lo largo del dia sobre la senescencia

durante la postcosecha de la inflorescencia de brécoli.

Capitulo II:

Estudiar el efecto del momento de la cosecha a lo largo del dia sobre la expresién de
los genes asociados a la degradacion de clorofila en brécoli: clorofilasa 1 (BoCLH1),

clorofilasa 2 (BoCLH?2), feofitinasa (BoPPH) y feofdrbido a oxigenasa (BoPaO).

Capitulo llI:

Estudiar el efecto del tratamiento con azlcares sobre la senescencia postcosecha de la

inflorescencia de brdcoli.

Capitulo IV:

Estudiar el metabolismo enzimatico de azucares en brdcolis cosechados a diferentes

horas del dia y en brécolis sometidos a diferentes tratamientos.
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Materiales y Metodologia
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Material vegetal, tratamientos y condiciones de almacenamiento

Cosechas a diferentes horas del dia

Las cabezas de brécoli (Brassica oleracea var. Italica cv. Iron) se obtuvieron de
una finca en los alrededores de La Plata, Argentina (34° 59'S y 58° 3'0). A diferentes
horas del dia, 8, 13 y 18 h, se cosecharon cincuenta cabezas de brdcoli en buen estado
fisiolégico y sin patologias. Luego, se llevaron inmediatamente al laboratorio, donde se
procesaron y se ubicaron en bandejas plasticas, una por cabeza, y se recubrieron con
PVC perforado para evitar deshidratacién excesiva. Las muestras se almacenaron en
oscuridad a 20 °C para acelerar la senescencia, durante 5 dias. Se tomaron muestras
periddicamente, se midid el color superficial, luego se cortaron y congelaron con

nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacidn.

Tratamientos con azicares en postcosecha

Se cosecharon cabezas de brécoli a las 8 h, se despojé de hojas el tallo y se las
ubico en recipientes sumergiendo la primera fraccion del tallo en solucion de 2 y 10%
de glucosa 0 2, 10 y 15% de sacarosa. Otras 15 cabezas se ubicaron en potes con agua
solamente para utilizarlas como controles. Las muestras se almacenaron en oscuridad
a 20 °C para acelerar la senescencia, por un periodo de 5 dias. Se tomaron muestras
periddicamente, se mididé el color superficial, luego se cortaron y congelaron con
nitrégeno liquido, y posteriormente se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién. En la

figura 1 se muestran las condiciones de almacenamiento mencionadas.

Tratamientos con 1-MCP

Se cosecharon cabezas de brocoli a las 8 hs, y se despojé al tallo de las hojas.
Las cabezas se ubicaron en recipientes plasticos y se almacenaron en un contenedor
hermético con una concentracién de 1-MCP de 1 ul I'* durante 16 h a 22 °C. Los
controles se colocaron en las mismas condiciones sin 1-MCP. Luego del tratamiento las

cabezas se almacenaron en oscuridad a 20 °C por un periodo de 5 dias. Se tomaron
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muestras periddicamente, se midid el color superficial, luego se cortaron y congelaron

con nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién.

Figura 1: almacenaje de las cabezas de brécoli en solucidn azucarada, en oscuridad y a

20°C.

Tratamientos térmicos

Se cosecharon cabezas de brécoli a las 8 h, se despojé de hojas el tallo y se
colocaron en bandejas y se recubrieron con film PVC para disminuir la pérdida de agua.
Se trataron las cabezas con aire caliente a 42 °C durante 3 h, en estufa con aire a
conveccion. Se utilizé el mismo numero de cabezas sin tratamiento a modo de control.
Luego de eso, se almacenaron las cabezas a 20 °C como se describe en el inciso
anterior. Se tomaron muestras a 0 h (inicialmente para las muestras control), luego del
tratamiento a 42 °C durante 3 h, y periddicamente durante el periodo de
almacenamiento. Se midié el color superficial, luego se cortaron y congelaron con

nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Tratamientos con atmdsferas modificadas

Se cosecharon cabezas de brdcoli a las 8 hs, se colocaron en bandejas plasticas
y luego se introdujeron en bolsas de polietileno de baja densidad (40 um de espesor,
20 cm x 30 cm) de forma individual y herméticamente cerradas. Se almacenaron en

oscuridad a 20 °C durante 5 dias como se indica previamente. El mismo nimero de
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cabezas fueron cubiertas con film PVC, utilizadas como controles y almacenadas en las
mismas condiciones. Se tomaron muestras periédicamente, se midid el color
superficial, luego se cortaron y congelaron con nitrégeno liquido y posteriormente se

almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Medicion del color superficial

El color superficial (sistema L* a* b*) fue medido con un colorimetro (Minolta
CR-400, Osaka, Japon) durante el periodo de almacenamiento. Se midid la reflectancia
uniformemente en distintos sectores de la inflorescencia, tomando 6 datos por cabeza.

El angulo Hue (h°) se calculé como:

h®=tan™(-(b/a)) cuandoayb>0, o
h@ = 180° + tan*(b/a) cuandoa <0y b > 0.

Determinacion del contenido de clorofila

Las muestras congeladas se molieron con un molinillo eléctrico. A continuacién,
se mezclaron 0,8 g del polvo de tejido obtenido con 5 ml de acetona:agua (80:20), se
homogeneizé y se centrifugd a 5000 x g durante 10 min. Se extrajo el sobrenadante y
se resuspendid el pellet en 3750 ul de acetona:agua nuevamente. Se centrifugé 10 min a
5000 xg; por ultimo se resuspendid el pellet en 1250 pl de acetona:agua y se centrifugd
durante 5 min. Se colectaron los sobrenadantes de las centrifugaciones, se completé el
volumen hasta 10 mly en el mismo se determind el contenido de clorofilas de acuerdo

a Lichtenthaler (1987):

Clorofila a: (12,25 x Abs 6632 nm) — (2,79 X AbS 646,58 nm)
Clorofila b: (21,5 x Abs 6468 nm) — (5,1 X AbS €632 nm)

El contenido de clorofila se expresé como ug por gramo de tejido fresco.
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Determinacion del contenido de azucares reductores y totales

Azucares totales.

El contenido de azlcares totales se determind segun el método de la Antrona-
sulfarico (66% v/v de H,SO4). En presencia del acido sulfurico, los hidratos de carbono
se deshidratan y se convierten en furfural o hidroximetilfurfural. Estos productos se
condensan con la Antrona y rinden compuestos coloreados. Dado que la intensidad del
color desarrollado durante la condensacidn es funcidn del contenido de carbohidratos
presentes en la muestra, dichos compuestos pueden cuantificarse por

espectrofotometria.

Preparacion del extracto: Se realizaron extractos con 2 g de brécoli congelado y
triturado en 12 ml de etanol, se centrifugaron a 16000 x g durante 15 min a 4 °C. Las
determinaciones de azUcares totales se hicieron sobre alicuotas de los extractos
etandlicos.

Preparacion del reactivo: la solucion stock 66% (v/v) de H,SO,4 se preparé agregando 330
ml de H,SO, con agitacién y enfriamiento externo sobre 170 ml de agua destilada. Se
disolvieron 0,25 g de Antrona (9,10 dihidro-9-oxoantraceno) en esta solucidn.
Determinacion: se prepard una mezcla de reaccién con 1 ml de solucién de Antrona + 150
pl agua + 20 pl extracto (diluido 1:3 en agua). Simultdaneamente se prepard una curva de
calibracién utilizando glucosa como estandar en el rango de concentraciones 18-45
ug/ml.

Se calento luego en un bafio de agua a ebullicién durante 10 min, se dejo enfriando 20
min a temperatura ambiente en un bafio de agua y en oscuridad.

Se midid la absorbancia a 620 nm vy los resultados se expresaron como mg de glucosa

por g de tejido fresco.

Azlcares reductores.

Se utilizd el mismo extracto etandlico obtenido de acuerdo a lo descrito
previamente. Los azucares reductores se dosaron mediante el método de Somogyi-
Nelson. Los glucidos reductores, calentados en medio alcalino, reducen el ién cuprico

presente en el reactivo. El 6xido cuproso formado de esta manera, reduce el complejo
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arsénico-molibdico a éxido de molibdeno dando coloracidn azul, cuya intensidad de

color es proporcional a la cantidad de azucares reductores existentes en la muestra.

Procedimiento: se agregaron 60 ul del extracto (diluido 1:4), 1100 ul H,0 vy luego el
reactivo cuprotartarico en relacidon 200 pl reactivo A + 800 ul reactivo B (1A:4B); se
llevé a baio 100 2C, con un tiempo de incubacion de 10 min; se agregaron 500 pl del
reactivo arsénico-molibdico, se incubd durante 30 min y se leyd la absorbancia a 520
nm (Nelson, 1944). Simultdaneamente se prepard una curva de calibracion utilizando
glucosa como estandar en el rango de concentraciones 12-24 ug/ml. Los resultados se

expresaron como mg de glucosa por gramo de tejido fresco.

Determinacion de sacarosa, glucosa y fructosa por HPLC

Se obtuvieron los extractos etandlicos como se menciona en el punto anterior.
Para favorecer una mejor separacion de los azlcares y compatibilizar el solvente de la
muestra con el solvente de corrida del HPLC, luego de la extraccién se evaporé el
etanol para resuspender la muestra en una mezcla acetonitrilo/agua 70/30. Para la
separacion de los azucares se utilizdé un equipo de HPLC Waters, con una columna
Microsorb-MV NH, R0086700C5 (Varian), fase movil AcN/H,0 70/30, utilizando un
caudal de corrida de 1 ml/min. Para la cuantificacién se utilizé un detector de indice de

refraccion IR 2414 (Waters, USA).

Determinacion del contenido de almidon

El contenido de almiddn se midié mediante un método enzimatico adaptado de
Rose y col. (1991). Se homogeneizaron 0,6 g de muestra con 5 ml de una mezcla
metanol:cloroformo:agua (12:5:3 v/v/v) para remover azUcares solubles, pigmentos y
otros compuestos. EIl homogenato se centrifugd a 2200 x g durante 10 min y se
descarté el sobrenadante. Se repitié el procedimiento 3 veces hasta obtener un
sobrenadante claro. El residuo se llevé a sequedad por evaporacion en bafio de agua a
50 °C durante 2 h. Se agregé al residuo NaOH 0,1 M para solubilizar el almiddén y luego

se neutralizé con acido acético 0,1 N, ajustando el pH a 5,1. Luego se mezclaron 400 pl
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del extracto con 100 pl de solucidn enzimatica (a-amilasa 416 U/ml y amiloglucosidasa
2 U/ml) y se dejé en bafio de agua a 50 °C durante 23 h para lograr la digestidon
enzimatica. Finalmente se utilizé una alicuota de dicha mezcla de reaccion para medir
el contenido de glucosa, utilizando un kit enzimatico (glucosa oxidasa 10 U/ml y
peroxidasa 1 U/ml, Wiener Lab, Argentina). El contenido de almiddn se expresé como

mg por gramo de tejido fresco.

Determinacion de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante se determiné mediante la utilizacidn del radical libre
DPPH (Brand Williams y col., 1995). Este radical tiene un electrén desapareado y es de
color azul-violeta. En su forma radical, el DPPH* tiene una banda de absorcién a 515
nm la cual desaparece luego de la reduccion provocada por algin compuesto
antioxidante, decolorandose hacia amarillo palido.

Para obtener el extracto se tomd 1 g de tejido congelado molido y se colocé en
6 mL de etanol; se agitd 1 h a 4 °C; se centrifugd a 9000 x g 15 min, a 4 °C. El radical
DPPH* se prepard en una concentracion de 40 mg/l en etanol. Para la medida se
agregaron distintas cantidades de extracto (0, 25, 50, 75 y 100 ul), 1000 pl de solucién
de DPPH* y etanol hasta un volumen de 1300 pl se incubd 1,5 h a 20 °C vy se leyd la
absorbancia a 515 nm. El % de DPPH* remanente (%DPPH,.= 100 x (lectura a 515
nm/lectura a 515 nm inicial)) es inversamente proporcional a la carga de antioxidantes
en el extracto. Se denomina ECsgp a la concentracion de extracto que causa la
disminucién del 50% en la concentracién inicial de DPPH*, expresandose como poder

antioxidante como ECso " (a mayor DPPH remanente, menor poder antioxidante).

Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales

Se midié el contenido de fenoles totales mediante el método Folin-Ciocalteu
(FC). El ensayo de FC se basa en la transferencia de electrones desde compuestos
fendlicos hacia complejos de acidos fosfomolibdicos/fosfotingsticos, que a reducirse
generan un compuesto coloreado que se cuantifica espectrofotométricamente a 760

nm. La reaccién ocurre en un medio alcalino para facilitar la extraccidon de un electrén
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del fenolato. Aunque la reaccién de transferencia de electrones no es especifica de los
compuestos fendlicos, el proceso de extraccién desde el tejido elimina el 85% del acido
ascérbico y otros compuestos que causan interferencias. Para obtener el extracto se
procedid de igual forma que lo realizado en el caso de antioxidantes totales. Se
prepard una mezcla de reaccién con 150 pl de extracto, 1000 pl H,0, 200 pl FC (1:1 en
agua), luego de 3 min se agregaron a la mezcla 1500 pl de Na,COs 2% en NaOH 0,1 N,
se incubod 1 h y se leyd la absorbancia a 760 nm. Como patrén se utilizd solucién de

fenol en etanol. El resultado se expresé como mg de fenol por gramo de tejido fresco.

Determinacion de actividad Invertasa (beta-fructofuranosidasa) (EC 3.2.1.26)

Se tomaron muestras de brdcoli congeladas, se las sumergié en Ny(l) y triturd
mediante molinillo eléctrico; se tomaron 2 g de polvo de tejido y se mezclaron con 10
ml de buffer de extraccidn de la siguiente composicion: buffer Hepes-NaOH 25 mM, pH
7,5; PVPP 1% p/v; EDTA 4 mM; Cisteina 10 mM; MgCl, 10 mM. Se dejé el homogenato
en agitacion durante 30 min. Se centrifugé en frio a 13.000 rpm durante 10 min y se
tomdé el sobrenadante que se utilizé para determinar la actividad. Todo el
procedimiento se realizd a 0-4 °C.

Para la medida de la actividad se agregaron 200 ul de extracto, 200 ul de buffer
(Acetato de Sodio 50 mM pH 6,0) y 200 pl del mismo buffer con sacarosa 50 mM. Se
incubd durante 3 h a 35 °Cy se frend la reaccion calentando a 100 °C durante 5 min.
Posteriormente se tomaron 20 pl de la mezcla y se agregaron 1000 ul del reactivo
enzimatico del kit para determinar la glucosa (glucosa oxidasa 10 U/ml y peroxidasa 1
U/ml, Wiener Lab, Argentina). Se incubd 5 min a 37 °C y se leyd la absorbancia a 505
nm. La actividad enzimatica se expresé como unidades relativas al valor obtenido en la
cosecha de las 8 h en los ensayos de las tres cosechas, y relativas al dia cero (dia de la
cosecha) para el ensayo de tratamentos con atmdsfera modificada, tratamiento

térmico y con 1-MCP.
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Determinacion de actividad B-amilasa (EC 3.2.1.2)

Se tomaron muestras de brdocoli congeladas, se las sumergido en Ny(l) y se
trituraron mediante molinillo eléctrico. Se procedié a extraer la enzima y determinar la
actividad B-amilasa de acuerdo a las instrucciones del kit Betamyl Method
(Megazyme). Aproximadamente 0,7 g del tejido triturado se homogeneizaron en
presencia de buffer tris/EDTA pH 8, con cisteina-HCI. Se dejé extrayendo 1 h (en frio,
para disminuir la protedlisis debido a las proteasas) agitando 3 veces durante este
periodo. Se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min en frio. Se tomaron 200 ul del
sobrenadante y se mezclaron con 600 pl de buffer de dilucién pH 6,2 (MES 0,1 M,
EDTA 1 mM, BSA 1mg/ml). Se preacondicionaron 300 pl del extracto diluido y 100 ul de
sustrato especifico (con p-nitrofenil-B-D-maltotridsido o PNP-BG3) a 40 °C durante 5
min. Luego se tomaron 100 ul del extracto y se le adicionaron 100 ul del sustrato
especifico, con B-glucosidasa. Se dejo incubar 3h a 37 °C. En esta etapa se producen las

reacciones:

PNP-B-G3__F2msa o maltosa + PNP B-G (p-nitrofenil-B-D-glucosa)

PNP-B-G P8l | glucosa + PNP (p-nitrofenol)

La reaccidn se frend con Trizma base 1% p/v pH 8,5 y se midid el PNP producido
a 400 nm. La actividad enzimatica se midié como unidades Betamil-3, definiéndose una
unidad como la cantidad de enzima (en presencia de exceso de PB-glucosidasa)
requerida para remover 1 umol de p-nitrofenol del PNP-B-G3 en las condiciones del
ensayo. Como en el caso anterior la actividad se expres6 como unidades relativas al
valor obtenido en la cosecha de las 8 h en los ensayos de las tres cosechas, y relativas
al dia cero (dia de la cosecha) para el ensayo de tratamentos con atmodsfera

modificada, tratamiento térmico y con 1-MCP.
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Determinacion de actividad Sacarosa Sintasa (EC: 2.4.1.13)

Se tomaron muestras de brdocoli congeladas, se las sumergido en Ny(l) y se
trituraron mediante molinillo eléctrico. Se midié 1 g de tejido y se homogenizd con 5
ml de buffer de extracciéon (Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,5, PVPP 1% p/v, EDTA 4 mM,
cisteina 10 mM, MgCl, 10 mM).

Se dejdé 40 min en agitacién a 4 °C, luego se centrifugd en frio a 13.000 rpm, durante 10
min.

Se extrajo el sobrenadante y se analizo la actividad de la enzima segun Vassey (1989),
con leves modificaciones. Se mezclaron 140 ul extracto + 350 pl UDP 5 mM (en buffer
pH 7,5) + 233 ul sacarosa 0,5 M + 270 pl Hepes 50 mM. Se dejé la mezcla en reaccién
durante 3 hy se frend la misma hirviendo durante 5 min (bafio agua 100 °C).
Finalmente se midid la cantidad de fructosa liberada mediante el método del acido
dinitrosalicilico (DNS, Miller, 1959). Como en el caso anterior la actividad se expreso
como unidades relativas al valor obtenido en la cosecha de las 8 h en los ensayos de las
tres cosechas, y relativas al dia cero (dia de la cosecha) para el ensayo de tratamentos

con atmdsfera modificada, tratamiento térmico y con 1-MCP.

Extraccion de ARN total

Se extrajo ARN total mediante la utilizacion de columnas de separacion
proveidas por kits de extraccion (RNeasy plant mini kit, Qiagen). Se tomaron muestras
de brdcoli congeladas, se las sumergid en Ny(l) y se trituraron mediante molinillo
eléctrico. Se pesaron 100 mg de tejido y se procedid a la extraccion del ARN. Al tejido
congelado se le adicionaron 450 ul de Buffer (RLT, conteniendo B-mercaptoetanol y

tiocianato de guanidina, desnaturalizantes de ARNasas).
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Hora de cosecha: 8 13 18

Figura 2. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes de ARN de muestras de

brdécoli cosechados a diferentes horas del dia (8 h, 13 hy 18 h).

Se transfirio el homogenato a una columna para la filtracion de restos de tejido.
Se centrifugd a 10000 xg a temperatura ambiente durante 2 min. Luego se extrajo el
sobrenadante y se le agregaron 0,5 voliumenes de etanol 96-100%. Se homogeneizd, se
agregd a una columna de separacion y se centrifugd a 10000 xg durante 30 s y se
descarté el sobrenadante. Para el lavado de la columna, se agregaron a la columna 700
ul de buffer (RW1, con guanidina y etanol), se centrifugd a 10000 xg 30 s, se descarté
el sobrenadante y se agregaron 500 ul de buffer (RPE, con etanol).

Se centrifugd nuevamente a 10000 xg durante 30 s y se descartd el
sobrenadante. Se repitié el procedimiento y se centrifugd nuevamente 2 min para
eliminar rastos de buffer con etanol que interfiera en futuras reacciones. Finalmente,
se colocd la columna en otro tubo, se agregaron 40 ul de H,O libre de ARNasas y se
centrifugé a 10000 xg durante 1 min para eluir el ARN. Las muestras de ARN obtenidas

se conservaron a -80 °C (figura 2).

Anadlisis de ARN total

Para confirmar la integridad del ARN extraido, cada muestra de ARN total (1 pl)
fue analizada por electroforesis en geles desnaturalizantes que contenian 1 % p/v de
agarosa, 1 % v/v de formaldehido y MOPS 1 X. Previo a su siembra, las muestras se
desnaturalizaron durante 10 min en una mezcla que contenia MOPS 1 X, formamida 50

% v/v, formaldehido 20 % v/v y bromuro de etidio 0,3 pug ul™. La muestra se incubd a
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65 °C durante 10 min y se agregaron 3,5 ul de buffer muestra para ARN 6 X (glicerol
50% p/v; EDTA 1 mM; azul de bromofenol 0,4 % p/v; xilencianol 0,4 % p/v). Por ultimo
las muestras se sembraron en el gel previamente preparado y se utilizéd la
electroforesis a voltaje constante (90 V) en buffer MOPS 1X. Llas bandas
correspondientes a los ARNr se visualizaron mediante un transiluminador de luz UV y
la presencia de bandas discretas permitié determinar la integridad del ARN extraido.
Una vez chequeada la integridad del ARN, se procedid a su cuantificacion en
espectrofotémetro a 260/280 nm y 260/230nm, mezclando una alicuota de 1 pl RNA
en 49 pl H,0. El resultado se expresé en pg/ul.

Purificacién del ARN

Para eliminar una posible contaminacion con ADN gendmico, se realizd un
proceso de tratamiento enzimatico y purificacion. Para ello, se tomaron 4 pug de ARN
total, se agregaron 3 pl de la enzima RQ1 DNAsa (1 U. I, Promega), 1 pl buffer y agua
destilada csp 10 pl. Se incubd la muestra a 37 °C por 30 min, se agregaron 90 ul de H,0
(mQ estéril) y 100 pl de cloroformo:octanol (24:1). Se agité y centrifugé 10 min a
12000 rpm a temperatura ambiente. A continuacidon se paso el sobrenadante de la fase
acuosa a otro tubo y se agregaron 200 ul de etanol y 20 ul de AcNa 3M. Se dejo
precipitando 1h a -80 °C y se centrifugdé 20 min a 12000 rpm en frio (4 °C). Se descarté
el sobrenadante, se lavé el pellet con 200 pl etanol 70% y se centrifugd durante 10 min
a 12000 rpm en frio (4 °C). Se descarté el sobrenadante, se secé al vacio el alcohol
remanente y se resuspendio el pellet en 15 pl de H,0 (mQ estéril). A continuacion, se
cuantificd la muestra en espectrofotdmetro mezclando una alicuota de 1 pl RNA
purificado en 49 ul H,0.

Para chequear la posible presencia de algun remanente de ADN en la muestra,
se realizd una prueba de PCR. Para ello, se tomaron 0,5 pl de ARN, se agregaron 2,5 ul
buffer, 1,5 ul MgCl,, 0,5 ul dNTPs, 1,25 pl cebadores r (reverse), 1,25 ul cebadores f
(forward), 17,37 ul H,0, 0,125 ul Taqg (polimerasa). Se llevé a termociclador (BioRad,
USA) y se utilizé el programa: 4 mina 94 °C...45sa 94 °C..45sa 70 °C..45sa 72 °C...
...7 mina 72 °C...tiempo indeterminado (=) a15 °C (94, 70 y 72°C = 25 ciclos).

Tiempo aproximado: 1 h 30 min.
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A continuacion, se tomaron 15 pl de la mezcla y se hizo una corrida en gel de agarosa
0,5 g en 43 ml H,0, con patrones desde 50 hasta 1000 pb (PB-L Ladder 50pb plus). Se
chequed la ausencia de bandas nitidas de productos de PCR amplificados lo que indico
gue el tratamiento fue correcto. La muestra de ARN se utilizd inmediatamente para

las reacciones de transcripcion reversa.

Transcripcion reversa

A partir del ARN purificado, se obtuvo el ADN complementario (ADNCc)
realizando una reaccién de transcripcién reversa mediante la enzima M-MLV (Moloney
Murine Leucemia Virus reverse transcriptase, Promega). A 2 ug de ARN purificado se le
agregaron 0,15 pl de hexdmeros (Random primers, Biodynamics) y agua destilada csp
18,55 pl. Se incubd la mezcla a 70 °C durante 10 min, luego se dejé en hielo 5 miny
posteriormente se agregaron 0,3 pl de dNTPs (bases nitrogenadas, dATP, dCTP, dGTP
y dTTP), 5 ul de buffer de reaccién 5X (Tris-HClI 50 mM, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT
10 mM, pH 8,3) y 1 pl de enzima M-MLV (200 U pl™), llegando a un volumen final de 25
ul. La mezcla se incubd en termociclador a 38 °C durante 90 min y luego a 95 °C por 5
min para inactivar la enzima.

Para corroborar la generacién del ADNc por el procedimiento anterior, se
realizd un ensayo de PCR con las muestras tratadas como se indicé en el punto
anterior y luego se visualizé en electroforesis en gel de agarosa la presencia de bandas
nitidas de ADNc. Se utilizd como patrén de bandas de referencia un mix de fragmentos

PB-L Ladder 50pb plus (figura 3).
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DO D2 D3 D4
8h 13h 18h 8h 13h 18h 8h 13h 18h 8h 13h 18h PAT

Figura 3. Electroforesis de los fragmentos de ADNc amplificados por PCR para las muestras
cosechadas a distintas horas del dia (8, 13 y 18 h) y durante el periodo de almacenamiento

(DO, D2, D3 y D4). PAT: patrén de fragmentos de ADN doble cadena de 50 pb a 500 pb.

Reacciones de q-PCR en tiempo real

Luego del disefio de las secuencias de los cebadores y puesto a punto las
condiciones de amplificacion para la medida de la expresion por g-PCR (PCR
cuantitativa) de los genes asociados a senescencia involucrados en el catabolismo de
clorofilas (Tabla 4.1), se realizaron reacciones de PCR comparativa en tiempo real de
dos pasos (RT-qPCR) utilizando SYBR Green | como método de deteccidén, mediante un
equipo Mx3005P (Stratagene) y el kit FastStart Universal SYBR Green Master (Roche).
La mezcla de reaccién fue: 1 pul de muestra de ADNc y 9 ul de mezcla (master mix: 0,5
ul de cebadores f (forward) y de r (reverse) de cada gen a estudiar mas los de la actina,
3 ul H,0, 5 ul SYBR Green). Se utilizé un gen de actina de Brassica oleracea (Act ARNm
BoAct, AF044573) como gen normalizador (housekeeping) (tabla 1).

Se midid la expresion de los siguientes genes utilizando los cebadores y
condiciones indicados en cada referencia: BoPaO (feofdérbido a oxigenasa) (Gémez
Lobato y col., 2012); BoCHL1 (clorofilasa 1) (Blichert y col., 2011); BoCHL2 (clorofilasa
2) (Blichert y col., 2011); BoPPH (feofitinasa) (Blichert y col., 2011).
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Tabla 1. Nombres y secuencias de los cebadores utilizados.

Nombre Secuencia del cebador Gen a amplificar

BoCLH1 gFw | 5’ - AGACCCATCCATCAAGTTTTCAGC - 3’ | Clorofilasa 1

BoCLH1 gRv | 5’ - AGATTTCGGGATCGGTTCTTATGC - 3’ | (BoCHL1)

BoCLH2 gFw | 5’ - AGATGCCTGTTCTAGTTATTGG - 3’ Clorofilasa 2

BoCLH2 gRv | 5’ - CACGCTGGACCTTGACATTC - 3’ (BoCHL2)

BoPaO qFw | 5'- GCGAAATTCCCGTCCAGAGTCTC-3’ Feoférbido a

BoPaO qRv | 5°- TTATCTCCGCCGTGCTCTTCTTC -3’ oxigenasa (BoPaO)
BoPPH gFw | 5’ - AGAGGTTATCGGTGAGCCA - 3’ Feofitinasa

BoPPH qRv | 5’ - GACGAGATGAGGATGGG - 3’ (BoPPH)

BoAct gFw 5’-CCAGAGGTCTTGTTCCAGCCATC-3’ Actina

BoAct qRv 5'-GTTCCACCACTGAGCACAATGTTAC-3" | (BoAct)

El programa térmico utilizado para todos los ensayos fue el siguiente: 95 °C por
10 min; 40 ciclos de 95 °C por 30 s y 60 °C por 1 min, con medicién de fluorescencia al
final de cada ciclo de 30 s. Al final de cada programa se agregd el siguiente perfil
térmico para obtener una curva de disociacion, con el fin de evaluar los productos de
PCR formados y detectar una posible contaminacion: 95 °C por 1 min; 55 °C por 30 s;
95 °C por 30 s, con medicion de fluorescencia constante durante el cambio de
temperatura de 55 °C a 95 °C. Todas las medidas se realizaron al menos por triplicado y
se incluyeron controles sin molde, a fin de evaluar la presencia de contaminacidn con

material genético no deseado.

Diseno experimental y andlisis estadistico

La experiencia se diseiid de acuerdo a un disefio factorial, siendo los factores el
momento de la cosecha o los tratamientos y el tiempo de almacenamiento. Los
resultados se analizaron mediante un ANOVA y las medias se compararon usando el

test LSD y 0,05 de nivel de significacion (a).
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Capitulo I:

Efecto del momento de cosecha

sobre la senescencia postcosecha de
brocoli
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i. Introduccion

El brécoli es un vegetal altamente perecedero que presenta una senescencia
acelerada luego de la cosecha. Esto conduce a un deterioro del tejido y pérdida de
calidad nutricional y comercial (Page y col., 2001). La senescencia inducida que ocurre
en hojas y érganos cosechados, tal como las inflorescencias de brdécoli, muestran
diversas similitudes con los eventos que ocurren durante el transcurso de la
senescencia normal de las hojas. La degradacion de clorofila es el cambio mas notorio
visualmente, pero también se producen simultdneamente importantes pérdidas en
lipidos de membrana, proteinas e hidratos de carbono. Este conjunto de reacciones
catabdlicas provoca un deterioro de la estructura celular que conlleva a la muerte del
tejido o el 6rgano (Irving y Joyce, 1995; Page y col., 2001).

La produccion de carbohidratos a través de la fotosintesis es un proceso
fundamental en la vida de la planta, dado que éstos tienen la funcion de proveer
energia y esqueletos carbonados para la respiraciéon y los procesos biosintéticos,
ademas de intervenir en procesos osmoticos y como inductores en sefales de
transduccion y moduladores de la expresion de genes (Koch, 1996; Sheen y col., 1999;
Smeekens, 2000). Asi, se sabe que la glucosa regula un amplio rango de genes,
incluyendo los genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos, los de sefiales
de transduccién y los de transporte de metabolitos, ademas de numerosos genes de
respuesta al estrés como los de biosintesis y de transduccién de sefial del etileno, los
cuales se ven reprimidos por la accion de la glucosa (Price y col., 2004).

Las fluctuaciones diurnas en la radiacién solar influyen sustancialmente en los
niveles enddgenos de carbohidratos en hojas. El almiddn, la reserva de carbohidratos
mas abundante de la planta, se encuentra en dos formas: como almidéon de
almacenamiento y como almiddn transitorio. Durante el periodo de luz, los productos
inmediatos de la fotosintesis son el almiddn transitorio y la sacarosa, los cuales se
acumulan durante dicho proceso (Lu y col., 2005). La removilizacién y utilizacién de
estos carbohidratos se activa durante el periodo de oscuridad para proveer energia al

vegetal. Este proceso cesa al iniciarse nuevamente el periodo de luz, para dar
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comienzo a un nuevo ciclo de produccién y removilizacién de carbohidratos (Sicher y
col., 1984).

En los tejidos fotosintéticos, mdas de la mitad del carbono asimilado puede
almacenarse como almidén dentro del cloroplasto durante las horas de luz. Asimismo,
la sacarosa derivada de la fotosintesis es transportada via floema a los érganos destino
donde podra sintetizarse y almacenarse almidén (Grennan, 2006). Durante la
oscuridad, el almidén transitorio es degradado predominantemente por la via B-
amilolitica en glucosa y maltosa y posteriormente exportado al citosol, siendo éstas
las mayores formas de exportacién de carbono del cloroplasto durante la noche para
ser usado tanto para la sintesis de sacarosa como de fuente energética (Weise y col.,
2004). Si bien la cantidad de glucosa y de sacarosa es dependiente de la presencia de
luz, la cantidad de maltosa es regulada tanto por la luz como por el reloj circadiano (Lu
y col., 2005).

Un sinnumero de metabolitos presentan variaciones en su concentracion
durante el ritmo circadiano. En algunas especies se han detectado variaciones en los
niveles de antioxidantes a lo largo del dia. En Quercus ilex se describieron variaciones
en el contenido de ascorbato, glutation, tocoferoles y carotenoides en hojas expuestas
al sol durante los meses de invierno (Garcia-Plazaola y col.,, 1999). En espinaca
(Spinacia oleracea), se demostré que la concentracion de acido ascorbico total
también puede estar sometido a fluctuaciones diurnas (Kiyota y col., 2006). Por otro
lado, en Phaseolus vulgaris se hallé que la sintesis de clorofilas también esta regulada
por el ritmo circadiano (Argyroudi-Akoyunoglou y Prombona, 1996). Asimismo, la
expresién de genes que codifican para enzimas de diversas reacciones metabdlicas,
factores de transcripciéon y proteinas estructurales puede variar a lo largo del dia (Mas
y Yanovsky, 2009).

El estado fisiolégico en que se encuentra un vegetal puede influir sobre su
comportamiento durante la postcosecha, asi en diferentes productos estudiados se
detectaron diferencias en la tasa de senescencia segin el momento del dia en que se

realizd la cosecha (Lange y Cameron, 1994; Clarkson y col., 2005).
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ii. Objetivo

Estudiar el efecto del momento de la cosecha a lo largo del dia sobre la senescencia

durante la postcosecha de la inflorescencia de brécoli.

44



iii. Resultados y discusion

Los métodos para mantener el verdor de las cabezas usualmente implican
tratamientos postcosecha tales como refrigeracidon, atmdsferas modificadas o
controladas, tratamientos térmicos o radiaciéon UV-C (Toivonen, 1997; Jacobsson y
col., 2004; Ku y Wills, 1999; Costa y col., 2006). Sin embargo, los factores pre-cosecha
han recibido una escasa atencion sobre su efecto en la senescencia postcosecha. En
este sentido, y teniendo en cuenta las posibles variaciones del metabolismo durante el
dia, en el presente trabajo se analizé el efecto de la cosecha de brécoli a diferentes

horas sobre la senescencia postcosecha.

Color superficial

Las muestras de brécoli se cosecharon a diferentes horas del dia, alas 8, 13 y
18 h y se almacenaron en oscuridad a 20 °C. Como primera aproximacion para evaluar
el progreso de la senescencia se midid el color superficial durante el periodo de
almacenamiento (figura 1.1). El color es uno de los mayores atributos que afectan la
percepcion de calidad por parte del consumidor (Francis, 1995), y esa percepcion de
calidad cambia ante los primeros sintomas de senescencia del tejido vegetal. Al dia de
la cosecha, las muestras presentaron un color verde oscuro y valores similares de Hue

y L*, indicando uniformidad en el color superficial en todas las muestras.
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HUE

Dia 0 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Dias 20 °C
Figura 1.1. Cambios en el parametro Hue (Panel a) y el parametro L* (Panel b) en cabezas de
brécoli cosechadas a diferentes horas del dia (8, 13 y 18 h) y almacenadas a 20 °C. Letras

diferentes indican diferencias significativas al mismo tiempo de almacenamiento.

Hacia el dia 3 de almacenamiento, las muestras perdieron levemente el color
verde oscuro pasando a un verde claro con una disminucién poco pronunciada de los
valores de Hue, aunque no se detectaron diferencias entre las distintas muestras. A
partir de ese momento, las cabezas de brécoli cosechadas a las 8 h comenzaron a
tornarse amarillas y mostraron una mayor disminucién de los valores de Hue
comparado con las muestras cosechadas hacia la tarde. Las muestras cosechadas a las
13 h mostraron un comportamiento intermedio entre las muestras obtenidas a las 8 y

aquellas a las 18 h (figura 1.1 panel a).

Resultados similares se obtuvieron para el pardmetro L*. En este caso, mayores

valores de L* indican colores amarillos mas definidos. Como ocurre normalmente
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durante la senescencia del brdcoli, donde se incrementan los valores de L* durante el
almacenamiento postcosecha (Ren y col., 2005), desde el dia inicial hasta el final del
periodo de almacenamiento los valores de L* se incrementaron en todas las muestras.
Las cabezas cosechadas a las 18 h mostraron los menores incrementos en los valores
de L*, mientras que en las muestras de las 8 h se observaron los mayores valores
(figura 1.1 panel b). De acuerdo a los datos de color superficial, los materiales
cosechados hacia el final del dia prolongaron en aproximadamente un dia su vida util
en comparacidon a los cosechados al inicio del dia. Tomando como uno de los
pardmetros de calidad el mantenimiento del color verde, Clarkson y col. (2005)
lograron similares aumentos en la vida util de hojas de lechuga y remolacha cuando las
mismas fueron cosechadas hacia el final del dia, respecto de las hojas cosechadas a la

mafana.

Contenido de azucares simples y almidon

El desarrollo de la inflorescencia del brécoli esta asociado a numerosos cambios
metabdlicos que requieren energia provista por los azUcares. La cosecha interrumpe el
ingreso de nutrientes provenientes de la raiz y las hojas y desencadena la senescencia,
durante la cual se interrumpe la fotosintesis en los sépalos (Page y col., 2001). Ambos
hechos cambian significativamente los aportes de azlcares necesarios para el
mantenimiento de la integridad del tejido. En el presente trabajo, para evaluar la
incidencia del momento de cosecha sobre el nivel de aztcares en las inflorescencias, se
midio el contenido de azlcares solubles totales y reductores, asi como el contenido de
almiddén durante el almacenamiento postcosecha.

Durante la senescencia postcosecha, o como evento desencadenante de la
misma, ocurre una disminucién continua del nivel de azucares (King y Morris, 1994;
Chung y col., 1997; Coupe y col., 2003a).

Inmediatamente luego de la cosecha, el nivel de azlcares totales y reductores fue
similar en todas las muestras, tanto aquellas cosechadas a la mafiana como aquellas
obtenidas al mediodia y a la tarde (figura 1.2, paneles a y b). Durante el
almacenamiento, las muestras cosechadas a las 8 h mostraron una disminucion en el

contenido de azucares totales, mientras que las cabezas obtenidas a las 13 h
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mantuvieron el nivel de azlcares, mostrando una caida sélo después de 5 dias. En el
caso de las muestras cosechadas a las 18 h, se detectd un ligero incremento en el
contenido de azucares totales luego de 3 y 4 dias, con una disminucion hacia el dia 5,
aungue exhibiendo valores superiores a las muestras cosechadas a las 8 y las 13 h
(figura 1.2, panel a). Asi, durante el almacenamiento, las muestras obtenidas a las 18 h
tuvieron contenidos de azlUcares mayores que las muestras cosechadas a las 8 h desde
el dia 2 hasta el dia 5, mientras que las cabezas cosechadas a las 13 h tuvieron valores
intermedios, con excepcion del dia 5, cuando mostraron valores similares a las
muestras cosechadas a la mafana.

Un patron similar mostro el contenido de azucares reductores. Las muestras
obtenidas a las 8 h mostraron una importante disminucién durante los primeros tres
dias y luego se mantuvieron constantes. En el caso de las muestras obtenidas a las 13
h, el descenso fue menos pronunciado pero hacia el dia 5 mostraron niveles similares
de azlcares reductores respecto de las muestras obtenidas a las 8 h. En el caso de las
muestras cosechadas a las 18 h, mantuvieron niveles de azucares reductores similares
al dia inicial, disminuyendo solo hacia los dias 4 y 5, y mostrando valores superiores a
los de las cosechas anteriores durante todo el periodo de almacenamiento (figura 1.2,

panel b).
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Azlcares solubles totales
g.kg?

Azucares reductores
g.kg!

Almidén
g.kg*

S.D. S.D. S.D.

Dia 0 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5

Dias a 20 °C

Figura 1.2. Cambios en el contenido de azlcares totales (Panel a), azlcares reductores (Panel
b) y contenido de almiddn (Panel c) de las cabezas de brécoli cosechadas a diferentes horas del
dia durante el almacenamiento a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas al

mismo tiempo de almacenamiento.

Numerosos trabajos han descrito un descenso del contenido de azlcares
totales y reductores durante la postcosecha de brécoli (King y Morris, 1994; Irving y

Joyce, 1995; Downs y Somerfield, 1997; Tian y col., 1997; McKenzie y col., 2004). En
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estos trabajos se pueden observar diferencias en la tasa de descenso del contenido de
azucares. Si bien estas discrepancias pueden deberse a diferencias entre los cultivares
utilizados en cada trabajo, en muy pocos casos se especifica el momento de la cosecha,
un factor que habitualmente no es tenido en cuenta y que ademas puede variar de
acuerdo a diferentes practicas comerciales.

En este trabajo se analizaron también los cambios en el contenido de almidén.
En este caso se detecté un patrén completamente diferente al de los azucares
solubles. Las muestras presentaron importantes diferencias segun el momento de la
cosecha: al dia inicial, las que recibieron luz solar durante todo el dia (18 h) tuvieron
los contenidos de almidén mas altos, mientras que las cosechadas al momento de la
salida del sol (8 h) tuvieron casi tres veces menos (figura 1.2, panel c). En todas las
muestras el contenido de almidéon disminuyé durante el almacenamiento, pero las
diferencias entre las muestras cosechadas a las 8 h y a las 18 h se mantuvieron luego
de 2 dias de realizada la cosecha. La degradaciéon del almidén continud y alcanzo
niveles indetectables luego de tres dias de almacenamiento en todas las muestras.

La cosecha provoca una interrupcién del suministro de hormonas vy
carbohidratos proveniente de la planta madre, el tejido entra en senescencia y
finalmente cesa la fotosintesis en los sépalos. Sin embargo, para mantener la
integridad tisular durante la senescencia es necesario un suministro continuo de
fuentes carbonadas. El almidén es una de esas fuentes y por lo tanto se produce una
fuerte disminucién de su contenido luego de la cosecha (King y Morris, 1994; Tian y
col., 1997; McKenzie y col., 2004). En hojas de Arabidopsis, los azlcares reductores se
mantienen casi constantes durante el ciclo diurno, mientras que la sacarosa
incrementa levemente y el almidén en mucha mayor medida hacia el final del dia
(Blassing y col., 2005). El mantenimiento de un nivel superior de azucares durante los
dias posteriores a la cosecha en las muestras de las 18 h, probablemente tenga su
origen en el metabolismo del almiddn, que se encontrd en cantidades superiores en las
muestras de las 18 h desde el dia de la cosecha hasta el dia 2, mientras que las
muestras cosechadas a la mafiana temprano, al haber pasado las horas previas en
oscuridad, sin actividad fotosintética, y por lo tanto utilizando las reservas de hidratos
de carbono sintetizados durante el periodo de luz precedente, mostraron niveles muy

inferiores de reservas de almidén. Los productos de la degradacion del almiddn entran
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en la fraccion de azucares solubles y mediante esta via contribuyen a mantener el nivel
de los mismos. En este sentido, en hojas de portulaca (Portulaca grandiflora ‘Yubi
Deep Rose’), se encontrd que el carbono localizado en los pools de carbohidratos de la
hoja durante la mafiana provenia de fracciones individuales de azlcares y del almiddn,
mientras que durante la tarde los mismos provenian principalmente del almidén
(Rapaka y col., 2007). Resultados similares fueron observados en hojas de las plantas
herbaceas ornamentales Pelargonium (Rapaka y col., 2008), donde en tallos de la
misma planta no se detecté una variaciéon en el nivel de azucares solubles durante el
ciclo diurno, lo que si ocurrié con el almidén. Ademds, encontraron en plantas
cosechadas a la mafana y a la tarde, una correlacion negativa entre el nivel de
carbohidratos y abscision foliar. Se postuld que el mayor nivel de azlicares y almidén
en las muestras cosechadas a la tarde fue el causal de un descenso en la percepcién
del etileno.

Lange y Cameron (1994) encontraron que la cosecha hacia el final del dia
mejoro la vida postcosecha de albahaca (Ocimum basilicum) en un 100 % respecto de
las muestras cosechadas en las primeras horas de la mafiana. En rucula (Eruca vesicaria
spp sativa), lechuga (Lactuca sativa L.”Ravita”) y remolacha (Beta vulgaris L. var.
flavescens Lam.), Clarkson y col. (2005) obtuvieron aumentos de hasta 6 dias en la vida
util en postcosecha en comparacion con las muestras cosechadas a la mafiana
temprano, lo que asociaron a una mayor acumulacién de sacarosa y almidén durante
el fotoperiodo, un mejoramiento de la las caracteristicas biofisicas de la pared celular y
una mayor presion de turgencia de las hojas. Por ello, sugirieron que las diferencias en
el patron de acumulacion de almiddn o sacarosa entre las especies podrian modular el
potencial en la extensiéon de la vida util en las cosechas hacia el final del dia.

Por el contrario, repollos “col de china” (Brassica campestris L. ssp. pekinensis)
cosechados en distintas horas del dia no mostraron diferencias en la duracién de la
vida postcosecha (Klieber y col., 2002), no observandose diferencias en el contenido de
azucares solubles, aunque el contenido de almidéon no fue medido. En este caso, se
indicd que las hojas exteriores pueden haber actuado como protectoras de la cabeza
del repollo, mitigando los estreses térmicos del campo. En este sentido, el hecho de
gue las hojas externas recubran a las internas podria bloquear la fotosintesis y por lo

tanto, las fluctuaciones diurnas de los azucares no estructurales.
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Capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales

Un incremento en las especies reactivas del oxigeno es un evento comun en el
proceso de senescencia (Navabpour y col., 2003), y la presencia de sustancias o
enzimas que contribuyan al sistema antioxidante pueden prevenir o retrasar los
sintomas de senescencia en el tejido (Hodges y col., 2001). Las diferencias en el nivel
de azucar durante el dia pueden proteger no solo del estrés de la cosecha sino también
del dafo por frio, como se vio en plantines de tomate (King, y col., 1988), donde se
sugirid que los cambios en la sensibilidad al frio durante el dia se regulan mediante el
ciclo de luz, siendo el final del periodo de oscuridad el mas sensible y ello podria
deberse a la disminucion del nivel de azucares.

Se analizé la capacidad antioxidante inmediatamente luego de la cosecha y no
se encontraron diferencias significativas en las muestras cosechadas a diferentes horas
del dia (figura 1.3, panel a). Luego de dos dias de almacenamiento, la capacidad
antioxidante disminuyd en todas las muestras. Hacia el dia 3, la capacidad antioxidante
de las muestras cosechadas a las 8 h se mantuvo invariable respecto del dia 2,
mientras que las cosechadas a las 13 y las 18 h incrementaron su capacidad
antioxidante. Hacia los dias finales de almacenamiento, la capacidad antioxidante de
las muestras cosechadas a las 13 y las 18 h disminuyd, niveldndose con las de las 8 h.
Por consiguiente, fueron detectadas diferencias significativas entre las muestras sdlo al
dia tres. Los mayores niveles de antioxidantes detectados en las muestras cosechadas
a las 18 h podrian también contribuir a retrasar el proceso de senescencia y el
amarilleamiento. Sin embargo, si bien hubo diferencias en el color de la inflorescencia
entre las muestras cosechadas a distintas horas del dia, durante la mayor parte del

ensayo no se detectaron diferencias en el poder antioxidante.
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Figura 1.3. Cambios en el poder antioxidante (ECs,’) y fenoles totales durante el
almacenamiento a 20 °C de las cabezas de brécoli cosechadas a diferentes horas del dia. Letras

diferentes indican diferencias significativas al mismo tiempo de almacenamiento.

Los compuestos fendlicos solubles muestran una relacién altamente positiva
con la actividad antioxidante (Leja y col., 2001). En el ensayo, inmediatamente luego
de la cosecha no se detectaron diferencias significativas en el contenido de fenoles
totales entre las muestras cosechadas a distintos momentos (figura 1.3, panel b),
manteniéndose casi constante durante el almacenamiento en las muestras cosechadas
a las 8 h. Tal como se observé en las medidas de poder antioxidante total, hacia el dia
3 las muestras cosechadas a las 13 y las 18 h mostraron un incremento en los niveles
de fenoles totales y finalmente se redujeron hacia los dias 4 y 5 a niveles cercanos a los
iniciales, similares a los observados para las muestras cosechadas a las 8 h.

Probablemente, el incremento de antioxidantes detectado en las muestras de las 18 h
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luego de tres dias de cosechadas podrian estar relacionadas con el incremento de
fenoles observados en el mismo dia.

Los analisis llevados a cabo inmediatamente luego de la cosecha, indicaron que
en ese tiempo no hubo diferencias entre las muestras en lo que refiere a color
superficial, contenido de clorofilas, azlcares solubles y niveles de fenoles y
antioxidantes, siendo el contenido de almiddn la Unica diferencia detectada. Cuando
estas muestras se almacenaron en oscuridad para inducir su senescencia, se detecto
que las cabezas de brdocoli cosechadas hacia el final del dia mostraron una senescencia
menos pronunciada respecto de las obtenidas a la mafiana. En las muestras
cosechadas a la tarde se observd una mayor retencién del color verde y mayores
contenidos de azucares solubles, ademas de una mayor capacidad antioxidante hacia
el dia 3 y similar el resto de los dias. Ello sugiere que los carbohidratos acumulados
durante el dia en forma de almidon como producto de la fotosintesis podrian permitir
el mantenimiento de contenidos de azlucares solubles mas altos durante Ia
senescencia, contribuyendo a desacelerar dicho proceso.

Los datos no prueban que los carbohidratos acumulados durante el periodo
diurno son el Unico factor que retrasa la senescencia en las cabezas cosechadas hacia
el final del dia, pero si indican que las diferencias encontradas entre las muestras

podrian estar relacionadas a los cambios en el contenido de almidén.
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Capitulo II:

Efecto del momento de cosecha
sobre el catabolismo de clorofilas en
brocoli
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i. Introduccion

La senescencia es un proceso con importantes cambios metabdlicos que estan
regulados genéticamente. Durante este periodo el tejido cambia de un metabolismo
autotréfico a heterotréfico con el objetivo central del reciclado de nutrientes.
Numerosos genes, especialmente aquellos asociados al anabolismo, son reprimidos,
mientras que aquellos relacionados con el catabolismo en general poseen una
expresion aumentada durante este evento. Asi, se ha descrito un incremento en la
expresiéon de genes asociados al metabolismo de proteinas, azucares, lipidos y
clorofilas (Louda y col., 1998, Coupe y col., 2003, Navabpour y col., 2003, Eason y col.,
2005).

La clorofila es una de las moléculas clave para la fotosintesis, proceso de central
importancia para el mantenimiento de la vida en nuestro planeta. Las moléculas de
clorofila estdan formadas por un anillo tetrapirrélico (también llamado porfirina), de
estructura similar al grupo prostético hemo encontrado en la hemoglobina y los
citocromos. La clorofila une un ién Mg2+ en el centro de su anillo tetrapirrélico y posee
una larga cadena lateral hidrofdbica de 20 carbonos unida al mismo, conocida como
fitol (figura 2.1). Esta ultima caracteristica hace que la molécula sea hidrofébica. Los
dos tipos principales de clorofilas son la clorofila a y la clorofila b, que difieren
solamente en la presencia de un grupo metilo (clorofila a) o un grupo formilo (clorofila
b) en el anillo 11,

Las clorofilas son compuestos altamente fotoactivos que deben permanecer en
un entorno tilacoidal adecuado para no diseminar desorganizadamente la energia que
absorben de la luz. Durante la senescencia se produce el desmantelamiento y
desestructuraciéon de las membranas tilacoidales, que liberan la clorofila. Teniendo en
cuenta que el metabolismo se reorienta hacia el reciclado de nutrientes, es esencial
que el tejido se mantenga vital. Por lo tanto, la clorofila debe ser rapidamente
degradada para evitar que dafie irreversiblemente las estructuras residuales (Matile y
col., 1999).

La ruta bioquimica de degradacién de clorofilas aceptada actualmente

comprende dos etapas, que se dividen al momento de la apertura del anillo
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tetrapirrélico. Los productos pertenecientes a la primera etapa (antes de romperse el
macrociclo) mantienen total o parcialmente la coloracion verde, mientras que aquellos
correspondientes a la segunda etapa pierden esa coloracién y son casi incoloros. La
primera etapa incluye modificaciones a la cadena lateral del macrociclo, la hidrdlisis
del residuo de fitol (defitilacion), liberaciéon de Mg®" del tetrapirrol mediante
desplazamiento con 2H" y algunas otras modificaciones al macrociclo que varian entre
las especies. La segunda etapa es esencial para la caracteristica pérdida del color verde
durante la senescencia. En la mayoria de los casos estudiados, no se acumulan
intermediarios de la degradacion en una cantidad que se pueda apreciar, lo cual
sugiere que existe una serie de reacciones catabdlicas que ocurren de manera
coordinada.

La primera reaccién catabdlica que ocurre sobre la molécula de clorofila libre es
la eliminacion del fitol y la enzima encargada de la defitilacion es la clorofilasa
(clorofila-clorofilido hidrolasa, CLH; EC 3.1.1.14), llamativamente una de las primeras
enzimas vegetales en ser estudiadas (Willstatter y Stoll, 1913). La clorofilasa cataliza la
hidrdlisis del enlace éster entre la clorofila y el fitol, reaccién que se considera como el
primer paso del catabolismo de la clorofila, ya que los productos de degradacién en
diferentes especies vegetales presentan principalmente estructuras no esterificadas.
Los productos de la reaccién son fitol y clorofilido (Benedetti y Arruda, 2002; Takamiya
y col., 2000; Matile y col., 1999).

La ubicacién exclusiva de las clorofilasas en los cloroplastos ha sido
cuestionada. Si bien la mayoria de las proteinas con actividad clorofilasa han sido
purificadas a partir de preparaciones de cloroplastos y algunos de sus genes
codificantes presentan péptido sefial que las dirigen hacia estas organelas, otros de los
genes recientemente clonados muestran péptidos sefial que dirigirian las proteinas
hacia el reticulo endoplasmico o vacuolas (Tsuchiya y col., 1999; Takamiya y col., 2000;
Tsuchiya y col., 2003). Estos resultados establecen la posibilidad de una degradacion
de clorofilas por fuera del cloroplasto.

Una vez que la cadena lateral hidrofébica (fitol) es eliminada de la molécula de
clorofila, el siguiente paso en la degradacidn es la eliminacién del i6n central de Mg**
por la Mg-dequelatasa (MDS). Con respecto a este paso, los estudios han revelado

datos contradictorios que no permiten establecer un consenso al respecto, y aun no ha
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sido purificada la proteina o clonado el gen correspondiente (Vicentini y col., 1995;

Suzuki y Shioi, 2002; Kunieda y col., 2005; Suzukiy col., 2005) (figura 2.1).

S !
A, b oA O o

Clorofilido

Clorofila

a: R=CH3; b: R=CHO lMg-deque;amsa

Figura 2.1. Ruta de degradacién de la clorofila, con la clorofilasa como primer eslabdn en la
cadena de reacciones. CLH: clorofilasa, (clorofila hidrolasa); PaO: feofdrbido a oxigenasa; RCC:
red chlorophyll catabolite; pFCC: primary fluorescent chlorophyll catabolyte; NCC:

nonfluorescent chlorophyll catabolite

Ciertos resultados de la literatura han llevado a pensar que CLH podria no estar

verdaderamente involucrada en la degradacion de la clorofila durante la senescencia.
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Por ejemplo, no todos los genes CLH aislados poseen un péptido de transito al
cloroplasto, lo cual sugeriria la presencia de enzimas diferentes a CLH en el proceso.
Por otro lado, Schenk y col., (2007) demostraron que mutantes de Arabidopsis con la
expresion interrumpida para las dos CLH conocidas degradaban clorofilas
normalmente, lo que lleva a la conclusién de que los dos genes de CLH no son
necesarios para la degradacion de estos pigmentos durante la senescencia foliar. En
base a estos resultados, Schelbert y col., (2009) realizan una busqueda en el genoma
de Arabidopsis y detectan un gen que codifica para una nueva enzima denominada
feofotinasa, PPH, que actuaria durante la degradacion de clorofilas hidrolizando
feofitina (clorofila libre de Mg?*). Una vez planteada la posibilidad de que la defitilacién
ocurra posteriormente a la eliminacién del Mg?*, la via metabdlica de degradacion de
clorofilas debe ser revisada, especialmente en lo que concierne al orden de las
primeras reacciones. Tomando en cuenta la PPH, Schelbert y col., (2009) proponen un
nuevo modelo (figura 2.2) en el que la clorofila primero pierde su i6n central de Mg**,
ya sea por Mg-dequelatasa o por otro proceso desconocido, para formar feofitina.
Luego, este intermediario es defitilado por PPH, para formar feofdrbido. A partir de

este punto, el proceso continta de la misma manera que la via tradicional.

Clorofila
a: R=CH3; b: R=CHO

Figura 2.2. Dequelatacién del Mg** del anillo tetrapirrélico mediante la Mg-dequelatasa,
seguido de la defitilacion por parte de la feofitinasa (PPH). Previamente, la clorofila b debe

convertirse en clorofila a, mediante la clorofila b reductasa (Scheumann y col., 1998).
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El paso de apertura del anillo tetrapirrdlico es determinante para la pérdida del
color verde en los tejidos. La enzima feofdrbido a oxigenasa (PaO) es un componente
de la membrana interna de los cromoplastos y gerontoplastos, que cataliza la ruptura
oxigenolitica del anillo entre el C-4 y el C-5, generando el compuesto denominado RCC
(por red chlorophyll catabolite). La enzima presenta una alta especificidad hacia el
feoférbido a, mientras que el feoférbido b induce una inhibicion competitiva
(Hortensteiner, 1999; Takamiya y col., 2000; Pruzinska y col., 2003). En los mutantes
stay green de Festuca pratensis, una lesidén en la actividad PaO (con acumulacién de
clorofilidos y feoférbidos a durante la senescencia) es la causa del mantenimiento del
color verde (Thomas y Stoddart, 1975).

Acoplada a la reaccién de la oxigenasa que provoca la apertura del anillo, se
encuentra la reaccidon catalizada por la enzima RCC reductasa, la cual reduce el doble
enlace entre los anillos A y D del RCC. Esta es una enzima soluble localizada en los
cloroplastos, aunque en plantas jovenes de Arabidopsis se ha asociado también a las
mitocondrias (Mach y col.,, 2001). La reaccidn produce un compuesto incoloro
fluorescente, denominado pFCC (por primary fluorescent chlorophyll catabolite). Esta
reaccién requiere la presencia de ferredoxina y ausencia de oxigeno, indicando que las
reacciones de RCC reductasa y la de PaO estdn muy cercanamente relacionadas, ya
que la reaccion de la oxigenasa consume oxigeno y mantiene el microambiente
anaerobio para la reductasa (Takamiya y col., 2000; Withrich y col., 2000). De este
modo, la apertura del anillo tetrapirrélico mediante la PaO y RCC reductasa genera
compuestos fotodinamicamente inocuos para la célula que permiten continuar el
proceso de senescencia sin las clorofilas.

Si bien la via de degradacion de clorofilas parece ser muy similar entre diversas
especies hasta la formaciéon de los pFCC, la amplia variedad encontrada de estos
compuestos permite asumir que ocurre una serie de reacciones luego de su formacion.
Los pFCC son convertidos a catabolitos fluorescentes de clorofila (FCC) mediante varias
modificaciones que varian entre especies, tales como demetilacién e hidroxilacién, y
algunos catabolitos son exportados del gerontoplasto al citosol mediante un
translocador de membrana dependiente de ATP (Hortensteiner, 2006). Los FCC son
finalmente transportados a la vacuola y sufren un reordenamiento de los dobles

enlaces en el anillo D, formando NCCs (por nonfluorescent chlorophyll catabolites).
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Esta tautomerizacién ocurre de un modo no enzimatico, bajo las condiciones acidas de
la vacuola.

La clorofila b es un pigmento accesorio de los complejos recolectores de luz en
plantas superiores, algas y algunos procariotas fotosintéticos, y puede representar
hasta un 30% de las clorofilas totales. A pesar de su relativa abundancia, en las plantas
superiores sélo se han encontrado catabolitos de la clorofila a y ninguno de su forma
b. Esto indica que debe existir una reversién de clorofila b a clorofila a al inicio de la via
de degradacién, lo cual es llevado a cabo por la enzima clorofila b reductasa (Ohtsuka y
col., 1997).

Teniendo en cuenta las diferencias encontradas en los cambios en la coloracién
superficial en brécolis cosechados en diferentes momentos del dia (capitulo 1), en el
presente capitulo se mostrara el efecto del momento de cosecha sobre la expresion de

genes relacionados al catabolismo de clorofilas.
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ii. Objetivo

Estudiar el efecto del momento de la cosecha a lo largo del dia sobre la
expresion de los genes asociados a la degradacion de clorofila en brécoli: clorofilasa 1
(BoCLH1), clorofilasa 2 (BoCLHZ2), feofitinasa (BoPPH) y feoférbido a oxigenasa
(BoPaO).
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iii. Resultados y discusion

Contenido de clorofilaay b

Se midid el contenido de clorofilas luego de la cosecha y durante el periodo de
almacenamiento (figura 2.3). En el momento de la cosecha, las muestras tuvieron
niveles de clorofilas a y b similares, disminuyendo dicho contenido durante el
almacenamiento en todas las muestras. Sin embargo, luego de dos dias esta
disminucién fue mayor en las muestras cosechadas a las 8 h. Luego de cuatro dias las
muestras cosechadas a las 18 h tuvieron los valores mas altos de clorofilas mientras
que las muestras cosechadas a las 8 h presentaron los valores mds bajos, siendo los de
las muestras de las 12 h intermedios entre los dos anteriores (figura 2.3, paneles a, by

c).
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Figura 2.3. Cambios en el contenido de clorofila total (panel a), clorofila a (panel b) y clorofila
b (panel c) durante el almacenamiento a 20 °C de las cabezas de brdcoli cosechadas a
diferentes horas del dia. Letras diferentes indican diferencias significativas al mismo tiempo de

almacenamiento.
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Expresion de los genes BoCLH1, BoCLH2, BoPaO y BoPPH

Para detectar la expresion de los genes involucrados en el catabolismo de la
clorofila, se realizaron extracciones de ARN de las muestras correspondientes a
brocolis cosechados en distintos momentos del dia y almacenados a 20 °C en
oscuridad. De estas muestras se obtuvieron los correspondientes ADNc como se
describe en materiales y métodos, corroborandose la amplificacion de los fragmentos
de ADNc mediante PCR y posterior electroforesis.

Se cuantificd la expresion de los genes BoCLH1 y BoCLH2 durante el periodo
postcosecha. La acumulacién de transcriptos de ARNm de BoCLH1 fue asociada a
tejidos presenescentes y senescentes de brdcoli, mientras que la acumulacién de
ARNmM del gen BoCLH2 no se detecté en tejidos senescentes (Chen y col., 2008). Sin
embargo, en el presente trabajo se observd la presencia de ARNm durante la
senescencia tanto del gen BoCLH1 como de BoCLH2. La expresidn de BoCLH1 al dia
inicial fue mayor en las muestras cosechadas a las 13 h, seguido por las muestras de las
18 h, con niveles de expresion 150 y 65% mas respectivamente comparando con las
muestras de las 8 h. Sin embargo hacia el dia 2 hubo una brusca disminucién de la
expresién en todas las muestras, comportamiento que se continué a lo largo del

periodo de almacenamiento, durante la senescencia de los brécolis (figura 2.4).
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Figura 2.4. Expresidon de los genes BoCLH1 y BoCLH2 durante el periodo postcosecha en
brdécolis cosechados a las 8, 13 y 18 h. Letras diferentes indican diferencias significativas al

mismo tiempo de almacenamiento.

Por otro lado, la expresion de BoCLH2 aumentd a lo largo del periodo de
almacenamiento en todas las muestras. Al dia inicial la expresion fue mayor en las
muestras cosechadas a las 8 h, y hacia el dia 4, si bien las muestras cosechadas a las 18
h aumentaron la expresién respecto del dia 2, fueron las que menor expresién de
BoCLH2 mostraron, mientras que las muestras de las 8 y las 13 h triplicaron la
expresion respecto del dia 2. Si bien hacia el dia 4, momento final del almacenamiento,

las muestras de las 18 h contenian mayores niveles de clorofila, no se vio la misma
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correlacién para los materiales de las 13 h, que si bien contenian mas clorofila que las
muestras de las 8 h, no hubo diferencias en la expresion de BoCLH2 entre éstos.

Los resultados reportados en la literatura respecto de la actividad y expresién
de clorofilasa son contradictorios. Por un lado se asocid la actividad clorofilasa a la
degradacion de clorofila durante la senescencia (Tsuchiya y col.,, 1999; Benedetti y
Arruda, 2002), mientras que otros estudios demostraron un papel prescindible de
estas enzimas en el catabolismo de clorofila (Schenk y col., 2007; Chen y col., 2008;
Zhang y col., 2011). Se establecid que la expresion de BoCLH2 estaria involucrada
parcialmente en la degradacidon de clorofila durante la senescencia de los tejidos,
mientras que la expresidon de BoCLH1 estaria activada mas fuertemente frente al dafio
de tejidos y no durante la senescencia (Kariola y col., 2005), sugiriendo por ello la
presencia de otra via de degradacién mas importante que la de la clorofilasa
(Hortensteiner 2006; Schenk y col., 2007; Schelbert y col., 2009).

En el presente trabajo la expresidn de los genes BoCLH1 y BoCLH2 fue dispar en
relacidn a la senescencia, dado que BoCLH1 disminuyd abruptamente desde el dia de
la cosecha mientras que la acumulacién de transcriptos de BoCLH2 aumenté en el
mismo periodo. Estos resultados son similares a los publicados por Bichert y col.
(201143, 2011b), donde encontraron una disminucion de la expresiéon de BoCLH1 y un
aumento de la expresion de BoCLH2 durante la senescencia de brécolis, sugiriendo que
BoCLH1 no estaria implicado directamente en la degradacion de clorofila durante la
senescencia, lo que si probablemente ocurriria con BoCLH2.

Respecto de los niveles de expresion del gen codificante de feofitinasa (BoPPH),
mostraron un marcado aumento de hasta 6 veces desde el dia de la cosecha hasta el
dia 2 en todas las muestras. En las muestras cosechadas a las 18 h se noté una
disminucién importante de la expresion hacia el dia 4 de almacenamiento, lo que no
ocurrié con las muestras cosechadas a las 8 h, que mantuvieron altos los niveles de
ARNm desde el dia 2 hasta el dia 4. Después del aumento hacia el dia 2, las muestras
cosechadas a las 13 h mostraron una disminucién en el contenido de ARNm hacia el
dia 4, mostrando niveles de expresion intermedios entre las muestras cosechadas a las

8 hylas delas 18 h (figura 2.5).
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La feofitinasa, al igual que la PaO, ha sido asociada con la expresidn del gen marcador
de senescencia SAG12, por lo que, a diferencia de CLH1 y CLH2, la expresion de esta
enzima ocurre casi exclusivamente durante la senescencia y degradacién de clorofila,
potenciandose por el efecto del etileno (el cual acelera la senescencia) y atenuandose
ante tratamientos con 6-bencilaminopurina (6-BAP, regulador de crecimiento y
retardador de la senescencia) (Zhang y col., 2011; Biichert y col., 2011a). Biichert y col.
(2011 a, 2011b) encontraron un aumento de la expresién de BoPPH durante la
senescencia y un retraso en este aumento en muestras de brécoli sometidas a
tratamientos que retardaron el progreso de la senescencia tales como UV-C, térmicos,
o citocininas.

La expresion de BoPaO asi como la actividad, fueron asociadas positivamente a
la senescencia, tanto durante el proceso normal de degradacidn de clorofila de los
tejidos verdes (Pruzinskd y col., 2003) como también durante la senescencia inducida
por etileno, incluso con un patron de expresion muy similar al del gen SAG12,
marcador caracteristico de senescencia (Zhang y col., 2011). En el presente trabajo, la
acumulacién de transcriptos de BoPaO aumentd notablemente desde la cosecha, a
excepcion de los materiales cosechados a las 13 h, en los cuales se mantuvo en niveles
parecidos al dia inicial (figura 2.5). La cantidad de ARNm de BoPaO en las muestras
cosechadas a las 8 h aumentdé desde el dia de la cosecha hacia el dia 2, y se mantuvo
los niveles hasta el dia 4. En el caso de las muestras cosechadas a las 18 h, si bien
aumentd la expresidn luego del dia inicial, se detecté una disminucion desde el dia 2
hasta el dia 4, en el cual presentd similares niveles de expresion que las muestras
cosechadas a las 13 h, siendo dichos niveles menores que en las muestras cosechadas

alas 8 h.
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Figura 2.5. Expresidon del gen BoPaO y BoPPH durante el periodo postcosecha en brdcolis
cosechados a las 8, 13 y 18 h. Letras diferentes indican diferencias significativas al mismo

tiempo de almacenamiento.

Gomez-Lobato y col. (2011) observaron un aumento similar en la expresiéon de BoPaO
durante la senescencia postcosecha de brécoli. Ademas, se detecté una fuerte
correlacion entre la degradacion de clorofilas y la expresion de BoPaO en muestras
sometidas a diferentes tipos de tratamientos que regulan la senescencia. En el
presente trabajo, si bien el pico de expresiéon fue a las 48 h, en las muestras
cosechadas a las 8 y las 18 h hubo un importante incremento en el contenido de ARNm
de BoPaO a lo largo del periodo de almacenamiento, juntamente con el desarrollo de

la senescencia.
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Tomando en conjunto los datos de expresion relativa de los genes que estarian
mas directamente relacionados con la degradacion de clorofilas (BoCLH2, BoPPH vy
BoPa0), se puede observar que las muestras cosechadas a las 18 h mostraron un
menor incremento de la expresidon de estos genes durante la postcosecha respecto de
aquellas obtenidas a las 8 h. La expresidén de estos genes en las cabezas obtenidas al
mediodia mostraron un comportamiento similar al de las muestras obtenidas a la
manana en algunos casos (Ej. expresiéon de BoCLH2 al cuarto dia) y similar a las
muestras del atardecer en otros casos (Ej. expresién de BoPaO al segundo y cuarto
dia). Estos datos correlacionaron fuertemente con la degradacién de clorofilas, es
decir, se detecté mayor degradacién en aquellas muestras que presentaron una

expresion mas elevada de estos genes.
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Capitulo IllI:

Efecto del tratamiento con azucares
sobre la senescencia postcosecha de
brocoli
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i. Introduccion

Un factor determinante en el desencadenamiento de la senescencia es el nivel
de azucar de los tejidos. Si la planta entera o algun 6rgano son sometidos a oscuridad
se produce una disminucién de la fotosintesis y posterior disminucién en los niveles de

azucares, induciendo la senescencia (Hensel y col., 1993).
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Se ha demostrado que la oscuridad induce la expresién de muchos genes

relacionados con el proceso de senescencia y que esto se revierte en presencia de
glucosa y otros azucares (Fujiki y col., 2001).
El tratamiento con azlcares durante la postcosecha en diversas especies ha permitido
corroborar el efecto retardante de estos compuestos sobre la senescencia y los
diversos cambios organolépticos, fisiolégicos y metabdlicos que sufren los tejidos
(Irving y Joyce, 1995; Coupe y col., 2003a; Gapper y col., 2005a; Ichimura y col., 2006).

Durante la senescencia, la fuente carbonada necesaria para la respiracion y
otros procesos metabdlicos proviene principalmente de los hidratos de carbono,
produciéndose una disminucién del contenido de almidén y azucares simples (Page y
col., 2001). Asimismo, se ha detectado un descenso en el contenido de acidos grasos
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de membrana (Page y col., 2001), los que se utilizan como fuente carbonada. Si bien la
utilizacion de acidos grasos para obtener fuentes alternativas de energia parecen
mejorar la supervivencia de las células o tejidos en cuestidn ante condiciones de
escasez de azlUcares, finalmente resultan en dafios irreversibles en las membranas y
muerte celular (Yu, 1999). El aumento de la expresion de genes como los de las
enzimas citrato y malato sintasa, fue asociado a una disminucién en el contenido de
azucares (Graham vy col., 1994, Coupe y col., 2002, Eason y col., 2007b). Estas enzimas
juegan un rol clave en la provisidon de carbono proveniente de la B-oxidacién de acidos
grasos, conjunto de reacciones que ocurren en el denominado ciclo del glioxilato
(Salisbury y Ross, 2000), el cual permite a las células utilizar como fuente de carbono
compuestos carbonados simples cuando no estan disponibles las fuentes de carbono
mas utilizadas, como los azucares (Dieuaide y col., 1992).

La efectividad de ciertos tratamientos que retrasan la senescencia tales como
las atmésferas controladas, fue asociada a la capacidad de mantener mayores niveles
de azlcares durante los primeros momentos de la postcosecha (Eason y col., 2007b), y
ademas, a una disminucion en los niveles de expresién de los genes de la enzima
citrato sintasa, necesaria en el metabolismo de acidos grasos para su utilizacién como
fuente de carbono (Eason y col., 2007b).

La accion del etileno, hormona inductora de la senescencia (Grbic y Bleecker,
1995), también esta relacionada con el nivel de azucares de los tejidos. Se ha descrito
que esta hormona es menos efectiva en tejidos con mayores niveles de hidratos de
carbono respecto de los que poseen menores niveles (Rapaka y col., 2008). Nishikawa
y col. (2005b) encontraron que tratamientos con sacarosa y con glucosa en brdcolis
luego de la cosecha si bien no disminuyeron los niveles de 1l-aminociclopropano-1-
acido carboxilico (ACC, precursor del etileno) ni la enzima ACC sintasa (ACS),
observaron una menor expresion de ACC oxidasa (ACO) y un posterior retraso en el
amarilleamiento respecto de las muestras tratadas con etileno, sugiriendo que estos
tratamientos disminuyen la sensibilidad al etileno. En flores cortadas, la inmersion de
los tallos en soluciones conteniendo sacarosa no sélo colabora en el mantenimiento
energético de los dérganos, sino que disminuye la sensibilidad al etileno y retrasa la
senescencia (Eason y col., 1997; Ichimura y Suto, 1999; van Doom, 2004; Verlinden y

Garcia, 2004).
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Otro sintoma caracteristico de la senescencia es un aumento de la protedlisis,
fuertemente asociado a la expresion de genes codificantes de proteasas, enzimas que
a su vez son inducidas por el etileno (Cervantes y col., 1994; Coupe y col., 2003b). Los
genes de proteasas se expresan ademas ante diversos momentos de estrés como
heridas (Linthorst y col., 1993) o luego del agotamiento de azucares (Chevalier y col.,
1995). Coupe y col. (2003b) encontraron una disminucién en la expresién de genes de
cisteina proteasas en brdocolis sometidos a diferentes tratamientos, entre los cuales se
mencionaron los tratamientos con sacarosa. Asimismo, regulando negativamente la
expresion del gen BoINV2 que codifica para la invertasa en brécoli, se detecté un
descenso en el contenido de transcriptos de cisteina proteasas, efecto similar
producido por el tratamiento con sacarosa (Eason y col., 2005; Eason y col., 2007a),
por lo que se sugirid que el nivel celular de carbohidratos podria significar una sefial
temprana de regulacién de la senescencia (Eason y col., 2007a).

El deterioro tisular que ocurre durante la senescencia esta acompafiado de un
aumento del contenido de radicales libres y un descenso de antioxidantes (Zimermann
y Zentgraf, 2005). Una de las sustancias clave en el mantenimiento del estado redox de
la célula es el ascorbato, jugando un rol clave como antioxidante (Noctor y Foyer,
1998). Durante el almacenamiento postcosecha de brdécoli se ha observado una
disminucién de los niveles de ascorbato (Nishikawa y col., 2005a). En brdcoli, se ha
detectado un aumento en el contenido de acido ascoérbico, sulforafano, glucosinolatos,
fenoles totales y antocianinas en muestras tratadas con sacarosa (Guo y col., 2011).
Por otro lado, en ensayos in vitro se detectd una mayor inhibicién de radicales OH-:
(IDso) por parte de la sacarosa respecto de otros azucares e incluso del glutatidn, por lo
que se propuso que en plantas la sacarosa podria ser un compuesto con capacidad
antioxidante contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Van den Ende y Valluru,
2009).

Finalmente, en algunos casos se ha establecido el debate si la senescencia en
hojas es inducida por la falta de azucares o por su acumulaciéon en un tejido. En
Arabidopsis se describié un amarilleamiento acelerado, induccion de rutas de
removilizacion del nitrégeno y expresién de genes caracteristicos del desarrollo de la

senescencia (como el SAG12) frente al suministro externo de glucosa (Pourtau y col.,
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2006). Probablemente, una alta concentracidon de azucares podria generar un efecto

hiperosmatico que conduce a desencadenar la senescencia.
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ii. Objetivo

Analizar el efecto del tratamiento con azlcares sobre la senescencia

postcosecha de la inflorescencia de brécoli.
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iii. Resultados y Discusion

Color superficial

Con el objeto de evaluar si el nivel de azlcares permite retrasar la senescencia
durante el almacenamiento postcosecha de las cabezas de brdcoli, se hicieron
tratamientos sumergiendo los tallos de las inflorescencias en soluciones azucaradas de
modo de asegurar un suministro continuo. Se probaron diversas concentraciones y se

midieron los cambios del color superficial durante 4 dias de almacenamiento a 20 °C.

Tabla 3.1. Cambios de color (L* Hue) en inflorescencias de brdcoli tratadas con sacarosa 2, 10

y 15 %, y glucosa 2 y 10 %. Los asteriscos indican diferencias significativas

Dias a 20 °C
0 2 3 4

L* (LSD= 2,14)
Control 34,43 38,18 40,82 43,95
Glucosa 2 % 34,43 38,20 40,80 43,66
Glucosa 10 % 34,43 37,82 40,05 43,09
Sacarosa 2 % 34,43 37,98 40,79 43,77
Sacarosa 10 % 34,43 38,08 40,03 42,99 *
Sacarosa 15 % 34,43 37,85 40,55 43,69
Hue (LSD= 1,79)
Control 120,16 116,20 110,90 98,85
Glucosa 2 % 120,16 117,20 110,99 100,00
Glucosa 10 % 120,16 119,06 * 114,90 * 105,10 *
Sacarosa 2 % 120,16 117,95 112,79 102,89 *
Sacarosa 10 % 120,16 118,57 115,46 * 106,21 *
Sacarosa 15 % 120,16 117,26 111,12 100,25 *

Los resultados mostrados en la tabla 3.1 indican que los tratamientos con
sacarosa y con glucosa al 10 % permitieron preservar el color verde (medido a través
de un menor descenso del Hue) por mds tiempo. Menores o mayores concentraciones
no fueron efectivas probablemente por un suministro insuficiente o por un efecto

hiperosmadtico téxico respectivamente. De acuerdo a estos resultados se eligié
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sacarosa al 10 % y glucosa al 10 % para evaluar sus efectos sobre diversos aspectos de

la senescencia postcosecha.

Contenido de clorofilaay b

El primer parametro analizado fue el contenido de clorofilas. El suministro de
azucares retrasé la pérdida de clorofila a y b (figura 3.2, paneles a y b), aunque el
efecto fue mas marcado en aquellas muestras suministradas con la glucosa 10 % luego

de dos y tres dias de incubacién.
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Figura 3.2. Cambios en el contenido de clorofila a (Panel a) y clorofila b (Panel b) de cabezas de
brécoli durante el almacenamiento a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas

al mismo tiempo de almacenamiento.

Se pudo observar una fuerte disminucidon del contenido de clorofila en los

controles hacia el dia 2, mientras que las muestras tratadas con glucosa 10%
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mostraron una disminucidn gradual. Las muestras tratadas con sacarosa 10%
presentaron un comportamiento intermedio hacia los dias 2 y 3, mientras que hacia
los dias 4 y 5 se asemejo a las tratadas con glucosa.

Estd demostrado que tratamientos con oscuridad, que conducen a un
agotamiento de azlcares por ausencia de fotosintesis, inducen la senescencia y
degradacion de clorofila (Matile y col., 1992). En estas condiciones se identificaron
genes asociados a la senescencia (SAGs) (Fujiki y col., 2001), siendo algunos de estos
reprimidos mediante la aplicaciéon de azucares (Chung y col., 1997; Noh y Amasino,
1999).

El etileno actua regulando positivamente la senescencia en general y la
degradacion de clorofilas en particular. Sistemas tan diversos como brécoli o flores
ornamentales sufren una aceleracion de la senescencia a causa del etileno producido
durante la postcosecha (Gapper y col., 2005b; Higgins y col., 2006; Huang y col., 2007).
En brécoli particularmente, uno de los sintomas visuales es el amarilleamiento de la
inflorescencia a causa de la degradacién de clorofilas (Ku y Wills, 1999; Gapper y col.,
2005a; Higgins y col.,, 2006). Este deverdizado correlaciona fuertemente con un
aumento de la actividad de enzimas que degradan clorofilas, la cual es potenciada en
presencia de etileno (Tian y col., 1997; Gong y Mattheis, 2003). Asimismo, el nivel de
la expresion de genes que degradan clorofilas (BoPPH, BoPaO) es aumentado alin mas
por accidn de esta hormona (Gémez-Lobato y col., 2011; Zhang y col., 2011).

Por otro lado, estudios llevados a cabo en inflorescencias de brdcoli y en clavel
(Dianthus caryophyllus L.) mostraron que el incremento interno del nivel de
carbohidratos mediante el suministro de sacarosa resulté en una disminucién de la
respuesta al etileno (Verlinden y Garcia, 2004; Nishikawa y col., 2005b). En este
sentido, resultd llamativo que sacarosa y glucosa puedan aumentar la de sintesis de
etileno en brdcoli a través de un aumento del contenido de ACC y de la actividad de
ACC sintasa, aunque la sensibilidad al etileno se vio disminuida en las muestras
mantenidas con sacarosa (Nishikawa y col., 2005b). Yanagisawa y col. (2003)
demostraron que altos niveles de glucosa aumentaron la degradacion de EIN3
(ethylene insensitive 3), un regulador transcripcional clave de la cascada de sefiales del
etileno. Tomando estos datos en conjunto, se podria sugerir que el tratamiento de las

cabezas con azucares disminuye la sensibilidad del tejido al etileno, lo que a su vez
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evita el aumento de la expresion de los genes y actividad de enzimas asociadas a la

degradacion de clorofilas.

Contenido de azucares solubles

Durante la senescencia, el brécoli sufre una importante disminucion del
contenido de azucares solubles (Downs y col.,, 1997; Pogson y Morris, 1997). En
nuestro caso, se pudo observar una disminucion de los niveles de azlcares totales, en

todas las muestras luego de dos dias de almacenamiento (figura 3.3, panel a).

30 = Control a
[ Sac 10 %
B Glu 10 %

Azlcares solubles totales
g. kg™

AzUcares reductores
g.kg*

Dia 0 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Dias a 20 °C

Figura 3.3. Cambios en el contenido de azucares totales (Panel a) y reductores (Panel b)
durante el almacenamiento de las cabezas de brécoli a 20 °C. Letras diferentes indican

diferencias significativas al mismo tiempo de almacenamiento.

Tal reduccion continud en los controles hasta el dia 4 pero no se detectd en las

cabezas tratadas tanto con glucosa 10 % como con sacarosa 10 %. Como consecuencia,
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hacia el final del periodo de incubacion las muestras tratadas con sacarosa o glucosa
fueron las que tuvieron niveles mas altos de azucares totales. En el caso de azlcares
reductores, se detecté una disminucion en los controles luego de dos dias.
Posteriormente, los niveles de azlcares reductores se mantuvieron casi constantes
hasta el final del almacenamiento. A diferencia de los controles, las muestras tratadas
no mostraron dicha reduccién y mantuvieron el contenido de azucares reductores en
valores similares a los iniciales durante los cinco dias de almacenamiento (figura 3.3,
panel b). Dado que las muestras tratadas fueron las que mayores niveles de azlcares
solubles tuvieron, sumado a que fueron las que mostraron mayores contenidos de
clorofila, estos datos refuerzan la idea de que uno de los factores que influyen en el
inicio de la senescencia del brdocoli luego de la cosecha estaria relacionado al estatus

de azucares solubles.

Capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos son conocidos como factores importantes en la
actividad antioxidante de las plantas (Kim y col., 2006; Oh y Rajashekar, 2009). En el
presente trabajo se evalud el poder antioxidante y el contenido de fenoles totales en
las muestras sometidas a tratamientos con azucares. A lo largo del periodo de
almacenamiento, en los controles hubo una paulatina disminucion en el poder
antioxidante y en el nivel de fenoles totales, mientras que en las muestras tratadas con
azucares ambos niveles se mantuvieron o aumentaron (figura 3.4, paneles ay b). Hasta
el dia 3, las cabezas tratadas con azUcares mostraron niveles de antioxidantes similares
a los controles, pero luego de ese periodo fueron mayores respecto de las muestras sin
tratar. En el caso de los compuestos fendlicos, el patréon de respuesta fue similar
(figura 3.4 panel b), indicando la alta correlacién entre estos compuestos y la
capacidad antioxidante del brécoli. Trabajos previos también habian mostrado que
aplicaciones de sacarosa en brdcoli incrementan significativamente el contenido de
polifenoles, acido ascérbico, glucosinolatos y aun la actividad de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL), considerada clave en la biosintesis de polifenoles (Guo y col.,

2011).
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Asimismo, en brdcolis sometidos a tratamientos con sacarosa se observé una
disminucién de la pérdida de ascorbato y un aumento en la expresion de genes
relacionados a su biosintesis, por lo que se sugirié que el efecto de la disminucién de
azucares durante la postcosecha conduciria a un dano en la biosintesis de ascorbato y
un consecuente dafio en el sistema supresor de peréxido de hidrégeno en cloroplastos
(Nishikawa y col., 2005a). Del mismo modo, Coupe y col. (2003a) sugirieron que la
pérdida de sacarosa en brocoli y esparrago luego de la cosecha es uno de los eventos
clave en las reacciones de sefalizacién que controlan la expresién de ciertos genes

durante la senescencia, entre ellos los relacionados con el metabolismo del ascérbico.

mmm Control a

120 3 Sac 10 %

s Glu 10 %

Antioxidantes
1/ECsg

Fenoles totales
g.kg!

Dia 0 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Dias a 20 °C
Figura 3.4. Cambios en el poder antioxidante total (EC50™) y fenoles totales en cabezas de
brécoli durante el almacenamiento a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas

al mismo tiempo de almacenamiento.

Estos resultados corroboran la existencia de un efecto retardante de los
azUcares en la senescencia postcosecha de brdcoli. El suministro externo durante el

almacenamiento de sacarosa o glucosa mantuvo mas altos niveles de azlcares totales
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y reductores, lo que pudo retrasar la degradacién de clorofila y el cambio de color, asi
como mantener niveles de antioxidantes mds altos. Resultados similares obtuvieron
Irving y Joyce (1995) con aplicaciones de sacarosa en brécoli luego de la cosecha,
donde observaron un retraso en el amarilleamiento, sugiriendo a la sacarosa como un

factor discreto de senescencia, independiente de otros factores como las citocininas.

En conclusion, el suministro exdgeno de azucares solubles puede imitar la
contribucidon endégena del almiddén y por lo tanto retrasar la senescencia, lo cual
podria ocurrir a través de una disminucién de la sensibilidad al etileno y/o un
mantenimiento del nivel de antioxidantes (fenoles y acido ascérbico) tal como ha sido
descrito previamente (Nishikawa y col.,, 2005). Estos resultados concuerdan con
aquellos mostrados en el capitulo I, donde se sugirid que las muestras cosechadas
hacia el final del dia, al tener un mayor contenido de almidéon mantienen niveles de
azUcares simples elevados durante mas tiempo, lo que a su vez causa una menor

velocidad de senescencia.
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Capitulo IV:

Analisis de actividades enzimaticas
relacionadas con la degradacion de
almidon y sacarosa
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i. Introduccion

Enzimas asociadas a la degradacion de azucares en la senescencia

Degradacion de sacarosa

Las hojas de brécoli, al igual que la mayor parte de las plantas superiores, usan
sacarosa, un disacarido compuesto por glucosa y fructosa, como fuente mas
importante de transporte de carbono. La utilizacion de la sacarosa por parte de la
planta, depende de su hidrélisis en las unidades de hexosa. Esta reaccion es catalizada
por dos enzimas, la sacarosa sintasa y la invertasa.

La invertasa es una hidrolasa que cliva la sacarosa en los dos monosacaridos en
una reaccion irreversible de hidrélisis generando fructosa y glucosa, y es considerada
clave en el metabolismo y regulacion del transporte de sacarosa en las plantas (Koch,
1996). En general, las plantas superiores contienen una familia de invertasas, las cuales
se pueden discriminar en tres tipos de enzimas: vacuolares, citosélicas (ambas
solubles) y pertenecientes a la pared celular (insolubles) (Tymowska-Lalanne y Kreis,
1998). Las invertasas vacuolares y de pared celular estan glicosiladas, lo que les
confiere mayor estabilidad, pudiendo ser el control de su actividad dependiente de
mecanismos postraduccionales, via inhibidores de invertasa (Rausch y Greiner, 2004).
Entre las invertasas solubles estan la acida vacuolar que tiene su maxima actividad
entre pH 4,5y 5,5, la invertasa neutra y la alcalina, con actividades maximas a pH 6,8 y
8 respectivamente (Lee y Sturm, 1996). La invertasa acida de pared, insoluble, posee
valores éptimos de pH entre 4,5 y 5,5 (Jin y Ruan, 2009). Las invertasas acidas son 3-
fructofuranosidasas dado que también hidrolizan otros azlcares que contienen -
fructosa como la rafinosa y la estaquiosa, mientras que las invertasas neutras y
alcalinas sélo hidrolizan sacarosa (Sturm y col., 1999). Las hexosas resultantes de la
hidrdlisis de la sacarosa a su vez podrian jugar un rol en el proceso de sefializacion y
control de la expresidn de los genes de la invertasa (Roitsch y col., 2000).

Las invertasas poseen valores de Km inferiores a los de la sacarosa sintasa por
lo que se ha sugerido como la primer enzima responsable del catabolismo de sacarosa
y con mayor influencia en las variaciones de la relacién azltcares reductores/sacarosa

(Schaffer y col., 1987). Las invertasas han sido asociadas también a un papel como

85



reguladores de la cantidad de sacarosa durante la senescencia (Eason y col., 20073;
Coupe vy col., 2003a; Hurst y col.,, 1996; McKenzie y col., 2004). En brocoli se ha
descrito un incremento en la actividad de la invertasa acida soluble durante la
senescencia (Coupe y col., 2003a). Asimismo se detectd mayor actividad en brocolis
almacenados en seco respecto de otros almacenados luego de una inmersion en agua
con azucares o en atmodsfera controlada (Coupe y col.,, 2003a). En ese marco, se
detectd un incremento y acumulacién de ARNm de los genes de expresién de
invertasas BoINV1 y BoINV2, el cual se retrasé en brdcolis tratados con sacarosa o
almacenados en condiciones de bajo contenido de O, y/o alto CO, (Rothan y col.,
1997; Zeng y col., 1999; Coupe y col., 2003a; Hurst y col., 1996).

Estudios realizados en brécoli en los que se llevd a cabo el silenciamiento de
genes que codifican para invertasa mostraron un menor descenso en el contenidos de
azucares totales y mayor retencién del color verde, reflejado por el retraso de la caida
de los valores de Hue (Eason y col., 2007a). En contraposicién a la idea de la relacién
positiva entre actividad invertasa y senescencia, Jin y col. (2009) encontraron en hojas
de tomate que silenciando el inhibidor de invertasa de pared INVINH1 se elevé la
actividad de dicha enzima y simultdneamente se detectd un retraso de la senescencia
inducida por acido abscisico.

La enzima Sacarosa Sintasa (SS) también degrada sacarosa aunque por un
mecanismo distinto que la invertasa. Es una glicosiltransferasa ubicada en el
citoplasma de la célula, que en presencia de uridina 5’-difosfato (UDP), hidroliza la
sacarosa originando UDP-glucosa (UDPG) y fructosa (Schaffer, 1986). Fue mencionada
ademads como la enzima predominante en el metabolismo de la sacarosa y de la
sintesis de almidén en tomate (Wang y col., 1993). Se ha estudiado también la
existencia de sacarosa sintasa asociada a la membrana plasmatica en complejos con B-
glucano sintasas a la cual se le asignd un potencial rol en la sintesis de celulosa y calosa
mediante la canalizacidn del carbono desde la sacarosa hacia los glucanos (Amor y col.,
1995).

Esta enzima se encuentra en todos los tejidos de las plantas, aunque se
detectaron mayores niveles en tejidos que funcionan como sumidero de sacarosa

(Avigad, 1982).
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Mufioz y col. (2005) asignaron también a la sacarosa sintasa un importante papel en el
proceso de sintesis de almiddn transitorio en hojas de Arabidopsis thaliana y Solanum
tuberosum mediante la canalizacion del UDP-glucosa desde la sacarosa al almiddn,
proceso que disminuyd durante la noche debido a la caida del contenido de sacarosa,
por lo que se presumio que tanto el UDP-glucosa como el patrén de acumulacién de
almidoén estan determinados por la disponibilidad de sacarosa como por la actividad de
la sacarosa sintasa.

La ruta de degradacién de sacarosa mediante la sacarosa sintasa, requiere la
mitad de la energia necesaria que la ruta de la invertasa y podria ser favorecida en
diversas condiciones (Black y col., 1987). La enzima también cataliza la reaccién en el
sentido inverso, es decir de sintesis de sacarosa, utilizando UDP-glucosa y fructosa
como sustratos:

DP-gl DPG) + D-fruct > DP +
UDP-glucosa (U ) ructosa > 5 U sacarosa

En numerosas especies vegetales se han observado valores de Km menores
para UDP que para el UDPG, lo que sugiere que la actividad de la sacarosa sintasa in
vivo es generalmente en direccidén de hidrélisis de sacarosa mas que en direccién de
sintesis (Suzuki y col., 1996). Respecto de los valores de pH éptimos de la enzima para
la sintesis de sacarosa se encontraron en el rango de 8 a 9 para distintas isoenzimas,
mientras que de 6 a 7 para la hidrdlisis (Suzuki y col., 1996).

En lo que respecta al rol de la enzima en la fisiologia del vegetal, se entiende
que para las células de la planta seria un gran inconveniente, incluso fatal, iniciar
procesos vitales sin un suministro de sacarosa, por lo que deben existir mecanismos
moleculares reguladores de la concentracidén de sacarosa mas que la accién directa de
ésta en el metabolismo intermediario. A diferencia de los animales, en las plantas el
suministro translocado de sacarosa no estd finamente regulado, variando en varias
ordenes de magnitud entre células. Dada esa situacion, Black y col. (1995) postularon
gue cada célula de la planta es capaz de detectar cuantitativamente a la sacarosa y
responder a su estimulo. Debido a la variacidn en la actividad sacarosa sintasa segun el
nivel de sacarosa en el destino (lo que no ocurria con la actividad invertasa),

propusieron a la sacarosa sintasa como un marcador de la fuerza del destino.
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Degradacion de almidon

El almidodn es el polimero de reserva de azucares en las plantas por excelencia.
Las moléculas de almiddn son polimeros de glucosa en dos configuraciones: amilosa,
gue es mayormente lineal, y amilopectina, la cual es ramificada y representa
normalmente al menos un 70% del peso seco del almidon (Smith, 2001). La amilosa
esta constituida predominantemente por enlaces glucosil a-1,4, mientras que la
amilopectina contiene ambas uniones a-1,4 y a-1,6, siendo estas ultimas las que hacen
que la molécula sea ramificada. Las ramificaciones de las moléculas de amilopectina se
aglomeran ordenadamente y forman granulos de almiddn semicristalinos insolubles
(Smith, 2001; Grennan, 2006).

En los tejidos fotosintéticos, el almidén se acumula en forma transitoria en los
cloroplastos durante las horas de luz por accién de la fotosintesis. Sin embargo, para
periodos largos, el almacenamiento se realiza en los amiloplastos en los tejidos de
reserva (Asatsuma y col.,, 2005). En horas de oscuridad, el almidén transitorio se
degrada liberando unidades de glucosa y maltosa, que luego son exportadas al citosol
para ser usados tanto de fuente de energia como para la sintesis de sacarosa. Los
azulcares derivados de la fotosintesis son transportados via floema a los drganos
destino, donde podra sintetizarse y almacenarse almidén de reserva.

Aunque a la a-amilasa se le ha asignado un importante rol en la degradacion
del almidén en endosperma de cereal y hojas de arroz, actuando tanto sobre los
granulos insolubles de almidon como el almiddn soluble y rindiendo glucosa, maltosa 'y
dextrinas (Asatsuma y col., 2005), en hojas de Arabidopsis parece no tener un rol
esencial (Yu y col., 2005). La a-amilasa se requiere para la iniciacién de la degradacion
del almidén durante la germinacion de cereales, pero no es requerida para la
degradacion normal de almidén transitorio en hojas. El genoma de Arabidopsis
presenta tres genes codificantes para a-amilasas (AtAMY1, AtAMY2, y AtAMY3). Se ha
mostrado que el almidon es degradado normalmente aun cuando los tres genes
AtAMY son interrumpidos (mutantes knock out), lo que indicaria que las a-amilasas
serian prescindibles en dicho proceso (Yu y col., 2005). Por ello, se ha propuesto otro
mecanismo para explicar la degradacidn inicial del almidén: la fosforilacion previa del
granulo por una enzima fosfotransferasa, la GWD (glucan water dikinase), lo que

permitiria la accién de la B-amilasa sobre las cadenas de amilopectina sin el paso
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previo de iniciacion de la a -amilasa (Zeeman y col.,, 2007). Por tal razén se cree
actualmente que la enzima principal en la degradacién en almidén en los tejidos vivos
de la planta es la B-amilasa (Yu y col., 2005; Zeeman y col., 2007; Orzechowski, 2008),
siendo el aumento de los niveles de maltosa durante la noche el que provee evidencia

de su importante rol en hojas (Lloyd y col., 2005).
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Figura 4.1. Ruta de degradacion del almiddn y sus productos. Glc 1-P: glucosa 1-fosfato; Glc 6-
P: glucosa 6-fosfato; Mal: maltosa; TP: triosa fosfato; Fru 6-P: fructosa 6-fosfato; Fru 1,6-bP:
fructosa 1,6 bifosfato; UDP-Glc: uridina-difosfato-glucosa; nimeros 1, 2 y 3: transportadores

especificos.

Las amilasas, capaces de clivar los enlaces a-1,4 en moléculas de amilopectina,
no pueden hidrolizar los enlaces a-1,6, lo cual es llevado a cabo por enzimas
desramificadoras como las isoamilasas (dextrinasas  terminales). Los
maltooligosacaridos lineales resultantes de la accidén de las enzimas desramificadoras,
son catabolizados por Ila B-amilasa, probablemente junto con la enzima
desproporcionante (DPE1, Lloyd y col.,, 2005). Los mayores productos exportados

desde el plastido como resultado de la degradacion del almidén son la maltosa
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(producida por accién de la B-amilasa) y glucosa (producida por la accion de la DPE1)
(Grennan vy col., 2006). Posteriormente, como la glucosa no puede migrar como tal de
la célula por poseer un grupo aldehido libre susceptible de ser oxidado, se sintetiza

sacarosa y de ese modo es transportado hacia el destino fuera de la célula (figura 4.1).

Tratamientos postcosecha

Tal como se menciond previamente, el brécoli es un producto altamente
perecedero por tratarse de una inflorescencia y como tal, poseer una alta tasa
respiratoria, sumado a la senescencia acelerada ocasionada por la cosecha. La mayoria
de los tratamientos postcosecha tienen como objetivo central retrasar esta
senescencia tomando como principal parametro de calidad la pérdida de color verde.
Los dos métodos mds ampliamente difundidos son refrigeracién (Pogson y Morris,
1997) y atmdsferas modificadas (Makhlouf y col., 1989; Barth y col., 1993). También se
ha descrito la posibilidad de utilizar 1-metilciclopropeno (1-MCP), un bloqueador
selectivo de los receptores de etileno, como tratamiento postcosecha (Fan y Mattheis,
2000). Estos tratamientos disminuyen la sintesis o bloquean la accién del etileno y
retrasan la pérdida de clorofilas. Mds recientemente se han comenzado a evaluar otros
métodos fisicos tales como tratamientos térmicos, radiacion UV-C y radiacién UV-B
como posibles tratamientos postcosecha, tanto individuales (Costa y col., 2006;
Lemoine y col., 2007) como combinados (Pan y col., 2004; Murray y col.,, 2007). En
general, estos tratamientos causan un estrés leve en el material sin provocar un dano
irreversible, del cual se puede recuperar permitiendo al tejido mejorar su respuesta
frente a nuevas situaciones de estrés tales como las que desencadenan la senescencia
(Lurie, 1998; Lemoine y col., 2007). En brécoli, estos tratamientos han sido efectivos
para retrasar la senescencia causando una menor degradaciéon de clorofilas vy
permitiendo almacenar las muestras por tiempos mas prolongados (Costa y col.,
2005a; Costa y col., 2006; Aiamla-or y col., 2010).

Del mismo modo, los tratamientos con atmdsferas controladas o modificadas
reducen sustancialmente la senescencia, retrasando la degradacion de clorofilas y
disminuyendo la actividad respiratoria (Coupe y col., 2003b).

En el caso de tratamientos térmicos, se demostrd que los mismos retrasan el

comienzo de la degradacion de clorofilas y disminuyen la velocidad del proceso. El
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tratamiento provoca un retraso en el aumento de la acumulacion de feofitinas, de la
actividad de las enzimas involucradas en el catabolismo de clorofilas (Funamoto y col.,
2002, Costa y col., 2006; Funamoto y col., 2006) y en la expresion de los genes
correspondientes (Blichert y col., 2011b). Los brocolis tratados térmicamente también
muestran una menor pérdida de sacarosa y de proteinas (Tian y col., 1997), asi como
una menor produccién de etileno, debido tanto a una menor actividad de la ACS
(Antunes y Sfakiotakis, 2000) como también a menores niveles de expresién de genes
de sintesis de etileno (Suzuki y col., 2005). Por otro lado, estos tratamientos causan
una menor actividad respiratoria, mayor nivel de antioxidantes y menor produccién de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, causando a su vez una menor oxidacién de
lipidos y mayor mantenimiento de la integridad de las membranas (Costa y col.,
2005a).

En otro orden, los tratamientos con 1-MCP retrasan la senescencia en brécoli a
través de una inhibicion de la actividad de las enzimas y expresion de los genes
involucrados en la biosintesis de etileno (Ma y col., 2009), debido a que se inhibe la
precepcion. Asimismo, estos tratamientos reducen el amarilleamiento (Able y col.,
2002) y el deterioro postcosecha a través de una inhibicion de la actividad
polifenoloxidasa y lipoxigenasa y un mantenimiento de los niveles de acido ascérbico

(Yuany col., 2010).
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ii. Objetivos

a) Estudiar el efecto del momento de la cosecha a lo largo del dia sobre los cambios de
actividad de enzimas involucradas en el metabolismo de azlcares: invertasa, sacarosa
sintasa y B-amilasa.

b) Estudiar el efecto de tratamientos postcosecha con atmdsfera modificada (AM),
tratamientos térmicos (TT) y con 1-metilciclopropeno (1-MCP) sobre la actividad de las

enzimas mencionadas en el punto anterior.

92



iii. Resultados y discusion

Contenido de azucares y actividades invertasa, sacarosa sintasa y PB-
amilasa en brdcolis cosechados a distintas horas del dia

Contenido de azucares

La inflorescencia de brdcoli se encuentra en pleno desarrollo al momento de la
cosecha, la cosecha interrumpe el flujo de nutrientes deviniendo rdpidamente la
senescencia y disminuyendo los niveles de azucares simples.

La fisiologia postcosecha normal del brécoli se caracteriza por una rdpida
pérdida de sacarosa (Downs y col., 1997; Tian y col., 1997; McKenzie y col., 2004). Se
ha propuesto que ello podria a su vez incrementar la expresién de genes asociados a
la senescencia, como los de ACC oxidasas, B-galactosidasas y asparagina sintetasas
(Downs y col., 1997).

En el presente trabajo se midieron los azlucares mediante HPLC y se observd
una disminucidn de su contenido durante el periodo postcosecha en todas las
muestras. Al dia inicial no se detectaron diferencias en el contenido de azucares entre
las muestras cosechadas a diferentes horas, aunque si durante el almacenamiento,
siendo las muestras cosechadas a las 18 h las que menor descenso mostraron (figura
4.2). El mayor contenido de glucosa en las muestras de las 18 h tanto al dia 2 como al
dia 4 pudo deberse al mayor contenido de almiddon que presentaron al dia inicial (ver
capitulo 1), dado que el mismo es hidrolizado rdpidamente luego de la cosecha (King y
Morris, 1994; Tian y col., 1997; McKenzie y col., 2004).

Respecto del contenido de sacarosa, al dia 2 las muestras cosechadas a las 12 y
18 h tuvieron mayor contenido respecto de las muestras cosechadas a las 8 h. La
hidrdlisis de la sacarosa pudo ser la causa de que el contenido de glucosa y fructosa en

las muestras de las 8 h sea similar a las muestras de las 12y 18 h.
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Figura 4.2. Contenido de azUcares solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) durante el

almacenamiento de brocoli a 20 °C.

Actividad invertasa

Se analizé la actividad invertasa en las muestras cosechadas en distintos
momentos del dia. La actividad inicial en las muestras cosechadas a las 13y a las 18 h
fue mayor respecto de aquellas cosechadas a las 8 h (figura 4.3). Un comportamiento
similar fue descrito por Nagele y col. (2010), donde se reporté una fluctuacion diurna
con un maximo de actividad hacia el mediodia y disminuyendo hasta el final de la
noche. Es posible que durante las horas de oscuridad, al haber menor contenido de
sacarosa debido a la imposibilidad de continuar con la fotosintesis, haya mayor
influencia de la acciéon de los inhibidores de invertasa (INVINHs), cuya accién es
atenuada por la presencia de sacarosa (Bate y col., 2004). En otro orden, da Silva y col.
(2003) observaron un aumento de la actividad invertasa en hojas de Coffea arabica L.
sometidas previamente a un periodo de oscuridad y a las cuales se les aumenté el nivel
interno de sacarosa mediante aplicacion externa, no ocurriendo lo mismo con las
muestras en oscuridad a las cuales no se les proveyod de sacarosa. Aunque los cambios
en la actividad invertasa pudieran deberse a regulaciones mediadas por inhibidores,
los mecanismos moleculares de dicha inhibicién no son aun del todo comprendidos y
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parecieran requerir de mecanismos adicionales a los de la represidn transcripcional
(Rausch y Greiner, 2004). No obtuvieron similar resultado Slack (1964) y Kim y col.
(2000), quienes encontraron un maximo de actividad invertasa hacia el inicio del
periodo de luz y un minimo hacia el final del mismo.

En todos los casos del presente ensayo se observd una disminucion de la
actividad desde la cosecha hasta el quinto dia postcosecha. Una alta actividad de la
enzima en todas las muestras luego de la cosecha puede ser consecuencia del estrés
provocado por el corte, lo cual lleva a una alta demanda de hexosas para cumplir con
los requerimientos de energia y carbono necesarios para una adecuada respuesta. Un
comportamiento similar se observd en ensayos en raices de zanahoria donde se
produjo un aumento en la expresién y actividad de invertasa luego de producir cortes
en dichas raices (Sturm y Chrispeels, 1990).

La actividad invertasa disminuyd durante el almacenamiento a 20 °C en todas
las muestras, y si bien el contenido de sacarosa, que también disminuyd, siguid siendo
mayor en los materiales de las 12 y las 18 h, no se detectaron diferencias entre las
distintas cosechas en la actividad invertasa aun hasta el quinto dia de almacenamiento

(figura 4.3 a).
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Figura 4.3. Actividad invertasa (a), Sacarosa Sintasa (b) y B-amilasa (c) durante el
almacenamiento a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas al mismo tiempo

de almacenamiento.
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Actividad sacarosa sintasa

En el caso de sacarosa sintasa, ademds de su potencial rol en la carga del
floema, el clivaje de la sacarosa catalizado por la sacarosa sintasa provee de UDP-
glucosa el cual puede ser utilizado en las vias de biosintesis tanto de pared celular
como de almiddén en érganos destino (Doehlert y Kuo, 1990; Hendrix 1990; Martin y
col., 1993; Wang y col., 1993; Muiioz y col., 2005). El hecho de que estén asociados la
actividad sacarosa sintasa y la sintesis de almidén, y luego de haber encontrado
mayores niveles de almiddn en los materiales de las 18h (ver capitulo 1), ello podria
explicar en parte la mayor actividad de la sacarosa sintasa en dichos materiales hacia el
dia de la cosecha (DO) (figura 4.3 b).

Si bien al dia inicial hubo diferencias en la actividad entre las muestras
cosechadas a diferentes horas, durante el almacenamiento se observé un descenso de
la actividad en todas las muestras, esperable dada la disminucion en las reservas de
fotoasimilados. A pesar de que las muestras de las 18 h presentaron mayores niveles
de sacarosa hasta el dia 4 y de almiddn hasta el dia 2 (luego del cual ya no se detectd),
hacia el final del periodo de almacenamiento no hubo diferencias en la actividad
sacarosa sintasa entre las muestras cosechadas en distintos momentos del dia (Figura

4.3 b).

Actividad B-amilasa

Durante el dia, el almidén se sintetiza en los cloroplastos mediante la
fotosintesis y se degrada durante el subsecuente periodo nocturno, proveyendo un
continuo suministro de azUcares para sostener el metabolismo foliar y ademas
exportar a los organos destino durante ese periodo (Zeeman y col., 2007). Entre las
enzimas involucradas en el proceso, la B-amilasa posee un papel clave (Orzechowski
2008). En el presente ensayo, se observé que la actividad B-amilasa en el dia de la
cosecha fue mayor en las muestras cosechadas a las 18 h. Estas muestras fueron las
que mas tiempo estuvieron expuestas a la luz, condicién que les resulté favorable para

acumular una mayor cantidad de fotoasimilados respecto de los materiales
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cosechados a la mafiana temprano, dato reflejado en los mayores contenidos de
almiddn en los materiales de las 18 h (ver capitulo ).

Numerosos trabajos dan cuenta de la importancia de la presencia de mayores
cantidades de almiddon y sacarosa para aumentar la expresién y la actividad de la
enzima B-amilasa en diferentes érganos de la planta, y en diferentes especies (Sharma
y Shopfer 1987; Nakamura y col., 1991; Mita y Col.,, 1995), estando ademads la
degradacion del almidon regulada por el ritmo circadiano (Lu y col., 2005).

Durante los subsiguientes dias de almacenamiento se detecté un paulatino
descenso en la actividad B-amilasa en todas las muestras cosechadas a las diferentes
horas, pudiendo estar ello relacionado al pronunciado descenso en el contenido de
almiddén observado en dichas muestras. Sin embargo, hacia el dia 4 se noté una mayor
actividad en las muestras cosechadas a las 8 h (figura 4.3 ¢). En este momento de la
postcosecha ninguna de las muestras presenta contenidos de almidon detectables (ver

capitulo I).

Efecto de distintos tratamientos postcosecha sobre el contenido de
azucares y actividades invertasa, sacarosa sintasa y B-amilasa durante el
almacenamiento postcosecha.

Desarrollo del color superficial

Luego de la cosecha, se realizaron tres tipos de tratamientos: atmésferas
modificadas (AM), tratamiento térmico (TT) y tratamiento con 1-metilciclopropeno (1-
MCP). Posteriormente, las muestras se almacenaron a 20 °C durante 4 dias, periodo
durante el cual se midid el color superficial para evaluar la efectividad de dichos
tratamientos. Las muestras utilizadas como controles se deterioraron mas
rapidamente, comenzando a perder el color verde (dato reflejado en una disminucién
del dangulo Hue) y amarillearse (dato reflejado en el pardmetro de luminosidad L*)
desde el segundo dia de almacenamiento (tabla 4.1). Se detecté un menor descenso
de Hue y menor aumento de L* en aquellas muestras sometidas a los tres tratamientos
postcosecha ensayados (AM, TT, y 1-MCP), siendo el tratamiento de AM el que mostré

mas eficacia en el mantenimiento de las cualidades visuales del brécoli, cuyas
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muestras exhibieron alta coloracion verde hacia el final del periodo de
almacenamiento y un retraso significativo en el amarilleamiento (tabla 4.1). Estas
muestras presentaron ademds una mayor turgencia en los tejidos (datos no
mostrados).

El tratamiento térmico retrasa el amarilleamiento probablemente por una
disminucién de la actividad de enzimas involucradas en la degradacion de clorofila,
tales como peroxidasa (Tian y col., 1997; Funamoto y col., 2002; Funamoto y col.,
2003; Costa y col., 2006), clorofilasa (Funamoto y col., 2002) y Mg-dequelatasa (Costa
y col., 2006), asi como la expresién de genes de feofitinasa (Blichert y col., 2011b).
Asimismo, estos tratamientos disminuyen la actividad de las enzimas involucradas en
la produccion de etileno, cuyo rol es también determinante en el amarilleamiento del
brdcoli (Tian y col., 1997).

En el presente trabajo, las muestras tratadas térmicamente se mantuvieron
verdes mas tiempo que los controles aun al cuarto dia de almacenamiento a 20 °C,

aunque en menor medida que los almacenados en AM.

Tabla 4.1. Cambios en los valores de L* y Hue de muestras de brdcoli sometidas a distintos
tratamientos postcosecha. AM: atmdsfera modificada; TT: tratamiento térmico; 1-MCP: 1-
metilciclopropeno; C: control sin tratar. Letras diferentes indican diferencias significativas al

mismo tiempo de almacenamiento.

Diasa 20 °C

0 2 4
L* (LsD=2.14)
AM 41,953 43,08 ab 45,08 bc
T 41,853 41,653 48.26d
1-MCP 41,95 a 41,18 a 49,57 d
Control 41,95 3 46,92 ¢ B5 e
Hue (LSD=1.79)
AM 125,7 ed 126,8 ed 1296f
T 125,7 ed 124,9 ed 124,4dc
1-MCP 125,7 ed 1264 ed 122,3c
Control 125,7 ed 119,6 b 101,99 a
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Las muestras tratadas con 1-MCP mostraron un ritmo de amarilleamiento
similar a las muestras tratadas térmicamente, manteniéndose mas verdes que los
controles al dia 4 de almacenamiento (tabla 4.1). Si bien hacia el quinto dia de
almacenamiento mostraron valores de L* mas altos que los tratamientos con
atmosfera modificada, los materiales tratados con 1-MCP iniciaron el amarilleamiento
recién hacia el tercer dia y a un ritmo menor que los controles. Como en el caso de los
tratamientos térmicos, el 1-MCP provoca una menor actividad de enzimas
involucradas en la biosintesis del etileno y en la degradacién de clorofila (Tian y col.,

1997; Gong y col., 2003).

Contenido de azucares

Se analizé el contenido de azucares mediante HPLC como se menciond en
materiales y métodos, en el dia inicial, dia 2 y dia 4 postcosecha. Como en otros casos
citados (King y Morris, 1994; Downs y col., 1997; Coupe y col., 2003; Pramanik y col.,
2005; Baclayon y col., 2009) tanto el contenido de fructosa, de glucosa como de
sacarosa disminuyeron durante el almacenamiento en todos los materiales, siendo los
controles los que mostraron una caida mas pronunciada hasta el dia 4 (figura 4.4). Esa
caida en los azucares se debe tanto a la necesidad de su uso en procesos biosintéticos,
como para su utilizacion en la respiracién de las flores (King y Morris, 1994). Los
materiales sometidos al almacenamiento en AM, tratamiento térmico y a aplicacién de
1-MCP mostraron un retraso en la pérdida de azucares solubles, aunque con

diferencias entre los distintos tratamientos (figura 4.4).
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Figura 4.4. Contenido de azlcares solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) en las muestras
sometidas a diferentes tratamientos postcosecha: controles (C), atmdsfera modificada (AM),

tratamiento térmico (TT) y 1-metilciclopropeno (1-MCP).

Las muestras almacenadas en AM sufrieron menores pérdidas de azlcares
respecto de los controles y las muestras tratadas térmicamente hacia el dia 2 del
almacenamiento a 20 °C, manteniendo los niveles de azlcares hacia el dia 4. Los
materiales tratados con 1-MCP también mantuvieron sus niveles de azucares mas altos
que los controles y en valores similares durante el almacenamiento. La aplicacién de 1-
MCP produce un retraso en la senescencia debido a una menor percepcion y sintesis
de etileno, lo que influye finalmente en el menor ritmo de pérdida de azlcares en
estos materiales (Chope y col., 2007; Itai y Tanahashi, 2008). Las muestras tratadas
térmicamente mostraron valores de glucosa y fructosa similares a los controles hacia el
dia 2, pero un valor mas alto de sacarosa. Hacia el dia 4, estas muestras presentaron
similares diferencias respecto de los controles al dia 2, aunque estos niveles fueron
menores que los materiales tratados con AM y con 1-MCP, con excepcion del
contenido de sacarosa.

Una disminucién en el contenido de sacarosa en brécolis luego de la cosecha,

es uno de los eventos de sefializacidon clave que controla la expresidon de genes durante
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la senescencia, asociada dicha disminucién a un aumento de la actividad invertasa
(Coupe y col., 2003a). En el caso de las muestras que no recibieron ningun tratamiento,
fueron las que sufrieron una mayor caida en los niveles de azlucares y mostraron

menores niveles de sacarosa hacia el final del periodo de almacenamiento.

Actividad invertasa, sacarosa sintasa y B-amilasa

Se midieron las actividades enzimaticas de invertasa, sacarosa sintasa y [-
amilasa de las muestras sometidas a los diferentes tratamientos desde el dia de la
cosecha hasta el dia 4, tomandose como valor de referencia al correspondiente al dia
de la cosecha.

La actividad invertasa de todas las muestras disminuyé durante el
almacenamiento a 20 °C, siendo los controles los que mantuvieron una actividad mas
alta que el resto y sostenida en el tiempo. Hacia el dia 2, se detectdé una menor
actividad invertasa en las muestras sometidas a AM vy las tratadas térmicamente
(figura 4.5 a), ocurriendo lo mismo hacia el dia 4. Coupe y col. (2003a) reportaron que
tratamientos con atmdsferas reducidas en O, y con mayores valores de CO, causaron
una disminucién en la acumulacion de transcriptos de los genes de invertasa BoINV1 y
BoINV2, manteniéndose ademds mas verdes que los controles durante el
almacenamiento. Los brécolis almacenados en atmédsferas reducidas en O, y con
mayor proporcién de CO, sufren menores pérdidas de agua, azucares solubles y
clorofilas que aquellos materiales almacenados en aire (Eason y col., 2007b). La
demanda de hexosas en tejidos sometidos a algun tipo de estrés puede causar un
aumento de la actividad invertasa (Sturn y Chrispeels, 1990). En este caso, cuando la
demanda de hexosas (y por lo tanto la hidrdlisis de sacarosa) se redujo debido al
efecto de la atmodsfera modificada, la actividad invertasa se mantuvo en niveles
inferiores respecto de los materiales almacenados en aire y sin tratamientos (figura 4.5
a).

La actividad invertasa fue menor también en los materiales tratados
térmicamente, tanto al dia 2 como al dia 4 de almacenamiento, pudiendo deberse ello
a la sensibilidad de la invertasa al estrés producido por las altas temperaturas (Singh y

Knox, 1984; Cheikh y Jones 1995).
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Las muestras tratadas con 1-MCP mostraron valores de actividad invertasa
similares a los respectivos controles durante el almacenamiento (figura 4.5 a). En Pyrus
pyrifolia 'y Solanum lycopersicum se ha descrito que el etileno tendria un efecto
positivo sobre la expresion y actividad de invertasa (Jeffery y col.,, 1984; Itai y
Tanahashi, 2008). En el presente ensayo, sin embargo, hubiera sido esperable una
disminucién de la actividad por la inhibicidon del efecto del etileno causada por el 1-
MCP. De todas maneras, se han encontrado en diferentes especies efectos disimiles
del etileno sobre un mismo gen o actividad enzimatica. Por ejemplo, en tomate se ha
demostrado un aumento de la actividad de la enzima pectina metilesterasa (PME) por
accion del etileno, mientras que esta misma hormona disminuyd la expresion de los
genes correspondientes en frutilla (Castillejo y col., 2004).

La actividad sacarosa sintasa disminuyd durante el almacenamiento en todas
las muestras, pero este descenso fue mas importante en las muestras sometidas a los
tres tratamientos hacia el dia 2, y en aquellas sometidas a AM y tratamiento térmico al
dia 4 (figura 4.5 b). Si bien las bajas concentraciones de oxigeno se asociaron con una
mayor expresiéon de genes de la enzima sacarosa sintasa (Zeng y col.,, 1999;
Geingenberger 2003; Loreti y col., 2005), la actividad de la enzima hacia el dia 2 y el dia
4 en las muestras sometidas a AM fue menor que en los controles, aunque similar a las
muestras tratadas con 1-MCP y mayor respecto de las muestras sometidas a
tratamiento térmico. La menor actividad detectada en las muestras tratadas
térmicamente probablemente se debié a la influencia de este tratamiento en la
depresiéon del metabolismo enzimatico (Wangy col., 1993).

La actividad de la B-amilasa disminuydé en todos los materiales, tratados vy
controles, desde el dia de la cosecha. Durante el segundo dia de almacenamiento no
hubo diferencias entre los tratamientos ni con los controles. Hacia el final del periodo
de almacenamiento hubo mayor actividad B-amilasa en los materiales sometidos a los
diferentes tratamientos, siendo los controles los que mostraron una disminucién
respecto del dia 2, y las muestras sometidas a AM las que mayor actividad presentaron

(figura 4.5 c).
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Figura 4.5. Actividad invertasa (a), sacarosa sintasa (b) y beta-amilasa (c) en los materiales
tratados con AM, TT, 1-MCP y controles. Letras diferentes indican diferencias significativas al

mismo tiempo de almacenamiento.

104



El proceso de senescencia estd acompafiado por un alto consumo energético
gue conduce a una disminucion en el contenido de azlcares simples y almidén. Los
tratamientos postcosecha que retrasan el proceso de senescencia en general
disminuyen la actividad respiratoria del producto (Tian y col., 1997; Funamoto y col.,
2002; Coupe y col., 2003a; Funamoto y col., 2003) y permiten mantener un mayor nivel
de azlcares. En este caso en particular, los tratamientos realizados causaron un menor
descenso en los niveles de azucares durante la postcosecha. Las muestras sometidas a
AM y TT mostraron ademas una menor actividad de invertasa y sacarosa sintasa que
podria conducir a una menor degradacién de sacarosa. Debido a que la actividad de
estas enzimas fue menor en las muestras tratadas térmicamente respecto de aquellas
almacenadas en atmodsferas modificadas, los niveles de sacarosa resultaron mayores
en estas Ultimas.

Si bien las muestras tratadas con 1-MCP mostraron niveles de azucares
mayores que los controles y similares a aquellas muestras tratadas con AM, las
actividades enzimaticas sacaroliticas fueron practicamente iguales a las detectadas en
los controles. Por tal razon, la causa del mantenimiento de los niveles de azucares en
las muestras tratadas con 1-MCP es probablemente debido a la mayor actividad B-

amilasa observada, la cual pudo ser la fuente de azucares como la glucosa.
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Conclusiones generales

La inflorescencia del brdcoli se cosecha estando el érgano todavia en desarrollo
y con una importante demanda de hidratos de carbono, otros nutrientes, agua y
hormonas necesarios para el metabolismo de crecimiento y de mantenimiento. Dado
que el corte produce una interrupcién de estos suministros, se puede tornar
importante el nivel de azlcares del producto en el momento de la cosecha.

Para corroborar la incidencia del estatus de hidratos de carbono de la
inflorescencia sobre el desarrollo de la senescencia, en el presente trabajo de tesis
doctoral se estudid el efecto del momento de la cosecha en diferentes horas del dia
sobre el desarrollo de la senescencia postcosecha en general y sobre el nivel de
hidratos de carbono y enzimas involucradas al catabolismo de los mismos. Asimismo se
analizé el efecto de aplicaciones exégenas de azlcares para corroborar su efecto en
dicho proceso, como asi también el efecto de diferentes tratamientos postcosecha
sobre el nivel de azlcares y la actividad enzimatica relacionada al catabolismo de los
mismos.

Se pudo observar que el nivel de hidratos de carbono evoluciond de una forma
diferente en las muestras cosechadas a diferentes horas de dia, siendo las muestras de
las 18 h las que tuvieron mayores contenidos de azucares reductores y sacarosa hacia
el final del periodo de almacenamiento. Si bien inicialmente los materiales cosechados
a distintas horas mostraron niveles similares de azucares solubles, el contenido de
almidon fue mayor en las muestras cosechadas a las 18 h. La evolucion de los
contenidos de dichos azucares fue diferente a lo largo del almacenamiento, y ello pudo
deberse a la glucosa y/o sacarosa aportada por la degradacion del almidén, que en las
muestras de las 13 h duplicé al contenido en las muestras de las 8 h, mientras que las
muestras de las 18 h casi triplicaron al de las muestras cosechadas a la mafiana. La
actividad enzimatica relacionada al catabolismo de azucares fue superior en las
muestras cosechadas a las 18 h aunque sélo al dia inicial, siendo similar en todas las
muestras durante los siguientes dias de almacenamiento. Si bien el contenido de
sacarosa al dia de la cosecha no fue significativamente superior en las muestras de las
13y las 18 h, una mayor actividad invertasa en estas muestras podria deberse al mayor
nivel de sacarosa existente durante las horas de luz. Del mismo modo, una mayor
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actividad de la enzima sacarosa sintasa en las muestras de las 18 h pudo deberse a una
mayor cantidad de otro producto de la fotosintesis con funcidon de reserva como el
almidon, dada la asociacion de dicha enzima con el catabolismo de la sacarosa en el
organo destino y la provisidon de glucosa para la sintesis de almiddn. Del mismo modo,
y dado que la sintesis de dicho compuesto va seguida de una degradacion del almiddn
transitorio para la provision continua de hidratos de carbono en periodos de baja
intensidad luminica (como el caso del momento de cosecha a las 18 h) o ausencia de
luz, la actividad B-amilasa fue también superior en las muestras cosechadas a las 18 h.

Asimismo, se pudo ver que la cosecha hacia el final del dia favorecié el
mantenimiento del color verde por mas tiempo, debido a una mayor retencién de
clorofilas. Las enzimas clorofilasa 2 (CHL2), feofdrbido a oxigenasa (PaO) y la
feofitinasa (PPH) estan ligadas a la degradacién de clorofila. En el presente trabajo,
hacia el dia 4 de almacenamiento principalmente, se encontré una menor expresiéon de
los genes que codifican para dichas enzimas en brdcoli en las muestras cosechadas a
las 18 h (para el caso de BoCLH2, BoPaO y BoPPH), y en las cosechadas a las 13 h (para
el caso de BoPaO y BoPPH), respecto de las muestras cosechadas a las 8h. Estos datos
se correlacionaron con la degradacion de clorofila, que resulté mayor y de forma mas
prematura en las muestras cosechadas a las 8 h.

Se evalud la hipétesis de la incidencia del nivel de azlcares sobre la senescencia
postcosecha del brdcoli realizando aplicaciones durante la postcosecha. Se detectd
gue las muestras que fueron sometidas a tratamientos exégenos de glucosa y sacarosa
mostraron durante el periodo postcosecha un mantenimiento mas alto del nivel
endogeno de azucares respecto de las muestras no tratadas, visualizandose ademas un
retraso en el amarilleamiento, relacionado a una menor degradaciéon de clorofila, y
mayores niveles de antioxidantes.

Se buscé ademas correlacionar los cambios en los niveles de azlcares y de
actividades enzimaticas en muestras sometidas a tratamientos que desaceleran el
proceso de senescencia tales como atmodsferas modificadas (AM), tratamientos
térmicos (TT) y 1-metilciclopropeno (1-MCP). Las muestras sometidas a los diferentes
tratamientos sufrieron una caida en el nivel de azUcares menos brusca respecto de los
controles, los cuales mostraron al dia 4 menores contenidos de sacarosa respecto de

los tratamientos AM, TT y 1-MCP. En lo que respecta a la actividad de las enzimas
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relacionadas al catabolismo de sacarosa, la menor actividad medida en las muestras
sometidas a los diferentes tratamientos pudo deberse a una disminucion en el
metabolismo, razén por la cual dichas muestras pudieron mantener niveles mas altos
de azucares hacia el dia 4 postcosecha.

Si bien la senescencia postcosecha del brécoli esta regida por una multiplicidad
de factores, en el presente trabajo se pudo comprobar la importancia que cumple la
existencia de un nivel elevado de hidratos de carbono durante la senescencia,
principalmente por su efecto en el retraso de la degradacidn de clorofilas, un factor
determinante en la calidad del producto en postcosecha.

Finalmente, se pueden realizar algunas consideraciones en relacion a la posible
implicancia de estos estudios en la comercializacién de brocoli. En las practicas de
horticultura generalmente la mafiana es considerada el mejor momento del dia para la
cosecha de vegetales dado que el estatus hidrico de los mismos en dicho momento es
alto, junto con la ocurrencia de menores temperaturas y una menor tasa respiratoria
(Klieber y col., 2002). Sin embargo, los resultados presentados aqui podrian sugerir, al
menos, una revision del horario de la cosecha, para obtener un mayor tiempo de

ventaja en la conservacién del producto en condiciones de temperatura ambiente.
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