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RESUMEN

Los tratamientos postcosecha con luz visible de baja intensidad han comenzado a
utilizarse en los ultimos afos como tecnologia para retrasar la senescencia postcosecha
de vegetales verdes. En este trabajo hemos estudiado la posibilidad de utilizar pulsos de
luz visible de baja intensidad como tecnologia postcosecha para retrasar la senescencia
de brocoli almacenado a temperatura ambiente y hemos investigado sobre cual es el
mecanismo fisiolégico que podria explicar el retraso de la senescencia mediado por los
pulsos de luz. En una primera etapa encontramos que pulsos diarios de 2 h con 20-25
umol m™? s™' de luz blanca resultaron efectivos para retrasar el amarillamiento de las
cabezas de broécoli y retener los componentes del cloroplasto (clorofilas y proteinas). La
intensidad de la luz utilizada no fue suficiente para revertir la fotosintesis ya que el
contenido de azucares totales fue menor en todas las muestras tratadas con luz respecto
al valor inicial, es decir no hubo sintesis neta de azicares (fotoasimilados). Sin embargo
observamos que los azucares reductores se consumieron a menor velocidad en las
muestras tratadas con luz respecto a las almacenadas en oscuridad. En una segunda
etapa analizamos si el retraso de la senescencia postcosecha de brécoli depende de la
calidad de luz utilizada. El efecto sobre los azucares fue el mismo independientemente de
la luz utilizada, blanca, roja o rojo lejano. Con respecto a la degradacion de clorofilas y
proteinas solubles (componentes del cloroplasto) el efecto del tratamiento con luz roja fue
similar al tratamiento con luz blanca mientras que con luz rojo lejano se observaron
resultados similares a los controles en oscuridad. Este resultado es una respuesta tipica
de los procesos fisioldgicos en los que participan los fitocromos, con luz roja se activan y
con luz rojo lejano se desactivan. Por lo tanto podemos sugerir que los fitocromos estan
involucrados en el retraso de la senescencia mediado por la luz. Finalmente, dado que
para algunos parametros, retencion de proteinas solubles por ejemplo, el efecto de la luz
blanca fue mayor que el efecto de la luz roja, debemos considerar que hay otros

fotoreceptores que también estarian involucrados.

Palabras claves: Senescencia postcosecha, luz blanca, luz roja, fotoreceptores



I. INTRODUCCION
I.I. Generalidades del Brocoli

Origen

El brécoli es una hortaliza originaria de la region del Mediterraneo Oriental, concretamente
de Asia Menor (Libia, Siria). Se cree que esta hortaliza proviene de una especie silvestre
comun de las coles y que a través de un continuo proceso de seleccién por el hombre
adquirié la morfologia actual. En el siglo XVI, el cultivo de brécoli para consumo habria
llegado a la Peninsula Italica, pero fue recién a mediados del siglo XX, cuando su

produccién se desarrollaria en distintos paises de Europa (www.regmurcia.com, 2018).

Valor nutritivo

El brécoli pertenece a la familia de las Brassicaceae (Cruciferas) y su nhombre cientifico es
Brassica oleracea L., var. italica Plenk. Forma parte de las hortalizas comunmente
denominadas coles (repollo, repollitos de Bruselas, coliflor, entre otros), las que se
consideran alimentos funcionales debido a su alto contenido de antioxidantes y
glucosilanatos que les otorgan propiedades anticancerigenas (Jeferry et al., 2003). El
consumo de brocoli fresco en los ultimos afos ha aumentado considerablemente en
muchas partes del mundo debido a su alto contenido nutricional. Posee bajo contenido
caldrico, alto contenido de fibra dietética, altos niveles de acido ascérbico y compuestos

anticancerigenos y antioxidantes (King y Morris, 1994), Tabla 1.

Valor nutriconal del brécoli por 100 g
de producto comestible
Tabla 1: Valor nutricional de brécoli. Adaptado de |Proteinas(g) 5.35
Gebhardt y Matthews, 1988. Fuente:"Andlisis de la [lipidos(p) 0.3
senescencia postcosecha de brocoli- Efecto de G!ucid.os(g) 4.86
tratamientos fisicos”, Tesis doctoral, Lorenza Costa, Vitamina A (U.1) 3.500
Vitamina B1 (mg) 100
2005. Vitamina B2 (mg) 210
Vitamina C (mg) 118
Calcio (mg) 130
Fosforo (mg) 76
Hierro(mg) 1.3
Calorias (cal) 42-32



http://www.regmurcia.com/

Produccién y Consumo

Segun datos aportados por el “Boletin situacional de brocoli” del afo 2014, del Ministerio
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca de México, la produccién mundial de brdcoli
muestra una tendencia en alza, que se evidencia a lo largo del periodo 2000 - 2014,
registrando en los afios 2013 y 2014 el volumen mas alto de produccién, 22.278.858 t

(figura 1).
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Figura 1: Producciéon mundial de brécoli desde el afio 2000 al 2014. Datos Estimados. Figura

tomada del “Boletin Situacional de Brocoli”, 2014.

El principal pais productor es China con el 41.20%, seguido por India con el 35.40%,
Espafia con el 2.43%, México 2.16%, Italia con el 1.71% y Francia con el 1.52%. El

15.58% restante de la produccion corresponde a 86 paises del resto del mundo (figura 2).
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El principal pais exportador a nivel mundial es Espafia con 29.03%, seguido por México
con el 14.44% vy Francia con el 11.38%. Otros paises exportadores de gran importancia
son Estados Unidos con el 10.00%, China con el 7.24% e Italia con el 5.09% (figura 3).
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Figura 3: Participacion de exportaciones mundiales de brdocoli para el afio 2014. Tomada del

“Boletin Situacional de Brocoli”,2014.

En Argentina, segun un informe de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca,
Alimentos y Forestacion (SAGPyA) (Colamarino et al., 2006), las provincias que mas se
destacan por su produccion horticola, ordenadas de mayor a menor superficie, segun el
Censo Nacional Agropecuario (2002) son Buenos Aires (19,7% del total), Mendoza
(15,0%), Cordoba (10,4%), Santiago del Estero (6,8%), Misiones (5,7%) y Corrientes
(4,9%).

La produccion de brécoli en Argentina, debido a su alta perecibilidad, se realiza
generalmente cerca de los centros urbanos, con acceso rapido al mercado. En el Censo
Provincial Hortifloricola del ano 2005 se estimd que en la Provincia de Buenos Aires se
cultivaban cerca de 366 hectareas de brécoli, de las cuales 106 hectareas pertenecian al
Partido de La Plata, donde el cultivo se realizaba tanto bajo cubierta como a campo (figura
4).
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Figura 4: Superficie en hectareas de cruciferas por cultivo en La Plata y provincia de Buenos Aires.
En el eje Y se grafican las hectareas. Censo Provincial Hortifloricola de la Provincia de Buenos
Aires. 2005.

Caracteristicas morfoldgicas

Se trata de un cultivo de plantas anuales o perennes donde la raiz es pivotante poco
profunda, lefosa, con raices secundarias y superficiales, formando una cabellera
ramificada y superficial. El tallo es relativamente grueso (3-6 cm diametro) de 20 a 80 cm
de alto en el que se disponen las hojas de forma helicoidal, con entrenudos cortos. La
plantula tiene un aspecto arrosetado en sus inicios, pero luego los entrenudos se van
elongando. Las hojas son grandes, glabras, de coloracidon verde grisacea azuladas,
pueden alcanzar los 40 a 50 cm de largo, lobuladas, con bordes ondulados, partidos,
pinatisectas y largamente pecioladas (figura 5) (Del Pino, 2014). El tallo principal termina
en una masa globosa de yemas hipertrofiadas, formadas por las inflorescencias, con las
flores dispuestas en un corimbo principal o primario, denominado pan, pellas o “ramillete”
que es el 6rgano de consumo. En el ramillete podemos distinguir los pedunculos,
pedicelos y sépalos (figura 6). Las flores de brécoli son pequefias, en forma de cruz, con
pétalos de color amarillo y el fruto es una silicua de valvas ligeramente convexas con un
solo nervio longitudinal. Produce abundantes semillas redondas y de color rosaceo. Son
plantas alégamas con polinizacidon cruzada. Posee incompatibilidad con su propio polen.
En 1 gramo pueden contenerse alrededor de 350 semillas, con una longevidad promedio
de unos 4 anos (Del Pino, 2014).



Figura 5: Cultivo de brécoli a campo. Fuente: www.agroboca.com/especies-frutas-verduras/brocoli)
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Caracteristicas fisiologicas

La mayoria de los cultivares de brocoli presentan un ciclo de vida anual bajo las
siguientes fases:

1. Fase Juvenil: Se inicia con la emergencia de los cotiledones, y se caracteriza porque a
lo largo de este periodo la planta sélo forma hojas y raices. En general el intervalo 6ptimo
de germinacion para brocoli se establece entre 20 y 30 °C. La duracién de este periodo
juvenil y el ritmo en la formacion de hojas varian con los cultivares.

2. Fase de Induccién Floral: El brocoli puede caracterizarse como una especie
vernalizante facultativa, aunque existen cultivares que se comportan como vernalizantes

obligados. Es decir que sin la accion de las bajas temperaturas, no tienen capacidad de


http://www.agroboca.com/especies-frutas-verduras/brocoli

formar cogollo o cabeza, ni la aptitud para reproducirse. Con temperaturas superiores a
10°C estas especies no son capaces de formar una verdadera inflorescencia. La
concurrencia de altas temperaturas en pleno periodo de induccién o posterior, puede
tener efecto desvernalizante.

3. Fase de Formacién de Cogollo de preinflorescencias o inflorescencias: En esta etapa,
tras haber sido la planta inducida a floracion, deja de formar nuevas hojas y las ya
formadas, presentan una tasa de crecimiento menor. La mayor parte de las sustancias de
reserva elaboradas por las hojas, son movilizadas hacia el meristema de crecimiento
apical que sufre una serie de transformaciones y multiplicaciones que conducen a la
formacion del cogollo (cabeza apretada de la inflorescencia). En esta etapa no se observa
dominancia apical de la inflorescencia, ni elongacién alguna de los pedunculos.

4. Fase de Floracion: En brocoli la floracion es una fase bastante inmediata. De ahi que
en plena recoleccion de brécoli es frecuente observar alguna flor abierta, es muy comun
verlo cuando no se cosecha con la frecuencia adecuada.

5. Fase de Polinizacién y Fructificacion: La polinizacion es cruzada y entomofila. Las
semillas son aptas para germinar desde su recoleccion.

Las distintas variedades comerciales segun la duraciéon de su ciclo (dias transcurridos
desde la fecha de trasplante a la recoleccion) hacen posible la clasificacion en:

a. Variedades de ciclo corto: Presentan una duracién en el ciclo inferior a los 80 - 90 dias,
las hay incluso con ciclos de 40 - 45 dias y son de recoleccion estival y otofial.

b. Variedades de ciclo largo: El ciclo en éstas es superior a los 120 dias, se adaptan muy
bien a ser recolectadas en los meses mas frios (invierno).

En cuanto a la época de produccién, son denominados como "PRECOCES",
"INTERMEDIOS" y " TARDIOS".

La mayor parte de las variedades de brdcoli existentes hoy en el mercado son hibridos, ya

que se han dejado de usar las variedades de polinizacion abierta (Del Pino, 2014).
Caracteristicas de produccioén

Inicio del cultivo
En nuestro pais se inicia por almacigo y trasplante. Si bien es un cultivo que tolera muy
bien el trasplante a raiz desnuda, por el costo de la semilla el almacigo se realiza en

bandejas tipo speedlings. La época de trasplante depende de la época de produccion



(figura 7). Los marcos de plantacion dependen del tamafio del cultivar, pero varian entre

lineas o surcos de 0,7 a 0,8 m y de 0,35 a 0,45 m entre plantas.

Precoces (menos de 70 dias) -:

Intermedios (entre 70 y 90
dias)

Tardios (mas de 90 dias)

Transplante

- Cosecha

Figura 7: Epoca de trasplante y cosecha, Guia Brocoli, FCAyF, UNLP, 2014.

Requerimientos de cultivo

Es un cultivo de desarrollo fundamentalmente durante las estaciones de otofio e invierno,
aunque existen cultivares desarrollados para altas temperaturas también. 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 induccion floral necesita
entre 10 y 15°C durante varias horas del dia. La planta y la pella no suelen helarse con
temperaturas cercanas a 0° C, cuando su duracion es de pocas horas del dia. La
humedad relativa 6ptima oscila entre 60 y 75%. Prefiere suelos con tendencia a la acidez
y no a la alcalinidad, estando el 6ptimo de pH entre 6,5 y 7. Requiere suelos de textura
media. No soporta la salinidad excesiva del suelo y del agua de riego. Las semillas de
brécoli necesitan para germinar temperaturas minimas de 5 ° C, su 6ptima esta en 26,5 °
C. Las temperaturas optimas de crecimiento son de 16 £ 1,5°C, lamaximade 30°Cy la
minima de 4 ° C. Para el desarrollo vegetativo necesita temperaturas de 15°Ca25°Cy
para el desarrollo de las inflorescencias de 5 a 15 ° C (Del Pino, 2014).

El brécoli es un cultivo muy exigente en nutrientes, nitrogeno y fésforo principalmente,
para conseguir un buen desarrollo. Los requerimientos de nitrégeno del cultivo se calculan
a partir de un analisis del contenido de nitrégeno del suelo y teniendo en cuenta el aporte
de nitrogeno por mineralizacion del mismo. Se recomienda una dosis de 22-34Kg/ha
preplantacion o en plantacién y luego una aplicacion cuando el cultivo se encuentra en la

etapa de desarrollo. En cuanto al fésforo se recomienda la siembra de brécoli en suelos



que contengan alrededor de 50 ppm del mismo; en caso de tener una concentracion

menor se recomienda aplicar entre 45-90 Kg/ha. En menor medida se fertiliza con potasio

y zinc (Cantwell y col, 1996)

Adversidades

Plagas

En el cultivo de brécoli, las plagas no son una problematica muy importante; sin embargo

se pueden encontrar:

Fisiopatias

Pulgoén (Brevicoryne brassicae y Myzus persicae)
Trips
Minadores (Lyriomiza sp.)

Mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci).

. El cultivo de brécoli es muy sensible a las temperaturas extremas.

Las temperaturas elevadas afectan el cultivo, produciendo las siguientes fisiopatias:

v Aparicién de hojas bracteiformes en el interior del cogollo prefloral

v Formacién prematura de cogollos preflorales

v Apertura prematura del cogollo prefloral

v Deformaciones en las inflorescencias: pellas irregularmente

onduladas o bien abriendo excesivamente algunos brotes florales
v Granos marrones: botones florales marrones y posterior

desprendimiento de las inflorescencias

Las heladas y bajas temperaturas afectan a las inflorescencias mas jovenes,

congelandolas o produciendo dafio a temperaturas por debajo de - 1,1 °C.

. Una de las fisiopatias mas comunes en el brocoli, es el
amarillamiento de las inflorescencias debido a la sobremaduracion,
deshidratacién y senescencia.

. También se observan fisiopatias por desérdenes nutricionales como:
v Exceso de nitrégeno: puede causar un crecimiento en forma rapida,
puede ser responsable de la aparicién de zonas ahuecadas en los tallos y
talamos florales. Otros factores que pueden incidir en este ahuecado de los
tallos pueden ser un marco de plantacion demasiado amplio o una elevada

temperatura que propicie un crecimiento muy rapido de las plantas.

10



v Carencia de boro: aparecen en los peciolos de las hojas manchas
corchosas, escaso desarrollo radical y manchas necréticas en las pellas.
Este desorden nutricional puede ser relativamente frecuente en suelos
alcalinos.

v Carencia de molibdeno: produce un desarrollo anormal de los limbos
foliares que en casos extremos puede dejar reducidas las hojas al nervio
central. Muchas plantas no dan produccién o forman pellas muy pequenas.
Esta carencia suele presentarse mas frecuentemente en suelos con pH
acidos (Guia Brocoli, FCAyF, UNLP, 2014)

Cosecha

Para el consumo de brécoli se cosechan las inflorescencias inmaduras. Se puede
cosechar de forma manual o mecanizada, siendo la primera forma la mas utilizada. Esta,
se realiza con cuchillo sobre el pedunculo que sostiene la pella principal (cabeza central)
con un tallo de 5 a 10 cm. Luego de la cosecha de la cabeza central, al romperse la
dominancia apical, se produce un crecimiento secundario, que puede ser comercializado
si las condiciones ambientales fueron favorables (Stoppani y Francescangeli, 2000). EI
brécoli de buena calidad debe tener las inflorescencias cerradas y de color verde,
compactas (firme a la presién de la mano) y el tallo bien cortado y de la longitud
requerida. Las producciones varian segun se trate de brdocolis de pella principal o de
rebrotes, ademas del tipo de variedad. Pero pueden estimarse unos rendimientos
normales entre 15.000 y 35.000 kg/ha.

Caracteristicas y Manejo Postcosecha
Las enfermedades mas comunes en el cultivo de brocoli presentadas en el Manejo
postcosecha de brdcoli del Mercado Central son:

. Podredumbre blanda bacteriana (Erwinia carotovora): Aparece como un
ablandamiento acuoso o manchas grasosas en los tallos o en los pimpollos. El
decaimiento tiene un olor putrido.

. Mancha bacteriana: Esta enfermedad se caracteriza por lesiones, de
menos de 1,5 cm de diametro, marréon cuero a claro, volviéndose mas oscuro con el
tiempo. Las lesiones estan divididas en zonas y pueden aparecer sobre cualquier parte

del tallo. Las zonas infectadas estan firmes y flexibles y solo ligeramente blandas.
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. Podredumbre gris mohosa (Botrytis cinerea): Se producen areas verdosas,
amarronadas, acuosas y blandas. Un moho blanco puede aparecer sobre la superficie de
las manchas mas grandes y en estados avanzados las areas se tornan verdosas -
amarronadas; los tejidos enfermos no tienen olor.

. Podredumbre blanda acuosa (Sclerotinia sclerotiorum): Los tejidos
afectados estan a menudo cubiertos con un micelio blanco algodonoso. Los tejidos con
decaimiento en realidad producen humedad pero con olor desagradable. El hongo forma
un compacto y vigoroso crecimiento que se extiende de una cabeza a otra y envuelven a
ellas en su micelio.

El brécoli es un producto muy perecedero, puede ser almacenado sélo por un breve
periodo. La tasa de respiracién del brécoli recién cosechado es muy alta ya que para el
consumo de brdcoli se cosechan las inflorescencias inmaduras, por lo que se trata de un
tejido vegetal en activo crecimiento. La cosecha induce rapidamente el proceso de
senescencia en estos tejidos inmaduros, ya que ademas del estrés ocasionado por el
corte, los tejidos quedan desprovistos de toda fuente de energia, nutrientes y hormonas
(King y Morris, 1994). La tasa de produccion de etileno de brocoli es muy baja pero es una
hortaliza extremadamente sensible a esta hormona, ya que es aceleradora de la
senescencia y su efecto mas caracteristico es que acelera notablemente el amarillamiento
de las inflorescencias. El contacto con 2 ppm de etileno a 10°C reduce la vida en un 50%.
El tiempo de almacenamiento depende fundamentalmente de las condiciones de
temperatura y humedad que se utilizan. Se requiere una temperatura de 0°C y una HR
>95% para lograr una vida de almacenamiento de 21-28 dias, pero si la temperatura de
almacenamiento es de 5°C la vida util es de 14 dias y cuando se almacena a 10°C es de
s6lo 5 dias (Toivonen y Forney, 2016).

El uso de atmdsferas controladas es ampliamente recomendado para brécoli. Cuando se
almacena brocoli en una atmaosfera con bajo nivel de O, (1%), alto CO, (10%) se logra
retrasar el amarillamiento de las inflorescencias, pero se debe controlar cuidadosamente
el nivel de oxigeno ya que se ha reportado que niveles extremadamente bajos del mismo
ocasionan olores extranos (Del Pino, 2014).

En general no se hacen recomendaciones respecto a la luz, sélo que es conveniente el
almacenamiento sin iluminacion porque generalmente los sistemas de iluminacién
aumentan la temperatura del ambiente y esto favorece el deterioro postcosecha de los

productos (Cantwell et al., 2013).
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L.Il. Senescencia y “Senescencia postcosecha”

Senescencia en plantas

Como concepto general, podemos definir la senescencia de plantas como un proceso
fisiologico, de desmantelamiento del aparato fotosintético y removilizacién de los
nutrientes hacia otras partes de la planta en activo crecimiento (Costa et al., 2013a). Esta
etapa precede a la muerte del individuo o del érgano. Dado que la senescencia es parte
del programa de desarrollo de una planta, se trata de un proceso programado
genéticamente y que estd regulado por numerosos factores tanto enddégenos como
ambientales (He, et al., 2001).

En la bibliografia mas reciente encontramos que se define el comienzo de la senescencia
cuando un tejido deja de ser un “destino” dentro de la planta y comienza a ser “fuente”. Un
“destino” es un tejido fotosintéticamente activo y por lo tanto recibe nutrientes que seran
asimilados y transformados en componentes celulares; una “fuente” es un tejido que como
ha perdido la capacidad de realizar fotosintesis, comienza a degradar todos sus
componentes celulares, las macromoléculas se degradan en sus componentes sencillos
que podran ser exportados hacia otras partes de la planta que los utilizara (Masclaux-
Daubresse et al, 2016)

Como se ha mencionado, el principal sintoma de la senescencia en los tejidos vegetales
es el desmantelamiento del aparato fotosintético esto conduce a la degradacién de
clorofilas y proteinas, lo que se acompana de la pérdida del funcionamiento de los
cloroplastos (Buchanan-Wollaston et al., 2003; Page et al, 2001; Costa et al,
2013a).Debido a ello, los trabajos donde se estudia el proceso de senescencia utilizan
como parametros a seguir el contenido de clorofilas, de proteinas y la actividad del

aparato fotosintético.

Senescencia postcosecha de brocoli

El brécoli tiene una corta vida util postcosecha, ya que se cosechan las inflorescencias
todavia inmaduras, aun cuando el sépalo no se ha abierto causando severas condiciones
de estrés, que llevan a la perdida de agua y variaciones en las concentraciones de
nutrientes y hormonas, induciendo tempranamente a la senescencia y acelerando este
proceso (Blchert et al., 2011)

Desde el punto de vista fisioldgico el desarrollo de la senescencia en el brécoli es inducida

por corte. Durante la senescencia postcosecha de brécoli se producen cambios

13



bioquimicos que afectan la calidad nutricional y comercial del producto, como la pérdida
de color por degradacién de clorofilas, la degradacion de proteinas, la disminucién de
acido ascérbico y de glucosinolatos entre otros (Costa et al., 2006; Zhan et al., 2012; Ma
et al.,, 2014). La vida util de estos vegetales no supera los 3 o 4 dias a temperatura
ambiente (Cantwell et al. 2013). Dada esta caracteristica es facil comprender el problema
existente para la comercializacién de este producto en zonas alejadas del lugar de

produccion.

I-Ill- Tecnologias postcosecha en Brocoli

Es muy frecuente regular las condiciones exdgenas para retrasar la senescencia de las
cabezas de brécoli y poder prolongar su vida util postcosecha. Las condiciones de
almacenamiento recomendadas son la refrigeraciéon a 0°C y una humedad relativa de 98-
100%, las cuales logran extender su vida util por 20 dias (Toivonen y Forney, 2016). Sin
embargo, las instalaciones necesarias para mantener estas condiciones de refrigeracion
no se implementan en todos los paises debido al costo que representan, siendo los
procesos de almacenamiento, manipulacién y transporte en la postcosecha realizados a
temperatura ambiente (Jones et al.,, 2006; Yuan et al.,, 2010). Con una temperatura
ambiente de 20-25 ° C, la vida util de brécoli disminuye a 3 dias, por eso en los ultimos
afios se han desarrollado estrategias para retrasar la senescencia en estas altas
temperaturas. Diferentes tecnologias han sido desarrolladas para retrasar la senescencia
del brécoli, incluidos los tratamientos térmicos, radiacion UV-C, atmdésfera controlada y 1-
MCP (Costa et al.,, 2005, 2006; Jones et al., 2006; Jia et al., 2009; Yuan et al., 2010;
Perini et al.,, 2017) y tratamientos con diferentes compuesto quimicos y citoquininas
(Downs et al., 1997). Sin embargo ninguna de estas tecnologias se aplica en el sector
horticola de Argentina. En la busqueda de una alternativa mas econémica y amigable con
el medio ambiente se ha investigado la aplicacion de luz visible para retrasar la
senescencia postcosecha. Desde hace mucho tiempo se conoce que la senescencia es
inducida por la oscuridad y que en el caso de hojas puede revertirse en las etapas

iniciales exponiendo los tejidos nuevamente a la luz (Zavaleta-Mancera, 1999).

L.IV Efecto de la luz en postcosecha
En base a lo mencionado anteriormente se ha comenzado a trabajar en la posibilidad de
utilizar luz durante el almacenamiento postcosecha de vegetales verdes como una

alternativa mas amigable con el medio ambiente. La efectividad del tratamiento con luz en
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la postcosecha de los vegetales depende de la intensidad de la misma y del fotoperiodo
utilizado. Lester et al. (2010) mostraron que el tratamiento continuo con luz de baja
intensidad conserva las cualidades nutricionales de la espinaca. También, cuando las
hojas de espinacas fueron tratadas con pulsos de luz y se transfirieron a una camara a 4 °
C bajo oscuridad, la senescencia se retraso y el contenido de acido ascorbico y glutation
se mantuvo mas alto (Gergoff et al., 2013; Costa et al., 2013b). En otro estudio, Zhan et
al., (2012) utilizaron luz continua de baja intensidad para retrasar la senescencia durante
el almacenamiento de brocoli a baja temperatura y observaron que disminuyé la pérdida
de color, se conservo la textura y el aroma, pero aumenté la pérdida de peso. Ademas se
retraso el amarillamiento en la postcosecha del brécoli y se redujo el contenido de acido
ascorbico a 20 ° C con un tratamiento con LED rojo (diodos emisores de luz) de 50 pmol
m-? s-' durante cuatro dias (Ma et al., 2014). Hasta el presente se han realizado muy
pocos estudios sobre las bases fisioldgicas de los tratamientos con luz durante el
almacenamiento postcosecha. Se sabe que la luz actia como regulador de la
senescencia a través de dos mecanismos diferentes. En uno, las clorofilas actian como
fotoreceptores, revirtiendo la fotosintesis, sintetizando fotoasimilados y acumulando
azUcares para retrasar la senescencia. En el otro mecanismo, los fitocromos serian los
fotoreceptores encargados en regular la senescencia, manteniendo el funcionamiento de
los cloroplastos y evitando la induccién de las SAGs (Liebsch y Keech, 2016). Estos
fotoreceptores adquieren su forma activa absorbiendo luz roja y sus respuestas
fisiolégicas pueden revertirse absorbiendo luz en el rojo lejano (Quail, 2002). En el caso
de albahaca se ha demostrado que el efecto de los pulsos de luz sobre el metabolismo de
proteinas durante la senescencia postcosecha es sistémico y esta mediado por fitocromos
ya que la intensidad de luz utilizada, se hallaba por debajo del punto de compensacion
luminica y los resultados obtenidos fueron similares en los pulsos de luz blanca y roja.
(Costa et al., 2013b).

Fitocromos

Los fitocromos son cromoproteinas solubles, que contienen aproximadamente 1100
aminoacidos. Normalmente estan formando dimeros, y el peso molecular de cada
monomero esta en el rango de 120-127 kDa (Thomas, 1991). Los fitocromos detectan la
luz en la region del rojo (R, 600 a 700 nm, con pico de absorcion en 660 nm) y rojo lejano

(FR, 700 a 800 con pico de absorcion a 730 nm). Los fitocromos son pigmentos que
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presentan dos formas interconvertibles: la forma simbolizada como Pr que absorbe luz
roja (LR) y la forma simbolizada como Pfr que absorbe en el rojo lejano (LRL). Pr luego de
la absorcion se convierte en Pfr que es la forma activa que actia como una sefal que

regula muchas respuestas de la planta (Taiz y Zeiguer, 2004).

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 8: Espectro de absorcion del fitocromo. La forma Pr tiene su pico de maxima absorcion en

los 660 nm, mientras que la forma Pfr en los 730 nm.

Los espectros de absorcion de ambas formas se superponen (figura 8). Por esta razon
cuando reciben luz se establece un fotoequilibrio dinamico entre las formas Pr y Pfr. La
proporcion de Pfr respecto de la cantidad total de fitocromo (Pfr/P) depende tanto de la
intensidad de la luz como de la calidad de radiacion que recibe la planta (Holmes y Smith,
1975; Holmes et al., 1983). La relacion Pfr/P estara determinada principalmente por la
proporcion de LR y LRL incidente. La caracteristica del fitocromo de ser fotorreversible le
confiere la propiedad de ser un sensor de la calidad de luz, a través de la percepcion de
los cambios en la relacion R/RL producidos en el ambiente, y el subsecuente cambio en la
relacion Pfr/P (Smith, 1982). De ésta manera el fitocromo controla procesos cruciales en

el desarrollo de las plantas a lo largo de todo su ciclo de vida (figura 9).

R (660 nm)
Pr - »Pfr . . . Respuesta
RL (730 nm) \
/ ‘\/ Destruccion
Sintesis (Pfr 1abil)

Reversion en oscuridad

Figura 9: Diagrama de la fototransformacion reversible del fitocromo.
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I.V. Hipétesis y Objetivos

Hipétesis de trabajo

Dado que la pérdida de calidad postcosecha de brécoli esta dada por el desarrollo de la
senescencia, y que es bien conocido que el almacenamiento en oscuridad de tejidos
verdes acelera la senescencia, la implementacién de tratamientos con luz durante el
almacenamiento resultara efectiva para retrasar dicho proceso y mantener la calidad

nutricional y comercial del producto.

Objetivo general del trabajo (a largo plazo)
Disefiar un tratamiento con pulsos de luz durante el almacenamiento postcosecha de
brécoli que pueda utilizarse como complemento a la refrigeracion, el que deberia ser

econdmico y facil de implementar.

Objetivos especificos del trabajo
I- Seleccionar un tratamiento con pulsos de luz blanca durante el almacenamiento de

brécoli que sea efectivo para retrasar la senescencia postcosecha.

lI- Analizar si el efecto de la luz blanca sobre la senescencia postcosecha de brécoli es un

efecto mediado por fotosintesis o si es un efecto mediado por fitocromos.

lll- Comparar el efecto del tratamiento con pulsos de luz blanca y roja durante el
almacenamiento sobre el metabolismo postcosecha de carbohidratos, proteinas y

antioxidantes en brocoli.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Experimento I: Seleccion del tratamiento adecuado

Se trabajé con cabezas centrales de brécoli, Brassica oleracea L. var.italica, cv Legacy,
cultivadas a campo, por un productor local del cinturén horticola de La Plata (Sr. Mario
Ritossa, Los Hornos). Las mismas luego de ser cosechadas, fueron trasladadas
inmediatamente al laboratorio. Cada cabeza fue colocada en una bandeja plastica de PVC
con tapa perforada y tratada diariamente con pulsos de luz visible durante el
almacenamiento. Se probaron diferentes pulsos de luz como se detalla en la tabla 2 y un
control (sin tratamiento de luz), acondicionando 7 bandejas para cada tratamiento. Los
pulsos se realizaron diariamente durante 4 dias, con luz blanca de baja intensidad (20-25
umol.m?.s™) proporcionada por lamparas fluorescentes, la intensidad de la luz se midi6
con un sensor cuantico de radiacion fotosintéticamente activa (RADIAPAR, Cavadevices,
Argentina) y se analizaron las cualidades espectrales con un espectrometro (USB650,
Red Tide, OceanOptics, USA).

Tabla 2- Tratamientos con luz blanca de baja intensidad

Duracién del Dias de Luz blanca
pulso diario almacenamiento
Control Sin tratamiento 4 -
A 30 min 4 20-25umol.m™.s™
B 60 min 4 20-25pmol.m™.s™
C 120 min 4 20-25umol.m™.s™

Durante el almacenamiento se analizé diariamente la pérdida de peso de las muestras y
el color superficial. Se denominé DO al dia inicial del experimento y sucesivamente D2 y

D4 a los dias que corresponden a dos y cuatro dias de almacenamiento respectivamente.

Se tomaron 5 muestras de cada tratamiento para realizar las mediciones bioquimicas al
inicio del experimento (DO) y en el ultimo dia (D4). Por cada tratamiento se tomaron
inflorescencias, se congelaron y se almacenaron a -20°C. Adicionalmente se tomaron

muestras de aproximadamente 5 g de material fresco en el DO y D4, y se colocaron en
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estufa a 60°C para determinar materia seca. Las muestras congeladas se utilizaron para
analizar el contenido de pigmentos, el contenido de proteinas solubles, el contenido de

azucares y el contenido de fenoles.

Medida de color superficial

Las medidas de color superficial se realizaron utilizando un colorimetro (Minolta CR300,
Osaka, Japén), que permitid6 obtener los datos sin la destruccién de muestras. Este
instrumento de medida se basa en que el color puede describirse matematicamente como
la combinacion de la intensidad de tres colores primarios (Gn). Se ilumina la muestra cuyo
color se desea medir, y las sefales de reflexion o transmision se calculan directamente en
unidades relacionadas con la manera en que el ojo humano percibe el color. Podemos
definir el color como el impacto de todas las longitudes de onda de luz visible (390-760
nm) sobre la retina humana.

La medida de color se basa en la respuesta de tres receptores (rojo, verde y azul) por lo
que resulta un punto en el espacio tridimensional. En el trabajo se midieron los
parametros L *(luminosidad o brillo), a *(cantidad de rojo) y b *(cantidad de azul).El angulo
de matiz (H °) se calculé como H ° =tan-1 (b / a), cuando a> 0 y b> 0, o como he = 180¢ -
tan-1 (b / a) cuando a <0 y b> 0. Se realizaron diariamente cinco mediciones por cada

cabeza.

Medida del contenido de pigmentos clorofilas a, b, total y carotenoides

El contenido de pigmentos se determind espectrofotométricamente de acuerdo con
Lichtenthaler (1987). Aproximadamente 5 g de inflorescencias congeladas fueron
trituradas y se tomaron aproximadamente 0,250 g del triturado. Se homogeneizaron dos
veces con 1,5 ml de acetona al 80% (v / v), cada homogenato se centrifugd a 6000 x g
durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes de cada muestra se recuperaron y se midio
la absorbancia a 663,2 y 646,8 nm para las clorofilas y 470 nm para los carotenoides. Se
calcularon las concentraciones de clorofilas a, b, totales y carotenoides segun las
ecuaciones de Lichtenthaler (1987). Los resultados se expresaron como ug de pigmento

por g de peso seco.

Medida del contenido de proteinas solubles
Aproximadamente 5 g de inflorescencia de brdcoli se trituraron y 0,5 g de inflorescencias

trituradas se homogenizaron con 1,5 mL de buffer de extraccion (tris-
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hidroximetilaminometano-HCI, pH 7, con EDTA 1 mM y PMSF 1 mM). Luego se
centrifugaron las muestras a 4 °C durante 10 min a 10000 x g. Se midi6 el contenido de
proteinas en el sobrenadante mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS PAGE), utilizando el procedimiento clasico de Laemmli (1970). Las
proteinas se visualizaron mediante la tincion con CoomassieBrilliant BlueR-250. Los geles
se fotografiaron con una camara digital y se cuantificaron las bandas obtenidas utilizando
el programa SIGMA GEL. Se incluyeron diferentes concentraciones de albumina de suero
bovino (BSA) o marcadores de peso molecular (Sigma) en cada gel como estandar para

realizar la cuantificacion.

Medida del contenido de fenoles

El contenido total de fenoles se determind espectrofotométricamente segun Costa et al.
(2006) con ligeras modificaciones. Aproximadamente 5 g de inflorescencias congeladas
se trituraron y 0,5 g de inflorescencias de brécoli se homogenizaron con 1,5 mL de etanol
al 96% (v / v) y se centrifugaron a 9000 x g y 4 °C durante 20 min. El contenido de fenoles
totales se midié usando el reactivo de Folin- Ciocalteu. Se midi6 la absorbancia a 760 nm.

Los resultados se expresaron como Jg de fenol por g de tejido en base seca.

Medida del contenido de aztcares totales y solubles

El contenido de azucares reductores, insolubles y solubles se determiné usando el
método de Somogy Nelson (Southgate, 1976, Hasperué et al., 2011).

Aproximadamente 5 g de inflorescencias congeladas fueron trituradas y se tomaron
muestras de 0,150 g las que se homogeneizaron dos veces con 1 ml de etanol al 96% (v
/ v). El homogenato se centrifugd a 9000 x g durante 5 min a 4°C. Los sobrenadantes
correspondientes a cada muestra se utilizaron para el analisis de azucares reductores
solubles. El pellet obtenido después de las dos extracciones con etanol se hidrolizé con
1,5 ml de HCI al 1,1% a 100°C durante 30 min. Después de enfriar, la suspension
obtenida se centrifugd a 9000 x g durante 5 min a 4°C y el sobrenadante se us6 para
analizar azucares insolubles (los que habian quedado en el pellet de la extraccion
etandlica). Para la determinacién de azucares se utilizd la reaccion de Somogy Nelson
(formacién de un complejo azul producto de la reaccién entre azucares reductores, Cu+2
y arsenomolibdato de amonio) y se midié la absorbancia a 520 nm. Se usé6 glucosa como

estandar para la curva de calibracion. Se calculé el contenido de azucar total sumando las
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fracciones soluble e insoluble. Los resultados se expresaron como g de azucares por Kg

de peso seco.

Experimento Il: Analisis del efecto del tratamiento con pulsos de luz roja sobre el
metabolismo de hidratos de carbono y de proteinas durante la senescencia
postcosecha de brécoli.

En este segundo experimento, se evalud si el efecto logrado sobre la senescencia
postcosecha de brocoli se debid a un efecto mediado por fotosintesis o bien mediado por
fitocromos. Para el mismo, se procedié de la misma manera que en el Experimento I, con
las cabezas recién cosechadas. Se analizé el efecto de diferentes calidades luminicas
para lo cual se realizaron tratamientos con pulsos de 2 h de luz blanca, roja o roja lejana.
Muestras sin tratamiento se usaron como control. Para irradiar las cabezas de brocoli con
rojo y rojo lejano, se colocaron los filtros LEE adecuados entre las lamparas y muestras
de modo que la irradiacidn alcanzé 20-25 pmol m? s como se describe en Costa et al.
(2013b). Luego se procedid con las muestras de la misma manera que para el
experimento |. Se tomaron 5 muestras de cada tratamiento en el dia inicial y luego de 3
dias de almacenamiento. Con las muestras congeladas, se repitieron las mediciones del

experimento .

Analisis estadistico
Cada experimento fue repetido dos veces. Los datos obtenidos de cada parametro fueron

analizados por ANOVA y las medias fueron analizadas por un test de Tuckey con un

grado de significancia de 0,05.
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lll. RESULTADOS
lll.l. Experimento 1

Color Superficial

Uno de los principales sintomas de la senescencia en el brécoli, es el amarillamiento de
sus inflorescencias. Para la medida de color se utilizo el parametro Hue. En el DO y en el
D2 los valores de Hue fueron cercanos a 140 vy luego decrecieron en todas las
inflorescencias al llegar al D4 (figura 10). El amarillamiento decrecié a medida que se
aumento la duracion del pulso de luz, luego de 4 dias bajo almacenamiento a temperatura
ambiente en comparacion con el control que se encontraba en oscuridad (tabla 3). Los

resultados coinciden con la apariencia de las muestras (figura11).

Tabla3: Amarillamiento de las cabezas de brécoli, calculado a partir de la diferencia del angulo Hue
entre el dia 4 y 0 para cada tratamiento.Las diferentes letras indican diferencias significativas (p

<0.05) entre los tratamientos.

Control 30min | 1h | 2h
Amarillamiento

{Hue DD = Hus D4 21.5 13.3 8.5 25
a b b c

160
140 e

120 {-{_

100
a0
60
40
20 —

Hue

Do Dz D4

mControl O30min O1h O2h

Figura10: Valor de Hue en el dia inicial (D0), al segundo (D2) y cuarto dia (D4) de tratamiento. El
angulo Hue indica el color superficial de las cabezas de brdcoli. Los resultados se expresan como

la media (n = 7) + el desvio estandar.
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Figura 11: Cabezas e inflorescencias de brocoli. Imagen del control y tratamientos de 30 minutos, 1

hora y 2 horas luego de 4 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

Pérdida de peso

El control luego de 4 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (20°C) perdi6 el
6% de su peso. En cuanto a los tratamientos las pérdidas de peso aumentaron a medida
que aumentaba la duracién del pulso de luz. El tratamiento de 2h, mostro pérdidas del

11% de su peso inicial (figura 12).
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Figura 12: Pérdida de peso de las cabezas de brécoli, medido para cada tratamiento a lo largo del
almacenamiento. Los resultados son expresados como la media (n = 5) + la desviacion estandar.

Las diferentes letras indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Como las pérdidas de peso fueron significativas, los parametros bioquimicos se

expresaron en funcion de peso seco.

Contenido de pigmentos, clorofilas a, b y totales
La pérdida de color es causada por la degradacién de las clorofilas, lo cual disminuye la

vida util en la postcosecha del producto. Se observé que el contenido de clorofilas totales
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disminuyo significativamente luego de 4 dias de almacenamiento (figura 13). En el control
las pérdidas de clorofilas fueron alrededor del 40%. En cuanto a los tratamientos, la
degradacién de clorofilas dependié de la duracion de los pulsos. Los resultados obtenidos
en el tratamiento de 30 minutos fueron similares al control, mientras que en el tratamiento
de 1 hora se perdieron 22% de clorofilas y en el tratamiento de 2h no se mostraron

perdidas luego de 4 dias de tratamientos.
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Figura 13: Contenido de clorofilas totales de cada tratamiento para el dia 0 y dia 4.Los resultados
son expresados como la media (n = 5)  la desviacion estandar. Las diferentes letras indican

diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Las plantas superiores poseen principalmente dos tipos de clorofilas: a y b. La principal
via de degradacion de ambas clorofilas sigue un camino comun, pero es necesario que la
clorofila b se transforme en clorofila a como primer paso en su degradacion (Hortensteiner
etal., 2011).

En el tratamiento de 1 hora la pérdida de clorofilas totales fue menor respecto al control y
al tratamiento de 30 min; no se observaron diferencias significativas en la pérdida de

clorofila a entre estos tres tratamientos (figura 14).
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Figura 14: Contenido de clorofila a, para cada tratamiento en el dia 0 y dia 4.Los resultados son
expresados como la media (n = 5) * la desviacion estandar. Las diferentes letras indican

diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

En cuanto a la clorofila b, los tratamientos de 1 hora y 2 horas, fueron los que menos
degradacioén presentaron (figura 15). A partir de los datos obtenidos se calculd la relacion
entre clorofila a/b para cada tratamiento (tabla 4). La relacion aumenté en las muestras
control luego de 4 dias y lo mismo ocurrié en el tratamiento de 30 min, mientras que en

los tratamientos de 1 y 2 h la relacion disminuyé lo que se explica porque retuvieron mas
clorofila b.

L
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mControl O30min O1h O2h

Figura 15: Contenido de clorofila b para cada tratamiento en el dia 0 y dia 4.Los resultados son
expresados como la media (n = 5) + la desviacion estandar. Las diferentes letras indican

diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.
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Tabla 4: Indica la relacion calculada entre clorofila a y b. Se calculé para el dia 0 y para cada

tratamiento en el dia 4.Los resultados son expresados como la media (n = 5) + la desviacion

estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Clorofila afb
0o 1.7h
Caontral D4 221
A0 minD4 214
1hD4 1.6h
2h D4 14¢

Contenido de fenoles

Durante el almacenamiento a temperatura ambiente del brécoli, se observd que el

contenido de fenoles aumenté a medida que aumentaba la duracion del pulso (figura 16).

Los tratamientos que mayor aumento presentaron fueron los de 1 hora y 2 horas.
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Contenido de proteinas

Figura 16: Contenido de fenoles
totales para cada tratamiento, en el
dia 0 y dia 4.

En la senescencia la pérdida del contenido de proteinas es un sintoma, que se asocia con

la desorganizacion del cloroplasto. Los resultados indicaron que luego de los 4 dias de

almacenamiento a temperatura ambiente, el control y el tratamiento de 30 minutos
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retuvieron solo el 50% de las proteinas del dia 0, mientras que los tratamientos de 1 hora

y 2 horas, retuvieron 65-75% de proteinas (figura 17).
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Figura 17: Gel de proteinas solubles. Las flechas sefialan las subunidades grande y pequefia de
Rubisco (LSU y SSU). Se realizé una cuantificacién de proteinas (% respecto al valor inicial) en
cada linea de gel usando cantidades conocidas de BSA como referencia. Los resultados se
expresaron como la media (n = 5) * la desviacion estandar. Las letras indican diferencias

significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Contenido de azucares

Teniendo en cuenta que los pulsos de luz podrian mantener activo el proceso de
fotosintesis, se midié el contenido de azucares totales, reductores e insolubles. En todas
las inflorescencias se observd una pérdida del 50% de azucares totales a excepcion del

tratamiento de 2 horas, que retuvo cerca del 80% respecto al valor inicial (tabla 5).

Tabla 5: Contenido de Azucares totales, reductores e insolubles para el dia 0 y dia 4 para cada
tratamiento. Los resultados son expresados como la media (n = 5) + la desviacion estandar. Las

diferentes letras indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.
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A Reductores A Tnsolubles A Totales
(gKg™h (gKg™h) (gKg™)

Do 30,30 + 2.0 a 370+ 02a 3400+ 22a
D4 10,20 £ 5.4 ¢ 279+ 07b 1299 + 6.1 ¢
Control

D4 8.55+£25¢ 3.00£020b 11.55+ 27 ¢
30 min

D4 1h 1215+ 5.5¢ 296 +05b 15.11 + 6.0 ¢
D4 2h 2045+ 230 283+020b 23.28+25Db

Considerando todos los resultados obtenidos en conjunto, se llegé a la conclusién que el

tratamiento con pulsos de 2 horas diarias de baja intensidad a temperatura ambiente

durante 4 dias fue efectivo para retrasar la senescencia postcosecha de brocoli

llLLIl. Experimento 2

Color Superficial

Tanto el tratamiento con luz blanca de baja intensidad como el de luz roja de baja

intensidad retrasaron el amarillamiento (figura 17 y 18). El tratamiento con luz roja lejana

revirtio el efecto de luz roja, y fue similar a los resultados del control.

Control
D3

Blanca

Figura 17: Cabezas de brocoli del control, luz blanca, luz roja y luz roja lejana, luego de 3 dias de

almacenamiento a temperatura ambiente.
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Figura 18: Medida del angulo Hue a través de un colorimetro, en el dia inicial y al tercer dia de
tratamiento. Indica el color superficial de las cabezas de brdcoli. Los resultados son expresados
como la media (n = 5) £ la desviacion estandar Las diferentes letras indican diferencias

significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Contenido de pigmentos, clorofilas a, b y totales

En todos los tratamientos y el control hubo degradacién de clorofilas en comparacién con
el dia 0. Los tratamientos de luz blanca y roja de baja intensidad son los que mayor
retenciéon mostraron. El efecto de la luz roja fue revertido por la luz roja lejana, siendo

similar al control luego de 3 dias de tratamiento (figura 19).

pg clorofilas totalesg !
[¥]
0

WControl O LB m R B RL

Figura 19: Contenido de clorofilas totales de cada tratamiento para el dia 0 y dia 3.Los resultados
son expresados como la media (n = 5)  la desviacién estandar. Las diferentes letras indican

diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Tanto el contenido de clorofila a y clorofila b, disminuyé en todos los tratamientos y el

control luego del D3. En cuanto al contenido de clorofila a, los tratamientos con luz blanca
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y roja de baja intensidad al cabo de 3 dias, retuvieron alrededor del 16% mas que el

control y el tratamiento con luz roja lejana de baja intensidad (figura 20).

45 a Figura 20: Contenido de clorofilas a de cada

40

35 b tratamiento para el dia 0 y dia 3.Los resultados son
:2 ' . + L b€ expresados como la media (n = 5)  la desviacion

[}

estandar. Las diferentes letras indican diferencias

pg Clorofilaag!

10 7 significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

o] 03

MControl O LB m R B RL

Respecto a la clorofila b, el tratamiento con luz blanca retuvo el 75% con respecto a la
clorofila b medida en el DO. Los tratamientos con luz roja, roja lejana y el control
retuvieron una menor cantidad, presentando valores similares (figura 21). A partir de estos
datos se calculé la relacion de clorofila a/b para cada tratamiento (tabla 6).Los
tratamientos con luz roja, roja lejana y el control del D3 presentaron valores superiores
que el control del DO, en cambio el tratamiento con luz blanca presento una relacion
menor, por que retuvo mayor cantidad de clorofila b en comparacién con los otros

tratamientos.

w
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Figura 21: Contenido de clorofilas b de cada tratamiento para el dia 0 y dia 3.Los resultados son
expresados como la media (n = 5) + la desviacion estandar. Las diferentes letras indican

diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.
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Tabla 6: Indica la relacion calculada entre clorofila a y b. Se calculé para el dia 0 y para cada
tratamiento en el dia 3. Los resultados son expresados como la media (n = 5) + la desviacién

estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Clorofila a/b
Do 193
Control D3 204
Luz Blanca D3 16b
Luz Roja D3 2h¢c
Luz Roja Lejana D3 21ag

Contenido de Fenoles

En todos los tratamientos y el control se retuvo el contenido de fenoles medido en el dia 0.
Luego de 3 dias de almacenamiento, el tratamiento de luz blanca mostré concentraciones
mas elevadas que el dia 0, mientras que los tratamientos con luz roja y roja lejana fueron

similares al control (figura 22).

1200
1000
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Figura 22: Contenido de fenoles totales para cada tratamiento, en el dia 0 y dia 3.Los resultados
son expresados como la media (n = 5) + la desviacion estandar. Las diferentes letras indican

diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Contenido de Proteinas

Luego de 3 dias de almacenamiento observamos que el contenido de proteinas de las
muestras tratadas con luz blanca y rojo fue mayor respecto a las muestras no tratadas
(control) y las tratadas con rojo lejano (figura 23). Podemos sugerir entonces que la

degradacion de proteinas se retras6é con el tratamiento con luz blanca y roja de baja
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intensidad, y este efecto fue revertido por el tratamiento de luz roja lejana (figura 23). Para

el calculo de los porcentajes se tom6 como 100% el contenido de proteinas al DO.

Figura 23: Gel de proteinas solubles de
las inflorescencias de brocoli. Se realizé
una cuantificaciéon de proteinas en cada
linea de gel usando cantidades
conocidas de BSA como referencia. El
porcentaje de proteina se calcul6 para
cada linea de gel. Los resultados son

expresados como la media (n =5) £ la

& desviacién estandar. Las diferentes
MW €3 C3 WL3 WL3 FR3FR3IR3 R3

letras indican diferencias significativas (p
B proteinas 433 744 540 6sc |

<0.05) entre los tratamientos.

Contenido de Azucares

Luego de 3 dias de almacenamiento a temperatura ambiente, se observd una disminucion
del 60% del contenido de azucares totales en el control, mientras que en los tratamientos
con luz blanca, roja y roja lejana de baja intensidad la disminucion fue del 25%

aproximadamente en comparacion con el dia 0 (tabla 7).

Tabla 7: Contenido de Azucares totales, reductores e insolubles para el dia 0 y dia 3 para cada
tratamiento. Los resultados son expresados como la media (n = 5) £ la desviacion estandar. Las

diferentes letras indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

A Reductores A Insolubles A Totales
(gKg™1) (gKg™) (gKg~h)
Do 1650 1.7 a 437+ 1.3a 20.87 + 3.0a
D3 Control 600+ 14¢ 190 £ 05hb 790 +6.1¢
D3ILB 1361 +09b 240 £07 b 16.01 +16b
D3R 1270 +1.3b 1.70 + 0.4 be 1440+ 17b
D3IRL 1290 £ 2.0b 148 +02¢ 16.38 £ 2.2 b
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IV. DISCUSION

IV.l. Seleccidn del tratamiento adecuado para retrasar la senescencia.

El objetivo principal de las tecnologias postcosecha aplicadas a brécoli es extender su
vida util, conservando la calidad nutricional y comercial del producto. El color de las
inflorescencias es uno de los principales parametros de calidad comercial de brocoli, que
debe ser verde intenso ya que, si no es visualmente atractivo los consumidores no lo
compraran. Por este motivo, el manejo adecuado de brécoli sera disefiado para retrasar la
senescencia postcosecha de las inflorescencias, ya que es el proceso responsable de la
degradacién de clorofilas que conduce rapidamente al amarillamiento.

En los ultimos afos, los tratamientos con luz visible se utilizaron con éxito como
metodologia para retrasar la senescencia postcosecha de vegetales verdes (Zhan et al.,
2012; Costa et al., 2013b; Gergoff Grozeff et al., 2013; Ma et al., 2014; Jin et al., 2015).
En el caso particular de brécoli, trabajos anteriores mostraron que tratamientos con luz
blanca continua de baja intensidad durante el almacenamiento retrasaron el
amarillamiento (Blchert et al., 2011; Zhan et al., 2012).

En este trabajo analizamos Ila posibilidad de utilizar pulsos de luz de baja intensidad
durante el almacenamiento de brécoli, con el objetivo de retrasar la senescencia
postcosecha. Para ello, en una primera experiencia se seleccioné el tiempo de duracién
adecuado de los pulsos. Al aplicar pulsos de luz de distinta duracién, se observé que la
duracién del pulso es inversamente proporcional al amarillamiento en las cabezas de
brécoli almacenadas a temperatura ambiente (tabla 3), resultando los pulsos de 2 h
diarias los que lograron el mejor resultado en cuanto a apariencia y color (figuras 10 vy
11).

Si bien los tratamientos con pulsos de luz fueron eficientes para retrasar la senescencia,
debemos mencionar que un resultado no deseado fue la pérdida de peso considerable en
las cabezas de brocoli tratadas. En el proceso de transpiracion, la principal pérdida de
agua es en forma de vapor a través de los estomas. El mecanismo de apertura y cierre
del poro estomatico, responde a variaciones de ciertos factores ambientales e internos,
entre ellos la luz. Se sabe que la luz blanca y azul son las mas efectivas en la regulacion
de la apertura de los estomas (Eckert y Kaldenhoff, 2000). Un aumento del tiempo de
irradiacién abre mas los estomas y, por lo tanto, aumenta la transpiracion. En este trabajo

el porcentaje de pérdida de peso resultd directamente proporcional a la duracion del
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pulso. Por lo tanto, es posible considerar que los estomas se mantuvieron abiertos
durante el tratamiento con luz, por lo que el tratamiento de 2 horas resulté el que presenté
la mayor pérdida de peso (figura 12). Debido a las diferencias significativas en la pérdida
de peso de los tratamientos con luz utilizados, todos los parametros bioquimicos fueron
expresados en base seca.

El efecto de los tratamientos pudo observarse a simple vista como un retraso en el
amarillamiento postcosecha de brécoli, sin embargo cuando queremos afirmar que los
tratamientos retrasan la senescencia, debemos analizar la degradacién de dos
compuestos que se utilizan como marcadores de senescencia: degradacion de clorofilas y
degradacioén de proteinas. Cuando se compararon los resultados del amarillamiento de las
inflorescencias con el contenido de clorofilas total de las muestras (tabla 3 y figura 13), se
observé la misma tendencia en ambos por lo que podemos afirmar que la degradacién de
clorofilas es la causa del amarillamiento.

Las plantas superiores poseen dos tipos de clorofilas, Chla y Chlb, que se encuentran
asociadas a proteinas, y son conocidas como complejos clorofilas-proteinas. Estos
complejos se encuentran en las membranas tilacoidales formando parte de los complejos
recolectores de luz en los fotosistemas | y Il que llevan adelante el proceso de
fotosintesis. En todos los tratamientos realizados se observé que a mayor duraciéon del
pulso de luz de baja intensidad, mayor fue la retencién de clorofilas. Ademas se observo,
que la degradacién de Chib fue mayor respecto a la Chla (figuras 14 y 15), lo que puede
relacionarse con el hecho de que el primer paso de la degradacion de la Chib es la
reduccién en un solo paso catalizado por la Chilb reductasa para transformarse en Chla
(Hortensteiner, 2006). Los tratamientos con distinta duracion de pulsos de luz retrasaron
la degradacion de ambos tipos de clorofilas, pero tuvieron un efecto mas marcado en la
Chlb, lo cual se traduce en un modificacidon de la relacion Chla/Chlb en comparacion con
los controles (tabla 4). Este resultado puede indicar que la luz ejerce un efecto sobre la
expresion de los genes que codifican la Chlb reductasa. Los resultados obtenidos
coinciden con los publicados previamente por Zhan et al. (2012) para la degradacién de
clorofila a y b durante la senescencia postcosecha de brécoli.

En cuanto al otro marcador de senescencia, se observd que el contenido de proteinas
solubles disminuy6 siguiendo la misma tendencia que la degradacién de clorofilas en las
inflorescencias luego de 4 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (figura 17).

Los tratamientos de 1 y 2 horas tuvieron un mayor efecto en el retraso de la degradacién
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de proteinas, ya que retuvieron el 65% y 73% de las proteinas iniciales respectivamente;
mientras que el control en oscuridad solo retuvo el 50% de las proteinas iniciales. En los
tejidos verdes la proteina soluble mas abundante es Rubisco; esta proteina se encuentra
en el estroma de los cloroplastos y es la enzima clave en la asimilacion de carbono por
fotosintesis (Lodish et al., 2000). Durante la senescencia, las proteinas del estroma en los
cloroplastos se degradan rapidamente, disminuyendo la capacidad fotosintética (Costa et
al.,, 2013a). A pesar de la importancia fisiolégica de Rubisco, su mecanismo de
degradacién todavia no ha sido completamente explicado (Carrién et al., 2013) aunque
podemos afirmar que las proteasas asociadas a la senescencia estarian involucradas
(Hortensteiner y Feller, 2002). Ademas, es muy probable que la luz sea un factor de
regulacién de muchos genes asociados con la senescencia (SAGs) muchos de los cuales
codifican proteasas; por ejemplo SAG12 que codifica para una proteasa cisteinica muy
vinculada a la actividad proteolitica caracteristica de la senescencia de hojas (Liebsch y
Keech, 2016). En este estudio, encontramos que los pulsos de luz de baja intensidad
retrasaron la degradacion de Rubisco. Sin embargo, a pesar de que Rubisco es
importante para mantener la actividad fotosintética, el aparato fotosintético necesita la
presencia de otros componentes y una estructura adecuada para su funcionamiento
(correcto ensamblaje de los complejos pigmentos-proteinas).

Analizamos si las muestras tratadas con luz ademas de retrasar la senescencia
conservaban un alto contenido de otros metabolitos relacionados con la calidad del
producto como fenoles totales y azucares solubles. Los azucares solubles fueron medidos
como azucares reductores ya que las hexosas representan el mayor porcentaje de
azucares solubles del brocoli (Rosa et al.,, 2001). El tratamiento de 30 minutos resulté
insuficiente para retrasar la senescencia, ya que los contenidos de proteinas y clorofilas
fueron similares al control luego de 4 dias de almacenamiento a temperatura ambiente y
lo mismo ocurrié con fenoles y azucares solubles (figura 16 y tabla 5). Por otra parte
hemos observado que si bien tanto el tratamiento de 1 como el de 2 horas fueron
eficientes para retrasar la senescencia (figura 11 y 13; tabla 3 y 5) claramente el
tratamiento de 2 horas fue el mas adecuado, ya que retuvo el mayor contenido de
proteinas, fenoles y azucares solubles respecto al control (figuras 17, 16 y tabla 5).

En el tratamiento de 2 horas el contenido de azucares reductores se mantuvo, lo cual
puede ser por una menor tasa de respiraciéon de las inflorescencias durante el almacenaje

o bien porque los pulsos de luz permitieron mantener la fotosintesis activa. Cualquiera sea
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la causa, podemos pensar que mantener un elevado contenido de azucares reductores
permite retrasar la senescencia postcosecha del brocoli (Hasperué et al., 2011). El efecto
del contenido de azucares reductores en las hojas sobre la senescencia es complejo y ha
sido estudiado en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Se ha demostrado que en las
etapas iniciales de la senescencia la concentracion de azucares aumenta, provocando
cambios en la expresion de algunos genes que regulan la senescencia, lo que conduce a
un retraso de los sintomas de la senescencia tardia (Gibson 2005; Wingler y Roitsch,
2008). Se puede observar que en los tratamientos con pulsos de luz hay una mayor
cantidad de azucares solubles en comparacion con el control en oscuridad luego de 4
dias de almacenamiento (tabla 7) y que esta cantidad de hexosas disponibles ayudan a
retrasar la senescencia postcosecha de brécoli. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Hasperué et al. (2011) e Irving y Joyce (1995), donde demuestran que las
hexosas retrasan la senescencia postcosecha en brdocoli.

Resumiendo, a partir del experimento 1 podemos destacar que el tratamiento de 30
minutos resultd insuficiente para retrasar la senescencia mientras que hemos observado
que si bien tanto el tratamiento de 1 como el de 2 horas fueron eficientes para retrasar la
senescencia (figura 11 y tabla 5) claramente el tratamiento de 2 horas fue el mas
adecuado, ya que retuvo el mayor contenido de proteinas, fenoles y azucares respecto al
control (figuras17, 16 y tabla 5). Resultados similares fueron descritos por Costa et al.
(2013) para hojas de albahaca tratadas con pulsos de luz de baja intensidad vy

almacenadas en la oscuridad a temperatura ambiente.

IV.Il. Mecanismos fisiolégicos involucrados en el retraso de la senescencia
mediante la aplicaciéon de pulsos de luz.

Hemos demostrado que mediante la aplicacion de pulsos diarios de 2 h de luz de baja
intensidad durante el almacenamiento, podemos retrasar la senescencia postcosecha de
brécoli. Ahora bien, queremos avanzar sobre el conocimiento de las bases fisiolégicas

que permiten explicar este efecto.

Uno de los posibles mecanismos involucrados seria mediado por clorofilas. Estos
fotorreceptores realizan la fotosintesis a partir de la absorcion de luz y como
consecuencia de este metabolismo aumenta el contenido de fotoasimilados.

Para analizar si es posible que los tratamientos de luz mantuvieran activa la fotosintesis,

analizamos el contenido de azulcares totales en las inflorescencias de brécoli, luego de 4
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dias de almacenamiento a temperatura ambiente. Basados en los resultados obtenidos,
que mostraron que el contenido de azucares totales disminuyé en todos los tratamientos
con pulsos de luz (tabla 7), es poco probable que la fotosintesis haya permanecido activa,
a pesar del alto contenido de Rubisco que conservaron. Ademas resulta un dato
importante a tener en cuenta que la intensidad de los pulsos utilizados para realizar los
tratamientos, 20-25 pmol m-2 s-1, se encuentra por debajo del punto de compensacién
luminica de la mayoria de los vegetales, por lo tanto resulta poco probable que los pulsos
de luz puedan inducir la fotosintesis (Costa et al., 2013b). Nuestros resultados sugieren
que los pulsos de luz de baja intensidad utilizados en los tratamientos no fueron
suficientes para la sintesis neta de los azucares en las inflorescencias, por lo que el
retraso de los efectos de la senescencia podria deberse a la participacion de otros
fotorreceptores actuando como senfal, por ejemplo los fitocromos. Resultados similares
fueron encontrados previamente en hojas de albahaca (Costa et al., 2013b).

Para analizar la posibilidad de que el retraso de la senescencia postcosecha de broécoli
pueda deberse a un efecto mediado por fitocromos, realizamos un ensayo utilizando el
tratamiento seleccionado (2 h diarias de luz de baja intensidad) pero comparando el
efecto que produce usar diferente calidad de luz: blanca, roja o roja lejana.

Los fitocromos tienen dos formas interconvertibles, una inactiva Pr localizada en el citosol
y una activa Pf en el nacleo. La forma inactiva Pr absorbe luz roja y se transforma en la
forma activa Pf, que puede absorber luz roja lejana y convertirse nuevamente en Pr. Por
este motivo, la respuesta de los fitocromos esta definida por su capacidad de revertirse
por la luz roja/roja lejana (Quail, 2002). La interaccién de los fitocromos con la luz, puede
actuar como una sefial para activar los factores de transcripcién que regulan la expresion
de los SAGs (genes asociados con la senescencia) (Piao et al., 2015). De hecho, los
ultimos reportes sobre la senescencia en hojas muestran que la interaccién de los
fitocromos con los factores de interaccion de los fitocromos (PIF) estan involucrados en la
regulacién de los genes encargados del mantenimiento de los cloroplastos, genes del
catabolismo de la clorofila, genes involucrados en la biosintesis de etileno y en las
senales de ABA y etileno (Piao et al., 2015; Liebsch y Keech, 2016). Por lo tanto, en un
segundo experimento investigamos si los efectos de la luz estaban mediados por los
fitocromos, analizando la respuesta de las inflorescencias del brécoli a través de la
aplicacion de luz roja y roja lejana. Las respuestas obtenidas fueron muy distintas para

cada parametro analizado. Aparentemente el efecto de la luz de los tratamientos activa
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distintos mecanismos, y solo algunos de ellos son mediados por fitocromos. La luz roja y
roja lejana, tuvieron un efecto opuesto en la degradacién de clorofilas y proteinas, lo que
sugiere que en estos procesos estarian involucrados los fitocromos (figuras19 y 23). Estos
resultados son similares a los obtenidos en las hojas de albahaca (Costa et al. 2013b). Sin
embargo, la degradacién de las Chla y Chlb, siguieron un patrén distinto. Las clorofilas a,
mostraron una respuesta tipica, mediada por fitocromos; el contenido de clorofilas en el
tratamiento con luz roja luego de 3 dias de almacenamiento fue similar al tratamiento con
luz blanca y este efecto fue revertido por el tratamiento con luz roja lejana (figura 20). Lo
opuesto sucedid con la degradaciéon de las clorofilas b; no hubo retencién en el
tratamiento con luz roja y el efecto fue similar en el tratamiento con luz roja lejana (figura
21). Estos resultados sugieren que si hay algun tipo de regulacién de la Chlb reductasa a
través de la luz, tal como se mencion6 anteriormente en esta discusion, esta no seria
mediada por los fitocromos.

La concentracion de fenoles fue similar en los tratamientos con luz roja, roja lejana y en
los controles en oscuridad, mientras que en las inflorescencias tratadas con luz blanca la
concentracion fue mayor (figura 22). Estos resultados sugieren que los fitocromos
tampoco estarian involucrados en la regulacion del contenido de fenoles y que hay otras
sefiales inducidas por la luz blanca que regulan este metabolismo.

Las diferencias encontradas entre los tratamientos de luz blanca y luz roja, sugieren que
hay otro tipo de fotorreceptores involucrados. Los criptocromos son receptores de la luz
azul, encargados de mediar distintas respuestas en las plantas inducidas por la luz, como
por ejemplo la induccién a la floracién y la apertura estomatica (Li and Yang, 2007).
Recientemente, Hasperué et al. (2016), utilizaron una combinacién de luz blanca y azul
emitida por LEDs, de baja intensidad y continua, que fue efectiva para aumentar la vida
util del brocoli almacenado a 5°C y a 22°C. Para finalizar, el contenido de azucar fue
mayor luego de 3 dias de almacenamiento con respecto al control para todos los
tratamientos (tabla 7). Por lo tanto, la retencidon de azucares fue independiente de la
calidad de luz utilizada. En Arabidopsis thaliana, se demostrd6 que un retraso en la
senescencia asociado a los genes como SAG12 son reprimidos por un alto contenido de
azucares (Wingler et al., 2006). Posiblemente, el efecto de los tratamientos con luz esta
relacionado con un retraso en el consumo de azucares debido a una menor tasa de
respiracién durante el almacenamiento. Podriamos pensar entonces que los fitocromos

estan involucrados en la regulacion de los genes asociados a la biosintesis de etileno
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afectando la respiracién. Sin embargo, se necesita investigar mas, para lograr

comprender el efecto de la luz de baja intensidad en la senescencia postcosecha.
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V. CONCLUSION
Dado que la pérdida de calidad postcosecha de brocoli esta dada por el desarrollo de la

senescencia, y que es bien conocido que el almacenamiento en oscuridad de tejidos
verdes acelera la senescencia, se plante6 como hipétesis de este trabajo la posibilidad de
implementar un tratamientos con luz durante el almacenamiento que resulte efectivo para
retrasar dicho proceso y mantener la calidad nutricional y comercial del producto. Para
corroborar esta hipétesis, se plantearon una serie de objetivos que se comparan con los

resultados obtenidos:

I- Seleccionar un tratamiento con pulsos de Iluz blanca durante el
almacenamiento de broécoli que sea efectivo para retrasar la senescencia
postcosecha.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el tratamiento con pulsos de luz
diaria de 2 horas con luz blanca de baja intensidad (20-25 pmol m? s™) puede ser una
tecnologia prometedora para retrasar la senescencia postcosecha en brécoli en
almacenamiento a temperatura ambiente. Todas las inflorescencias mostraron una
reduccion de los azucares totales, pero la concentracion fue mayor que en las

inflorescencias en oscuridad, independientemente de la calidad de luz utilizada.

- Analizar si el efecto de la luz blanca sobre la senescencia postcosecha de
brécoli es un efecto mediado por fotosintesis o si es un efecto mediado por
fitocromos.

Se observé que la intensidad de luz utilizada se encontraba por debajo del punto de
compensacion luminica del brécoli, la cual fue insuficiente para mantener la fotosintesis
activa. Solo algunos de los parametros analizados fueron mediados por los fitocromos, ya
que el efecto de la luz roja fue revertido por el efecto de la luz roja lejana, como la
concentracion de clorofilas y proteinas. Sin embargo en los otros pardmetros analizados,
las diferencias encontradas entre los tratamientos de luz blanca y luz roja, sugieren que

hay otro tipo de fotorreceptores involucrados, como los criptocromos.

- Comparar el efecto del tratamiento con pulsos de luz blanca y roja durante el
almacenamiento sobre el metabolismo postcosecha de carbohidratos,

proteinas y antioxidantes en brécoli.
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Los resultados sugieren que los tratamientos con luz roja y luz blanca tuvieron un efecto
similar en la degradacion de clorofilas a y en la degradacion de las proteinas durante la
senescencia en la postcosecha de brdcoli, pero la luz roja fue insuficiente para retener el

contenido de clorofilas b y fenoles en comparacion con la luz blanca.
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