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1. Resumen

El brécoli es una hortaliza ampliamente consumida y cuya produccion se halla en
continuo crecimiento a nivel mundial. Se trata de un vegetal que tiene un buen aporte
nutricional debido a su contenido de proteinas y vitaminas, ademads de tener un bajo valor
caldrico y alto aporte de fibra. El brocoli contiene compuestos de elevado valor nutracéutico,
como son los flavonoides y los glucosinolatos, los cuales presentan numerosos beneficios a
la salud humana, como propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas y
anticancerigenas.

La parte comestible de la planta de brdcoli es su inflorescencia, se trata de un érgano
que, al momento de la cosecha, se encuentra en pleno desarrollo y, por lo tanto, la demanda
de agua, hormonas y nutrientes, es alta. Es debido a esto ultimo que la cosecha le ocasiona
un importante estrés y una senescencia acelerada. Este proceso de senescencia provoca el
amarillamiento del drgano junto con la pérdida de proteinas, azucares, compuestos
antioxidantes, como el acido ascérbico, y glucosinolatos.

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado a lo largo de varios afios diversos
tratamientos poscosecha, buscando prolongar la vida del brdécoli. Los tratamientos
analizados fueron: radiacion UV-C, tratamientos térmicos, atmdsferas modificadas y luz
visible. Y también se realizaron estudios fisiolégicos con hormonas vegetales vinculadas al
proceso de senescencia, como citoquininas y etileno. Estos estudios brindaron herramientas
para la manipulacién poscosecha de brécoli. También se ha comprobado que estos
tratamientos producen cambios a nivel de expresién génica en brécoli, tanto en la via de
degradacidn de clorofilas como en la via de biosintesis de compuestos flavonoides.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la expresién de los genes BoNYC1, BoNOL
y BoHCAR, codificantes de las primeras enzimas de la via de degradacion de clorofilas; y
analizar la expresién de los genes BoCHS y BoCHI, que codifican para las primeras enzimas en
actuar en la formacién del esqueleto primario de los flavonoides, en los distintos
tratamientos analizados en brécoli.

Los resultados del presente trabajo sefialan que BoNYC1 seria un gen altamente
regulado, a diferencia de BoNOL y BoHCAR de menor respuesta frente a los distintos
estimulos. Se observé que en muchos de los tratamientos la expresion de estos genes se
reprimid, correlacionando con una retencion en el contenido de clorofilas ocasionada por los
tratamientos poscosecha. Mientras que, en otros ensayos, se observé que estos genes
presentaron comportamientos diversos, sefialando participacidn en otras vias metabdlicas u
otra forma de regulacion.

Por otro lado, la expresién de BoCHS y BoCHI fue bastante afectada por los
tratamientos, indicando que es una via de rapida respuesta frente a los agentes externos
como la luz solar y la temperatura. Se observé un comportamiento compatible con un ciclo
circadiano en ambos genes. Los ensayos de luz visible y radiaciéon UV-C verificaron, ademas,
un incremento en el contenido de flavonoides.



2. Introduccion

2.1. Acerca de la planta de Brdcoli

2.1.1. Origen del cultivo

El brécoli (Brassica oleracea L. var. italica) es una planta nativa de la regidn
mediterranea de Europa y Asia Occidental, su nombre proviene del plural de la palabra
italiana broccolo, que deriva del latin brachium que significa brazo o rama. Fue cultivada
para su consumo en ltalia durante la época del Imperio Romano, y luego introducida a
Inglaterra cerca del 1720. Ya para mediados del siglo XX su produccién se desarrollé por toda
Europa, y se extendid al resto de los paises. (Gray, 1982)

Figura 1: Imagen de una planta de brdcoli con su pella apta para ser cosechada.

2.1.2. Clasificacion botéanica

El brocoli (Brassica oleracea L. var. itdlica) pertenece a la familia Brassicaceae,
anteriormente denominada Cruciferae (Cruciferas) debido a la forma de las flores, con 4
pétalos dispuestos en forma de cruz. Esta familia estd compuesta por 375 géneros y mas de
3.000 especies, siendo el género Brassica el de mayor numero de especies.

La especie Brassica oleracea es sumamente polimorfa, fue sometida por miles de
aflos a seleccién artificial dando lugar a la aparicién de variaciones de la planta con
diferencias drasticas en su aspecto, es decir, distintos rasgos fenotipicos. La preferencia por
hojas, brotes terminales, brotes laterales, tallos e inflorescencias dio lugar a la seleccidon de
las variedades de coles que hoy se conocen. En Argentina, el investigador Lorenzo Parodi las
describié botanicamente en el ano 1959. Se distinguen asi, al menos siete variedades
botdnicas que provienen de la misma especie silvestre. En la Tabla 1 se muestran las
distintas variedades consumidas en la actualidad y generadas a partir de la especie silvestre
de Brassica oleracea.
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Tabla 1: Hortalizas mds consumidas de la especie Brassica oleraceae.

Variedad botanica Nombre comun

Brassica oleracea L. var. italica Brocoli
Brassica oleracea L. var. acephala Kale y Berza verde
Brassica oleracea L. var. alboglabra Kai-lan
Brassica oleracea L. var. botrytis Coliflor
Brassica oleracea L. var. capitata Repollo
Brassica oleracea L. var. gemmifera Repollitos de Brucelas
Brassica oleracea L. var. congylodes Colirrdbano

Dentro de la familia Brassicaceae se encuentra la especie Arabidopsis thaliana, el
organismo modelo para el estudio de la fisiologia vegetal. Con solo 5 cromosomas,
totalmente secuenciados desde el afio 2000 (The Arabidopsis Genome Initiative 2000),
Arabidopsis thaliana se convirti6 en la primera planta modelo en tener su genoma
secuenciado. Desde su publicacion ha habido un continuo esfuerzo por completar las
secuencias y mejorar las anotaciones génicas.

Estudios de gendmica comparativa entre los géneros Brassica y Arabidopsis han
revelado una extensa sintenia entre ambas especies, sugiriendo que el conocimiento
obtenido por una especie podria ser productivamente aplicado a la otra. La conservacién
nucleotidica entre estas dos especies fue reportada en el rango de 70-90% en exones,
mientras que en intrones y regiones intergénicas es menos del 70% (Ayele et al., 2005).

2.1.3. Fisiologia del brocoli

El brécoli es una planta anual, de hdabito de crecimiento erecto, con una altura
cercana a los 60 cm, conformada por grandes hojas que recubren una masa densa y
compacta de yemas florales denominada pella o cabeza, su inflorescencia, que es la parte
comestible de la planta. La cabeza, de color verde grisdceo o morado, puede alcanzar 20 a 35
cm de diametro, dependiendo del cultivar. Esta necesita vernalizacion para producir el
vastago floral (Diaz y Jaramillo, 2006).

Figura 2: Detalle de las flores del brdcoli.



Luego de unos pocos dias la cabeza pierde compacidad ya que las yemas florales se
separan y se inicia la aparicion de las puntas amarillas de los pétalos con lo que deja de tener
valor comercial. Esta apertura floral se puede apreciar en la Figura 2.

La superficie foliar estad recubierta de ceras epicuticulares que dificultan el mojado
causando el escurrimiento del agua. Los tallos son herbaceos, cilindricos; el tallo principal es
relativamente grueso (3 a 6 cm didmetro), de 20 a 50 cm de alto, sobre el cual se disponen
las hojas en forma helicoidal, con entrenudos cortos. Las raices son ramificadas, profundas,
extendiéndose alrededor del tallo de 45 a 60 centimetros.

Los vegetales del género Brassica, como el brécoli, son muy populares y se
encuentran dentro de los vegetales mas consumidos a nivel mundial. De acuerdo con datos
de la Divisién de Estadistica de la FAO (FAOSTAT) en los ultimos 20 afios la produccion de los
mismos se ha incrementado notablemente, esto ha ido de la mano de las nuevas tendencias
en alimentacién que buscan alternativas mds saludables. Uno de los motivos de la creciente
demanda de esta hortaliza se debe a su elevado valor nutricional (Tabla 2), destacando un
alto contenido de proteinas, vitamina A, vitamina K, vitamina C (100 g de producto cubriria
las necesidades diarias de un adulto de esta vitamina), y vitaminas del complejo B. También
presentan un buen aporte de carotenos (especialmente betacarotenos), fibra y un bajo
aporte de calorias (Diaz y Jaramillo, 2006).

Tabla 2: Aporte nutricional cada 100 g de brécoli

Unidad/100 g de Unidad/100 g
producto de producto
Energia 35 Kcal Vitaminas
Agua 89,25¢g Vit. C 64,9 mg
Proteina 2,38¢g Tiamina (Vit. B1) 0,063 mg
Lipidos totales 041¢g Riboflavina (Vit. B2) 0,123 mg
Carbohidratos 7,18¢g Niacina (Vit. B3) 0,553 mg
Minerales Vit. B6 0,200 mg
Calcio 40 mg Folato 108 ug
Hierro 0,67 mg Vit. B12 0ug
Magnesio 21 mg Vit. A 77 ug
Fésforo 67 mg Vit. E 1,45 mg
Potasio 293 mg Vit. D 0 ug
Sodio 41 mg Vit. K 141,1 pg
Zinc 0,45 mg
Acidos grasos
Colesterol 0 mg Saturados 0,079 g
Poliinsaturados 0,170 g
Monoinsaturados 0,040 g

Fuente: Butnariu y Butu (2015) “Chemical composition of vegetables and their products.” Handbook of
Food Chemistry.



Otro factor clave para este aumento en el consumo de brdcoli es la abundancia de
compuestos promotores de la salud o compuestos bioactivos. Estudios epidemioldgicos han
indicado que una dieta rica en estos vegetales esta asociada con una reduccién en el riesgo
de padecer distintos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares. Estos beneficios para
la salud se deben a la presencia de compuestos con propiedades nutraceuticas presentes en
estos cultivos como son los flavonoides y los glucosinolatos (Cabrera y Mach, 2012; Faizal et
al., 2013). Estos ultimos son los responsables también del sabor y olor caracteristicos de las
hortalizas de esta familia.

La FAO (“Food and Agriculture Organization of the United Nations”) recoge los datos
de produccidn, exportacidon e importacion de coliflores y brdcolis conjuntamente. Al 2010 los
5 principales paises productores eran China, India, Italia, Francia y Espafia; éstos mismos al
2016 tuvieron una produccién de 10.200.000 tn, 8.200.000 tn, 388.000 tn, 308.000 tn,
605.000 tn respectivamente. Otro pais que ha escalado en el ultimo tiempo en la produccidon
y consumo de brécoli es Estados Unidos, con una produccién al 2016 de 1.300.000 tn,
posicionandose en el tercer lugar (http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC). Como en todo
el mundo, la difusién en los medios locales de las cualidades nutritivas y de las propiedades

anticancerigenas del brécoli ha servido de disparador para atraer un segmento de
consumidores que manifiestan una preocupacion creciente por la salud. Se prevé que el
consumo de las Brassicas se incrementard en paises emergentes en rapido desarrollo como
China, que ha tenido un incremento en el consumo per capita superior a 30 kg, muy por
encima del promedio mundial de 10,5 kg.

En Argentina, el cultivo del brdcoli presenta un desarrollo econdmico creciente, la
zona del conurbano bonaerense es donde se concentra el 60% de la produccidn, seguida por
Santa Fe y Cordoba con una participacion aproximada de 15% cada una. No hay muchos
registros al respecto, pero se sabe que en la década de los 80 se consumian 0,5
kg/habitante/afio, y que durante el periodo 1990/95 los volimenes ingresados al Mercado
Central de Buenos Aires habian crecido un 265%, representando unas 2.285 t y alcanzando
para el periodo 2004 a 2005 unas 15.155 t (Diaz y Jaramillo, 2006).

El momento de cosecha es critico y tiene una ventana de aproximadamente dos dias.
Si se cosecha demasiado pronto, la cabeza pesa poco y la produccidon baja. Cuando la
recoleccién es tardia, los granos o yemas florales se abren mostrando pétalos de color
amarillo, se aflojan las cabezas, pierden color, compacidad y aumenta la fibrosidad del tallo,
lo que deriva en una baja calidad comercial, dificultando a su vez el manejo poscosecha.

Un buen indice de cosecha es el peso de la cabeza, el cual debe tener un promedio
de 350 gr, dependiendo del cultivar. La cosecha se debe hacer cuando las cabezas estdn
firmes y compactas, sin grano abierto, de color verde oscuro o verde salvia o0 adn con una
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tonalidad verde purpura o azulado. Algunas veces se puede obtener una segunda cosecha de
rebrotes laterales que contintan desarrollandose luego de ser cortada la cabeza central, con
los cuales se hacen posteriormente manojos.

La recoleccién de los brécolis es manual y se suele hacer en las primeras horas de la
mafiana. La cosecha provoca un importante estrés, debido a que se trata de un 6rgano en
pleno desarrollo con una alta demanda de agua, nutrientes y hormonas, este estrés provoca
una senescencia acelerada de las cabezas de brécoli.

2.2. Senescencia

Las plantas se desarrollan continuamente desde la germinacidn hasta la muerte. La
ultima parte del proceso del desarrollo que lleva de la madurez a la completa y final pérdida
de organizacién y funciones se denomina senescencia (Biwell, 1993). Se trata de un proceso
complejo y altamente regulado, que, al igual que el crecimiento y la diferenciacion, se lleva a
cabo de forma ordenada.

La senescencia puede desencadenarse a partir de distintos estimulos iniciales, como
oscuridad, privaciéon de nitrégeno y factores medioambientales (como las horas de luz del
dia, y estrés bidtico o abidtico), a pesar de ello, se comparte un programa interno en comuin
donde los genes regulatorios de la senescencia inician una cascada de sefal para
desencadenar la expresidn de otros genes que conllevan a la senescencia y la muerte. (Page
et al., 2001; Woo et al., 2019) De este modo es que algunas vias metabdlicas son activadas y
en otras decrece su actividad.

Durante la senescencia, se expresan un gran numero de enzimas hidroliticas que
degradan proteinas, lipidos, carbohidratos y &acidos nucleicos. Los azucares liberados,
nucledsidos y aminoacidos son entonces transportados via floema hacia las partes en
desarrollo de la planta, en particular hacia los érganos reproductores y de almacenamiento,
donde seran utilizados para procesos biosintéticos (Kuai et al., 2018).

En consecuencia, el principal propdsito de la senescencia en las plantas es la
removilizacion y reciclado de nutrientes. Proceso que no tiene un tiempo estipulado, y
puede abarcar tanto la planta entera como algun érgano/ tejido particular.

Degradacion de pigmentos

La senescencia de las hojas es un proceso muy activo, donde los nutrientes son
movilizados de las hojas senescentes hacia hojas nuevas emergentes y drganos
reproductores. Los cloroplastos son las primeras organelas en deteriorarse junto con la
destruccién de las proteinas tilacoides y enzimas del estroma. El amarillamiento de las hojas,
causado por la degradacion de las clorofilas, es el fendmeno mas marcado durante este
proceso. La clorofila como asi otros pigmentos, como xantofilas y carotenoides, se
encuentran formando parte de complejos proteicos en las membranas tilacoides, como el
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fotosistema |, el fotosistema Il y el complejo citocromo b6f. (Sato et al., 2009). Para iniciar su
degradacion primero deben ser liberados de estos complejos, etapa que no se encuentra por
completo dilucidada.

Este proceso de desensamble y otros se producen durante la transicién de
cloroplasto a gerontoplasto (cloroplasto senescente). El metabolismo de los gerontoplastos
es principalmente catabdlico, y se caracteriza por la degradacién de pigmentos y proteinas.
En muchas especies se ha comprobado que la senescencia foliar es reversible, indicando que
los gerontoplastos maduros retienen suficiente informacién genética como para revertir a
cloroplastos, y donde las hormonas citoquininas jugarian un rol importante (Biswal et al.,
2012). Por lo tanto, la senescencia se encuentra permanentemente regulada.

Degradacion de proteinas

Muchos compuestos poliméricos, como las proteinas y el ARN se producen
ciclicamente en una hoja con metabolismo activo; es decir, continuamente se estan
degradando y resintetizando. La pérdida de muchas sustancias poliméricas importantes en
hojas senescentes sugiere que esta produccion ciclica se detiene y la actividad degradativa
se acelera en gran medida durante la senescencia.

La degradacion de las proteinas permite la removilizacién de N hacia otras partes de
la planta. Mas de 75% del N de una hoja se encuentra en los cloroplastos, presente en la
proteina RuBisCO (por sus siglas en inglés: Ribulose-1,5-Biphosphate Carboxylase/Oxigenase)
y en los complejos LHC Il (por sus siglas en inglés: Light harvesting complex Il), localizados en
el estroma y en la membrana tilacoide, respectivamente (Poret et al., 2016). Se expresan un
gran numero de proteasas durante la senescencia, de tipo serinico, asparticas,
metaloproteasas y cisteinicas, asi también aquellas involucradas en el sistema ubiquitin-
proteosoma. Todas estas enzimas estan involucradas en la removilizacion del N, una de ellas,
muy estudiada por su elevada expresidn durante esta etapa, es la proteasa cisteinica SAG12
(Grbi¢, 2003).

Degradacion de lipidos

Los lipidos se encuentran presentes en todas las membranas de las organelas, su
degradacion se inicia con la accion de lipasas que liberan los distintos acidos grasos de las
membranas para ser oxidados en los peroxisomas por el proceso de B-oxidaciéon. Se ha
observado una reduccidon de hasta el 80% en el contenido de acidos grasos en hojas
senescentes (Yang y Ohlrogge, 2009). Las moléculas de acetil-CoA generadas pueden seguir
tres caminos: dirigirse hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos donde se oxidarian para dar
CO,; convertirse a citrato por la enzima citrato sintasa y luego a aminodcidos, o dirigirse
hacia la via de la glucogenogénesis para producir sacarosa. Estos precursores serian luego
movilizados hacia otras partes de la planta como las semillas, raices y tubérculos (Troncoso-
ponce et al., 2013).



Metabolismo de los aztcares

Es bien sabido que los azlcares actian como unidades primarias de energia celular y
como moléculas sefial, involucradas en diversas repuestas fisioldgicas. Dado que el proceso
de senescencia esta vinculado con la reutilizacién de la energia, se ha postulado que el
contenido de azlcares es un importante factor que daria inicio y/o progreso a esta etapa. Es
asi que la caida de la fotosintesis provocando una disminucion en los niveles de
carbohidratos es considerada como la primera sefial del inicio de la senescencia (Biswal et
al., 2012). Sin embargo, desde hace ya muchos afos existe un debate respecto del rol de los
azucares como moléculas sefial durante este proceso. Un analisis reciente postula que
durante la senescencia natural los azucares ejercerian un rol prosenescente mientras que,
durante la senescencia inducida por oscuridad, actuarian como antisenescentes (Kim, 2019).

Degradacion de dcidos nucleicos

Se sabe que muchos acidos nucleicos son degradados por nucleasas inducidas
durante la senescencia. Es por esto que el contenido total de ARN disminuye marcadamente
durante esta etapa. Por otro lado, se ha reportado una leve estabilidad del ADN nuclear y
mitocondrial, con respecto al presente en los plastidios, hasta casi el final de la senescencia.
Esto puede deberse al rol que juegan en regular la expresion génica durante este proceso. Es
asi, que ciertos niveles de ARN mensajeros (ARNm) disminuyen significativamente mientras
que la abundancia de otros ARNm especificos aumenta (Kim, 2019).

Aquellos genes cuya expresion disminuye durante la senescencia son llamados SDGs
(“senescence down-regulated genes” o genes reprimidos de la senescencia). Los SDGs
incluyen en mayor medida genes que codifican para proteinas involucradas en procesos
anabolicos y fotosintesis. Por otro lado, aquellos genes que son inducidos durante la
senescencia son llamados SAGs (“senescence-associated genes” o genes asociados a la
senescencia). Los SAGs incluyen genes que codifican para enzimas hidroliticas como
proteasas, ribonucleasas, lipasas como asi también enzimas involucradas en la sintesis de
etileno (Biswal et al., 2012).

Son muchos los factores que se ponen en juego cuando una parte de la planta o la
planta entera entra en senescencia, se puede decir que depende de un equilibrio entre el
programa de desarrollo y los factores ambientales. Se sabe que las hormonas estdn
involucradas en la integracidén de estas sefiales, permitiendo que el proceso de senescencia
sea una herramienta adaptativa a las variaciones medioambientales con la intencién de
lograr extraer la mayor cantidad de nutrientes de los tejidos (Jibran et al., 2013).

Entre el grupo de fitohormonas que regulan esta etapa se pueden destacar el etileno,
el acido jasmodnico y el acido abscisico, que han sido propuestas en diversos trabajos como
prosenescentes (Song et al., 2016; Hu et al., 2017; Igbal et al., 2017), y a las citoquininas y
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giberilinas como antisenescentes (Trivellini, Cocetta, Vernieri, Mensuali, et al., 2015; Amorim
et al., 2017). En este trabajo nos centraremos en dos de estas hormonas de efecto
antagonista: citoquininas y etileno.

Citoquininas

Las citoquininas son un grupo de fitohormonas vinculadas a procesos de desarrollo
vegetal como la division y diferenciacién celular; muchas veces actlan en conjunto con
auxinas, otras fitohormonas, para cumplir estos roles (Mok y Mok, 2001). Se creia que estas
hormonas eran sintetizadas solo en raices, pero hoy se sabe que también se sintetizan en
partes aéreas como en brotes y que son transportadas por xilema y floema. La principal
citoquinina en plantas superiores es la zeatina, descubierta por primera vez en maiz (Zea
mays). Su sintesis y degradacién estan continuamente reguladas y obedecen factores
internos como externos, como estreses bidticos o abidticos (Kieber y Schaller, 2018).

La aplicacion de citoquininas sintéticas, como es el 6-bencilamonopurina (6-BAP), en
tratamientos poscosecha ha demostrado un retraso en la senescencia de petunias (Trivellini
et al., 2015) y otras flores de uso ornamental (Meir et al., 2007). Asimismo, la aplicacién en
hortalizas también ha mostrado efectos beneficiosos, como el retraso en la degradacién de
clorofilas y pérdida de peso, y retencién del contenido de acido ascérbico, en especies tan
variadas como espdrragos (Wei y Ye, 2011), pepino (Chen y Yang, 2013), coliflor (Siddiqui et
al., 2015) y brécoli (Rushing, 1990).

Etileno

El etileno es una fitohormona gaseosa que actla en bajas concentraciones en una
gran variedad de procesos durante el desarrollo vegetal. Regula la divisién y elongacién
celular, el proceso de maduracién de los frutos, la abscisidon de las hojas y flores, la entrada
en senescencia y la respuesta a estrés bidtico y abidtico (Jibran et al., 2013; Broekgaarden et
al., 2015). El etileno puede ser liberado por las distintas partes de una planta, como hoja,
tallo, flor y fruto. La sensibilidad a esta fitohormona va a depender del tipo de tejido y del
estado de madurez del mismo. Por ejemplo, aplicado exdgenamente a hojas maduras induce
su senescencia mientras que aplicado a hojas jovenes no lo hace (Jing et al., 2002).

Como tratamiento poscosecha, es habitual su utilizacion mediante la aplicacién de
etefén (acido 2-cloroetilfosfénico), un producto que libera etileno en contacto con los
tejidos vegetales. Se lo suele utilizar para el control de la madurez de frutos, como bananasy
tomates (Brecht, 2019), en el desverdizado de citricos (Mayuoni et al., 2011), también para
ayudar a la cosecha de cerezas ya que promueve la abscision de los frutos (Watada, 1986),
entre otros.

En el brdcoli, el etileno juega un rol central en la entrada en senescencia del tejido
posterior a su cosecha. Presenta, de manera similar a lo observado en frutos climatéricos, un
aumento en su tasa respiratoria seguida de un aumento en la liberacion de etileno durante
esta etapa (Tian et al., 1994; Ma et al., 2009).



2.2.3. Senescencia en brocoli

La parte de la planta que se consume del brécoli es su inflorescencia, érgano que se
encuentra en activo desarrollo al momento de la cosecha y cuya demanda de nutrientes,
agua y hormonas es alta. Es debido a este hecho que la cabeza de brécoli cosechada
presenta una senescencia acelerada, proceso similar al que acontece en hojas senescentes.
El sintoma mads evidente es la pérdida del color verde en su inflorescencia tornandose
amarilla (Figura 3).

DIAD DIA 3 DIAS

Figura 3: Cabezas de brdcoli a distintos tiempos de incubacién a 20° C en un cuarto oscuro.

También ocurren otros procesos asociados como la pérdida de agua, quitdndole
turgencia al tejido debido a la deshidratacion; la disminucién de sus propiedades
nutricionales y nutracéuticas, debido a una disminucion en su contenido de proteinas,
azucares, acido ascorbico y glucosinolatos (Page et al., 2001).

2.3. Antioxidantes

Desde hace varios afios que se estudia el rol de las especies reactivas de oxigeno o
ROS (por sus siglas en inglés) en el desarrollo de diversas enfermedades en humanos. Estas
especies pueden generarse en el organismo por distintos factores: internos, como parte del
normal funcionamiento de la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias, y
externos, como la contaminacién ambiental, el exceso de radiacién solar, y compuestos
como el alcohol, tabaco, pesticidas y metales pesados, entre otros (Birben et al., 2012).
Dentro del organismo, las ROS son capaces de oxidar biomoléculas como proteinas y lipidos
de membranas, dando lugar al desarrollo de enfermedades (Jacob, 1995). Aunque existen
barreras propias de defensa contra el estrés oxidativo, como son la presencia de enzimas
como la catalasa, la superodxido dismutasa y la glutation peroxidasa, si éstas son superadas
puede dar lugar a la generacién de diversos tipos de desdrdenes.

La presencia de radicales libres y ROS estan asociadas con numerosos tipos de
enfermedades tales como patologias neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer (Panth
et al., 2016; Ahmad et al., 2017; Prasad et al., 2017) entre otras. Diversos estudios han
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demostrado que el consumo de compuestos antioxidantes previene el desarrollo de muchas
de estas enfermedades. Uno de ellos es el estudio de Agudo et al. (2008) donde se reporta
gue un alto consumo de frutas y hortalizas ricas en antioxidantes es asociado con una menor
mortalidad. Por otro lado, en un ensayo clinico realizado en el trabajo de Han et al. (2013) se
reporta una menor incidencia en el desarrollo de cdncer de pancreas en pacientes que llevan
una dieta rica en antioxidantes. En otro ensayo clinico se detectdé una correlacién opuesta
entre el desarrollo de cdncer de pulmdn con una dieta rica en compuestos antioxidantes
(Wright et al., 2004). Los trabajos de este tipo son numerosos y el conjunto de evidencia
constituye el motivo por el cual se promueve el consumo de alimentos con actividad
antioxidante.

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, estando presente en baja
concentracion en comparacion con las de un sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacién de ese sustrato (Shahidi, 2000). Los principales antioxidantes
de origen vegetal son la vitamina C, vitamina E, carotenoides y los compuestos fendlicos.
Estos antioxidantes son capaces de secuestrar las ROS e inhibir la iniciacién y/o interrumpir
la cadena de propagacion de las reacciones desencadenadas por estos radicales.

Asi como son necesarios para la vida de las plantas, tanto el oxigeno como la luz solar
son agentes que provocan dafios en los tejidos vegetales. La simple exposicion a un
ambiente oxigenado provoca con el tiempo la oxidaciéon de componentes como proteinas,
membranas y acidos nucleicos. Por su parte dentro de la radiacién solar se encuentran
ondas de corta longitud, la radiacidon ultravioleta (UV) que debido a su interaccién con
muchos componentes celulares provoca la alteracién de las rutas metabdlicas (Larson,
1988). Es debido a esto y a la incapacidad de las plantas de desplazarse, que han
desarrollado diversos mecanismos que le permiten sobrellevar estas exposiciones, como por
ejemplo: la sintesis de metabolitos secundarios. A continuacién, se detallan las funciones en
las plantas que cumplirian algunos de ellos.

Acido ascérbico (Vitamina C). En las plantas cumple diversos roles, como cofactor de

enzimas y como componente en el ciclo glutatidon-ascorbato. Este ciclo es de vital
importancia para el control de la concentracion de ROS en el organismo. El ascorbato actua
como dador de electrones en el ciclo, reduciendo compuestos, como el H,0,, producidos
durante el estrés oxidativo. También participa en eventos de sefalizacion rédox, como
floracién, crecimiento, sefializacion hormonal y respuesta a estrés. El ser humano, a
diferencia de muchos animales, no es capaz de sintetizar este compuesto, y por lo tanto
debe incorporarlo con la dieta. Carotenoides. En los organismos fotosintéticos cumplen al
menos cinco roles: pigmentos captadores de luz accesorios, moléculas secuestrantes y
neutralizantes de ROS, disipadores de energia y estabilizantes. También actian como
precursores de la sintesis de hormonas como el acido abscisico. Tocoferoles (Vitamina E).

Como componentes de las membranas tilacoidales, tienen un rol principal como
neutralizantes de ROS previniendo la peroxidacién lipidica de las membranas y manteniendo
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el estado rédox de la planta. Flavonoides. Estos compuestos cumplen un gran numero de
funciones bioldgicas y fisioldgicas, como proteccion UV, atraccion de insectos, defensa de
patdgenos, polinizacidn y transporte de auxinas. Se trata de los principales compuestos que
son sintetizados frente a una situacidén de estrés que genere ROS (Gupta, Palma y Corpas,
2018).

Se ha descrito que muchas de las hortalizas del género Brassica presentan
propiedades anticancerigenas. Esto es, en parte, debido a la gran cantidad de compuestos
antioxidantes que presentan como son la vitamina C, vitamina E, los carotenoides, y los
compuestos fendlicos (Hwang y Lim, 2015; Le et al., 2019). Adicionalmente, estos vegetales
contienen unos compuestos llamados glucosinolatos, antes mencionados, que, a pesar de
contener baja actividad antioxidante, se ha demostrado que los productos de su hidrdlisis
tendrian propiedades anticancerigenas (Liu y Lv, 2013). En este trabajo nos enfocaremos en
uno de estos grades grupos, que son los compuestos flavonoides, dentro de ellos, los mas
abundantes en el brécoli son la quercetina y kaempferol.

El contenido de compuestos fendlicos reportados en brécoli, va desde 40 — 400 (mg
de acido galico equivalente/ 100 g de brdcoli). Caso similar ocurre con el resto de los
compuestos nutracéuticos presentes. Estas variaciones en el contenido de antioxidantes en
el brocoli son causadas por muchos factores como el cultivar, el grado de madurez al
momento de la cosecha, condiciones durante el crecimiento, estado del suelo, vy
almacenamiento poscosecha (Podsedek, 2007; Lozano et al., 2017).

2.4. Tratamientos poscosecha

Aproximadamente un tercio de los alimentos producidos para el consumo humano se
desperdicia, generando una pérdida de 1,3 mil millones de toneladas por ano. Estas pérdidas
ocurren a lo largo de la cadena de transporte, desde la etapa de cosecha en el campo hasta
qgue llega al consumidor final, y se generan tanto en los paises desarrollados como en los
paises en desarrollo. En los paises en desarrollo estas pérdidas son mayores en las primeras
y medias etapas de la cadena de transporte mientras que en paises desarrollados las
mayores pérdidas se encuentran en la uUltima parte de cadena, es decir, en la que estd
involucrado ya el consumidor final.

En lo que respecta a frutas y hortalizas, en los paises desarrollados estas pérdidas son
importantes a nivel de la seleccidn, debido a los altos estandares en cuanto a la calidad
requerida; y también hay pérdidas importantes por parte de los consumidores,
representando entre el 15 — 30% de las pérdidas en estas regiones. Por otro lado, en los
paises en desarrollo estas pérdidas ocurren principalmente en las primeras etapas de la
cadena de transporte, durante la cosecha y en el manejo postcosecha (FAO, 2011).
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En este panorama, los tratamientos poscosecha buscan generar una disminucién de
las pérdidas generadas durante esta etapa, conservando las propiedades nutricionales y
calidad organoléptica de las frutas y hortalizas por mas tiempo. Previniendo que los
productos alcancen su maduracién o senescencia de forma prematura, es decir, antes que
llegue al consumidor. Cabe destacar que el control de la temperatura y humedad relativa
durante esta etapa, son considerados factores fundamentales para la buena conservacion de
las frutas y las hortalizas. Es asi que, muchos de los estudios en tratamientos poscosecha,
buscan superar esta barrera y prolongar las expectativas en la conservacion del producto
perecedero, pero para que esto sea posible son necesarios estudios a nivel fisiolégicos.

El etileno, como se menciond anteriormente, es una fitohormona que regula
procesos de crecimiento y desarrollo (como maduracion y senescencia) en las plantas. En la
década del ‘90 fue descubierta una sustancia capaz de bloquear el efecto del etileno sobre el
organo vegetal aplicado, el 1-metilciclopropeno (1-MCP). El 1-MCP es un compuesto gaseoso
(a temperatura y presion estandar) de 54 g de peso molecular y formula C4Hs. Su mecanismo
de accidén consiste en ocupar el lugar del etileno en sus receptores, actuando como inhibidor
irreversible, e impidiendo que se desencadene la respuesta del etileno. En los sitios de unién
de los receptores presenta 10 veces mas afinidad que el etileno mismo (Blankenship y Dole,
2003).

Los primeros usos de esta molécula fueron para la conservacion de flores y otras
plantas de uso ornamental, y muy posteriormente se empezé a utilizar en alimentos. Gracias
a la formaciéon de un complejo de esta molécula con ciclodextrina, es posible comercializarlo
como un polvo que, al entrar en contacto con el agua, libera el 1-MCP. Para el afio 2005 su
uso se extendid a un gran niumero de paises y en diversos productos como manzana, kiwi,
palta, banana, pera, tomate, entre otras (Watkins, 2006). Su descubrimiento tuvo dos
grandes aportes, por un lado, el poder mantener la calidad de muchas frutas y hortalizas
luego de cosechadas, y, por otro lado, brindar informacién acerca de como acontecen los
procesos de maduracién y senescencia.

La respiracion es un proceso metabdlico que provee la energia necesaria para los
distintos procesos bioquimicos vegetales. La respiracidn aerdbica consiste en la oxidacién de
compuestos orgdnicos como carbohidratos, lipidos y acidos orgdnicos en CO;, H.0 y energia
en presencia de oxigeno. Este proceso se logra gracias a una bateria enzimatica presente en
las vias metabdlicas de glucdlisis, ciclo de Krebs y cadena transportadora de electrones.
Existen ciertos factores internos que controlan la tasa respiratoria de una hortaliza, como
por ejemplo el érgano de cual provienen (tallo, raiz, tubérculo, hoja, flor) ya que presentan
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una actividad metabdlica distinta, la especie, el cultivar, el estado de madurez de la misma,
entre otros. Como asi factores externos, como la temperatura, la manipulacién durante la
cosecha y postcosecha y la concentraciéon de O, y CO; presentes (Fonseca et al., 2002).

Cuando se elige empacar un producto (fruta o vegetal) se busca brindar proteccidon
contra los dafos externos, aislar de las condiciones fitosanitarias del entorno y brindar un
soporte donde colocar informacidon relevante para el consumidor. Los empaques de
atmosfera modificada (MAP, por sus siglas en inglés) permiten lograr un beneficio extra. Se
trata de films sellados hechos de polimeros que mediante una permeacién selectiva
provocan un cambio en los niveles de los gases generados por la respiracion. Lo que se logra
con estos films es que disminuyan los niveles de O, y aumenten los de CO; en el ambiente
que rodea al producto de modo de disminuir el metabolismo del vegetal y asi tener una vida
poscosecha mads prolongada. Adicionalmente el film permite conservar mejor la humedad, lo
que también es un factor importante al hablar de extender la vida del vegetal. Las
caracteristicas ideales a cumplir por un MAP van a depender del producto, ya que dependen
de su tasa respiratoria el poder lograr las condiciones éptimas de concentracién de O, y CO;
eligiendo un material con una permeabilidad selectiva adecuada y de la temperatura a la
cual sera almacenado (Mahajan, 2009).

Algunas de las ventajas de utilizar MAPs son que no se emplean componentes
externos para la conservacién, no deja residuos toxicos e implica un bajo impacto ambiental
ya que es posible reciclar estos films. A pesar de que cada vez hay mas variedad en la
composicidon quimica de los films para empaques de atmosferas modificadas, la mayoria aun
se forman de alguno de estos cuatro componentes: policloruro de vinilo (PVC), tereftalato de
polietileno (PET), polipropileno (PP) y polietiieno (PE). Uno de los empaques mas
comunmente usado, y el empleado en este trabajo, es el polietileno de baja densidad que
presenta una buena barrera al vapor de agua, genera una alta relacion CO,/0; y posee la
ventaja adicional de ser un material flexible, resistente y econdmico. A esta variedad en
cuanto a la composicion de los films se suma la posibilidad de incluir distintos tipos de
absorbentes 0O,, CO,, vapor de agua y etileno, como una herramienta adicional para
manipular el microambiente.

Durante los ultimos anos, los tratamientos con luz blanca fueron descubiertos como
una novedosa y ecolégica tecnologia poscosecha. Se ha reportado que, durante la ausencia
de luz, genes involucrados en la degradacidon de proteinas, clorofilas, sintesis de etileno y
acumulacién de ROS, aumentan su expresién. Estos procesos inducen y aceleran la
senescencia durante, por ejemplo, la etapa de transporte donde la luz no es controlada y
suelen almacenarse a oscuras. Sin embargo, muchos vegetales, como hortalizas de hoja
conservan la respuesta a la luz luego de cosechadas vy, si la intensidad es adecuada, pueden
continuar con los procesos dependientes de la luz, como la fotosintesis (Liebsch y Keech,
2016).
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Se han reportado numerosos efectos de la aplicacion de tratamientos con luz blanca,
desde la diminucion en la pérdida de peso y pardeamiento en lechuga (Charles et al., 2018),
retencion de azucares, capacidad antioxidante y clorofilas en kale (Barcena et al., 2019),
retencion de proteinas, azlcares y clorofilas en albahaca (Costa et al., 2013) y conservacion
del contenido de acido ascdrbico en espinaca (Gergoff Grozeff et al., 2013). También se han
observado acumulacidon de antocianinas y compuestos fendlicos en higos (Rodov et al.,
2012), frutillas (Xu et al., 2014) y cerezas (Kokalj et al., 2019).

La radiacién UV (200-400 nm) puede dividirse en tres segmentos UV-A (320-400 nm),
UV-B (280-320 nm) y UV-C (200-280 nm) (Topcu et al., 2015). La radiacidon UV-C es la mas
energética y es absorbida por el ozono de las partes superior y media de las capas de la
atmoésfera y, por lo tanto, no llega a la superficie terrestre. En contacto con tejidos, la
radiacion UV induce dafio celular a través de la generacion de ROS. Si bien depende de la
dosis y de la resistencia que se tenga a ella, la radiacion UV resulta directamente letal para
los microorganismos expuestos. Es asi que hoy en dia se lo considera una buena alternativa
al uso de antisépticos para la esterilizacidon de superficies (Turtoi, 2013).

Ademas de ser letal para microorganismos, se sabe que la radiacién UV resulta
perjudicial para las plantas. Sin embargo, se ha observado que aplicada en bajas dosis
provoca una estimulacién en los tejidos, obteniendo una respuesta beneficiosa para el
organismo, lo que se conoce como hormesis. La hormesis por UV-C ha sido estudiada
durante varios afios gracias a su capacidad de inducir resistencia a las enfermedades vy
retrasar la senescencia de distintos productos horticolas (Jagadeesh et al., 2011). Por
ejemplo, se ha reportado que los tratamientos con luz UV-C inducen la actividad y la
expresiéon de enzimas involucradas con el sistema de defensa, como son la fenilalanina
amonio liasa (PAL), la B-1,3 glucanasa y la quitinasa (Ghaouth et al., 2003; Pombo et al.,
2011a). La primera de ellas relacionada con la sintesis de compuestos fendlicos, y las otras
dos, enzimas antifungicas. Se ha visto también que los pulsos de luz UV-C contribuyen a
conservar la firmeza por disminuir la actividad y expresidn de enzimas de la pared celular
(Pombo et al., 2009; Liu et al., 2011). En brécoli, dosis subletales de luz UV-C (10 KJ/m?) han
comprobado un retraso en su senescencia (Costa et al., 2006).

Todos estos resultados evidencian que los tratamientos con luz UV-C son efectivos
para conservar propiedades organolépticas como son el color y la firmeza, asi como evitar el
ataque de patdégenos, no solo por su efecto germicida sobre las superficies aplicadas sino
también por inducir mecanismos de defensa propios del érgano vegetal. Otro efecto muy
deseado de estos tratamientos con luz UV-C es la acumulacion de compuestos
nutracéuticos., como son los flavonoides, ya que se la reportado una activacién de la via en
distintos sistemas vegetales (Gonzalez-Aguilar et al., 2007; Jagadeesh et al., 2011).
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En los ultimos afios ha crecido el interés por implementar tratamientos fisicos no
destructivos y tecnologias amigables con el medio ambiente, para reemplazar aquellos
productos quimicos que se usan sobre las frutas y hortalizas. Es asi que el uso de
tratamientos térmicos (agua, vapor o aire caliente) se ha extendido y numerosos estudios
reportan sus beneficios en distintas especies vegetales.

Algunos de los mecanismos por los cuales actuan los tratamientos térmicos son: la
inhibicidn directa del crecimiento de patdgenos y remocion fisica de los indculos presentes,
redistribucion de la capa de cera epicuticular reforzando la barrera fisica de defensa,
activacion de la expresién de enzimas vinculadas con la defensa contra patégenos, como son
la quitinasa y la B-1,3-glucanasa, activacion de la expresiéon de enzimas antioxidantes, e
induccion de la sintesis de compuestos fendlicos y flavonoides, capaces de actuar como
antifungicos (Lu et al., 2007; Lurie y Lurie, 2016).

Los tratamientos térmicos pueden inducir muchos cambios a nivel de expresion
genética, y una de estas respuestas es la generacion de proteinas de choque térmico (HSPs,
por sus siglas en inglés heat shock proteins). Las HSP pertenecen a una familia de proteinas
que se expresan como respuesta al estrés abidtico (altas temperaturas, bajas temperaturas y
estrés oxidativo). Se trata de proteinas protectoras o chaperonas que van a conferirle al
producto una proteccidn cruzada frente a una serie de estreses bidticos y abidticos (Sui et
al., 2016).

Los efectos que han tenido los tratamientos térmicos en frutas y hortalizas es
diverso, y van desde una disminucién en la propagacion de patégenos en mango (Kumah vy
Appiah, 2011) y durazno (Liu et al., 2012), disminucién en la produccién de etileno y tasa
respiratoria en lima (Kaewsuksaeng et al., 2015), conservacién de la firmeza y retraso del
deterioro en morrones (Rodoni et al., 2016) y retraso en la degradacidon de clorofilas y
conservacion de la actividad antioxidante en brocoli (Funamoto et al., 2002; Duarte-sierra et
al., 2017).
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3. Materiales y Metodos

3.1. Recoleccién y acondicionamiento del material vegetal

Las cabezas de brdcoli (Brassica oleracea L. var. italica) fueron cosechadas el mismo
dia que se realizaron los ensayos provistos por un productor del cinturén horticola de La
Plata. Una vez cosechadas fueron trasladadas al laboratorio de inmediato para su
acondicionamiento. Se separaron las hojas y se corté el tallo a una longitud media de 10 cm
(Figura 4). Se seleccionaron a aquellas cabezas que presentaron un color uniforme, una
cabeza compacta y de tamafio medio de 10-15 cm de didmetro. Se buscé también que no
tuvieran lesiones aparentes ni desarrollo de ningun tipo de patdgenos.

Figura 4: En la foto de la izquierda se observa cémo llegan las plantas de brdcoli al laboratorio y en la foto de la
derecha cdémo se realiza su acondicionamiento.

3.2. Cosecha a distintas horas del dia

Se realizé la cosecha de las cabezas de brécoli en tres horarios del dia: 8 h —13 h—18
h. En cada uno de estos horarios se procedié a trasladar al laboratorio entre 15 a 20 cabezas,
acondicionarlas y seleccionarlas, se las colocé en vasos plasticos y se les tomdé medida de
color superficial. De cada grupo se seleccionaron al azar 5 cabezas, se tomé muestra de sus
flores, congelando las mismas en nitrégeno liquido y se almacenaron en freezer a -20 °C para
posteriores determinaciones. El resto de las cabezas fueron llevadas a una cdmara oscura a
20 °C para la induccién de su senescencia durante 120 h. El muestreo de las flores y toma de
color superficial se realizé a las 0, 72 y 120 horas, respetando el horario en que fueron
cosechados. En la Figura 5 se muestra el detalle de la toma de muestra y su posterior
almacenamiento.
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Figura 5: En la foto de la izquierda se observa el detalle de la toma de muestra de las flores y en la foto de la
derecha el cuarto oscuro de almacenamiento a 20 °C.

3.3. Estudio de la senescencia de la planta

Se realizd la cosecha de 15 — 20 cabezas de broécoli para realizar el estudio de la
senescencia de las distintas partes de la planta de brécoli. Para esto, se tomé la planta de
brécoli y se la dividié en secciones (ver Figura 6): hoja, seccién 1 (flores), seccion 2 (tallos
secundarios) y seccién 3 (tallo principal). Luego de seleccionadas las cabezas, se colocaron
en vasos plasticos y las hojas, ya separadas, en bandejas y se las llevé a una cdmara oscura a
20 °C durante 120 h. Ambas fueron cubiertas débilmente con film PVC para prevenir
deshidratacion. A los tiempos de 0 h y 120 h se realizé el muestreo de cada una de las
secciones, para lo cual se las cortd y congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -20 °C.

Figura 6: Detalle de las distintas secciones de la planta de brécoli para el analisis de senescencia. H: hoja, S1:
pimpollos florales, S2: tallos secundarios y S3: tallo central.
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3.4. Estudios hormonales

Las cabezas de brdcoli se dividieron en tres grupos: las cabezas a tratar con 6-
benzilaminopurina (6-BAP, una citoquinina sintética), con acido 2-cloroetilfosfénico (Etefon,
un agente liberador de etileno) y un grupo control. Las cabezas de cada grupo se
sumergieron durante 10 minutos en soluciones que contenian: 100 ppm de 6-BAP (Sigma)
con DMSO 0,1% v/v; 100 ppm de Etefon con DMSO 0,1% v/v y DMSO 0,1% v/v como control.
Después de los tratamientos, las muestras se colocaron en vasos plasticos, se cubrieron
débilmente con un film PVC para prevenir la deshidratacién y se almacenaron en oscuridad a
20 °C durante 120 h. Se tomo medida del color superficial y muestra de las flores a las 0 h, 72
hy 120 h.

3.5. Tratamientos postcosecha

Para cada tratamiento se procesaron entre 40 - 50 cabezas de brdcoli, se
acondicionaron y seleccionaron como se describié mas arriba. Luego del tratamiento se
almacenaron durante 120 h (5 dias) en un cuarto a 20 °C en la oscuridad para la induccién de
su senescencia. A continuacién, se describen cada uno de los tratamientos postcosecha
realizados.

Para el tratamiento con luz UV-C, las cabezas fueron divididas en dos grupos:
Controles y Tratados. El grupo de cabezas a tratar se ubicd bajo 4 lamparas UV-C (TUV
G30T8, 30W, Philips) a una distancia de 30 cm, y se irradiaron hasta alcanzar una dosis de 10
KJ m2, medido con un radiémetro digital (Cole-Palmer Instrument Company, Vernon Hills, IL,
USA). Mientras que el grupo Control no se irradi6. Ambos grupos fueron llevados a una
camara oscura a 20 °C, se midié color superficial y tomé muestraalas 0, 72 y 120 horas.

Para el tratamiento con luz blanca, las cabezas se colocaron en vasos plasticos con un
poco de agua destilada para evitar la deshidratacion y se almacenaron en una cabina
ventilada y aislada de luz externa. Se seleccionaron dos grupos, Control y Tratados. Una
mitad de la cabina se mantuvo a completa oscuridad (< 1 umol m-2 s-1) donde se colocaron
las cabezas Control y la otra mitad fue expuesta a luz continua, donde se colocé el grupo
Tratados, para lo cual se utilizaron tubos fluorescentes de luz blanca de 40 w y una
intensidad de 12 umol m2 s'1. Se midié el color superficial y se tomé muestra de las flores a
las 0, 72 y 120 horas.
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Para el tratamiento con atmoésfera modificada, las cabezas de brdcoli se dividieron en
dos grupos, Controles y Tratados. Las cabezas a tratar se colocaron en bandejas dentro de
bolsas de polietileno de baja densidad (40 um de espesor, 20 cm x 30 cm) de forma
individual y fueron herméticamente selladas. En el otro grupo, el grupo control, las cabezas
fueron colocadas en bandejas y cubiertas débilmente con un film PVC para prevenir la
deshidrataciéon. Ambos grupos se almacenaron en un cuarto oscuro a 20 °C, se midid el color
superficial y se tomd muestra de las flores a las 0, 72 y 120 horas.

Las cabezas de brécoli se separaron en dos grupos, aquellos a tratar y el grupo
control. Las cabezas del grupo a tratar se llevaron en vasos plasticos a una estufa a 42 °C
durante 3 h, mientras que al grupo control no se les hizo nada. Una vez terminado en
ensayo, ambos grupos fueron llevados a un cuarto oscuro a 20 °C cubiertos débilmente con
un film PVC para prevenir deshidratacion, se tomé muestra de las flores y se midié el color
superficial alas 0, 72 y 120 horas.

En este caso, las cabezas a tratar fueron almacenadas en un contenedor hermético
con una concentracion de 1 pl It de 1-MCP durante 16 h a 20 °C. Por otro lado, los controles
se colocaron en las mismas condiciones, pero sin 1-MCP. Una vez terminado el ensayo, las
cabezas se almacenaron en un cuarto oscuro a 20 °C, se tomé muestra de las flores y medida
del color superficial alas 0 h, 72 hy 120 h.

3.6. Medida del color superficial

El color superficial fue medido con un colorimetro (Minolta CR-400, Osaka, Japdn)
durante el periodo de almacenamiento. Este equipo maneja pardmetros de un espacio de
color llamado CIELAB, obteniéndose tres pardmetros: luminosidad (L*) cuya escala va del O al
100, siendo O para el negro y 100 para el blanco; valor de a*, que puede tomar valores
positivos (rojos) o negativos (verdes) y valor de b* cuyos valores positivos indican color
amarillo y los negativos color azul. Se midié el color en distintos sectores de la inflorescencia,
tomando 5 datos por cabeza.

El angulo Hue (h°) se calculé como:

h =tan? (-(b/a)) cuandoayb>0,6
h =180° + tan (b/a) cuandoa<0yb>0
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3.7. Determinacidn del contenido de clorofilas

Se realizd una extraccidn acetdnica a partir del tejido congelado a -20 °C. Se molieron
las flores en mortero usando nitrogeno liquido y se mezclé con acetona 100% en una
relacion 1:10. Los tubos se homogeneizaron y se incubaron 4 h en oscuridad. A continuacién,
se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C. Se colectaron los sobrenadantes y se
leyeron las absorbancias a 661,6 nm y 644,8 nm. Se determind el contenido de clorofilas de
acuerdo a Lichtenthaler (1987):

Clorofila a (ug/ml): (11,24 x Abs®6161m) — (2,04 x Abs®448nm)
Clorofila b (ug/ml): (20,13 x Abs®448"M) — (4,19 x Abs®6%.6 nm)

Las determinaciones se hicieron por quintuplicado. El contenido de pigmento se

expresé como mg por gramo de tejido fresco.

3.8. Determinacion del contenido de fenoles totales

Se midié el contenido de compuestos fendlicos totales mediante el método de Folin-
Ciocalteau (FC). Este método se basa en la reaccion del reactivo de FC, un acido formado con
sales de molibdato sddico y tungstato sédico en acido fosférico, que en medio alcalino y en
presencia de compuestos fendlicos es reducido dando un compuesto de coloracién azul que
presenta un maximo de absorcidon a 760 nm.

Se realizd una extraccién etandlica a partir de 0,5 g de tejido congelado y etanol
100% frio en una relacion 1:5. Se agité vigorosamente en vortex durante 1 minuto y se
centrifugd a 4 °C a 9000 x g por 15 minutos. Se separé el sobrenadante y se almacené a -20
°C hasta su uso.

En tubos eppendorf se prepard la siguiente mezcla de reaccion: 50 ul de extracto
etandlico, 450 ul de agua destilada y 100 pl del reactivo Folin-Ciocalteau (1:1, con agua
destilada), se agitaron los tubos y se dejé reposar 3 min. Luego se agregd 500 pl de solucion
de carbonato de sodio al 10% preparado en solucion de hidroxido de sodio 0,1 N. Se agitaron
los tubos y se dejaron reaccionar en la oscuridad por 1 h, luego de este tiempo se realizd la
lectura a 760 nm. Las determinaciones se hicieron por triplicado, se confecciond una curva
con 4acido gdlico como patrén y agua destilada como blanco. Los resultados fueron
expresados como mg equivalentes de acido gélico cada g de tejido.

3.9. Determinacién del contenido de flavonoides

Se realizd la determinacion de compuestos flavonoides por un método colorimétrico
adaptado del trabajo de Zhishen et al. (1999). Se realizd un extracto etandlico a partir de
tejido congelado a -20 °C. Se pesd 1 g de tejido congelado triturado y se agregé etanol 50%
frio en una relacion 1:4, se agité en vértex 1 min y se centrifugd a 4 °C a 9000 x g durante 15
min. Se guardé el sobrenadante y se almacend a -20 °C hasta su uso.
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Se prepard la siguiente mezcla de reaccion: 100 pl de extracto etandlico, 610 pl de
agua destilada, 30 ul de nitrito de sodio al 5%, se agité en vortex y se esperd 5 min. Luego se
agregaron 60 pl de cloruro de aluminio al 10%, se agitd y se esperd 5 min. Por ultimo, se
agregaron 200 ul de solucién de hidréxido de sodio 1 M, se agité y se esperd 5 min.
Inmediatamente se realizé la lectura a 515 nm. Se utilizé catequina para realizar la curva
patrén y se utilizé agua destilada como blanco. Las determinaciones y curva se realizaron por
triplicado. El resultado se expresé como mg equivalente de catequina por gramo de tejido.

3.10. Extraccion de ARN

La extracciéon de ARN total se realizé por el método del Borato caliente (Wan y
Wilkins, 1994). Se triturd tejido congelado con nitrégeno liquido en mortero, se pes6 0,2 gy
se colocé en un eppendorf preenfriado. Se colocd en cada tubo un par de perlas metdlicas
para favorecer la trituracién de tejido con vértex, luego se agregd 1 ml del buffer de
extraccion (Bdrax 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 1% p/v, deoxicolato de sodio 1% p/v, DTT 10
mM, NP-40 1% v/v, PVP-40 2% p/v) previamente calentado a 80 °C y 15 pl de proteinasa K
(20 mg/ml). Se homogenizo, se retird las perlitas y se llevo a estufa a 42 °C por 90 min. Luego
se agregdé a cada tubo 100 pl de KCI 2 M y se incubd en hielo durante 60 min. Se
centrifugaron los tubos a 12000 x g durante 20 min a 4 °C, luego se pasd el sobrenadante a
un nuevo tubo y se agregd LiCl 8 M un volumen equivalente al triple del colectado. Se
almacend a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron los tubos a 12000 x g
durante 20 min a 4 °C, se descarto el sobrenadante y se realizaron lavados del pellet con LiCl
2M agregando 400 ul por tubo y centrifugando a 12000 x g durante 10 min a 4 °C. Se
descarté el sobrenadante, se agregd 150 pl de solucion Tris-HClI 10 mM (pH 7,5) y se
resuspendié los precipitados a temperatura ambiente con agitacién suave. Luego se
centrifugaron los tubos 12000 x g durante 10 min a 4 °C. Se paso el sobrenadante a otro
tubo preenfriado, se agregd 15 ul de KAc 2 M pH 5,5 (1:10 voliumenes respecto el volumen
de Tris agregado) por tubo y se incubd en hielo durante 15 min. Se centrifugd los tubos
12000 x g durante 10 min a 4 °C, se pasé el sobrenadante a otro tubo preenfriado y se
precipitd el ARN agregando 375 ul (2,5 volimenes) de etanol 100% frio. Se deja precipitar
durante 2,5 h a -80 °C. Luego se centrifugan los tubos a 10000 x g durante 30 min a 4 °C, se
descarta el sobrenadante y se lava el precipitado con etanol 70% agregando 500 pl por tubo
y centrifugando a 1000 x g durante 5 min a 4 °C. Se descarta el sobrenadante y se elimina el
etanol residual dejando evaporar bajo un flujo laminar durante 15 min. Se resuspende el
pellet en 100 pl de agua DEPC 0,1 % v/v, se agregan 10 pl (1:10 volimenes) de acetato de
sodio 3 M pH 6 y 250 pl de etanol 100% frio (2,5 volumenes). Se deja precipitando toda la
noche a -20 °C. Al dia siguiente se centrifugan los tubos a 16000 x g por 20 min a 4 °C, se
elimina el sobrenadante y se lava el precipitado con etanol 70% frio agregando 400 pl por
tubo y centrifugando a 16000 x g por 20 min a 4 °C. Se descarta el sobrenadante y se elimina
el etanol residual dejando evaporar bajo un flujo laminar por 15 min. Po ultimo, se
resuspenden los precipitados con 25 pl de agua DEPC 0,1 % v/v, se cuantifican por

22



espectofotdmetro, se analiza su integridad con un gel de agarosa y se almacenan a -80 °C
hasta su uso.

Todas las soluciones utilizadas fueron tratadas con DEPC (un inhibidor de la accion de
nucleasas) a una concentracién final de 0,1 % v/v durante toda la noche y esterilizadas al dia
siguiente.

3.11. Cuantificacion de ARN

Las cuantificaciones de ARN se hicieron mediante espectofotdmetria midiendo a 260
nm (absorbancia de las bases nitrogenadas) y calculando la concentracién con la siguiente
ecuacion:

Concentracion ARN (pg/ul) = (Abs260 * 40 * dil'') / 1000
Siendo dil, la dilucidn que se realizé en la muestra a medir.

Adicionalmente se mididé la absorbancia a 280 nm (absorbancia de los anillos
correspondientes a los aminoacidos aromaticos) para calcular la relacién 260/280 y buscar
que la misma sea préxima a 1,8 lo que indicaria una baja contaminacién por proteinas.

3.12. Purificacion de ARN

Para eliminar posibles contaminaciones de ADN que pudieran haber quedado
durante la extraccién de ARN se realiza una purificacion del material obtenido. Para ello, se
trata la muestra con una ADNasa (RQ1 DNAsa). En un tubo estéril se agrega un volumen de
la solucion de ARN obtenida de modo que contenga 6 pg de ARN, se agregan 4 ul de
ADNasa, 1 pl de buffer de reaccidon 10x (adjunto con la DNAsa) y agua DEPC 0,1 % v/v hasta
completar los 10 pl. Los tubos se incuban a 37 °C durante 30 min. Luego se agregan 100 pl de
cloroformo - octanol (1:24) y 90 pl de agua DEPC 0,1 % v/v, se homogenizan los tubos y se
centrifugan a 12000 x g a 4 °C durante 10 min. Se colecta el sobrenadante en un tubo nuevo
preenfriado y se precipita el ARN con el agregado de 200 pl (2 volimenes) de etanol 100%
frio y 20 ul de NaAc 3M. Se deja precipitando durante 1 h a -80 °C, luego se centrifugan los
tubos a 12000 x g durante 20 min a 4 °C. Se descarta el sobrenadante y se lava el precipitado
con etanol 70% frio agregando 400 pl a cada tubo y centrifugando a 12000 x g por 10 min a 4
°C. Se descarta el sobrenadante y se evapora el etanol residual dejando los tubos abiertos
bajo un flujo laminar durante 15 min. Por Ultimo, se resuspenden los precipitados en 15 ul
de agua DEPC 0,1 % v/v, se cuantifican por espectrofotometria como se describid
previamente y se almacenan los tubos a -20 °C hasta su uso.

3.13. Transcripcioén reversa

Para la obtencion de ADN complementario a partir de las muestras de ARN purificado
se realiza la reaccién de transcripcion reversa utilizando la enzima M-MLV RT (por sus siglas
en inglés, Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase). Se coloca en un tubo

eppendorf un volumen de la solucién de ARN purificado equivalente a 2 ug de ARN y agua
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bidestilada hasta un volumen final de 18,55 ul. Se incuban a 70 °C en un bafo
termostatizado durante 10 min, se incuban en hielo 5 min y luego se dejan a temperatura
ambiente durante 10 min. Se prepara una premezcla que contiene por tubo 5 ul de buffer de
reacciéon 5x (adjunto con la M-MLV), 0,3 pl de dNTP (10 mM), 0,15 ul de solucidon de Random
Primers (2 pg/ul) y 1 pl de enzima M-MLV. Se dispensa en cada tubo 6,45 ul de la premezcla,
se homogeniza y se llevan los tubos a la termocicladora.

El programa utilizado es el siguiente:
(1 ciclo):  37°C-90 min
95°C-5 min

El ADN complementario obtenido se almacena a -20 °C hasta su uso. Antes de su uso
se realiza una PCR de chequeo con un juego de cebadores ribosomales.

3.14. Geles de agarosa para visualizar productos de PCR

Para visualizar la correcta amplificacion de un fragmento de ADN proveniente de una
PCR se prepararon geles de agarosa al 1,5 % v/v (fragmentos de 100 — 150 pb). Se pes6 1,5 g
de agarosa y se disolvié en 100 ml de solucién amortiguadora TBE (45 mM Tris — Acido
bdrico, 1 mM EDTA). Al entibiar se volcé sobre el soporte pldstico para el armado de geles
con el peine, y se pipeteo el bromuro de etidio sobre el gel a una concentracion final de
0,001 % v/v. Se homogenizd bien, se dejé enfriar y se dispensaron las muestras en cada calle.
En una de ellas se pipetearon los patrones de peso molecular (Ladder 50 pb precisiéon de PBL
Productos Bio-Ldgicos). Cada una de las muestras se mezcld previamente con el colorante de
frente de corrida Orange G 6x, (esta mezcla contiene ademas glicerol para darle mas
densidad a la muestra y evitar que salga de la celda). Se corrié durante unos 40 min a 90 volt
y se reveld en un transiluminador con ldmparas UV. Para fragmentos mas largos (hasta 600
bp) se utilizaron las mismas concentraciones de agarosa y Ladder 100 pb. La presencia de
una banda discreta del peso molecular correspondiente y la no amplificacién del control
negativo son indicios para determinar la presencia de la secuencia estudiada.

3.15. Geles de agarosa para corroborar integridad de ARN

Se prepard un gel de agarosa al 1% del mismo modo como se describe mas arriba, se
colocd el bromuro de etidio sobre el gel, se homogenizé y se dejé enfriar. Se tomé 2 ul de la
muestra de ARN a analizar, se mezclé con agua DEPC y Orange G 6x hasta un volumen final
de 12 pl, y se dispenso en cada pocillo del gel. Se conecté la fuente a 70 volt por 40 min. El
gel se reveld en un transiluminador con ldmparas UV. La presencia de bandas discretas
correspondientes al ARNr permitié estimar que se ha conservado la integridad del ARN
extraido.
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3.16. Disefio de cebadores

Para el disefio de los cebadores a utilizar en el estudio de los distintos genes de
interés se utilizd la informacion disponible en la base de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information - www.ncbi.nIm.nih.gov ) que recopila la informacién actualizada

sobre las secuencias de acidos nucleicos y proteinas de distintas especies, y contiene
herramientas que permiten trabajar sobre ellas, buscando por ejemplo regiones de
homologia.

Se buscé las secuencias de los genes de interés en las especies Brassica oleracea y
Arabidopsis thaliana, que pertenece a la misma familia Brassicaceae y por lo tanto se
encuentran muy emparentadas genéticamente. A partir de ellas se seleccioné una secuencia
que fue utilizada para el disefio de los cebadores para PCR por el programa Beacon Designer
7.9. La regién utilizada para el disefio fue consensuada entre mas de una secuencia de
distintas especies. Una vez que los cebadores ya estuvieron disponibles, se realizé una PCR a
punto final utilizando como molde ADN complementario de Brassica oleracea var. italica,
este producto amplificado del peso molecular deseado fue aislado desde el gel de agarosa y
fue enviado a secuenciar. El resultado de la secuenciacion fue analizado como se describe
mas abajo, realizando una revision de los mismos corroborando que amplifiquen el
fragmento del gen deseado. Una vez confirmada la identidad del fragmento amplificado, la
misma se utilizé para el disefio de los cebadores para PCR en tiempo real por el programa
Beacon Designer 7.9. Una vez disponibles estos cebadores se realizd nuevamente la
verificacidon de los mismo mediante una PCR a punto final, corroborando que el producto de
amplificacién sea del peso molecular deseado.

3.17. PCR a punto final

Se colocd 0,5 pl del molde en tubos y se preparé una premezcla que contiene por
tubo 0,5 pl de dNTPs (10mM), 1,25 ul de cebador sentido 5-3 (10uM), 1,25 ul de cebador
antisentido 3-5 (10uM), 1,50 pl de MgCl, (25mM), 2,50 ul de buffer 10x + (NH4).S04, 17,375
pl de agua miliQ y 0,125 pl de Taqg polimerasa (5u/ul). Se dispensa por tubo 24,5 ul de la
premezcla para obtener un volumen final de 25 pl.

El programa utilizado fue:

Desnaturalizacion inicial 94 °C - 4 min

25ciclos: - Desnaturalizacién 94°C - 45seg
- Tanillado (°C) 70-60 °C - 45 seg
- Extension 72°C - 45seg

Extension final 72°C - 7 min
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Se realizé una PCR de verificacion de la retrotranscripcion a partir del ADN
complementario se utilizaron cebadores ribosomales de brécoli, y una temperatura de
anillado de 70 °C. Mientras que para la comprobacion de los cebadores disenados se
utilizaron éstos mismos para la PCR y una temperatura de anillado de 60 °C.

3.18. PCR en tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real consiste en una PCR convencional con la diferencia
de que en la mezcla de reaccién estard presente alguna molécula que al unirse al ADN
emitird una sefial de fluorescencia que serd detectada y me permitira seguir cada ciclo de
amplificacién en tiempo real. Dicha cantidad de fluorescencia generada en cada ciclo sera
proporcional a la cantidad de producto de amplificacién generado.

Se realizaron PCR comparativas en tiempo real de dos pasos utilizando un equipo
Step One Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher) y el kit FastStart Universal SYBR Green
Master (Roche). En una placa de real time se dispensé por pocillo 1 ul del ADNc a analizar y
de la dilucién correspondiente y a continuacién se dispensaron 9 pl de una premezcla que
contiene por tubo los cebadores (sentido y antisentido), agua miliQ y 5 pl de SYBR Green |
(2x), que contiene la polimerasa, la solucion amortiguadora, los dNTP y el fluorocromo. Los
volumenes especificos de cebadores y agua miliQ estdn determinados por las respectivas
curvas de eficiencia, realizadas con anterioridad, al igual que la dilucion del molde. Se utilizé
el gen de Actina como gen constitutivo y se realizaron los analisis por triplicado.

El ciclado utilizado fue
1 ciclo: Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
40 ciclos: - Desnaturalizacién 95°C 15seg

- Hibridacién y Extensién 60°C 1min

Como paso de validacidon de la técnica, se realiza al final una curva de fusién. El
objetivo es probar que un solo producto de amplificacion se estd generando en la
reaccion y que la fluorescencia registrada corresponde a ese producto en particular y no
a productos inespecificos 6 dimeros generados por los cebadores, evidenciado por la
presencia de mas de un pico.

El ciclado de la curva de fusién fue:
lciclo: 95°C 15seg

60°C 1min

95°C 15seg
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A continuacién, se muestran la informacidon correspondiente a los cebadores
utilizados: sentido o foward (Fw) y antisentido o reverse (Rv). La tabla muestra las
secuencias correspondientes de cada cebador utilizado, el peso del fragmento amplificado y
la concentracidn final utilizada en la placa de real time.

Tabla 3: Listado de los cebadores utilizados para las reacciones de PCR convencional y PCR
en tiempo real.

Fragmento Concentracion

Cebador Secuencia

amplificado (nmol. L)
BoNOL - Fw TAACGGTCGTTCACTAGCAGA 480 pares de
BoNOL - Rv ACGGAGAGCCGTTGTATTGTA bases (pb)
BoHCAR - Fw | TCCAAGACCAGTATTAGCC 656 pb
BoHCAR -Rv | GACCTTGACCAAACTTAGC
BoCHS - Fw | TCAGACAGGCTCAAAGAG 460 pb
BoCHS - Rv TCCATCATGAGACGCTTGA
BoCHI - Fw AATCCGTCCCTTTCTTCC 325 pb
BoCHI - Rv TCGAAAATAAGTTGTTGGCA
gBOACT - Fw | CCAGAGGTCTTGTTCCAGCCATC 136 pb 500
gBOACT - Rv | GTTCCACCACTGAGCACAATGTTAC
gBONYC1 - Fw | TTACATCTCGCAGTTCTGA 130 pb 500
gBoNYC1-Rv | GCAATACCAACTACCTTAGC
gBoNOL - Fw | ATCTATGAAGCCGACTTACA 126 pb 300
gBoNOL - Rv | GATCTACTGCGATATCTACTCT
gBoHCAR - Fw | TGGAGCAGCATCTTAATCT 158 pb 500
gBoHCAR - Rv | AAGTTGGACCTTGTAATCTTG
gBoCHS - Fw | GACTACTACTTCCGCATCA 138 pb 200
gBoCHS - Rv | CATGTCTGGGTTCTCCTT
qBoCHI - Fw | TCTTCCGTGAAATCGTCA 153 pb 300
qBoCHI - Rv CTTTAGCCTCAGAGTCTGT

3.19. Secuencias nucleotidicas utilizadas

Se utilizaron las siguientes secuencias nucleotidicas obtenidas de la base de datos
GenBank del NCBI: Brassica oleracea var. alboglabra NYC1 mRNA (EH428873) (Hasperué et
al., 2013), Brassica oleracea var. oleracea chlorophyll(ide) b reductase NOL mRNA
(XM_013771448.1), Brassica oleracea actin (Actl) mRNA (AF044573), Brassica rapa 7-
hydroxymethyl chlorophyll a reductase HCAR mRNA (XM _009121024.1), Brassica oleracea
var. italica chalcone synthase CHS mRNA (GU266209) y Arabidopsis thaliana Chalcone-
flavanone isomerase CHI mRNA (NM_115370.4).
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3.20. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

A partir del gel de agarosa se buscd aislar las bandas de interés, cortandolas sobre el
transiluminador de lampara UV para visualizarlas, luego usando el kit comercial GFX (GE
Healthcare) se logré obtener una solucion con el fragmento de ADN amplificado. La
concentracion de ADN se midié utilizando un minifluorémetro (QubitFluorometer,
Invitrogen) y el kit Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen).

3.21. Secuenciacion de fragmentos de ADN

El servicio de secuenciacién fue llevado a cabo por el Departamento de Ecologia,
Genética y Evolucion de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Las muestras
fueron preparadas a una concentracién determinada de acuerdo a las instrucciones dadas
por el Departamento y entregadas para su analisis.

3.22. Analisis bioinformatico de los fragmentos secuenciados

Para corroborar la identidad del fragmento secuenciado se analizé contra la base de
datos del NCBI y se encontré que cada secuencia cumplia con un alto porcentaje de
identidad con su secuencia de disefo, asi como con otras homoélogas. Se utilizé el paquete
de programas de DNA Star 7 con el cual se pudieron hacer los alineamientos de las
secuencias recibidas del servicio de secuenciacion y disefiar una secuencia consenso. A partir
de la misma se hizo el disefio de los cebadores para PCR en tiempo real utilizando el
programa Beacon Designer 7.9.

3.23. Andlisis de la regién promotora

A partir de la secuencia de la regién promotora, obtenida de la base de datos NCBI,
se realizé un andlisis in silico de los elementos reguladores presentes. Para ello se utilizaron
las paginas Plant CARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) y
New PLACE - A Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/). Estas paginas contienen un listado sobre las

secuencias de distintos elementos reguladores reportadas en varias especies. Se utilizo el
programa Berkeley Drosophila Genome Proyect (BDGP) (www.fruitfly.org) para predecir, a

partir de la regidn promotora, el inicio de la transcripcidn. Se utilizé también la herramienta
informatica presente en la pdgina de la base del NCBI llamada ORFinder, que permite
localizar los distintos marcos abiertos de lectura, el inicio y fin de la traduccidn, y los exones
constituyentes del gen. De este modo, se confecciond un esquema que resultd
representativo de esta zona regulatoria.
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3.24. Analisis estadistico de los datos

En todos los casos se realizd un analisis de varianza (ANAVA) de los datos usando el
programa STATISTICA (Statsoft) y los datos fueron evaluados usando el Test de Tukey con un
p value < 0,05. Los asteriscos representan diferencias significativas entre los tratados
respecto de los controles para un mismo dia de analisis.
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4. PARTE A: Caracterizacion de genes asociados a |a
via de degradacion de clorofilas

4.1. Introduccion

La clorofila es el pigmento mas abundante sobre la Tierra, indispensable para la
captacién de la energia luminica durante la fotosintesis. Llevd miles de millones de afios de
evolucidn desarrollar el complejo sistema fotosintético, y su importancia es tan relevante
que tanto la vida de organismos heterdtrofos como de autétrofos depende de este proceso.

La molécula de clorofila estad formada por un anillo complejo similar al observado en
la hemoglobina y citocromos, se trata de un anillo tetrapirrélico con un i6n magnesio
central. El anillo se encuentra unido a una cola de fitol hidrofdbica que posibilita el anclaje a
las membranas.

X=CHO Clorofilab
X=CH3 Clorofila a

Figura 7: Estructura de la molécula de clorofila

En plantas superiores existen dos tipos de clorofila, clorofila a y clorofila b (Figura 7),
con diferentes espectros de absorcion. Durante el desarrollo de los tejidos, la clorofila es
sintetizada activamente e incorporada a los distintos complejos clorofila-proteina de las
membranas tilacoideas. La clorofila y sus precursores son altamente fotoactivos y pueden
generar especies reactivas de oxigeno (“Reactive Oxygen Species”, ROS por sus siglas en
inglés) por lo que se torna imprescindible la formacion de complejos con las proteinas
tilacoidales. En contraste, durante la senescencia estos complejos son desarmados vy las
clorofilas y apoproteinas son degradadas. Tanto la sintesis como la degradacion de clorofilas
estdn estrictamente reguladas. Un exceso en la concentracion de clorofilas implica que no
puedan ser complejadas por las proteinas y podria desencadenar dano oxidativo y hasta
muerte celular.

La degradacién de las clorofilas no ocurre solo durante etapas de senescencia de los
organos fotosintéticos sino también durante los periodos de estado estacionario y en
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respuesta a estrés bidtico y abidtico. La degradacion de las clorofilas se encuentra regulada
por diversos factores, tales como el estado rédox de la célula, y hormonas como las
citoquininas, etileno y jasménico (Jia et al., 2015; Jibran et al., 2013; Sade et al., 2018). Este
proceso se inicia con el desmantelamiento de los complejos captadores de luz, tal como se
describe en la seccidn Senescencia.

A la fecha el modelo que mejor describe la etapa de degradacién de clorofilas es la
“via PaQ”. Esta via lleva su nombre debido a una enzima principal, la feoférbido a oxigenasa
(“pheophorbide a oxigenase”, PaO por sus siglas en inglés) que es la encargada de romper el
anillo tetrapirrdlico de la clorofila. Esta via puede ser dividida en dos etapas: 1) reacciones
con intermediarios coloreados que culmina en la formaciéon del catabolito fluorescente
primario (“primary fluorescent Chl catabolite”, pFCC por sus siglas en inglés) y 2) etapas de
modificacidon del catabolito fluorescente primario hasta la obtencién de los intermediarios
no fluorescentes (“nonfluorescent Chl catabolites”, NCCs por sus siglas en inglés). Estas dos
partes de la via se suelen encontrar separadas espacialmente en la célula, la etapa 1 ocurre
en los plastidos mientras que la etapa 2 ocurre en el citosol y vacuola (Hortensteiner, 2013).

Ftoi— ©

Fitof—" ©

Clorofifa b 7-hidroximetil

) Clorofila a
clorofila g

Figura 8: Etapas de conversion de clorofila b en clorofila a. Las flechas indican el grupo funcional que es
reducido por accién de las enzimas.

La primera etapa de la via de degradacion se inicia con la conversion de la molécula
de clorofila b en clorofila a, esto es asi ya que los derivados de la clorofila b no son aceptados
como sustrato para el resto de las enzimas de la via. Este primer paso esta a cargo de tres
enzimas que catalizan la reduccién en dos etapas, con la molécula de 7-hidroximetil clorofila
a como intermediario (Figura 8). Estas enzimas estan codificadas por los genes NON-YELLOW
COLORING 1 (NYC1) y NYC1 LIKE (NOL) que catalizan la reduccién de clorofila b a 7-
hidroximetil clorofila a, se trata de dos pardlogos de clorofila b reductasa dependientes de
NADPH (Kusaba et al., 2007). Luego la enzima 7-HIDROXIMETIL CLOROFILA A REDUCTASA
(HCAR) cataliza la reduccién de 7-hidroximetil clorofila a en clorofila a, esta enzima depende
de ferredoxina reducida como dador de electrones.

Posteriormente a su conversion a clorofila a, se remueve el magnesio central de la
molécula. Esta etapa, se cree que podria estar a cargo de la proteina “Stay green” (SGR, por
sus siglas en inglés), para dar feofitina a (Shimoda et al., 2016). Molécula que luego seria
tomada como sustrato por la feofitinasa (PPH, por sus siglas en inglés) para dar feoférbido a.
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La molécula de feoférbido a seria oxidada por la enzima feoférbido a oxigenasa (PaO) a
catabolito rojo de la clorofila (RCC, por sus siglas en inglés). En este paso se produce la
apertura del anillo tetrapirrdlico y con ello la pérdida de coloracion caracteristica de la
molécula de clorofila. La apertura del anillo también provoca la pérdida de la fotoactividad
de la clorofila y sus derivados. Es debido a la importancia de este paso que la via lleva su
nombre (Kuai et al., 2018).

NYC1/
NOL

Fitnl/o Fitol ="

Clorofila b 7-hidroximetil
clorofila @

PPH
-—
. I:Fimfl’o
Catabolito Feofdrbido T
rojo de Faofitina g

clorofila {RCC)

l RCCR
Catabolitos de bajo
pFCC —— —— peso molecular

no fluorescentes

Figura 9: Esquema de la via de degradacidn de la molécula de clorofila. En rojo se indica la regién de la
molécula que sufre cambios quimicos

La molécula de RCC es luego convertida en catabolito fluorescente primario de la
clorofila (pFCC, por sus siglas en inglés) por la RCC reductasa (RCCR). A partir de aqui la
fototoxicidad de los derivados se reduce aun mas, es por eso que tanto a PaO como a RCCR
son consideradas enzimas claves de la via de degradacion puesto que cumplen con el
objetivo por el cual la molécula de clorofila debe ser degradada. Las reacciones que siguen
ocurren fuera de los cloroplastos, se trata de reacciones de tautomerizacién no enzimatica
gue generan distintos tipos de catabolitos de bajo peso molecular no fluorescentes cuya
composicion es variable segln la especie vegetal analizada (Figura 9).
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Las 7 enzimas de la via mencionadas, llamadas CCEs (“chlorophyll catabolic
enzymes”) permiten eliminar la peligrosa fototoxicidad de la molécula de clorofila. La Ultima
enzima en ser establecida su funcién bioquimica en la via fue la proteina SGR, aunque no se
desconocia su importancia para la via de degradacion, puesto que los mutantes con proteina
SGR inactiva presentan un fenotipo “siempre verde”. Esta proteina interacciona con muchas
de las 6 CCEs formando complejos multiproteicos que aceleran la detoxificacion de los
distintos intermediarios de la molécula de clorofila en el cloroplasto senescente.

El primer paso hacia la conversion de clorofila b en clorofila a catalizado por las
enzimas NYC1 y NOL fue primero estudiado en arroz (Kusaba et al., 2007; Sato et al., 2009).
En el trabajo realizado por Kusaba et al. (2007) se observé que el mutante nycl expresaba
un fenotipo de tipo “siempre verde”. En esas plantas se conservo el contenido de clorofila b
y se detectd un retraso la degradacion de los complejos captadores de luz, manteniendo la
integridad de sus proteinas y pigmentos accesorios. Esto derivd también en la conservacion
de la estructura de los cloroplastos, ya que aparentemente se trata de procesos
secuenciales. Al realizar un andlisis de su secuencia se observé que la proteina NYC1 tiene
tres dominios transmembrana por lo cual se cree que se ubicaria en la membrana de los
tilacoides. Se reporté también que se trata de un gen que se expresa fuertemente durante la
etapa de senescencia en los tejidos verdes. Sin embargo, aun no fue posible detectar su
actividad clorofila b reductasa in vitro (Kusaba et al., 2007).

Por otro lado, en el trabajo de Sato et al. (2009) se analizé la proteina NOL, también
en arroz, y se encontré que la misma se ubica en el estroma de los tilacoides ya que no
presenta dominio transmembrana. Los mutantes nol expresaron un fenotipo similar a nyc1:
“siempre verde”, conservando el contenido de clorofilas y estructura de los complejos
captadores de luz. También se postuld la posibilidad de que se forme un complejo entre
NYC1 y NOL, ya que se detectd interaccion entre las proteinas in vitro (Sato et al., 2009). Al
realizar el doble mutante nycl nol en Arabidopsis se observd la supresién casi completa de la
degradacion de clorofila b, dando la pauta de que la reduccion de clorofila b por NYC1 y NOL
seria sino la Unica via, la de mayor importancia (Horie et al., 2009).

La enzima HCAR cataliza la conversion de 7-hidroximetilclorofila a (7-HMC a) en
clorofila a y ha sido caracterizada en Arabidopsis thaliana y en arroz. Los mutantes hcar
demostraron expresar un fenotipo de tipo “siempre verde” conservando el contenido de
clorofilas y complejos proteicos. Este hecho demuestra la importancia de esta enzima para la
via de degradacién. Extrafiamente se vio también una muerte celular prematura en hojas
adultas, al parecer por una creciente acumulacion de ROS. Esta muerte celular seria
dependiente de la intensidad de luz incidente. Esto Ultimo se cree que podria deberse al
hecho de que las plantas hcar también acumulan el intermediario 7-HMC a que podria estar
actuando como fotosensibilizador y generando ROS. Por otro lado también se ha descrito,
por ensayos de doble hibrido, que la enzima HCAR interacciona con las otras 6 CCEs e incluso
consigo misma, pudiendo actuar en forma de dimeros o trimeros (Piao et al., 2017; Sakuraba
etal. 2013).
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4.2.

Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta parte son:

Caracterizar la expresion espacial (distintas secciones de la planta de brécoli) y
temporal (durante la senescencia) de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR en brdcoli,
involucrados en las primeras etapas del catabolismo de clorofilas.

Analizar el efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la expresiéon de
dichos genes.

Analizar el efecto de distintos tipos de tratamientos postcosecha sobre la expresion
de dichos genes.

Correlacionar la expresién de dichos genes con el color superficial y el contenido de
clorofilas en brdcoli.
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4.3. Resultados y discusion

El principal signo de la pérdida de la calidad organoléptica en brocoli es el
deverdizado, debido a la degradacién de clorofilas y producto de la activacidon de la
senescencia. Se han realizado y caracterizado numerosos tratamientos de tipo quimico y
fisico que permiten modular el deverdizado y el amarillamiento. Sin embargo, son pocos los
trabajos que describen cdmo estos tratamientos afectan la expresién génica. En el caso del
brécoli, debido a que estos tratamientos afectan la tasa de degradacion de clorofilas, resulta
de interés estudiar qué ocurre con la expresion de las enzimas involucradas en dicha via.

Como se menciond anteriormente, las enzimas NYC1, NOL y HCAR catalizan el primer
paso de la via de degradacion de clorofilas, que es la conversidn de clorofila b en clorofila a.
Se ha reportado que los respectivos mutantes de estos genes generan un fenotipo “siempre
verde” al inducir su senescencia, esto nos indica la importancia de estas enzimas en la
regulacién del contenido de clorofilas. Es por esto que, en base a estudios previos realizados
por el grupo de trabajo sobre distintos tipos de tratamientos poscosecha aplicados a brdcoli,

se decidié estudiar el perfil de expresion de estos genes durante la senescencia y analizar el
efecto de los distintos tratamientos.

La enzima NYC1 se ha visto muy regulada a nivel de expresion, reportado tanto en la
bibliografia como se desarrollara a continuacién en este trabajo. Es por esto que se decidié
realizar un analisis in silico de la region promotora. Se utilizaron las secuencias disponibles
en la base de datos del NCBI y los programas PantCARE y New PLACE disponibles en la web.

En la Figura se muestra un esquema de los elementos mds representativos encontrados
durante el analisis.
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Figura 10: Esquema de los elementos de respuesta presentes en la region promotora del gen BoNYC1.

En la Tabla 4 se pueden observar los distintos elementos regulatorios, el organismo
en el que fue reportado, su secuencia y la funcidn que se le atribuye. Se puede notar que hay
presentes muchos elementos de respuesta a luz, y respuesta a hormonas como el etileno,
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giberelinas y acido abscisico. También se encontré elementos de respuesta al estrés y
aquellos presentes en el control circadiano.

Tabla 4: Elementos cis-regulatorios presentes en la regién promotora del gen BoNYC1.

Elemento Organismo Secuencia Funcion
. Arabidopsis thaliana TATA centro de la regién
caja TATA Brassica napus ATATAT
Lycopersicon esculentum TTTTA promotora
cajaG Pisun? Sati‘./um ; CACGTT respuesta a la luz
Arabidopsis thaliana CACGTG
ACE Petroselinum crispum AAAACGTTTA respuesta a la luz
Brassica oleracea TCAGAAGAGG respuesta al acido
TCA GAGAAGAATA -
Nicotiana tabacum CCATCTTTTT salicilico
ERE Dianthus caryophyllus ATTTCAAA respuesta a etileno
HSE Brassica oleraceae AAAAAATTTC respuesta a estres
por calor
patron GT1 | Arabidopsis thaliana GGTTAA respuesta a luz
patron GARE | Brassica oleraceae TCTGTTG reépue.s.ta @
giberilina
circadiano Lycopersicon esculentum CAANNNNATC control circadiano
zoharica en Nicotiana tabacum ATTITCTTCA respuesta al estrés y
TC defensa

Si bien un analisis bioinformatico como éste es apenas una pequeiia parte al
complejo sistema de regulacién presente en un gen, permite realizar hipdtesis acerca de la
respuesta percibida frente a distintos estimulos.

4.3.2. Disefio de cebadores especificos

Se logrd obtener cebadores especificos para los genes BoNOL y BoHCAR. Para ello, se
recurrio a informaciéon disponible en la base de datos del NCBI y a partir de las secuencias
especificas de los genes en Arabidopsis thaliana y en otras especies relacionadas como
Brassica rapa 6 Brassica napus se pudo obtener una secuencia consenso. A partir de esta
secuencia se hizo el primer disefo de cebadores para PCR. Con el mismo juego de cebadores
se amplificé un fragmento de aproximadamente 500 bp en brécoli, se mandé a secuenciar y
a partir de esta informacidn se realizo el disefo del segundo juego de cebadores, especificos
para RT- gPCR, amplificando un fragmento de aproximadamente 100 bp. La informacion
respecto de las secuencias se encuentra detallada en Materiales y Métodos. A continuacién,
en las Figuras 11 y 12, se pueden observar los alineamientos correspondientes. Como se
menciond anteriormente, para el gen BoNYC1 se utilizé el juego de cebadores disefiados en
el trabajo de Hasperué et al. (2013).
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AtHCAR NM_100341 mRNA: cctgaagacagattatctccaagaccagtattagecaggacacctgaagaagtttiggctgcaagaggtgtcaage
BrHCAR XM_009121024 mRNA: CCtgaagatagattgtciccaagaccagtattagecaggacacctgaagaagitttggeagcaagaggcgtcaaac
FW ————

caactctgtctectaatctgaatactcttgaattaatcgaggettecggagtgaagegictictgtttigeggtatggat
caactctgtctectaatctgaatactcttgaattaategagicttctggagtgaaacgtctictttttigcggtatgget

tgccaagigeaagcatigagatcagtggageageatctgaatctggaaaagttgtatgtactaggeaccaatigtgt
tgccaagtgeaageattgagageagtggageageatctgaatettgaaaagetatatgtictaggcactaattgtgt

ggacaacggaacacgagatggactagacaagttictgaaagcagctagtaaagagecagagactgttetecattat
ggacaatggaacaagggaagggctigacaagitictcaaageggctagtaaggagccagagactgttctecactat

gaatttatgcaagattacaaggtccaactcaaacactiggatggacacatigaagaggticectatitetetictacet
gagtttatgcaagattacaaggtccaacttaaacacctggacggacacattgaagaggttcectattictetctacea

gcaaacgatttagtagatgteatagetecategtgttacagetgcotttgattacacaaatgeattageggattiggttat
gcaaacgatttagtigatgicatagetecatetigttatagetgetitgattacacaaatgeattageggatttggttat

cggttacatgggtgticcgaagtattcaggtetgaacatgactgaccatecacagtatattacagtgagaaatgaac
cggttatatgggtgticcaaagtactcaggigtgaacatgactgaccatecgeagtatattacagtgaggaatgage

gtgggaaagaaatgctcagettggtagaaaacctittggagatcactecaacaatcageageggtgateggegacc
gtgggaaagaaatgctaagettagtagaaaacctttiggagatcteaccaacaataagtageggtgateggegacc

ttttgtgacagaaactgitaaggcagacgatgcigetaagttiggtcaaggtectgeteagecagegecactattigtt
ttttgtgacagagaccgttaaggeagacgatgctgetaagtttggtcaaggtectgctcagectgegecactattigtt

44— Rv

Figura 11: Alineamiento para el disefio de los cebadores para PCR del gen BoHCAR

BnNOL XM _013868974 mRNA: ctgttcttcagctictctictetgeaatggetgeticaagtggtticeatatetettectetecttttctcaggettegetett
BrNOL XM 009132599 mRNA: ctgticttcagctictcttctctgeaatggetacticgagtggtttecatateteticetetect titctecaggettegetett

cctccgtcgcatacgccgttcaacctccgtttctctctccttétaacggtcgttcactagcagaaagcttcggtctcgca
cctccgtcgcatacgccgctcaacctccgtttctctccccttg)taacggtcgttcactagcagaaagcttcggtctcgca
Fw b
actgtaactgtttcgegecaaaaccteteggttictecgecgicggeggtggtggaagotegeateteagegggaasga
actgtaactgtitcgegecaaaaccteteggttictecgecgtictgeggtgatggaagetegeatttcggggacaaga

gaaccgatgacgcectecctataacgtcttgateactggetegaccaaaggtataggacatgegttagetagagagttt
gageegatgacgectecctataacgtcttgateactggetegaccaaaggtataggacatgegttagetagagagttt

ctgaaagcaggagacaacgtigtcatatgttecagatcageggaacgagtegagtetgtigttgagagtcttaagga
ctgaaagcaggagacaacgttgtcatatgtitccagatcagetgaacgagttgagtctgttgttaagagtcttaagga

agaatatggggagcatgtgtggggaactaagtgtgatgttagagaagggaaggatgtgagggagctigtaggtiat
agaatatggggagcatgigtggggaactaagtgigatgtiagagaagggaaggatgtgaaggatctigtatettatt

tgtcagaataatcttaaatacatigacatttggataaataatgctggatctaatgeatacagetitaaaccttigtetga
gtcagaagaatcttaaatacattgatatitggattaataatgctggatctaatgeatacagetttaaaccttigictga

ggcctcggatgaggatcttattgaagttgtgaaaacaaacactcttgggctdatgtatgtgccgagaggcaatga
ggcctctgatgaggatcttattgaagttgtgaaaacaaacactcttgggctg‘atgttatgttgccgagaggcaatga
< Rv
atatgatgttgactcaatcteggpetgeteatatettcaatatigatggagetggcteagatgggagaccaacaceca
atatgatgetgacccaatctegggetggticatatoticaatattgatggagetgectecagatgggagaccaacacce

Figura 12: Alineamiento para el disefio de los cebadores para PCR del gen BoNOL
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Con el objetivo de evaluar el perfil de expresién de los genes BoNYC1, BoNOL vy
BoHCAR durante la etapa de senescencia en postcosecha, se almacenaron cabezas de brdcoli
a 20 °C en oscuridad durante 5 dias y se tomd muestra a los tiempos: 0 h, 72 hy 120 h.
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Figura 13: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencia de brdcoli almacenado
durante 120 h a 20 °C. Las letras distintas indican diferencias significativas (Test de Tukey, p<0,05)

Respecto a la expresion de BoNYC1 (Figura 13 panel A), se puede observar que la
misma aumenta durante la senescencia, mostrando un aumento de 5 veces la expresion
respecto al valor inicial. Por otro lado, la expresién de BoNOL (panel B) presenta un pico leve
a las 72 h y luego un descenso. Este aumento resultd mucho menos pronunciado que en el
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caso de BoNYCI1. Finalmente, la expresion de BoHCAR (panel C) disminuye durante el
almacenamiento.

Se ha mencionado que durante la etapa de senescencia ocurre degradacién de acidos
nucleicos, proteinas y, en el caso de tejidos verdes, clorofilas. Para que estos procesos se
lleven a cabo debe ocurrir sintesis de enzimas especificas para cada uno de estos procesos.
Es asi que muchas de las enzimas y genes involucradas en la via de degradacion de clorofilas
muestran un aumento de la actividad enzimdtica (Costa et al., 2005a) y de la expresidon
(Gomez-Lobato et al., 2012), siendo en muchos casos similar al observado en BoNYC1. Por
otro lado, BoNOL presenté un aumento mas leve y una disminucidn hacia las 120 h, mientras
que la expresion de BoHCAR disminuye continuamente. En el trabajo de Sakuraba et al.,
(2013) se describe un aumento de la expresion de NYC1, SGR, PaO y PPH durante la
senescencia de hojas de Arabidopsis, mientras que los genes NOL, HCAR y RCCR muestran
otro patrén, mas bien de disminucién. Por otro lado, en el trabajo de lJia et al. (2015) se
reporta que NOL presenta una expresion constitutiva. En ambos casos se plantea que NOL
podria cumplir algun otro rol distinto de NYCL1. El caso de HCAR es distinto ya que en arroz se
observa que el gen aumenta con la senescencia igual que las otras enzimas de la via (Piao et
al., 2017), sugiriendo que la regulacién de la expresion de este gen podria ser dependiente
de la especie.

4.3.4. Estudio en las distintas secciones de brocoli

Con el objetivo de analizar la expresiéon de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR
durante la senescencia en distintas partes de la planta de brdcoli, se dividié la inflorescencia
en secciones y se midié a los tiempos: 0 h y 120 h. Adicionalmente se analiz el proceso en
hojas. El seguimiento de la senescencia se hizo a través de la determinacion del contenido de
clorofilas totales.

. O H
0301 | = 1201

Clorofilas totales (ma/f g tejido)

0,00 'I,—"—| .Il___| -,l___|

Seccidn 1 Seccidn 2 Seccidn3  Haoja

Figura 14: Contenido de clorofilas totales en las secciones 1 (inflorescencia), seccion 2 (tallos secundarios),
seccién 3 (tallo central) y hoja. Los asteriscos indican diferencias significativas para una misma seccion. ANOVA:
Test de Tukey (p<0.05).
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En la Figura 14 notamos que el contenido de clorofilas totales disminuyé en la
seccidn 1 y en hoja hacia el quinto dia de induccion de la senescencia, manteniéndose sin
cambios en las secciones 2 y 3.

Con respecto a la expresion génica, se puede observar que el gen BoNYC1 (Figura 15
Panel A) muestra un aumento hacia las 120 h en las secciones 1, seccidn 2 y hoja, mientras
que no varia en la seccién 3. Por otro lado, en el panel B se observa que a las 120 h de
incubacién a 20 °C la expresidon de BoNOL disminuyé en las inflorescencias mientras que
aumentd en hoja y en la seccion 3. Por ultimo, en el panel C se observa que solo hubo
variaciones en la expresiéon de BoHCAR en hoja, mostrandose una disminucién.
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Figura 15: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en distintas secciones de brdcoli
almacenado durante 120 h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias significativas (Test de Tukey, p<0,05)
dentro de una misma seccién.
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Tanto la inflorescencia como las hojas son tejidos metabdlicamente mas activos que
las ramas y el tallo, es por esto que se observa un mayor contenido de clorofilas y mayores
variaciones en la expresién de los genes. Es de remarcar que la expresiéon de BoNYC1
muestra cambios mas pronunciados que los que expresan BoNOL y BoHCAR. El perfil de
expresion de BoNYC1 es semejante al que presentan otras enzimas de la via de degradacién
de clorofilas, aumentando con la senescencia. Esto nos da indicio de su importancia durante
esta etapa. Por otro lado, la expresidon de BoNOL y BoHCAR mostraron una respuesta distinta
en flores y en hoja con la senescencia, indicando una respuesta tejido especifica. Por otro
lado, en hoja, BoONOL mostré un aumento al igual que BoNYC1, mientras que BoHCAR
disminuyd. Esto ultimo es igual a lo reportado por Sakuraba et al. (2013) en hoja de
Arabidopsis.

4.3.5. Tratamientos hormonales

Se realizaron ensayos exponiendo cabezas de brécoli a dos fitohormonas (etileno y
citoquininas) de efecto antagonista frente a la senescencia, de modo de analizar el efecto de
dichas hormonas sobre la expresidn de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR.
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Figura 16: Contenido de clorofilas totales (A) y color superficial (B) en cabezas de brécoli tratadas con etileno y
citoquininas. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto del control para un mismo tiempo
de almacenamiento (Tukey, p<0,05)
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El seguimiento de la senescencia se realizé mediante la medida de color superficial
(Hue) y el contenido de clorofilas totales (Figura 16). Se puede observar que tanto el
contenido de clorofilas totales como el Hue disminuyen en los controles durante el periodo
de almacenamiento, en concordancia con el avance de la senescencia tal como se describio
previamente. También podemos notar que las cabezas tratadas con etileno presentaron un
menor contenido de clorofilas totales y menor Hue al dia 3 respecto de los controles, siendo
igual al control al dia 5. Por otro lado, se observa que tanto el contenido de clorofilas totales

como el color fue retenido en las muestras tratadas con citoquininas tanto al dia 3 como al
dia 5.
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Figura 17: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencias de brécoli tratadas con
etileno y citoquinina, y almacenadas durante 120 h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto del control para un mismo tiempo de almacenamiento (Test de Tukey, p<0,05).
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Respecto al analisis de los genes mencionados, se detecté una mayor expresion de
BoNYC1 (Figura 17 panel A) hacia el dia 3 en las cabezas tratadas con etileno, y una menor
expresion en las cabezas tratadas con citoquinina, tanto al dia 3 como al dia 5, respecto de
las cabezas sin tratar. Por otro lado, el gen BoNOL (panel B) a pesar de estar también
involucrado en el primer paso de la via, no mostré el mismo comportamiento. No se observé
variacion con el tratamiento de etileno, mientras que si se detectaron variaciones en el
tratamiento con citoquininas, mostrando una disminucion al 3er dia y luego un aumento al
5to dia. Por ultimo, la expresion del gen BoHCAR tampoco mostrd variaciones en las
muestras tratadas respecto a los controles hacia el dia 3, mientras que si mostré un
aumento significativo en el tratamiento con citoquininas hacia el 5to dia respecto del
control.

En base a estos resultados podemos decir que el tratamiento con etileno aceleré el
proceso de senescencia, aumentando la tasa de degradacion de clorofilas, la pérdida del
color superficial, y aumentando la expresion de BoNYC1. Este Ultimo comportamiento se ha
visto también en otros genes involucrados en la via de degradacién de clorofilas como PaO
(Gomez-Lobato et al., 2012), SGR (Gomez-Lobato et al., 2014) y PPH (Blichert et al., 2011).
Sin embargo, ni BONOL ni BoHCAR respondieron a etileno, lo que me indicaria que estos
genes no serian regulados por dicha fitohormona. Por el contrario, en el tratamiento con 6-
BAP (citoquinina sintética) se observo un retraso de la senescencia, reteniendo el contenido
de clorofilas, retrasando la pérdida del color superficial y mostrando una menor expresion
del gen BoNYC1 respecto del control. Este comportamiento es similar al mostrado por otros
genes involucrados en la via, tales como como PaO, SGR y PPH (Blichert et al., 2011; Gomez-
Lobato et al., 2012; Gomez-Lobato et al., 2014).

Un comportamiento distinto se observd en la expresion de BoNOL y BoHCAR,
mostrando ambos un aumento hacia las 120 h de almacenamiento en las muestras tratadas
con citoquininas. En el trabajo de Talla et al. (2016) se reporta un comportamiento similar,
por lo cual se cree que estarian cumpliendo un rol en el recambio de clorofilas, es decir no
solo en su degradacion sino también en su sintesis (Talla et al., 2016). Esto ultimo es
confirmado también con un ensayo realizado en plantulas etioladas de Arabidopsis, donde al
ser expuestas a la luz para inducir el proceso de adquisicidn de color verde, tanto NOL como
HCAR aumentaron su expresion (Sakuraba et al., 2013).

4.3.6. Tratamiento con 1-MCP

En base a trabajos previos que demostraron que el tratamiento con 1-MCP (inhibidor
de los receptores de etileno) es efectivo en retrasar la senescencia de brécoli (Gong vy
Mattheis, 2002; Ma et al., 2009; Gémez-Lobato et al., 2012) y que el mismo también afecta
la expresion de ciertos genes de la via de degradacién de clorofilas, se decidié estudiar el
efecto de 1-MCP sobre la expresién de BoNYC1, BoNOL y BoHCAR. El seguimiento de la
senescencia se hizo por medida del color superficial y se determiné también el contenido de
clorofilas totales.
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En la Figura 18 se observa que tanto el contenido de clorofilas totales como el color
superficial presentaron diferencias significativas en las muestras tratadas con 1-MCP
respecto de los controles a las 72 h y 120 h de almacenamiento a 20 °C.
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Figura 18: Contenido de clorofilas totales (A) y color superficial (B) en cabezas de brécoli tratadas con 1-MCP.
Los asteriscos representan diferencias significativas respecto del control para un mismo tiempo de
almacenamiento (ANOVA: Tukey, p<0,05)

Con respecto a las medidas de expresidon de los genes, se puede observar en la Figura
19 que tanto la expresion de BoNYC1 como BoNOL mostraron una disminucion a las 72 h de
almacenamiento, en las cabezas tratadas respecto de los controles. Esta expresion de los
genes BoNYC1 y BoNOL posteriormente decae hacia las 120 h de almacenamiento, al igual
que los controles. Manteniéndose aun por arriba que el control para el caso de BoNYC1. Por
otro lado, BoHCAR no mostrd diferencias respecto de los controles a lo largo de la
incubacién.

Se sabe que uno de los factores que desencadena el proceso de senescencia durante
la etapa de postcosecha del brdcoli es la accion del etileno, liberado principalmente en la
zona de corte en el tallo (Kato et al., 2002). Al bloquear los receptores se impide que se
desencadene la cascada de sefales internas que da lugar, entre otros procesos, a la
degradacion de clorofilas y, en consecuencia, al amarillamiento. A partir de la Figura 18
podemos decir que el tratamiento con 1-MCP generd un leve retraso de la senescencia de
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brdcoli, que se ve reflejado en el mayor Hue, mayor retencion de las clorofilas a las 120 h. El
1-MCP bloquea la acciéon de etileno impidiendo que el mismo se una a sus receptores y de
esta manera también bloquea la induccién de la expresién de los genes codificantes de las
enzimas ACS (ACC sintasa) y ACO (ACC oxidasa) involucradas en la via de sintesis del etileno,
a la vez que reduce la expresion de los receptores de etileno (Ma et al., 2009; Yang et al.,
2013).
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Figura 19: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencias de brécoli tratado con
1-MCP, y almacenado durante 120 h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del
control para un mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

El retraso en el aumento de la expresiéon de BoNYC1 y BoNOL en las muestras
tratadas con 1-MCP es similar al descrito en otros genes de la via de degradacion de
clorofilas (Gémez-Lobato et al., 2012, Charoenchongsuk et al., 2018, Lv et al., 2020). Efectos
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similares han sido descritos en sistemas diferentes. Por ejemplo en el trabajo de Cheng et al.
(2012) analizaron la mircoestructura de los cloroplastos y la expresion de genes clave de la
via en un tipo de pera china, demostrando que el tratamiento con 1-MCP mantiene la
estructura de estos plastidos y disminuye la expresion de genes como PaO, SGR, RCCR, NYC1
y NOL. La caida de la expresioén a las 120 h de muchos genes podria ser una consecuencia de
los procesos de degradacion de acidos nucleicos que ocurren hacia el final de la senescencia.
Con respecto a la expresion de BoHCAR, teniendo en cuenta que no fue afectada por el
tratamiento con etileno, puede pensarse que este gen no estaria regulado por esta
hormona. En el trabajo de Kuai et al. (2018) se describe que este gen aparenta no ser
influenciado por los principales factores que regulan la via, como son la luz y fitohormonas
como el acido jasmodnico, acido abscisico y etileno.

4.3.7. Tratamiento con Atmosfera modificada

En base a trabajos previos que demostraron que tratamientos con atmdsferas
modificadas contribuyen al retraso de la senescencia en brécoli y conservaciéon de sus
propiedades nutracéuticas (Barth et al., 1993; Serrano et al., 2006; Jia et al., 2009), como asi
en el retraso en la degradacidon de clorofilas y modificacién de la expresién de genes
relacionados (Biichert et al., 2011; Gomez-Lobato et al., 2012) se decidié evaluar la
expresion de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR bajo este tipo de tratamiento. El
seguimiento de la senescencia se hizo por determinaciones del color superficial y contenido
de clorofilas totales.

En la Figura 20 puede observarse que el contenido de clorofilas decae con los dias de
almacenamiento a 20 °C en oscuridad tanto en los controles como en las muestras tratadas
(Panel A) aunque en las cabezas que fueron sometidas al tratamiento con AM el contenido
de clorofilas decae mas lentamente que en los controles. Una respuesta similar se ve
reflejada en el color superficial de las cabezas tratadas con AM (Panel B), donde no se
observaron variaciones en el dangulo de Hue durante su almacenamiento.

Respecto al andlisis de los genes en estudio, se observd que BoNYC1 muestra un
aumento de expresidon mayor que los controles hacia las 72 h, y un descenso hacia las 120 h
sin diferencias respecto al control. Por otro lado, BoNOL mostrdé una disminucién de su
expresion tanto al dia 3 como el dia 5 de su almacenamiento siendo esta significativamente
menor que los controles. Por ultimo, BOHCAR mostré un aumento de su expresion tanto a
las 72 h como a las 120 h, respecto a los controles (Figura 21).

Los resultados de color superficial y contenido de clorofilas totales obtenidos
permiten demostrar que los tratamientos con atmdsfera modificada, en este caso, bolsas de
polietileno sin perforar de 40 um de grosor, son una buena estrategia para prolongar la vida
util de brécoli y conservar su color superficial. La composicién atmosférica alcanzada con
estos empaques permitié que se establezca un rango aceptable, para el producto en
cuestion, de concentracidon de los gases O, y COz, ya que ademas no fueron detectados
malos aromas al abrir las bolsas. Como ya se menciond en la Introduccién, los empaques de
atmdsfera modificada generan ademds de una menor tasa respiratoria, una menor
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produccién de etileno y disminucion de la sensibilidad al mismo, lo cual retrasa la entrada en
senescencia. Se han reportado retrasos en la degradacién de clorofilas debido a los
empaques de atmdsfera modificada en esparragos (Tenorio et al., 2004), espinaca (Kaur et
al., 2011) y chauchas (Watada et al., 1987), entre otros.
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Figura 20: Contenido de clorofilas totales (A) y color superficial (B) en cabezas de brdcoli tratadas con
Atmosferas modificadas. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto del control para un
mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Tukey, p<0,05)

Al analizar la variacién en la expresion de los genes notamos un comportamiento
diferencial entre ellos. BONOL mostré un descenso en la expresién con respecto a los
controles mientras que BoNYC1 y BoHCAR muestran un aumento. El descenso observado en
la expresion de BoNOL coincide con lo reportado para los genes BoSGR y BoPaO de la via de
degradacion de clorofilas (Gomez-Lobato et al., 2012; Gomez-Lobato et al.,, 2014) y
concuerda con una menor tasa de degradacion de clorofilas de las cabezas tratadas.
Mientras que BoNYC1 y BoHCAR aumentaron su expresidon con el tratamiento. Se ha
reportado que durante almacenamientos a altas concentraciones de CO; y bajas de O;
ocurre la induccidon de muchos genes asociados con la respuesta al estrés (Eason et al., 2007)
asi como la represién de genes asociados a la senescencia como proteasas. Se ha visto
también que tratamientos con altas concentraciones de CO; en bananas retardan la
degradacidn de clorofilas en la piel y la misma no correlaciona con la expresién de los genes
de la via de degradacion de clorofilas como NYCI1 y PaO que aumentaron su expresion (Song

47



et al., 2015). Es posible que tanto BoNYC1 como BoHCAR jueguen algun otro rol en la
regulacion de la via bajo esas condiciones de estrés.
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Figura 21: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencias de brécoli tratado con
Atmésfera Modificada (AM), y almacenado durante 120 h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto del control para un mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

4.3.8. Tratamiento Térmico

Muchos trabajos han demostrado que tratamientos poscosecha que consisten en la
exposiciéon a altas temperaturas (39-55 °C) por un corto periodo de tiempo permiten
prolongar la vida de frutas y hortalizas, como apio (Vifia et al., 2007), mango (Kumah et al.,
2011), durazno (Liu et al., 2012), lima (Kaewsuksaeng et al., 2015), y muchas mas. En brécoli,
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particularmente, se ha descrito que los tratamientos térmicos contribuyen a retrasar su
senescencia y por consiguiente la degradacion de clorofilas (Costa et al., 2005b; Lemoine et
al., 2009; Duarte-sierra et al., 2017). En base a estos resultados se buscé estudiar como varia
la expresion de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR en un tratamiento térmico ya utilizado
previamente por el grupo de trabajo.

Se realizaron medidas del color superficial y contenido de clorofilas totales a las 0 h,
72 h y 120 h de almacenamiento (Figura 22). Se puede observar que las muestras tratadas
térmicamente (42 °C por 3 h) presentaron una mayor retencion del contenido de clorofilas y
conservacion del color a las 72 h mientras que no se observaron diferencias a las 120 h en
ambos parametros.
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Figura 22: Contenido de clorofilas totales (A) y color superficial (B) en cabezas de brdcoli tratadas con
Tratamiento Térmico. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto del control para un mismo
tiempo de almacenamiento (ANOVA: Tukey, p<0,05)

Con respecto a la expresion de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR, no se
observaron diferencias significativas en los brécolis tratados respecto de los controles
(Figura 23). Sugiriendo que el retraso en la degradacién de clorofilas causada por el
tratamiento se deberia al efecto sobre otros genes mas que sobre los estudiados.

En este sentido, se ha descrito que los tratamientos térmicos retrasan la degradacién
de clorofilas en sistemas muy diversos (Vifia et al., 2007; Lemoine et al., 2009;
Kaewsuksaeng et al., 2015) y, en general, provocando cambios en la actividad enzimatica u
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expresion de genes de la via de degradacion de clorofilas. De hecho, en brécoli, en los
trabajos de Funamoto et al., (2002) y Costa et al., (2006) se comprobd que el tratamiento
térmico provoca una disminucién en las actividades de la enzimas vinculadas a la
degradacion de clorofilas.
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Figura 23: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencias de brécoli tratado con
Tratamiento Térmico, y almacenado durante 120 h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto del control para un mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Ademas, se han reportado variaciones en la expresién de enzimas de la via de
degradacion de clorofilas, como PaO (Gomez-Lobato et al., 2012), SGR (Gomez-Lobato et al.,
2014) y PPH (Bichert et al., 2011), donde se ha visto una disminucién en su expresion en las
muestras de brdcoli tratadas con aire caliente. Estas proteinas junto con otras del
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metabolismo de las especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como proteinas del choque
térmico (HSP) se han visto sobreexpresadas bajo tratamientos térmicos (Zhang et al., 2011) y
podrian ser parte de la explicacién del mecanismo de accion al actuar como moléculas senal
y desencadenar otras respuestas.

4.3.9. Tratamiento con Luz Blanca

Se sabe que la oscuridad induce la senescencia de los dérganos verdes y que aun con
un estado avanzado del proceso de senescencia, ésta puede ser revertida (Buchanan-
Wollaston et al., 2003). Asimismo, muchas de las hortalizas luego de ser cosechadas
contintan siendo fotosintéticamente activas, es por todo esto que la luz puede tornarse en
un factor muy influyente en la vida poscosecha de las frutas y hortalizas.
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Figura 24: Contenido de clorofilas totales (A) y color superficial (B) en cabezas de brécoli tratadas con Luz
Visible. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto del control para un mismo tiempo de
almacenamiento (ANOVA: Tukey, p<0,05)

Diversos estudios llevados a cabo en kale (Barcena, Martinez and Costa, 2019),
espinaca (Gergoff Grozeff, Chaves and Bartoli, 2013), albahaca (Costa et al., 2013) y lechuga
(Charles et al., 2018), entre otros, demostraron un retraso en la senescencia y conservacién
del color verde debido a tratamientos con pulsos de luz visible. En base a estudios previos
realizados por el grupo de trabajo en brdcoli (Blichert et al., 2010; Agustin M. Biichert,
Civello and Martinez, 2011) donde se observaron ademas cambios en la expresion génica, se
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decidid evaluar el efecto de un tratamiento con luz visible sobre la expresion de los genes
BoNYC1, BoNOL y BoHCAR de la via de degradacidn de clorofilas.

En el tratamiento con Luz Visible notamos que las cabezas conservaron su color a lo
largo de los dias de almacenamiento, mostrando diferencias significativas en el dngulo Hue
tanto a las 72 h como 120 h respecto de los controles (Figura 24 panel B). Del mismo modo
al realizar la determinacion del contenido de clorofilas totales nos encontramos con una
mayor concentracion de estos pigmentos en las cabezas tratadas respecto de los controles
(Figura 24 panel A). En la Figura 25 se observé, ademds, que tanto BoNOL como BoHCAR no
mostraron cambios en su expresion con el tratamiento mientras que BoNYC1 evidencié un
aumento a las 72 h respecto del control, y ninguna diferencia a las 120 h.
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Figura 25: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencias de brécoli tratado con
Luz Visible, y almacenado durante 120 h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del
control para un mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).
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A pesar de que los tratamientos con luz blanca demostraron un retraso en la
degradacion de las clorofilas en brdcoli, lo descrito respecto al efecto de la luz visible en la
expresion de los genes del catabolismo de clorofilas es variable. Por ejemplo, la expresién de
clorofilasa (CHL2) y feofitinasa (PPH) es reducida por la luz (Blchert et al. 2011), mientras
que la proteina SGR incrementa su expresién (Gomez-Lobato et al., 2014) y feoférbido a
oxigenasa (Pa0O) no muestra variaciones (Gomez-Lobato et al., 2012).

El aumento de expresién de BoNYC1 nos llevd a plantear la realizacidon de un analisis
bioinformatico de la region promotora mediante el programa PlantCARE. Se utilizd este
software para evaluar los elementos cis regulatorios de la regién aguas arriba del gen,
secuencia disponible en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
information). El programa logré predecir distintos tipos de elementos regulatorios a lo largo
del promotor, y los mas frecuentes fueron los relacionados a la respuesta a la luz (Tabla), lo
gue podria explicar la respuesta de BoNYC1 en brécoli almacenado bajo condiciones de luz
continua.

Por otro lado, se reporté en Arabidopsis que tanto la expresion de NYC1 como de su
homdlogo NOL, se incrementan marcadamente bajo condiciones de luz intensa, asociado a
una disminucién en el contenido de clorofila, lo que indicaria un aumento de la actividad de
las algunas enzimas de la via degradativa (Sato et al., 2015).

4.3.10. Tratamiento con radiacion UV-C

Se ha descrito ampliamente la utilizacién de dosis moderadas de UV-C como una
metodologia eficaz para prolongar la vida util de distintas frutas y hortalizas, tales como
mango (Gonzalez-Aguilar et al., 2007), tomate (Pinheiro et al., 2015) y brécoli (Costa et al.,
2006), entre otros. Asimismo, en hortalizas verdes se reportd un retraso en la degradacién
de las clorofilas y variaciones en la expresidon génica bajo el tratamiento con UV-C (Biichert
et al., 2011; Martinez-Sanchez et al., 2019). Por tales razones, se buscé estudiar el efecto de
este tipo de tratamientos en la expresién de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR de la via de
degradacidn de clorofilas en brdcoli.

Se evalué el contenido de clorofilas totales y color superficial durante 5 dias de
almacenamiento a 20 °C en oscuridad (Figura 26). Se puede observar que las muestras
tratadas con luz UV-C mostraron una menor degradacién do de clorofilas, siendo
significativo a las 72 h y 120 h. Correlacionando con esta medida, se observa también que el
color superficial se mantuvo en las muestras tratadas, es decir, presentaron un menor
amarillamiento.

En cuanto a la expresién relativa de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR (Figura 27),
BoNOL y BoHCAR no mostraron diferencias en el perfil de expresidon entre las muestras
tratadas y los controles, mientras que el gen BoNYC1 mostrd una menor expresion a las 72 h
respecto del control.
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Figura 26: Contenido de clorofilas totales (A) y color superficial (B) en cabezas de brdcoli tratadas con radiacidn
UV-C. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto del control para un mismo tiempo de
almacenamiento (ANOVA: Tukey, p<0,05)

La menor expresion de BoNYC1 registrada en las muestras tratadas concuerda por un
lado con la retencién del contenido de clorofilas totales medido en estas muestras y, por
otro lado, es similar a la respuesta obtenida en la expresién de los genes: PPH (Biichert et al.,
2011), SGR (Gomez-Lobato et al., 2014) y PaO (Gomez-Lobato et al., 2012) que han
reportado una disminucién de su expresién tanto a las 72 h como 120 h luego del
tratamiento.

Estos resultados estarian indicando que los tratamientos con luz UV-C ejercen parte
de su efecto en prolongar la vida poscosecha de brdcoli por modificacién del perfil de
expresion de genes de la via de degradacion de clorofilas. Ademds de esto, también se ha
reportado una menor actividad de enzimas de la via de degradacién de clorofilas como son
las clorofilasas, Mg-dequelatasa y clorofila peroxidasas, asi como una disminucién en la tasa
respiratoria (Costa et al., 2006).

54



x

S Control
— UL

—
=
!
*

|_<
|_.

Expresian relativa BoNyc1 (2-22Ch

0 [

Ma
(=)
1

1.5 4

1,0 4

0.5 4

Expresicn relativa BonoL (2-22CY

0.0

1,5 1

1.0 A — ]

N I
0,0
72

Horas a 20°C

Expresian relativa BoHCAR (2-24CH

12
Figura 27: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencias de brécoli tratado con

radiacion UV-C, y almacenado durante 120 h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto
del control para un mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).
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4.3.11. Ensayo de Tres Cosechas

Se ha descrito que la vida atil de frutas y hortalizas pude depender de diversos
factores precosecha tales como el clima, el suelo, fertilizacién, estacion del afio, estrés
vegetal y todo lo relacionado con el manejo del cultivo. En trabajos previos realizados por
nuestro grupo se analizod el efecto que tiene realizar la cosecha de brécoli a diferentes horas
del dia (8 h, 13 h y 18 h) sobre su vida poscosecha (Hasperué et al., 2011), diferentes
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metabolitos y algunos de los genes de la via de degradacion de clorofilas (Hasperué et al.,
2013; Casajus et al., 2019). En estos trabajos se detectaron importantes diferencias en el
metabolismo de las cabezas de acuerdo al momento de cosecha, por lo que resulté de
interés el estudio de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR en este tipo de ensayos.
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Figura 28: Contenido de clorofilas totales (A) y color superficial (B) en cabezas de brdcoli sometidas al ensayo
de Tres Cosechas. Las letras distintas representan diferencias significativas para un mismo tiempo de
almacenamiento (ANOVA: Tukey, p<0,05)

Las cabezas de brdcoli se cosecharon a diferentes horas del dia y se almacenaron
durante 5 dias en oscuridad a 20 °C. Se realiz6 el seguimiento de la senescencia mediante la
determinacién del contenido de clorofilas totales y color superficial.

Se puede observar en la Figura 28 panel B que el angulo Hue se mantuvo mas
elevado en las muestras cosechadas a las 13 h y 18 h al dia 3 mientras que al dia 5to se
conservé superior el valor de Hue de las cabezas cosechadas a las 18 h y el menor valor se
observé en las cabezas cosechadas a las 8 h. Por otro lado, con respecto al contenido de
clorofilas (Figura 28 panel A) se observa que las mismas se mantuvieron en mayor
concentracion en las cabezas cosechadas a las 13 hy 18 h, tanto a las 72 h como a las 120 h.
Podemos concluir hasta aqui que las cosechas a horas mas tardias estarian conservando mas
el color y las clorofilas, siendo la cosecha de las 18 h la que mejor conservé ambas.
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Figura 29: Expresion relativa de BoNYC1 (A), BoNOL (B) y BoHCAR (C) en inflorescencias de brdcoli de acuerdo
al ensayo de Tres Cosechas, almacenado durante 120 h a 20 °C. Las letras distintas indican diferencias
significativas para un mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Por ultimo, se realizd el analisis de la expresién de los genes BoNYC1, BoNOL y
BoHCAR (Figura 29). Se puede observar en el panel A que BoNYC1 presenta el mismo perfil
de expresion a las distintas horas de cosecha, presentando un pico a las 72 h y luego un
descenso a las 120 h. Se puede apreciar también que a las 0 h (cosecha a las distintas horas
del dia) hay una menor expresion a las 18 h respecto de las 8 h. También se observa que
luego de tres dias de almacenamiento hay una mayor expresién en las cosechas delas 13 hy
18 h. Mientras que luego de cinco dias la cosecha de las 18 h muestras una menor expresion
de BoNYC1. Por otro lado, en el caso de BoNOL (panel B) no se detectaron variaciones en los
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distintos horarios de cosecha, solo a las 0 h se puede apreciar que aumenta levemente su
expresion a las 13 h respecto de las 8 h. Finalmente, la expresion de HCAR (panel C)
disminuye con la senescencia a las distintas horas de cosecha. Se observa que a las 0 h
presenta un pequefio aumento a las 18 h respecto de las 13 h, mientras que luego de cinco
dias, por el contrario, se observa una menor expresiéon en las muestras cosechadas a las 18
h, al igual que BoNYC1.

Lo que se observa en el color y contenido de clorofilas guarda algo de relacién con la
expresion de los genes, en el sentido que la cosecha de las 18 h mostrd una mayor retencion
del contenido de clorofilas totales y conservacion del color superficial, y es a esa hora de
cosecha que se vio una menor expresion de los genes BoNYC1 y BoHCAR al ultimo dia de
observacion (120 h). Resultado similar se observo en los genes SGR, CHL2, PaO y PPH, donde
se observd que su expresion disminuia en la cosecha de las 18 h hacia las 96 h de
almacenamiento a 20 °C en oscuridad respecto de su expresidon en las muestras cosechadas
en la primera hora (8 h) (Hasperué et al., 2013). Sugiriendo que quiza la via se encuentre
menos activa en las cabezas cosechadas en la Ultima hora del dia.

Se han reportado que la cosecha hacia el final del dia de lechuga y rucula permite
extender la vida util de ambas hortalizas (Clarkson et al., 2005). Asimismo, la cosecha de
melisa en las ultimas horas del dia presenta un mayor contenido de aceites esenciales
respecto de horas mas tempranas (Simionatto et al., 2009). Diferentemente, en soja se no se
observan variaciones con respecto a la calidad nutricional (Santana et al., 2012) y en
espinaca no se detectan diferencias en la vida poscosecha (Garrido et al., 2015) con la hora
de cosecha.

Esto nos estaria indicando que la respuesta a la hora de cosecha depende de la
especie, de su metabolismo y de como varia a lo largo del dia. A pesar de estas
observaciones, la practica tradicional continda recomendando cosechar en la primer hora de
la mafana que es donde se obtiene el menor calor impreso en el producto cosechado y
permite realizar los trabajos de empaque y distribucién durante las horas de dia.
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4.4. Conclusiones parciales

Parte de los objetivos de ésta primer parte fueron realizar diversos analisis de la
expresion de los genes BoNYC1, BoNOL y BoHCAR de brdcoli bajo distintos reguladores del
crecimiento, durante la senescencia, espacialmente y en distintos tratamientos postcosecha,
con el fin de lograr una mayor comprensién respecto de como se ven influenciados estos
genes de la via de degradacidn de clorofilas durante los ensayos, bajo los distintos tipos de
estrés sometidos.

De los resultados obtenidos se pueden elaborar una serie de conclusiones
preliminares. Respecto de su expresion temporal, la expresion de los genes BoNYC1 y BoNOL
tiende a aumentar con la senescencia, al menos hasta las 72 h y luego BoNOL presenta un
leve descenso hacia las 120 h. Esta observacion es esperable ya que la via de degradacion de
clorofilas es una via que se activa durante esta etapa y por lo tanto muchas de las enzimas
aumentan su expresion, como es el caso de PPH, PaO y SGR. Por otro lado, BOHCAR mostré
siempre un descenso, y si comparamos lo que ocurre entre las 0 h y 120 h, tanto BoNOL
como BoHCAR disminuyen. Este comportamiento hacia el ultimo dia de ensayo puede ser
también esperable, ya que hacia el 5to dia la senescencia es avanzada, y puede no ser
necesaria mantener activa la via de degradacién de clorofilas. Se ha mencionado que tanto
NOL como HCAR podrian llegar a cumplir algun otro rol vinculado con la biosintesis de
clorofilas, ya que se ha visto que aumentan su expresion en brotes etiolados al ser expuestos
a la luz, algo que no ocurre con NYC1 (Sakuraba et al., 2013). También se postula que HCAR
podria estar relacionado con un mecanismo de detoxificacion de ROS en las células (Piao et
al., 2017), desde que se reporté una acumulacion de éstos al acumularse el intermediario 7
HMC a. Con respecto a la expresion espacial, se puede concluir que tanto la seccion 1 (flores)
como las Hojas son los tejidos metabdlicamente mas activos en brdocoli respecto de las otras
dos secciones, seccion 2 (ramas) y seccién 3 (tallo). En estos tejidos se observd el mayor
contenido de clorofilas y los mayores cambios en la expresién de los genes.

Al realizar el analisis de fitohormonas de efecto antagonista sobre la senescencia,
como son las citoquininas y el etileno, se pudo comprobar que las primeras prolongaron la
vida poscosecha en brécoli, mientras que las segundas la disminuyeron. Este hecho se ve
reflejado en el contenido de clorofilas y el color superficial, de valores superiores en las
cabezas tratadas con 6-BAP. Con respecto a la expresidon de los genes, se observd que
BoNYC1 aumentd en el tratamiento con etefdn y disminuyd en el tratamiento con 6-BAP, en
coincidencia con lo observado en el contenido de clorofilas. Mientras que tanto BoNOL como
BoHCAR no respondieron al tratamiento con etefén, mostrando que no serian regulados por
dicha fitohormona. Por otro lado, se observd que ambos genes respondieron frente a 6-BAP
aumentando su expresidn en el Ultimo dia de ensayo, indicando que cumplirian algin otro
rol en el recambio y retencién de clorofilas ademas de participar en su degradacién. En
relacion con estos resultados, tenemos el tratamiento con 1-MCP (inhibidor de los
receptores de etileno). Durante este tratamiento se observd la prolongacién de la vida
poscosecha debido a un retraso en la degradacidon de clorofilas y conservacién del color
superficial tal como se habia reportado en trabajos previos. Con respecto al patréon de
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expresion de BoNYC1, el mismo disminuye en los brécolis tratados, reforzando la idea de
que se trata de un gen que responde a etileno. Por otro lado, contrariamente a lo observado
en el tratamiento con etefdn, la expresion de BoNOL también se vio afectada. La disminucién
en su expresion puede estar indicando que presenta algun grado de respuesta a etileno, solo
que no fue detectado en el ensayo previo con eteféon. No hay que olvidar que se trata de
ensayos independientes y que hay un numero de variables que no son manejadas que
pueden haber modificado su sensibilidad. Por ultimo, la expresion de BoHCAR no se vio
afectada por el tratamiento con 1-MCP, en concordancia con lo observado previamente.

Por otro lado, tenemos los tratamientos fisicos, en el tratamiento térmico se observo
la conservacién del contenido de clorofilas asi como el color superficial, prolongando la vida
poscosecha de brdcoli. Con respecto a la expresion de los genes, los mismos no
respondieron al tratamiento modificando su patrén de expresion, por lo que se postula que
serian otros los genes de la via afectados por el tratamiento para lograr el retraso en la
degradacion de clorofilas. En los tratamientos de irradiacién con luz blanca y UV-C, se
observé también que ambos permitieron retrasar la senescencia de brécoli conservando por
mas tiempo el contenido de clorofilas y color superficial al inducir su senescencia. Con
respecto a la expresion de los genes, solo BoNYC1 se vio afectado en los dos tratamientos,
mostrando un aumento de su expresiéon con luz blanca y una disminucién con luz UV-C. Se
sefiald que al realizar un analisis in silico de la regién promotora de este gen, se encontraron
varios elementos regulatorios de respuesta a luz. El hecho de responder de forma distinta
indica que el mecanismo de accién no debe ser el mismo, y que puede que esta enzima
cumpla algun rol no solo en la degradacién de la clorofila sino también en su conservacion.

Respecto del tratamiento con atmdsfera modificada, se puede decir que fue uno de
los mas efectivos al prolongar la vida poscosecha en brdcoli, ya que el color superficial no
cambio en los 5 dias de induccion de senescencia y el contenido de clorofilas apenas
descendié un poco. La expresion de los genes estudiados se vio afectada por el tratamiento,
aumentando la expresién en el caso de BoNYC1 y BoHCAR, y disminuyendo para el caso de
BoNOL. Se ha visto que bajo condiciones de alta concentracién de CO; y bajo O; se expresan
muchos genes asociados al estrés, puede que éste sea el caso de BoNYC1 y BoHCAR.
Mientras que BoNOL se comportd como los genes BoPaO y BoSGR bajo el mismo
tratamiento, disminuyendo su expresidn, indicando que la via podria estar frenada bajo
estas condiciones.

Por ultimo, en el ensayo de cosecha a distintas horas del dia se detectd que las
cabezas de brdcoli cosechadas en la ultima hora del dia permanecieron verdes por mas
tiempo, es decir, mayor contenido de clorofilas y menor caida del color superficial. Con
respecto a la expresidn de los genes, no se observaron grandes variaciones a lo largo del dia
(dia 0). BONOL no mostré variaciones en su patrén de expresion con las distintas horas de
cosecha, mientras que BoNYC1 aumentd su expresion a las 72 h en todas las muestras. A
este tiempo se detecté mayor expresién en las muestras cosechadas a las 13 h y 18 h.
Probablemente el maximo de expresién de las muestras cosechadas a las 8 h haya ocurrido
antes de las 72 h dado que estas muestras senescen a una tasa mayor. Siendo asi, a las 72 h
la expresion de BoNYC1 ya estaria descendiendo, mientras que las de las muestras
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cosechadas a las 13 h y 18 h aln se mantienen elevadas por tener una tasa de senescencia
menor. Algo similar fue observado en otros genes de la via de degradacién como PaO, SGR'y
PPH (Hasperué et al., 2013), indicando que la via estaria levemente reprimida en las cabezas
cosechadas a las 18 h respecto de aquellas cosechadas a las 8 h.
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5. PARTE B: Caracterizacion de genes asociados a la
via de sintesis de compuestos flavonoides

5.1. Introduccidén

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los principales grupos de metabolitos
secundarios. Poseen diversos tipos de estructuras y son responsables de las principales
caracteristicas organolépticas de los alimentos y bebidas derivadas de las plantas, en
particular su color y sabor, y contribuyen también a las propiedades nutricionales de las
frutas y vegetales. Entre los compuestos fendlicos se destacan los flavonoides, que
representan uno de los grupos de compuestos mas ubicuos en las plantas. Tanto es asi que
se han identificado a la fecha alrededor de 8.000 clases distintas de flavonoides (Tapas et al.,
2008). De estos, unos de los grupos de compuestos flavonoides mdas conocidos son las
antocianinas debido a sus colores rojo, azul y violeta presentes en flores y frutos. Los mismos
cumplen un rol muy importante durante la polinizacién, para la atraccion de insectos, y para
la dispersion de las semillas (Winkel-shirley, 2002).

Se cree que uno de los principales roles de los flavonoides en las plantas, ademas de
la recién mencionada, es la fotoproteccién, esto lo realizarian neutralizando los radicales
libres y demds ROS que puedan generarse debido a diversas causas: naturalmente como
parte del metabolismo, debido una sobreexitacidon de la cadena de transporte electrénico
por una intensa radiacion de luz, por algin otro tipo de estrés o factor ambiental. La
localizacion de los mismos estaria reforzando esta idea ya que se lo localiza mayormente en
la pared celular y vacuola de las células epidérmicas y en érganos con superficies expuestas
al exterior como los tricomas (Agati et al., 2013). Otros procesos en los que intervienen estos
compuestos son la germinacidn del tubo polinico y la defensa contra patégenos, actuando
como fitoalexinas (Cabrera y Mach, 2012). Recientemente se ha demostrado que pueden ser
protectores del fotosistema Il en condiciones de estrés oxidativo (Samson et al., 2020). Los
flavonoles, otro gran grupo dentro de los compuestos flavonoides, serian los principales
responsables de la proteccién de las superficies expuestas. Se trata de los compuestos mas
antiguos y dispersos por el reino vegetal, presentes incluso en musgos y helechos, vy
presentan un amplio rango de actividades fisioldgicas (Winkel-shirley, 2002).

En mamiferos, la presencia de radicales libres y ROS estan asociadas con numerosos
tipos de enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer (Panth et al., 2016;
Ahmad et al., 2017; Prasad et al., 2017) entre otras. Diversos estudios han demostrado que
el consumo de compuestos antioxidantes previene el desarrollo de muchas de estas
enfermedades. Agudo et al. (2008) describe que un alto consumo de frutas y hortalizas ricas
en antioxidantes es asociado con una menor mortalidad. Por otro lado, en un ensayo clinico
realizado en el trabajo de Han et al. (2013) se reporta una menor incidencia en el desarrollo
de cancer de pancreas en pacientes que llevan una dieta rica en antioxidantes. En otro
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ensayo clinico se detecté una correlacidon opuesta entre el desarrollo de cancer de pulmén
con una dieta rica en compuestos antioxidantes (Wright et al., 2004).

Entre las principales acciones de los compuestos flavonoides en el organismo se
encuentran la actividad quelante de metales y antioxidante, pero también se reportan
actividades  antiinflamatorias, antialergénicas,  antimicrobianas, antitrombdticas,
hepatoprotectoras, antivirales y anticarcinogénicas (Tapas et al., 2008; Cabrera y Mach,
2012). Dentro de la lista de flavonoides estudiados que reportan estas actividades, se
encuentran la quercetina y el kaempferol, principales flavonoides en brdcoli. Parte de las
propiedades que se le atribuyen al brécoli en relacion a la salud, se debe a la presencia de
estos compuestos (Gawlik-Dziki et al., 2014; Hwang y Lim, 2015; Ninh Le et al., 2019).
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Figura 30: Estructura de los distintos grupos de compuestos flavonoides.
(Fuente: Tohge, T., De Souza, L. P. and Fernie, A. R. (2017) “Current understanding of the pathways of flavonoid
biosynthesis in model and crop plants”)

Es debido a las diversas actividades detectadas en estos flavonoides que ha sido de
interés estudiar qué ocurre con el metabolismo de estos compuestos en cabezas de brdocoli
sometidas a tratamientos poscosecha que habitualmente se utilizan para retrasar la
senescencia. En muchos trabajos se ha buscado exacerbar la acumulacion de estos
compuestos fendlicos asi como de glucosinolatos en brécoli, por distintos métodos y
utilizarlos como biofabricas (Pérez-Balibrea et al., 2011; Jacobo-velazquez, 2016; Natella et
al., 2016). Se ha reportado, por ejemplo, que muchos tratamientos con pulsos de luz suelen
generar en brécoli, ademas de un retraso en su senescencia, un incremento de compuestos
flavonoides (Darré et al., 2017; Loi et al., 2019). Estas inducciones suelen ocurrir a nivel de la
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via de sintesis de los compuestos flavonoides, en la actividad y/o expresidon de las enzimas
involucradas.

Los flavonoides mas abundantes pueden ser clasificados en 6 grupos: flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanoles, antocianinas e isoflavonas. Todos estos compuestos
presentan un esqueleto en comun, que comprenden tres anillos bencénicos unidos, y
difieren en el tipo y cantidad de hidroxilaciones, asi como la presencia de otros grupos
funcionales (Figura 30). Tanto quercetina como kaempferol se encuentran dentro de los
flavonoles. La biosintesis de estos metabolitos secundarios comprende una serie de
reacciones acopladas, donde el sustrato inicial es el aminodcido fenilalanina. En la siguiente
figura se presenta un esquema general de la via y las enzimas involucradas en la sintesis de
los flavonoides mayoritarios en brdcoli, asi como otros compuestos de importancia
derivados de la via.

PAL: Fenilalanina amonio liasa Fenilalanina
C4H: Cinamato 4-hidroxilasa PAL

4CL: Cumarato:CoA ligasa
CHS: Chalcona sintasa ; v
CHI: Chalcona isomerasa Acido cindmico
F3H: Flavanona 3-hidroxilasa

F3’H: Flavonoide 3’-hidroxilasa CaH
FLS: Flavonol sintasa i ! Acid fei
Acido p-cumarico ——— > ,C§ oca ?'_CO
Acido ferdlico
4CL
Acido clorogénico v .
P . <« p-coumaril-CoA + 3 malonil-CoA
Acido galico
CHS

A

Naringenina chalcona

CHI
v Antocianinas

Naringenina ——> | Flavanoles
Isoflavones

F3H

. ) F3'H FLS .
— Dihidrokaempferol - -+ Dihidroquercetina —— Quercetina

FLS
Kaempferol «-

Figura 31: Esquema general de la via de biosintesis de compuestos flavonoides.

En estudios previos realizados por el grupo de trabajo se analizd la expresion de un
gen codificante de la enzima PAL (fenilalanina amonio liasa), primer enzima de la via y
responsable de catalizar la conversiéon de fenilalanina en acido cinamico, en distintos
tratamientos poscosecha realizados en brdcoli (Gémez-Lobato et al. 2014b). Como una
continuacion de los estudios realizados en PAL, se decidio realizar el andlisis de la expresidn
de genes codificantes de las enzimas CHS (Chalcona sintasa) y CHI (Chalcona isomerasa),
enzimas involucradas en la formacién del esqueleto primario anillado en base al cual se
sintetizan los compuestos flavonoides. En la Figura 32 se puede observar las reacciones
llevadas a cabo por estas enzimas y la estructura de los intermediarios.
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Figura 32: Reacciones que llevan a la formacion de naringenina. Rol de chalcona sintasa (CHS) y chalcona
isomerasa (CHI).

La enzima Chalcona sintasa es la enzima responsable de la reaccién de condensacién
entre una molécula de p-coumaril CoA y tres moléculas de malonil-CoA para formar
naringenina chalcona, primer molécula que actla como la estructura base para la sintesis de
los distintos flavonoides (Durbin et al.,, 2000). Esta enzima se cree que actla como
homodimero y demostrd no tener un Unico sustrato in vitro, por tanto podria participar de
otras vias paralelas disminuyendo la eficiencia en la sintesis de compuestos flavonoides
(Martin, 1993). Esta promiscuidad catalitica, que ya se ha registrado en otras enzimas, es
parte de mecanismos adaptativos de los vegetales al medioambiente.

En muchas especies CHS se comporta como una gran familia de genes, presentando
hasta ocho copias en soja (Matsumura et al., 2005) y petunia (Koes et al., 1989) y seis copias
en la flor “Morning Glory” (o gloria de la mafiana) (Fukada-Tanaka et al., 1997). Por otro
lado, se ha registrado hasta la fecha una sola copia en Arabidopsis thaliana (Wang et al.,
2007). Se ha comprobado en diversos trabajos que los mutantes de este gen ocasionan un
fenotipo sin pigmentacion en flores (Durbin et al.,, 2000) y un menor contenido de
compuestos flavonoides (O’Neill et al., 1990; Meldgaard, 1992). Estos resultados estarian
indicando la importancia de esta enzima para la via.

La enzima Chalcona isomerasa cataliza la reaccion que convierte la molécula de
naringenina chalcona en naringenina. Al igual que chalcona sintasa también presentan
copias multiples en algunas especies, por ejemplo se encontraron hasta cinco copias de CHI
en soja (Ralston et al., 2005) pero hay reportada la presencia de una Unica copia en
Arabidopsis (Kuittinen y Aguadé, 2000). Se ha informado que una sobreexpresiéon de esta
enzima en tomate, genera un mayor contenido de compuestos fendlicos (Muir et al., 2001).
Por otro lado, se reporta en flores de tabaco que la supresiéon de este gen ocasiona una
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menor pigmentacion y menor acumulacion de compuestos flavonoides (Nishihara et al.,
2005). CHI es por tanto una enzima clave de la via. Por ultimo, se postula CHS, CHI y alguna
enzima mas de la via como F3H podrian formar complejos cataliticos, de modo de maximizar
la eficacia en la biosintesis y poder dar respuesta de forma mads rdpida a variaciones
medioambientales (Ralston et al., 2005).
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5.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta parte son:

Caracterizar la expresion espacial y temporal (durante la senescencia) de los genes
BoCHS y BoCHI.

Analizar el efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la expresion de
dichos genes.

Analizar el efecto de distintos tipos de tratamientos postcosecha sobre la expresidon
de dichos genes.

Correlacionar la expresion de dichos genes con los contenidos de flavonoides vy
fenoles totales.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Disefio de cebadores especificos

Se lograron obtener cebadores especificos para los genes BoCHS y BoCHI, recurriendo

a informacidn disponible en la base de datos del NCBI. A partir de las secuencias especificas

de los genes ortdlogos en Arabidopsis thaliana y en otras especies relacionadas se pudo

obtener una secuencia consenso. A partir de esta secuencia se hizo el primer disefio de
cebadores para PCR. Con el mismo juego de cebadores se amplificé un fragmento de
aproximadamente 500 bp en brdcoli, se envidé a secuenciar y a partir de esta informacién se

realizo el diseio del segundo juego de cebadores, especificos para RT-qPCR, amplificando un

fragmento de aproximadamente 100 bp. La informacién respecto de las secuencias se

encuentra detallada en Materiales y Métodos. A continuacién, en las Figuras 33 y 34 se

muestran los respectivos alineamientos.

BrCHS GU966524 ARNm:
AtCHS NM_121396 ARNm:

atggtgatgagtaggecgteatcategttggatgagatcagaaaggeacaaagagetgatggicccgeaggtatett
atggtgatggctgetactictictt-——-- tggatgagatcagacaggetcagagagetgatggacctgeaggeatett
Fwf —mmm———
ggctataggcacggcecaaccetgegaaccatgtgatccaageggagtatecagactactacttccgeatcaccaaca
ggctattggeactgctaaccctgagaaccatgigettcaggeggagtatectgactactacttcegeateaccaaca

gtgaacacatgactgacctcaaggagaagttcaagegeatgtgtgacaagtcgatgataaggaaacgacacatge
gtgaacacatgaccgaccicaaggagaagttcaagegcatgtgegacaagicgacaattcggaaacgicacatge

acctaaccgaggagttctigaaggagaateccaacatgigegectacatggctectictctegacgtcagacaagac
atctgacggaggaattcclcaaggaaaacccacacatgtgtgettacatggetectictetggacaccagacaggac

atcgtggtagtigaagtecctaagetaggtaaagaggetgeagtgaaggeeatiaaggagtgggatcaacceaagt
atcgtggtggtcgaagtecctaagetaggcaaagaageggeaglgaaggecalcaaggagtggggecageccaag

ccaagatcacacacgttgtcttetgeactacctcaggagtcgacatgectggtgetgactaccagetcaccaagetec
caaagatcactcatgiegtctictgcactacctecggegtegacatgectggigotgactaccageteaccaagetict

gtggtettegtecctectaaagegteteatgatgtaccageaaggetgeticgeaggeggeactgtectecgtctege
tggtctecgtecttecgtcaagegteteatgatgtaccageaaggttgettcgecggcggtactgtectecgtateget
A Rt
caaggaccicgeagagaacaaccgcggegeacgigiectegttgtetgetecgagateacageecgtcacctteegeg
caaggatctcgecgagaacaategiggageacgigtectegttgtetgetetgagatcacagecgttacettecgtg

geecotetgacacacalctigactecctigtaggacaggetcteticagtgacggegctgeageactcatigttggcte
gtccctetgacacceaccttgacteectegteggteaggetcttitticagtgatggegecgeegeactcattgtggegte

Figura 33: Alineamiento para el disefio de los cebadores para PCR del gen BoCHS
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BrCHI EU402416 ARNmM:
AtCHI NM_126020 ARNm:

taagtggaaaggtaaaacgacagaggagttaacggaatecgtecctttetteccgtgaaatogtecacaggttegtttga
taagtggaaaggcaagaatgcaaaggagitgacggaatecgtecctttettcegccaactcgtcacaggigagttts
Fw ——
gaaattcatcaaagtgacgatgaagetgeogitaacgggacaacaataticggagaaagtaacggagaactgigts
agaaatiggcaaggetigacgatgaaaaagagottaacgggeatacaatacticggagaaagtagtagaaaactgt

gcgatatggaaatcgttagggatttacacagactcigaggctaaagetgiggagaggttcatggaagicticaagga
gaggagatcatgaaagegtcagggaaatacacaagatccgaagecaaagecattgaccaattcttgatggtcttea

tagcattcctgaaacgggaaaagiggttattgaaaacaagtigttggeagaggcagtticttgaategatcattggaa
taggagagagtcccgaaaactggaaaagegattatcaagaataagttgttgagtgaggcagtictigagicgatga

cgaaacgticcctectggtagcttecatectettcgetetetecectgaaggctigecaacaacttattttegaaagatga
cgaaccaagatttccctectcticaatcatettegetatetgtcctaaaggctigecaacaacttattitcgaaagatga
< Rv
agaacggtgtgtctectggeggctaggttgagtgttgeccgagagattagetcagetgatgaatagtgacaagategaa
aggeaagaatggtgtatccectgogacaaggaagagectecgetgagagattatctaagetgatgaacaaaaaaga

gaagatgcaacaaagactgatcaagaggaagctaacgatcteccectcggagatcaactggecaaagagaactga
gaacgtacaacgaagctaacgtcaacgtigctacaaaaaattgaacgaagctaacgtcaacgttagetaacgtega

Figura 34: Alineamiento para el disefio de los cebadores para PCR del gen BoCHI

5.3.2. Estudio durante la senescencia

Con el objetivo de evaluar el perfil de expresion de los genes codificantes de
Chalcona sintasa (BoCHS) y Chalcona isomerasa (BoCHI) durante la senescencia, se incubaron
cabezas de brécoli en oscuridad durante 120 h a 20 °C, se tomdé muestra a los tiempos 0 h,
72 h y 120 h. En la Figura 36, puede verse que tanto BoCHS como BoCHI disminuyen su

expresion con los dias de almacenamiento. Mientras que, por el contrario, el contenido de

flavonoides durante la senescencia aumenté (Figura 35).
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Figura 35: Contenido de flavonoides en flores de brécoli durante la senescencia. Las letras distintas indican

diferencias significativas (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).
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Otros estudios también han descrito un aumento del contenido de flavonoides
durante la senescencia poscosecha (Costa et al., 2006; Casajus et al., 2019), en este sentido
es de esperar que enzimas involucradas en su biosintesis aumenten su expresién y/o
actividad. Y es lo que se reporta en el trabajo de Lemoine et al. (2010) donde se observa que
la actividad de PAL (fenilalanina amonio liasa) aumenta con la senescencia en brocoli
(Lemoine et al., 2010). Mientras que lo que respecta a la expresion génica de esta enzima, la

misma no pareciera modificarse mucho dentro de los dos dias de poscosecha en brécoli
(Guo et al., 2011).
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Figura 36: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI (B) en inflorescencia de brdcoli almacenado durante 120 h a
20 °C en oscuridad. Las letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Podemos notar que no habria una correlacidon entre el perfil de expresién de los
genes BoCHS y BoCHI, y el contenido de flavonoides durante la poscosecha en brdcoli. Lo
gue podria sugerir que no se requiere de la activacion de la expresion de estos genes para
lograr el incremento en la concentracién de flavonoides. De todas maneras, como se
describe mas adelante, los perfilas de expresién de BoCHS y BoCHI pueden ser variables.

Se buscd analizar la expresidn de los genes BoCHS y BoCHI en las distintas secciones
de brdcoli a lo largo de su almacenamiento a 20 °C en oscuridad. También se determiné el
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contenido de fenoles totales y flavonoides para analizar si hay presente alguna correlacion
entre la expresion y el contenido de estos metabolitos secundarios. Las distintas partes
estudiadas son: seccién 1 (flores), seccién 2 (tallos secundarios), seccién 3 (tallo principal) y
hojas.

Se puede observar en la Figura 37 que el contenido de fenoles como de flavonoides
se incrementd desde el dia 0 de la cosecha a las 120 h (dia 5) de induccion de la senescencia,
en las distintas partes del brécoli. El contenido de flavonoides en las frutas y hortalizas es
variable, su abundancia depende del tipo de tejido que se trate y por tanto su
comportamiento durante la etapa poscosecha también puede variar. Se puede observar en
algunos un incremento, como en brécoli, frutillas y durazno, y en otros, como en hortalizas
de hoja, mas bien un descenso (DuPont et al., 2000; Mudau et al., 2019).
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0.5 -

0,0

0.4
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Seccidn 1 Seccién 2 Seccidn3  Hoja

Figura 37: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en las distintas secciones de brdcoli. Los asteriscos
indican diferencias significativas para una misma seccion (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Por otro lado, en la Figura 38 se muestra la expresién de los genes de estudio en las
distintas secciones. Se puede observar en el panel A que BoCHS mostrd una disminucion de
su expresion en hoja y en flores durante su incubacién a 120 h en oscuridad, caso contrario
ocurrié con la seccidn 2 y seccidén 3 donde la expresion de este gen aumento hacia las 120 h.
Por otro lado, en el panel B el grafico de BoCHI muestra que la expresidon de este gen
disminuye en flores hacia las 120 h al igual que en las ramas secundarias, pero aumenta 8
veces su expresion en hoja hacia el quinto dia en oscuridad.
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La expresion que se muestra en las flores (seccién 1) es semejante al perfil ya
presentado, de descenso hacia las 120 h tanto en BoCHS como en BoCHI. Dado lo que se
observé en la Figura 37, es posible que alguna otra enzima de la via aumente su expresién
con la senescencia y/o modifique su actividad para dar como producto este aumento en el
contenido de fenoles en las flores. Por otro lado, si se observé un incremento en la expresion
del gen BoCHI en hoja con la senescencia, y BoCHS en los tallos que puede interpretarse
como una activacion de la via de biosintesis de estos compuestos. En aquellas secciones
donde no se detectéd un aumento, puede esperarse que alguna otra enzima de la via se vea
activada durante la etapa de senescencia, como se menciond a la enzima PAL. También
podemos decir que ambas enzimas presentarian diferente regulacién en el tejido que se
trate, ya que por ejemplo en hoja, donde la expresién de un gen aumenta hacia las 120 h,
mientras que la expresion del otro disminuye.
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Figura 38: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI B) en distintas secciones de brdcoli almacenado durante 120
h a 20 °C. Los asteriscos indican diferencias significativas dentro de una misma seccién (ANOVA: Test de Tukey,
p<0,05).

Se evalud la respuesta de dos fitohormonas de efecto antagdnico en la senescencia
sobre el metabolismo de los flavonoides en brdcoli, para ello se realizé el ensayo con etefén,
como agente liberador de etileno, y 6-BAP, como citoquinina sintética. Las cabezas de
brdcoli recién cosechadas, se limpiaron y seleccionaron como se describe en Materiales y
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Métodos, y se almacenaron por 120 h a 20 °C en oscuridad para la induccion de su
senescencia. Se analizd la expresion de los genes BoCHS y BoCHI, y su contenido de fenoles
totales y flavonoides.

En la Figura 39 se puede observar que tanto el contenido de fenoles como el
contenido de flavonoides aumentaron en los controles durante el almacenamiento,
mostrando diferencias significativas (andlisis no mostrado). El tratamiento con etefén no
modificd sustancialmente el aumento de fenoles, pero provocd un adelantamiento del
aumento de flavonoides. Finalmente, el tratamiento con citoquininas causé un importante
retraso en el aumento del contenido flavonoides.
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Figura 39: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en funcién de las horas de incubacion a 20 °Cy
oscuridad para las cabezas tratadas con etefon, 6-BAP y controles. Las distintas letras indican diferencias
significativas para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Se analizé ademas la expresién de los genes BoCHS y BoCHI de la via de sintesis de
compuestos flavonoides bajo los efectos de estas dos fitohormonas. Las medidas de
expresion de este ensayo se muestran en la Figura 40. Se puede observar que el tratamiento
con etileno disminuyd la expresién de BoCHS a las 72 h de almacenamiento respecto al
control, no observando diferencias a las 120 h. Por otro lado, la expresidon de BoCHI no vario
respecto del control, tanto a las 72 h como 120 h. El tratamiento con citoquininas, por el
contrario, causé una mayor expresiéon de BoCHS como BoCHI a las 120 h de almacenamiento,
no observando diferencias a las 72 h respecto del control.
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Figura 40: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI (B) bajo los tratamientos con etefén y 6-BAP, en funcion de
las horas de almacenamiento a 20 °C en oscuridad. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del
control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

En diversos trabajos se ha reportado que tratamientos con etileno provocan una
menor acumulacién en el contenido de fenoles y flavonoides, asi como otros compuestos
antioxidantes, durante la maduracién y senescencia (Hodges, 2000; Park et al., 2006). Por
otro lado, otros trabajos reportan una respuesta opuesta, de exacerbacion del contenido de
compuestos fendlicos (Awad y De Jager, 2002; Rodrigues et al., 2010). Se podria concluir
entonces que la variacion que se presente respecto de la acumulacién o no de estos
metabolitos dependerd de la especie estudiada.

Se sabe que el etileno afecta la expresidén de genes, y puede modificar la actividad de
enzimas, es asi que existe la posibilidad de que este tratamiento afecte la via de biosintesis
de compuestos fendlicos a nivel de expresién génica. En el trabajo de Chaudhary et al.
(2017) se analizd el contenido de compuestos fendlicos y la expresion de enzimas
involucradas, bajo la influencia de etileno para el deverdizado de pomelo. Se reportd una
menor expresiéon de los genes CHS, CHI y PAL durante el almacenamiento posterior al
tratamiento, asi como un menor contenido de compuestos fendlicos (Chaudhary et al.,
2017). Este resultado coincidiria con la menor expresién observada en BoCHS en el
tratamiento con etileno (Figura panel A) asi como la menor acumulaciéon de estos
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metabolitos. Por otro lado, en vista que BoCHI no mostro variaciones respecto del control, se
puede postular que este gen podria no estar regulado por etileno en brécoli.

En el tratamiento con citoquininas se observa una menor acumulacién de flavonoides
durante el almacenamiento (Figura 39). Sin embargo, la expresion de los genes BoCHS y
BoCHI no desciende hacia el quinto dia del ensayo (Figura 40). Se ha reportado en
Arabidopsis que tratamientos con citoquininas producen un aumento en el contenido de
antocianinas y aumento de la expresion de genes de la via como PAL y CHS (Deikman y
Hammer, 1995). Esta respuesta coincide con lo observado en BoCHS y BoCHI bajo el
tratamiento con citoquininas, pero no correlaciona con lo observado respecto al contenido
de flavonoides. Estos resultados sugieren que podria estar siendo afectada otra enzima de la
via, como por ejemplo PAL. En este sentido, trabajos realizados previamente en nuestro
grupo de trabajo mostraron que la expresiéon de un gen codificante de PAL disminuye
marcadamente bajo tratamientos con citoquininas hacia el quinto dia de almacenamiento
(informacion no publicada), coincidiendo con el contenido de compuestos fendlicos
reportado. Por otro lado, en otro cultivar de brécoli se reportd un incremento del contenido
de compuestos fendlicos en tratamiento con citoquininas (Xu et al., 2012). Se podria pensar
que el cultivar representa otra variable para la respuesta en el metabolismo secundario bajo
este tipo de tratamiento.

Se buscé estudiar la respuesta al tratamiento con 1-MCP en el metabolismo de los
compuestos fendlicos. Para ello se midié el contenido de fenoles totales y flavonoides, y se
estudié la expresion de los genes BoCHS y BoCHI.

Se puede observar en la Figura 41 panel A que el contenido de fenoles aumenté a lo
largo de la incubacién en los controles. Mientras que las cabezas tratadas con 1-MCP no
mostraron diferencias significativas respecto de los controles. Por el contrario, el contenido
de flavonoides si se vio afectado por el tratamiento, mostrando un aumento gradual con los
dias de almacenamiento. Las muestras control presentan un aumento del contenido de
flavonoides a las 72 h mientras que las muestras tratadas con 1-MCP presentan un retraso
en este incremento (120 h).

Respecto a los perfiles de expresidn, podemos observar en la Figura 42 panel B que la
expresion de BoCHI disminuyd en los controles con los dias de almacenamiento, y no mostré
diferencias significativas respecto de las muestras tratadas con 1-MCP. Este resultado
coincide con lo observado en el tratamiento con etileno, donde tampoco se observaron
diferencias, por lo que podriamos afirmar que este gen no estaria siendo regulado por
etileno. Por otro lado, en la Figura 42 panel A podemos observar que la expresion de BoCHS
no mostré cambios significativos en los controles durante el almacenamiento. Asimismo, se
detectd un aumento significativo de la expresion de BoCHS en las muestras tratadas
respecto de los controles a las 72 h, sin observar diferencias a las 120 h. Este aumento
podria relacionarse con el aumento observado en el contenido de flavonoides y denota que
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se trata del fendmeno opuesto al observado en el tratamiento con etileno. Estos resultados
me estarian confirmando que el gen BoCHS estd muy probablemente regulado por etileno.
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Figura 41: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en funcidn de las horas de incubacién a 20 °Cy
oscuridad para las cabezas tratadas con 1-MCP y controles. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto del control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Se ha reportado en manzana que tratamientos con 1-MCP provocan una leve
retencidn del contenido de flavonoides y pocas variaciones en el contenido de compuestos
fendlicos (MacLean et al., 2006). Algo similar se reporta en el fruto del nispero (Cao et al.,
2011), mayor contenido de flavonoides y fenoles durante el almacenamiento posterior al
tratamiento.

Similarmente, en kale (Sun et al., 2012) también se informa un mayor contenido de
actividad antioxidante por el tratamiento con 1-MCP. Por otro lado en otros frutos, como
frutilla y durazno se reporta que tratamientos con 1-MCP disminuyen la acumulacién de
compuestos fendlicos y derivados de la via, como antocianinas y se lo atribuyen a una menor
actividad de la enzima PAL (Jiang et al., 2001; Liu et al., 2015). Se puede concluir que el 1-
MCP presenta un efecto sobre el metabolismo de fenoles y flavonoides que probablemente
sea dependiente de la especie tratada, de forma similar a lo observado con etileno.
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Figura 42: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI(B) bajo los tratamientos con etileno y 6-BAP como
citoquinina, en funcién de las horas de almacenamiento a 20°C en oscuridad. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto del control para un mismo tiempo (Test de Tukey, p<0,05).

Se realizé un tratamiento con atmdsfera modificada como se describié en Materiales
y Métodos y se realizaron determinaciones del contenido de fenoles totales y flavonoides y
se analizo la expresion relativa de BoCHS y BoCHI.

El contenido de fenoles y de flavonoides aumenté en los controles durante el
almacenamiento, en coincidencia con lo reportado en los otros tratamientos. Las muestras
tratadas con atmésfera modificada presentaron un mayor aumento en el contenido de
fenoles a las 72 h de almacenamiento, sin mostrar variaciones a las 120 h. A su vez, el
contenido de flavonoides fue menor a las 120 h en las muestras tratadas respecto del
control. Dado que los flavonoides son solo uno de los tipos de compuestos fendlicos que

estdn presentes en brdécoli, no debe haber siempre una correlaciéon entre fenoles totales y
flavonoides.
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Figura 43: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en funcién de las horas de incubaciéon a 20 °Cy
oscuridad para las cabezas en atmdsfera modificada (AM) y controles. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto del control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Se analizo la expresion relativa de los genes BoCHS y BoCHI en las muestras brocoli
tratadas con atmédsferas modificadas y sus controles. Los resultados se pueden observar en
la Figura 44. La expresion de BoCHS en los controles no mostré cambios significativos con el
almacenamiento, pero se observa un aumento en la expresiéon de BoCHS en las muestras
tratadas tanto a las 72 h como a las 120 h respecto del control. Respecto de la expresién de
BoCHI, la misma mostrd una disminucién durante el almacenamiento en los controles, y esta
disminucion fue mas marcada en las muestras tratadas hacia las 120 h.

Se ha descrito que en brécoli que tratamientos con atmdsfera modificada permiten
conservar e incluso incrementar el contenido de compuestos fendlicos durante el
almacenamiento (Serrano et al., 2006; Sabir, 2012). En hortalizas de hoja como la espinaca
(Gil et al., 1999; Mudau et al., 2018) y en arandanos (Gunes et al., 2002) se ha mostrado que
el contenido de flavonoides permanece constante en muestras tratadas con atmdsferas
modificadas,. Por otro lado, en un trabajo realizado en rucula se informa un incremento en
el contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante bajo distintos tipos de
atmasfera modificada (Martinez-Sanchez et al., 2006).
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Figura 44: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI (B) bajo el tratamiento de atmdsfera modificada (AM) en
funcidn de las horas de almacenamiento a 20 °C en oscuridad. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto del control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Por el contrario, en el fruto granada se reporta una disminucidn en el contenido de
fenoles y antocianinas bajo tratamientos con atmésfera modificada (Selcuk y Erkan, 2014).
Estas diferentes respuestas estarian indicando que tratamientos con bajas concentraciones
de oxigeno y altas de diéxido de carbono podrian estar regulando de manera diferencial
(dependiente de la especie, variedad y otras variables) la expresion y/o actividad de enzimas
de la via de biosintesis de compuestos fendlicos. De hecho, se observa en el aumento de la
expresion de BoCHS y en la disminucién de BoCHI reportado en este trabajo en brdcoli.
Andlisis realizados por el grupo de trabajo indican que la expresiéon de PAL disminuye de
forma marcada en consecuencia al tratamiento (Gomez-lobato et al., 2014). El hecho de que
estas enzimas tengan respuestas opuestas al tratamiento demostraria que presentan
diferente regulacion y que podrian cumplir diferentes roles en la via.

Se buscd evaluar el metabolismo de los compuestos fendlicos en brécoli sometido a
un tratamiento poscosecha con aire caliente, de acuerdo a lo indicado en Materiales y
Métodos.
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Figura 45: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en funcidn de las horas de incubacidén a 20 °Cy
oscuridad para las cabezas bajo tratamiento térmico (TT) y controles. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto del control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Se puede observar en la Figura 45 que tanto el contenido de fenoles como
flavonoides medido en las muestras control no presentaron variaciones a lo largo del
almacenamiento. En el panel A, el contenido de fenoles totales fue conservado en las
muestras tratadas con aire caliente, y no presenté variaciones. Por otro lado, en el panel B
se observa que el contenido de flavonoides presenta una ligera disminucién a las 120 h de
almacenamiento.

Se estudid la respuesta a nivel transcripcional de BoCHS y BoCHI, durante el
almacenamiento posterior al tratamiento térmico. Los resultados se muestran en la Figura
46. La expresion de ambos genes disminuye con el almacenamiento en los controles hacia
las 120 h respecto de las 0 h. Este descenso es menor en las muestras tratadas por lo que
hacia las 120 h la expresion en las muestras tratadas es mayor que en los controles.

Un trabajo previo llevado a cabo en brécoli (Duarte-Sierra et al., 2017) describe que
tratamientos térmicos a 41 °C durante 180 min y 47 °C durante 12 min permiten conservar el
contenido de fenoles y flavonoides, de manera similar a lo detectado en nuestro caso. En ese
mismo trabajo, también se reporta un aumento en la expresién de los genes codificantes de
PAL, CHS y Flavanone 3 hidroxilasa (F3H), enzimas de la via de biosintesis de flavonoides
(Duarte-Sierra et al., 2017).
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Figura 46: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI (B) bajo tratamiento térmico (TT) en funcidn de las horas de
almacenamiento a 20 °C en oscuridad. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del control para
un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

En otro trabajo, un tratamiento térmico realizado sobre el tallo de brécoli mostré un
incremento en el contenido de fenoles en el momento inmediatamente posterior al
tratamiento, detectandose luego una disminucién durante el almacenamiento (Perini et al.,
2017). Se encontré también que tratamientos térmicos por inmersion causan el aumento de
la expresion y la actividad enzimatica de PAL en durazno y banana (Chen et al., 2008; Liu et
al., 2012), pero muestras de frutilla bajo tratamiento térmico presentaron un menor
contenido de fenoles (Pan et al., 2004). Nuevamente nos encontramos con que similares
tratamientos presentan distintas respuestas segun la especie tratada. En coincidencia con lo
reportado por Duarte-Sierra et al. (2017), la expresién de BoCHS se incrementd hacia el
ultimo dia de almacenamiento junto con BoCHI, pero a diferencia de lo reportado en ese
trabajo la expresién de PAL fue menor en las muestras tratadas con tratamiento térmico en
ensayos realizados por nuestro grupo de trabajo (Gomez-lobato et al., 2014). Es posible que
esta disminucion en una enzima clave, justifigue lo observado en el contenido de
flavonoides. Por otro lado, el aumento de BoCHS y BoCHI podrian indicar la participacion de
estas enzimas en vias paralelas, hacia la sintesis de alguin otro metabolito secundario.
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5.3.8. Tratamiento con Luz Blanca

Se estudid el efecto de un tratamiento de irradiacion con luz blanca en cabezas de
brécoli, y se analizé su impacto en el metabolismo de los flavonoides.
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Figura 47: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en funcidn de las horas de incubaciéon a 20 °Cy
oscuridad para las cabezas bajo tratamiento de luz blanca. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto del control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Se detecté un aumento en el contenido de fenoles de un 60 % alas 72 h, y un 25 % a
las 120 h en las muestras tratadas respecto del control (panel A). Por otro lado, el contenido
de flavonoides presentd a su vez un leve aumento tanto a las 72 h como 120 h en las
muestras tratadas respecto de los controles (panel B).

En la Figura 48 puede observarse la expresién relativa de los genes de interés. Se
puede notar que ambos genes presentaron un perfil de disminucién con el almacenamiento
en los controles. La expresion de BoCHS presentd una disminucién significativa a las 72 h en
las muestras tratadas, mientras que a las 120 h no se vieron diferencias. Por otro lado, la
expresion de BoCHI presentd un aumento a las 120 h de almacenamiento, mientras que no
hubo diferencias a las 72 h.
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Figura 48: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI (B) bajo el tratamiento con luz blanca en funcién de las
horas de almacenamiento a 20 °C en oscuridad. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del
control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Numerosos trabajos han reportado que la via de biosintesis de los compuestos
flavonoides es activada tanto a nivel transcripcional como en la actividad de las enzimas
involucradas en tratamientos con luz blanca (Azuma et al.,, 2012; Zoratti et al., 2014),
resultando en una mayor acumulacién de compuestos fendlicos en las frutas y hortalizas
tratadas. En brdcoli, hay registros de aumentos leves a moderados en el contenido de estos
metabolitos secundarios como consecuencia de distintos tratamientos con luz visible
(Blchert et al., 2010; Favre et al., 2018; Loi et al., 2019). Asimismo, se reporta en kale la
conservacion del contenido de fenoles y un aumento en el contenido de antocianinas en un
tratamiento con luz blanca (Barcena et al., 2019). En trigo también se observd que pulsos
con luz blanca provocan un incremento en la expresidon de enzimas de la via como PAL, CHS y
CHI y aumento del contenido de fenoles (Cuong et al., 2019).

El aumento registrado en el contenido de compuestos fendlicos correlaciona con un
aumento en la expresién de BoPAL determinada en brécoli por el grupo de trabajo (Gdmez-
lobato et al., 2014) durante el almacenamiento posterior al tratamiento. Por otro lado, la
expresion de BoCHS, a diferencia de lo que se reporta en otros trabajos (Schulze-Lefert et al.,
1989; Dao et al.,, 2011) y de lo observado en BoPAL, no presentd un aumento en su
expresion bajo el tratamiento con luz blanca. Ya se ha visto en otras oportunidades que la
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respuesta distinta en la expresion génica, puede deberse a que la enzima en cuestion
participe en vias paralelas, es decir, que no tenga un sustrato especifico (Waki et al., 2020).

5.3.9. Tratamiento con radiacion UV-C

Se ha visto que tratamientos con UV-C retardan la senescencia en brécoli (Costa et
al., 2006). En esta seccion se estudiard la repercusion de ese tratamiento tipo de
tratamientos en el metabolismo de los flavonoides, determinando el contenido de fenoles y
flavonoides, y midiendo la expresién de BoCHS y BoCHI.
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Figura 49: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en funcidn de las horas de incubacién a 20 °Cy
oscuridad para las cabezas bajo tratamiento con luz UV-C. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto del control para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

El contenido de fenoles y de flavonoides no presentd grandes variaciones en los
controles a lo largo de los dias de ensayo (Figura 49). En las muestras tratadas con UV-C, el
contenido de fenoles no presentd diferencias respecto de los controles. Sin embargo, el
contenido de flavonoides presenté un leve aumento a las 72 h respecto de los controles.

El perfil de expresidn de BoCHS no mostrd variaciones durante el almacenamiento en
las muestras control (Figura 50) y se detectd un 50 % de aumento en la expresién de BoCHS
en las muestras tratadas respecto de los controles a las 72 h, sin notar diferencias a las 120
h. Por otro lado, la expresiéon de BoCHI disminuyd a lo largo del almacenamiento en los
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controles, y no presentd variaciones significativas en las muestras tratadas respecto de los
controles.
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Figura 50: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI (B) bajo el tratamiento con luz UV-C en funcidn de las horas
de almacenamiento a 20°C en oscuridad. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto del control
para un mismo tiempo (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

De forma similar a lo reportado en el tratamiento con luz blanca, existe mucha
bibliografia que indica que pulsos de radiacién UV-C inducen la acumulacion de compuestos
fendlicos, al igual que activa la expresién de genes de la via de biosintesis de compuestos
flavonoides.

Se ha descrito que tomates tratados con radiacién UV-C presentaron un mayor
contenido de compuestos fendlicos (Jagadeesh et al., 2011; Pinheiro et al., 2015). Asimismo,
un trabajo realizado en mango informa un incremento en el contenido de fenoles vy
flavonoides, asi como un aumento de la actividad PAL (Gonzalez-Aguilar et al., 2007). De
forma similar tratamientos realizados en frutilla y durazno reportaron un aumento tanto en
la actividad como en la expresién de PAL (El Ghaouth, Wilson and Callahan, 2003; Pombo et
al., 2011). Coincidiendo con lo reportado, la expresion de PAL en brécoli medida por nuestro
grupo de trabajo, presentd un aumento hacia el ultimo dia de almacenamiento respecto del
control (Gédmez- Lobato et al., 2014b). En este trabajo informamos que la expresion de
BoCHS se incrementd como consecuencia del tratamiento, por lo que podriamos afirmar que

el tratamiento provocd una activacidon de la via, incrementando levemente el contenido de
flavonoides.
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Por otro lado, en brécoli, en el trabajo de Costa et al., (2006) se describe una
disminucion en el contenido de fenoles y flavonoides en las muestras tratadas con luz UV-C.
Mientras que en el trabajo de Martinez-Hernandez et al., (2013) se describe que el
contenido de fenoles en brécoli es conservado en las muestras tratadas, sin presentar
variaciones significativas respecto del control. Si bien numerosos estudios han comprobado
la induccidn de la biosintesis de estos metabolitos con UV-C, puede ocurrir que el tiempo de
exposicién no haya resultado suficiente para ello o haya otras variables que influyen en la
respuesta, como el estado de madurez o desarrollo del tejido.

En este ensayo se buscd evaluar las variaciones en el contenido de fenoles y
flavonoides, asi como en la expresién de BoCHS y BoCHI en los distintos tiempos de cosecha
realizados durante el dia, y durante el almacenamiento postcosecha.
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Figura 51: Contenido de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en inflorescencias de brécoli bajo el ensayo de
Tres Cosechas, y almacenado durante 120 h a 20 °C. Las letras distintas indican diferencias significativas para un
mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

El contenido de fenoles y flavonoides presentd variaciones a lo largo del dia de
acuerdo al momento de cosecha. Notamos que el horario de las 13 h presenté el menor
contenido de fenoles y flavonoides respecto de los otros dos horarios de cosecha. Por otro
lado, tanto la cosecha realizada a las 8 h como a las 13 h mostraron un aumento en el
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contenido de fenoles y flavonoides durante el almacenamiento. Por el contrario, la cosecha
de las 18 h no mostré grandes variaciones a lo largo de los dias, presentando un menor

contenido de fenoles y flavonoides a las 120 h respecto de los otros dos horarios de cosecha
(Figura 51).
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Figura 52: Expresion relativa de BoCHS (A) y BoCHI (B) en inflorescencias de brdcoli bajo el ensayo de Tres
Cosechas, y almacenado durante 120 h a 20°C. Las letras distintas indican diferencias significativas para un
mismo tiempo de almacenamiento (ANOVA: Test de Tukey, p<0,05).

Respecto al analisis de la expresion de genes (Figura 52), se detectd un aumento de la
expresion tanto de BoCHS como BoCHI al avanzar las horas del dia, siendo mayoralas 13 hy
18 h respecto de las 8 h (tiempo 0). Por otro lado, la expresiéon de BoCHS mostré un perfil de
disminuciéon con los dias de almacenamiento en las muestras cosechadas a las 13 hy 18 h.
Mientras que las muestras cosechadas a las 8 h presentaron un pico de expresiénalas72 hy
luego un descenso hacia las 120 h. La expresion de BoCHI, de modo similar, presentd un
patréon de disminucién con los dias de almacenamiento en las muestras cosechadas a las 13
h y 18 h, mientras que no mostro variaciones en las muestras cosechadas a las 8 h.

Contenido de fenoles y flavonoides en muestras cosechadas a diferentes horas del
dia. Con respecto a las diferencias observadas al momento de cosecha, no se encuentran
muchos estudios que informen acerca del contenido de estos compuestos durante el dia.
Uno de ellos es el trabajo de Soengas et al. (2018) donde se reporta que tanto el contenido
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de fenoles como actividad antioxidante disminuyen hacia el final del dia, en brdcoli y repollo,
sugiriendo que podria existir un probable ciclo de acumulaciéon y degradacién en estos
metabolitos.

Cambios en el contenido de fenoles y flavonoides durante la senescencia poscosecha.
En la Parte A de este trabajo se discutio acerca del menor desarrollo de la senescencia en las
cabezas de brécoli cosechadas a las 18 h. Se observa que en general tanto el contenido de
fenoles como flavonoides aumenta con los dias de almacenamiento, es decir, con la
induccion de la senescencia. Entonces es esperable que las muestras cosechadas en la Ultima
hora de dia presenten la menor acumulacién en el contenido de compuestos fendlicos.

Expresion de genes en muestras cosechadas a diferentes horas del dia. La expresidn
de BoCHS y BoCHI crece en las muestras cosechadas al mediodia o a la tarde, sugiriendo un
posible rol de la luz solar, que podria estar afectando su expresién. En los trabajos de
Deikman y Hammer (1995) y Thain et al. (2002) se discuten dichas variaciones en la
expresion de CHS a lo largo del dia en Arabidopsis thaliana y se demuestran que se trata de
un gen que presenta un ciclo circadiano. De igual modo, este patrén también lo presentarian
otras enzimas de la via de biosintesis de flavonoides como PAL, CHI y DFR (Deikman vy
Hammer, 1995).

Expresion de genes durante la senescencia poscosecha. Los perfiles de expresién de
BoCHS y BoCHI durante la senescencia fueron distintos segun la hora en que fueron
cosechadas las muestras. Comparando este ensayo (cosecha en diferentes momentos del
dia) con los tratamientos realizados previamente (3.4. y 3.5) donde las cosechas se realizan
entre las 7:00 y 8:00 de la mafiana, se pueden detectar diferencias en los cambios de
expresion durante el almacenamiento. En general, en las muestras cosechadas a la manana
se observa un mantenimiento de la expresién o un descenso leve. Sin embargo, en el ensayo
de tres cosechas se detecté un aumento de la expresion de BoCHS a las 72 hs en las
muestras cosechadas a la mafiana, con un posterior descenso. La variabilidad observada en
la expresidn de BoCHS y BoCHI sugeriria que las mismas podrian ser muy dependientes de
diversos factores ambientales y fisioldgicos, y que su expresiéon durante la postcosecha
podria depender fuertemente del estado fisioldgico de la cabeza en el momento de la
cosecha. Por otro lado, en el trabajo de Guo et al. (2011) se muestra que CHS y CHI
presentan un pico de expresién a las 24 h luego de la cosecha. Podria plantearse la
posibilidad de que este pico de expresidn no sea observado debido a las tomas de muestra
planteadas por este trabajo, o que este pico se vea retrasado en cabezas en otro estadio de
desarrollo y pueda visualizarse en otro momento del almacenamiento postcosecha.
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5.4. Conclusiones parciales

En esta segunda parte de la tesis se planted como objetivo realizar un andlisis de la
expresion relativa de los genes BoCHS y BoCHI durante la senescencia postcosecha de
brdécoli, analizando ademas el efecto de distintos reguladores del crecimiento y de diferentes
distintos tratamientos postcosecha previamente estudiados por nuestro grupo. Se buscé
conocer cudl era el impacto de los tratamientos a nivel nutricional evaluando el contenido
de fenoles y flavonoides, compuestos con comprobado beneficio en la salud, y se analizé su
correlacién con las variaciones en la expresion de estos genes. De los resultados obtenidos
se pueden elaborar una serie de conclusiones preliminares.

Con respecto a la expresion temporal de los genes BoCHS y BoCHI, en general
muestran un patrén de disminucion con los dias de almacenamiento. Este resultado no
correlaciona con el contenido de fenoles y flavonoides que aumentd durante la senescencia,
pero si coincide con un aumento en otra enzima clave de la via, como es PAL. En algunos de
los tratamientos, BoCHS no mostré el mismo patron de expresién con la senescencia, esto
podria deberse a un nimero de variables que no pudieron mantenerse constantes durante
los ensayos, como el estadio de madurez de las cabezas, el riego, la temperatura e incidencia
solar al momento de la cosecha, entre otras. En este contexto es esperable que en todos los
ensayos los controles no presentaran el mismo patrén de expresién, motivo por el cual
siempre se evalué cada tratamiento como un ensayo independiente.

Analizando el contenido de fenoles y flavonoides en las distintas secciones de brdécoli,
se observd que fue mayor en hoja, luego en las flores (seccion 1) y mucho menor en los
tallos (secciones 2 y 3). En todas se registré un aumento del contenido con la senescencia.
Muchos trabajos han estudiado el aprovechamiento de esta caracteristica de las hojas de
brécoli, que ademas también contienen alto contenido de glucosinolatos. Es asi que se ha
buscado su uso como complemento en la alimentacién animal, en la formulaciéon de
extractos con valor nutracéutico, y con ello disminuir los residuos agricolas (Bernal et al.,
2014; Aires et al., 2017) ya que las hojas comprenden el 70 % del peso de la planta. Con
respecto a la expresion de BoCHS y BoCHI reportada en este trabajo, se puede mencionar
gue, a diferencia de lo que ocurria con las enzimas de la via de degradacién de clorofilas,
estas enzimas se expresan de forma similar en todas las secciones de la planta de brdcoli,
siendo BoCHI mas importante en hoja hacia el final de la senescencia y BoCHS en seccién 2 y
3 hacialas 120 h.

En los tratamientos hormonales con eteféon y 6-BAP se observd que aquel
tratamiento que generd un retraso en la senescencia de brécoli presentdé un menor
contenido de compuestos fendlicos, como es el caso de las citoquininas. Este
comportamiento coincide con una menor expresiéon de la enzima PAL y se contrapone con el
aumento en la expresiéon de BoCHS y BoCHI a las 120 h. Ambos genes presentarian una
regulacién positiva por citoquininas. Por otro lado, la exposicion a un agente liberador de
etileno que provoca la aceleracion de la senescencia en brdocoli presentd pequefrias
variaciones en su contenido de fenoles y flavonoides, y una menor expresién de BoCHS a las
72 h, mientras que la enzima PAL mostré un aumentd con la exposicidon a etileno. Se puede
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concluir que las distintas enzimas de la via presentan diferente regulacion frente a los
mismos estimulos hormonales. Respondiendo tanto BoCHS como BoCHI a citoquininas y solo
BoCHS a etileno. En el tratamiento con 1-MCP (inhibidor de los receptores de etileno) no
hubo variaciones en el contenido de fenoles, pero si un leve aumento en los flavonoides
hacia las 120 h. Observando la expresiéon de los genes, se corrobora el comportamiento
registrado en el ensayo con etileno, BoCHS presentd un aumentd en su expresion, lo que
estaria confirmando una regulacion negativa por parte del etileno en este gen. Por otro lado,
BoCHI no modificé su expresidn, confirmando que este gen no seria regulado por etileno.

Con respecto a los tratamientos fisicos, tanto en el ensayo con atmdsfera modificada
como en el tratamiento térmico el contenido de fenoles totales no presentd grandes
diferencias respecto de los controles. Mientras que en ambos tratamientos se observd una
leve disminucién en el contenido de flavonoides a las 120 h. Bajo ambos estimulos,
atmdsfera rica en CO; y baja en Oy, e incubacién a alta temperatura, la expresién de BoCHS
aumenté. Mientras que la expresién de BoCHI mostrd una leve disminucién en AM y un leve
aumento en TT. Por otro lado, en ambos tratamientos se reporta que la enzima PAL
disminuye su expresion en coincidencia con el menor contenido de flavonoides registrado.
Se ha mencionado que la enzima CHS no presenta un Unico sustrato y que podria catalizar
otras reacciones secundarias (Waki et al., 2020). Estas reacciones podrian dar lugar a
metabolitos que ayuden a sobrellevar el estrés que este tipo de tratamiento postcosecha
genera en la cabeza de brdcoli. En ese caso, podria participar también CHI, ya que se ha
mencionado que ambas enzimas estarian interaccionando entre si formando un complejo.
De todas maneras, son necesarios estudios adicionales para confirmar esta ultima hipdtesis.

Los tratamientos poscosecha con pulsos de luz, el ensayo con radiacién UV-C y luz
blanca, han verificado un incremento en la acumulacion de compuestos fendlicos. Este
aumento resultd mas notorio en el tratamiento con luz blanca. La expresién de BoCHS,
presentd un aumenté en el tratamiento con luz UV-Cy, por otro lado, una disminucién en el
tratamiento con luz blanca, ambos a las 72 h de almacenamiento. La expresién de BoCHI por
el contrario, aumentd con luz blanca y no mostré variaciones con la exposicion a luz UV-C.
Cabe mencionar que la expresion de PAL aumentd bajo ambos tratamientos, siendo mas
marcado en el ensayo de luz visible, y justificando en parte el incremento en el contenido de
compuestos fendlicos. Se han reportado trabajos que verifican que la via de biosintesis es
activada bajo estimulos luminosos, aunque dependiente de la intensidad y calidad de la luz
incidente. Esto Ultimo implica que no todas las enzimas responden de igual forma al mismo
estimulo luminoso, como probablemente lo estd sugiriendo la expresiéon de los dos genes
estudiados.

Por ultimo, en el ensayo de Tres Cosechas se observd que la cosecha de las 18 h no
presentd el aumento caracteristico en el contenido de compuestos fendlicos con la
senescencia. Este resultado es coincidente con el hecho de que las cabezas de brdcoli
cosechadas en la ultima hora de dia presentaron un menor avance de la senescencia, y por
lo tanto menor acumulaciéon de fenoles. Por otro lado, también se vieron oscilaciones en el
contenido de fenoles y flavonoides a lo largo del dia, siendo menor a las 13 h. Hay escasos
trabajos que estudian las variaciones en el contenido de flavonoides o fenoles con las horas
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del dia. Sin embargo, se ha reportado que los genes codificantes de enzimas de la via de
biosintesis presentan un ritmo circadiano, por tanto, podria existir algun tipo de ciclo entre
la sintesis y degradacién de estos metabolitos. Con respecto a la expresién de BoCHS vy
BoCHI, se detectéd un aumento con el transcurso del dia, siendo mayor a las 13 hy 18 h
respecto de las 8 h en el dia 0 de cosecha. Este resultado concuerda con lo recién
mencionado acerca del ciclo circadiano reportado en estos genes, asi como en PAL y en F3H
(flavanona 3-hidroxilasa). Cabe mencionar que, en el quinto dia de ensayo, la expresion de
BoCHS permanecidé mas elevada en la cosecha de las 18 h respecto de las muestras
cosechadas a las 13 h y 8 h, mientras que BoCHI no mostré variaciones.
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6. Conclusiones Generales

Aproximadamente un tercio de las frutas y hortalizas producidas a nivel mundial se
desperdicia. Estas pérdidas obedecen distintas causas, tales como dafios mecanicos en la
cosecha, mal manejo poscosecha, precarios almacenamientos, dafos durante el transporte y
finalmente pérdidas a nivel del consumidor final. En este panorama, los tratamientos
poscosecha buscan minimizar estas pérdidas prolongando la vida de frutas y hortalizas,
permitiendo que conserven su calidad organoléptica y valor nutricional por mas tiempo. La
mayoria de estos estudios se focalizan en las propiedades cualitativas del producto, pero son
escasos los que realizan anadlisis de los cambios a nivel molecular que imparten estos
ensayos.

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado durante varios anos distintos tratamientos
poscosecha que buscaron retrasar la senescencia de brdcoli, un alimento con un alto
consumo a nivel mundial y buenas propiedades nutritivas y nutracéuticas, pero altamente
perecedero. Fue objeto de la presente Tesis realizar un andlisis de la expresion de los genes
BoNYC1, BoNOL y BoHCAR de la via de degradacién de clorofilas, y la expresién de los genes
BoCHS y BoCHI de la via de sintesis de compuestos flavonoides durante estos tratamientos.
La importancia de este estudio radica en tener una mejor comprension de como factores
externos como un cambio de temperatura, un pulso de luz o la hora del dia de cosecha
afectan la expresion de genes de vias metabdlicas relevantes tanto para la calidad
organoléptica como nutricional de brdécoli.

Respecto de los genes de la via de degradacidn de clorofilas (Parte A de la Tesis), se
encontré que BoNYC1 es un gen que presenta una elevada regulacién, similar a la detectada
previamente en BoPaO, BoPPH y BoSGR. Este gen respondid en casi todos los tratamientos
modificando su expresién, por lo que se lo considera muy sensible frente a factores
medioambientales. Estas variaciones permitirian lograr una adecuada adaptacién al estrés
ocasionado. Por otro lado, los perfiles de expresién tanto de BoNOL como de BoHCAR no se
vieron perturbados en la mayoria de los tratamientos, demostrando que serian genes menos
regulados de la via. Este hecho también fue reportado en el trabajo de Kuai et al. (2018)
donde se hace una revisidn de los distintos factores que influencian la expresién de los genes
de la via de degradacién de clorofilas.

Tratamientos quimicos. Los tratamientos con etileno y 1-MCP permitieron establecer
gue BoNYC(C1 es regulado positivamente por etileno, mientras que BoHCAR no es regulado
por etileno. En el caso de BoNOL la dependencia con etileno no fue concluyente ya que
presentd una disminucién frente al ensayo con 1-MCP, pero no varié con la aplicacidon de
etefén. Por otro lado, BoNYC1 resultd ser regulado negativamente por citoquininas al igual
qgue lo reportado para BoPaO, BoSGR y BoPPH. La expresién de BoNOL, por otro lado,
disminuyd hacia el tercer dia de ensayo y posteriormente, presentd un aumento importante
hacia el quinto dia, al igual que BoHCAR. Este comportamiento se asocia con una
participaciéon en el proceso de biosintesis de clorofilas, estimulado por las citoquininas (Talla
etal., 2016).
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Tratamientos fisicos. El tratamiento térmico no modificéd significativamente Ia
expresion de ninguno de los genes estudiados, podemos decir que el retraso en la
degradacion de clorofilas causado por el tratamiento se debe a una disminucién en la
expresion de genes aguas abajo en la via, como se reportd para BoPaO, BoSGR y BoPPH
(Blchert et al., 2011; Gomez-Lobato et al., 2012; Gomez-Lobato et al., 2014). En el
tratamiento con atmdsferas modificadas, BoNOL disminuyd su expresidn, asi como otras
enzimas de la via, correlacionando con la retencién en el contenido de clorofilas; mientras
que BoNYC1 y BoHCAR aumentaron su expresion. Se postula que estas dos enzimas podrian
participar en la regulacidon de la via bajo esas condiciones de estrés. Con respecto a los
tratamientos de luz, ni el perfil de expresién de BoNOL ni BoHCAR se vieron influenciados,
sugiriendo que estos dos genes no serian regulados por estas radiaciones. Por otro lado, la
expresion de BoNYC1 si respondid a estos ensayos, presentando un aumento con el
tratamiento de luz blanca y una disminucién en el ensayo con radiacion UV-C. Un andlisis in
silico permitié conocer que este gen presenta muchos elementos de respuesta a luz sobre la
region promotora, lo que explicaria las respuestas frente a estos estimulos. La disminucién
en la expresion de BoNYC1 en el tratamiento con UV-C coincide con lo reportado por otras
enzimas de la via, justificando la conservacién del contenido de clorofilas. Por otro lado, el
tratamiento con luz blanca continua causa un retraso en la degradacién de clorofilas, pero
BoNYC1 aumenta su expresion al igual que BoSGR (Gomez-Lobato et al., 2014), mientras que
la expresidon de otro gen clave de la via, BoPaO, no se ve alterada (Gomez-Lobato et al.,
2012) y solo BoPPH presenta una expresion disminuida con este tratamiento (Blichert et al.,
2011).

Tres Cosechas. Se verificd que la cosecha de las 18 h presentd el mayor retraso en la
senescencia de brdcoli. Con respecto a la expresion de los genes en el momento de la
cosecha, no se observaron grandes variaciones con la hora. Luego de 72 h de
almacenamiento se detectd una mayor expresiéon de BoNYC1 en las cosechas de las 13 hy 18
h. Como se menciond previamente, esto podria estar asociado a la mayor tasa de
senescencia de las muestras cosechadas a las 8 h, en las cuales la expresion de BoNYC1 ya
estaria descendiendo a las 72 h mientras que la correspondiente a las otras muestras aun
estaria en su maximo. Por ultimo, se observd que la expresidn a las 120 h fue menor en la
cosecha de las 18 h tanto en BoNYC1 y BoHCAR. Esto ultimo también se observd en otros
genes de la via de degradacion como BoPaO, BoSGR y BoPPH, indicando que la activacién de
la via estaria retrasada en las cabezas cosechadas a las 18 h respecto de aquellas cosechadas
alas8hy13h.

Con respecto a la expresién de los genes vinculados a la via de biosintesis de
compuestos flavonoides (Parte B de la Tesis) se encontrd una correlacion entre el retraso en
la senescencia y un aumento de la expresion de BoCHS. Dado que muchos tratamientos
pueden conllevar un incremento de ROS debido al estrés ocasionado, y que uno de los
mecanismos de las plantas para combatirlos sea con una produccion de flavonoides, es un
planteo probable. Sin embargo, el contenido de flavonoides en los tratamientos no siempre
correlaciond con la expresién de estos genes. Se entiende que son varias las enzimas
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involucradas en esta via que pueden estar siendo influenciadas bajo la accion de los
tratamientos. Por otro lado, BoCHI demostrd ser una enzima menos regulada de la via.

Tratamientos quimicos. En base a los resultados obtenidos podemos concluir que el
etileno regula negativamente la expresién de BoCHS, dado que en el ensayo con etefdn
disminuyd su expresion mientras que el tratamiento con 1-MCP causé un aumento. Por otro
lado, la expresion de BoCHI no se vio influenciada por el etileno. El tratamiento con con 6-
BAP provocd el incremento en la expresion de ambos genes, indicando que serian reguladas
positivamente por esta fitohormona. Con respecto al contenido de fenoles y flavonoides,
podemos decir que no hubo grandes variaciones respecto del control en el tratamiento con
etefon. Se observé una disminucion en el contenido de fenoles y flavonoides en el ensayo
con citoquininas correlacionando con lo reportado en la expresion de BoPAL (Gémez-Lobato
et al., 2014b), enzima aguas arriba en la via. Por ultimo, en el ensayo de 1-MCP se observé
una disminucion hacia las 72 h y luego un aumento hacia las 120 h en el contenido de
flavonoides.

Tratamientos fisicos. Durante el tratamiento térmico se observé un leve aumento en
la expresion de ambos genes, mientras que no hubo grandes variaciones en el contenido de
fenoles y flavonoides. Por otro lado, en el ensayo con atmdsferas modificadas se vio un
aumento en la expresion de BoCHS, y una disminucidon de BoCHI hacia las 120 h. Se informé
que el contenido de fenoles aumentd durante el ensayo mientras que disminuyd el
contenido de flavonoides. Los ensayos de radiacion, luz blanca y UV-C, ocasionaron la
acumulacién de compuestos fendlicos y flavonoides, al igual que se reporta en muchos
trabajos y en concordancia con el aumento en la expresién y actividad de PAL (Ghaouth et
al., 2003; Gonzalez-Aguilar et al., 2007). En el ensayo con luz UV-C se vio también un
aumento en la expresién de BoCHS, sin mostrar cambios en la expresiéon de BoCHI. Mientras
que, en el ensayo con luz blanca, BoCHS disminuyé su expresién y BoCHI la aumenté.
Podemos notar que la expresiéon de ambas enzimas se vio influenciada por los distintos tipos
de estrés que implicé cada tratamiento. También hubo cambios en el contenido de fenoles y
flavonoides, los cuales en la mayoria de los casos no correlaciond con estas variaciones de la
expresion de los genes estudiados. Luego del estudio y analisis de estos resultados podemos
concluir que se trata de una via metabdlica de rdpida respuesta frente a los distintos
estimulos, que se entienden al conocer el rol de los flavonoides, productos de esta via de
sintesis.

Tres Cosechas. Se pudo comprobar que ambas enzimas aumentan su expresién a lo
largo del dia. La posibilidad de que tanto BoCHS como BoCHI presenten un ciclo circadiano se
describe en los trabajos de Deikman (1995) y Thain et al. (2002). Se pudo notar también que
el contenido de fenoles y flavonoides varié durante el dia, y no se descarta la posibilidad de
gue exista algln tipo de ciclo entre la sintesis y degradacién de estos metabolitos durante el
dia. Con respecto a los perfiles de expresiéon con la senescencia, se puede decir que se
obtuvo un perfil distinto en ambos genes segun la hora en que fue cosechado el brécoli. En
cuanto al contenido de fenoles y flavonoides, se observé que el mismo fue menor alas 120 h
en las muestras cosechadas a las 18 h. Puesto que el contenido de estos metabolitos suele
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aumentar con la senescencia y que esta hora de cosecha mostré un menor avance de la
senescencia, estos resultados son concordantes.

Se puede concluir que los tratamientos analizados, no solo modifican la expresion de
BoNYC1, BoNOL y BoHCAR, genes de la via de degradacién de clorofilas, sino que también
repercuten sobre la expresion de BoCHS y BoCHI, genes de la via de sintesis de compuestos
flavonoides. Asi como influyen en la retenciéon de clorofilas y en la acumulacion de
compuestos fendlicos y flavonoides, permitiendo que conserven no solo propiedades
organolépticas como el color, sino también calidad nutricional. En muchos trabajos se ha
buscado distintas estrategias para promover la acumulacién de estos compuestos
nutracéuticos en vegetales (Villarreal-Garcia et al., 2016). En este sentido, se rescata el
efecto de los tratamientos con luz, donde se verifico el retraso en la senescencia de brécoliy
ademas se observd un incremento marcado en estos compuestos bioactivos.
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