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1. RESUMEN

Los brasinoesteroides (BRs) son fitohormonas sintetizadas en diferentes drganos
vegetales que poseen diferentes funciones. Entre las mas importantes se destacan el
crecimiento y expansion celular, la aceleracién de la senescencia y en segundo plano la
respuesta contra eventos de estrés bidtico o abidtico. En las ultimas décadas ha
cobrado importancia la aplicacién exdégena de formulaciones comerciales de BRs en
precosecha, principalmente para aumentar el rendimiento de los cultivos y en menor
medida en postcosecha de frutas y hortalizas. El brécoli es una hortaliza de gran
importancia comercial debido principalmente a su aporte nutricional. Su vida
postcosecha se ve afectada por el amarilleamiento, pérdida de turgencia y ataque
fungico. Dado que a la fecha no hay estudios sobre la tematica, el objetivo de la
primera parte del presente trabajo fue estudiar el efecto en postcosecha de un BRy de
su inhibidor () sobre la senescencia de estas inflorescencias. Para ello, se asperjaron
brécolis con el BR ‘24-epibrasinélido’ en concentraciones de 107 y 10> M (B7 y B5
respectivamente), con agua como grupo control (C) y con un inhibidor de
brasinoesteroides (’brasinazol’) en concentraciones de 107 y 10> M (I7 e 15,
respectivamente). Las inflorescencias se almacenaron a 4 °C durante 21 d con traslados
posteriores de 3 d a 20 °C como condicién de abuso térmico. A distintos tiempos se
evalud el indice de senescencia, color, pigmentos, pérdida de peso, tasa respiratoria y
contenido de antioxidantes. Como era de esperar el '24-epibrasinélido’ acelerd el
envejecimiento de los tejidos en detrimento de la calidad de esta hortaliza. De modo
contrario, aunque los resultados encontrados fueron moderados se observé un efecto
beneficioso de su inhibidor (particularmente para 17), reflejado en el retraso de la
senescencia del brécoli y en la conservacion de mayores niveles de antioxidantes
respecto del control. Si bien se infiere que la senescencia de esta hortaliza seria en
parte dependiente del 24-epibrasindlido (EBR), futuros ensayos son necesarios a fin de
justificar el empleo de brasinazol en postcosecha de brécoli. El objetivo de la segunda
parte del trabajo, fue evaluar la influencia del EBR en el retraso de la manifestacién de
estrés por frio como el zucchini. Para desarrollar el estudio, una partida de zucchinis se
dividié en 3 lotes, a uno de ellos se lo asperjé con agua (control, C), y a los dos
restantes con EBR en similares concentraciones que para zucchini (B7 y B5). Los frutos

se almacenaron a 4 °C durante 18 dias con traslados posteriores de 2 dias a 20 °C. A
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distintos tiempos se evalud el indice de dafio por frio (DF), se llevaron a cabo
determinaciones de calidad mencionadas en la primera parte sumado a sdlidos
solubles, compuestos fendlicos y mediciones vinculadas a estrés oxidativo, como la
liberacién de electrolitos, acumulacién de malonaldehido (MDA) y determinacion de la
actividad polifenoloxidasa. Los resultados mostraron que el EBR retrasd
significativamente el dafio por frio con respecto al grupo control. Particularmente, el
tratamiento B7 mostré los mejores resultados debido a una conservacion del aspecto
de los frutos y de la integridad de los tejidos, un mayor nivel de antioxidantes vy la
presencia de un menor contenido de metabolitos de estrés oxidativo (electrolitos y
MDA) asi como una menor actividad de enzimas asociadas a este tipo de dafio como la
polifenoloxidasa. El empleo de EBR en la postcosecha de zapallito zucchini podria
considerarse a futuro como una herramienta de utilidad para almacenar estos frutos
por mas tiempo en condiciones en las que normalmente sufriria dafio por frio

exacerbado.

Palabras claves: Brasinoesteroides, inhibidor, brdcoli, senescencia, zucchini, dafio por

frio, postcosecha.
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2. INTRODUCCION

2.1 Rol de las frutas y hortalizas a nivel nutricional

Las frutas y hortalizas (F. y H.) son una fuente rica en vitaminas, minerales, fibray
otros fitoquimicos como compuestos fendlicos, carotenoides, fitoesteroles vy
glucosinolatos, los cuales son beneficiosos para la salud. Una dieta equilibrada en F. y
H. asegura una ingesta adecuada de los nutrientes esenciales requeridos por el
organismo y previene enfermedades no transmisibles como diabetes, cardiopatias,
accidentes cerebrovasculares y diferentes tipos de cancer (OMS, 2019). Ademas, la
evidencia sugiere que cuando los vegetales se consumen como parte de una dieta baja
en grasas, azUcares y sodio, previenen el aumento de peso (FAO, 2017). A nivel
mundial, aproximadamente 3,4 millones de muertes pueden atribuirse al bajo
consumo de frutas y 1,8 millones a dietas reducidas en hortalizas (Forouzanfar y col.
2015). El Centro Internacional de Investigacién sobre el Cancer (CIIC), llegd a la
conclusién de que la fraccion prevenible de cancer debido a la baja ingesta de F. y H.
esta en el rango de 5-12% y hasta 20-30% para el cancer del tracto gastrointestinal en
particular (OMS/FAQ, 2003). Sin embargo a pesar del conocimiento colectivo de sus
beneficios nutricionales y de la amplia promocion y variedad comercial se estima que a
nivel mundial la ingesta de F. y H. se encuentra entre un 20 y un 50% por debajo del

nivel minimo recomendado de 400 gramos per cdpita por dia (OMS/FAQO, 2003).

2.2 Importancia econémica de las hortalizas

2.2.1 Comercio a nivel mundial

La produccién y el consumo de hortalizas se encuentran en pleno crecimiento en
todo el mundo. El intercambio mundial de productos frutihorticolas se genera
principalmente entre la Unidon Europea (UE), NAFTA (Tratado de Libre Comercio de
América del Norte) y Asia del Este (China y Japdén) (Van Rijswick, 2018).
Especificamente, la produccién de hortalizas crecié de 324 a 881 millones de toneladas
desde 1980 a 2005, lo que representa una tasa anual de aumento promedio de 4,1%.
Esto se debid principalmente al incremento de la produccién de China, que representa
casi el 50% de la produccién mundial de hortalizas (FAO, 2010). A su vez, China es el

mercado con mayor consumo anual de hortalizas con 378 millones de toneladas. Otros
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paises exportadores de hortalizas de importancia son Estados Unidos, Alemania,

Holanda y Japon. En tanto Argentina se ubicé en el puesto 41 (WITS, 2018).

2.2.2 Comercio en Argentina

Argentina cuenta con una diversidad geografica y climdtica que le permite una
produccidon horticola muy variada y de gran calidad. Buenos Aires es la principal
provincia productora. La mayor parte de esta produccion es destinada al consumo
interno. Ademas, el pais cuenta con estandares de calidad de hortalizas que cumplen

con los requisitos exigidos por los mercados internacionales (INTA, 2017).

La produccion total horticola en el pais en el ano 2018 oscilé entre los 8 y 10
millones de toneladas, de las cuales nueve especies (papa, tomate, cebolla, batata,
zapallo, zanahoria, lechuga, poroto y ajo) representan el 65 %. De la produccién total
de hortalizas en la Argentina en el periodo enero-junio de 2018 se exportaron unas

440.000 toneladas (SENASA, 2018).

Nuestro pais representa casi el 1% de las exportaciones de hortalizas del mundo.
En cuanto a los principales destinos, Brasil es el lider (51%), seguido por Paraguay
(32%). Otros mercados importantes son Espafia y los Estados Unidos. Los volumenes
exportados representan mas de un 10% de la produccion nacional. En tanto, Argentina
importa muy pocas hortalizas, en el orden de 5-10 millones de délares, entre las cuales
se destaca el tomate. Durante el periodo 2017, Brasil y Chile fueron los principales
importadores, representando cerca del 97% de las importaciones argentinas (INTA,

2017).

2.2.3 Comercio en el Cinturdn Horticola de La Plata

La produccién de hortalizas es de gran importancia regional por diversos
motivos. En primer término, como proveedor de alimentos. Debido a la exportacion
(aunque en bajo volumen), constituye también una fuente de ingresos importante.
Asimismo, la horticultura genera un alto nimero de fuentes de trabajo. En general
existe regionalizacion de la produccion dada la elevada perecibilidad y la baja relacién
precio:volumen de los vegetales frescos. Finalmente, esta actividad se caracteriza por
ubicarse en las cercanias de centros densamente poblados, tal es el caso del Cinturdn

Horticola Platense (Massolo, 2009).
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El dltimo Censo Hortifloricola de la provincia de Buenos Aires realizado en al afio
2005, registré 1.047 unidades productivas en La Plata (Fingermann, 2017). Este
Cinturdn Horticola, se caracteriza por una produccién de hortalizas de gran relevancia,
destinada principalmente a abastecer al nucleo de consumidores del conurbano
Bonaerense y Ciudad Auténoma de Buenos Aires, que representa mas de un 20% de la
poblacidn nacional (CHFBA, 2005). Cabe destacar que el 85% del volumen producido es
consumido en fresco, mientras que el porcentaje restante es industrializado
(Colamarino y col., 2006).

Las hortalizas frescas producidas en el Cinturén Horticola de La Plata pueden
clasificarse por su importancia en cuatro grandes grupos (Garcia, 2011):

e Hortalizas de fruto: tomate, alcaucil, pimiento, zapallo de tronco, chaucha,
berenjena, pepino, haba, arveja y frutilla.

e Hortalizas de hoja: lechuga, acelga, espinaca, apio, cebolla de verdeo, puerro,
hinojo, perejil, radicheta y rucula.

e Cruciferas: brocoli, repollo, y coliflor.

* Hortalizas pesadas: remolacha, papa, batata, zapallo.

2.3 Manejo postcosecha de hortalizas

2.3.1 Buenas practicas agricolas

Las Buenas Practicas Agricolas (BPA) son todas las acciones tendientes a reducir
los riesgos fisicos, microbiolégicos y quimicos en la produccidon, cosecha y
acondicionamiento en campo, procesamiento, empaque, transporte vy
almacenamiento de los productos frescos. Asi, las BPA implican un conjunto de
actividades que incorporan el manejo integrado de plagas y el manejo integrado del
cultivo, con el fin de proporcionar un marco de agricultura sustentable, documentado
y evaluable, para producir frutas y hortalizas respetando el medio ambiente (FAO,
2007).

Se conoce que las distintas practicas de cosecha y postcosecha tienen
implicancias comerciales directas. Asi, cuando se mejoran las técnicas de cosecha y el
tratado posterior del producto, el mismo presentara mejor apariencia y mayor vida en
almacenamiento, lo que conduce a una rentabilidad mayor (Grahem, 2006). Se debe

tener en cuenta el punto éptimo de cosecha de acuerdo con las exigencias del
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mercado. Luego es necesario organizar un sistema conveniente de manipulacion,
clasificacidn, empaque, transporte, y almacenamiento, de forma que se minimice la
probabilidad de golpes y magulladuras. Esto es debido a que el dafio fisico es un tipo
de estrés irreversible que conlleva a la ruptura celular con influencia en la pérdida de
firmeza, desencadenamiento de reacciones de degradacion por interaccién entre
enzimas y sustratos antes compartimentados, pérdida de nutrientes y desarrollo de
infecciones por microorganismos (FAO, 2005). Por ello es de vital importancia
capacitar a los trabajadores en instrucciones bdasicas de manipulacion e higiene de

productos frescos recién cosechados.

Cabe destacar que las BPA nacen como nuevas exigencias de los consumidores a
los proveedores, permitiendo comprar alimentos sanos, producidos respetando el
ambiente y el bienestar de los trabajadores. Para el productor, la ventaja principal es

poder comercializar un producto diferenciado.

2.3.2 Las pérdidas en el sector fruti-horticola

Las pérdidas de alimentos a nivel mundial representan un tercio de la
produccion, lo que resulta inaceptable tanto por el desaprovechamiento directo de los
productos como de la ineficiencia en el uso de recursos naturales y econémicos (tierra,
agua, fertilizantes, trabajo) (FAO, 2011). En la Argentina estas pérdidas no se
encuentran sistematizadas, pero se estima que la situacidon no difiere marcadamente

de la descripta a nivel global.

Las mermas mas elevadas se concentran en el grupo de frutas y hortalizas
frescas, pudiendo ascender al 50% en ciertos casos (FAO, 2014). Esto se debe a que la
caracteristica sobresaliente de estos productos es precisamente su condicidn de alta
perecibilidad. Esto implica un reducido tiempo de vida util comercial, existiendo desde
el momento de cosecha hasta su consumo un rapido deterioro de la calidad y la
disminucién de su valor. Paralelamente, el almacenamiento es costoso. Si bien aplicar
un adecuado protocolo de BPA es de gran utilidad para evitar pérdidas de alimentos
durante su produccién a fin de cuidar las cosechas es necesario contar ademas con un
coordinado, eficaz y eficiente sistema de manipulacidén, almacenamiento vy
comercializacion postcosecha (Garcia, 2011). En este sentido, la refrigeracién

constituye la herramienta mas efectiva para minimizar las pérdidas y retrasar la
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senescencia natural de los vegetales. A su vez, en la actualidad, existen en evaluacién
numerosos tratamientos postcosecha complementarios a la refrigeracion que

permitirian almacenamientos mas prolongados.

2.4 Métodos de conservacion y tratamientos postcosecha

2.4.1 Manipulaciéon a campo tras la cosecha y almacenamiento

En los paises con clima templado, gran parte de la produccién de frutas vy
hortalizas esta confinada a periodos cortos de tiempo, por lo que el almacenamiento
es esencial para prolongar el abastecimiento de la poblacion luego de la época de
cosecha. La vida mdaxima de almacenamiento de un vegetal cosechado depende del
tipo de producto, del historial de su produccién, de la calidad y de la madurez en el
momento de la cosecha. Sin embargo, salvo en el caso de cultivos de raiz y de una
minoria de frutas u hortalizas, la vida Util se encuentra en promedio dentro de los 15 a
30 dias como maximo.

Existen diferentes formas de almacenamiento, cuya elecciéon dependera de su
costo y aplicabilidad. Mas alla de esto la refrigeracion constituye la herramienta mas
efectiva para minimizar las pérdidas postcosecha y extender el tiempo de vida util. A
su vez, previo al almacenamiento refrigerado existen procedimientos basicos que
ayudan a conservar por mas tiempo la calidad original de los productos frescos. Estos
incluyen la limpieza, clasificacion por grados de calidad y seleccion, aplicacion de
sombra y/o la remocion del calor de campo inmediatamente después de la cosecha y
antes de introducirlo en cdmaras de almacenamiento refrigerado. Pueden aplicarse
tratamientos suplementarios a la refrigeracion como el curado de raices, el uso de
inhibidores quimicos de la brotacién (en papas y cebollas). Otros tratamientos como el

encerado, uso de fungicidas y la fumigacién, se usan principalmente en frutas.

2.4.2 Tecnologias de manejo postcosecha

Las bajas temperaturas disminuyen la tasa metabdlica, retrasan la senescencia,
reducen la velocidad de desarrollo de microorganismos y otras reacciones de deterioro
como el pardeamiento, la degradacién de clorofilas y el ablandamiento excesivo
(Kader, 2002a). Sin embargo, en productos altamente perecederos o aquellos sensibles
al frio como los de clima tropical o templado, sus beneficios sélo pueden explotarse

parcialmente. En la actualidad, resulta de sumo interés la evaluacién de tratamientos
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postcosecha complementarios a la refrigeracion que puedan reducir el estrés de los

vegetales y permitan almacenamientos mads prolongados a baja temperatura.

Algunas estrategias complementarias frecuentemente utilizadas son:

° Acondicionamiento térmico: el almacenamiento a temperaturas moderadas
previo a la refrigeracién, puede aumentar la resistencia al frio. Entre los tratamientos
de acondicionamiento mds empleados, se encuentran aquellos a temperaturas de 30
°C a 40 °C en aire caliente durante tiempos que varian de horas a dias dependiendo del
producto (Lurie, 1998). La duracion del tratamiento debe ser la adecuada para
producir el efecto deseado, ya que, si se prolonga demasiado, puede ir en detrimento
de la calidad (Martinez-Javega y col., 1997). El acondicionamiento a altas temperaturas
reduce el dafo por frio probablemente porque se induce la sintesis de proteinas
vinculadas a estrés térmico (heat shock proteins), algunas de las cuales podrian
modificar propiedades de las membranas celulares proporcionando la base de la
tolerancia térmica. Este tipo de procedimiento a alta temperatura y humedad produce
ademas un curado de las heridas reduciendo las podredumbres y puede llegar a ser
beneficioso para la calidad del fruto (Martinez—Javega, 1997). En algunos casos, los
efectos podrian estar relacionados con un incremento en el contenido de acidos grasos

insaturados, acido abscisico o poliaminas (Martinez-Javega y col., 1987).

. Tratamientos térmicos intermitentes: el calentamiento intermitente es otra de
las técnicas utilizadas para aplacar el dafio por frio y se basan en la fluctuacién de la
temperatura de almacenamiento entre valores bajos y altos una o mas veces, durante
un tiempo determinado. Este incremento de la temperatura sobre el punto critico de
dafio durante la frigo-conservacion, puede permitir al tejido recuperarse de la
condicidn de estrés o, por el contrario, acelerar los procesos degradativos, en funcién

del estado de la lesion (Hatton, 1990).

° Atmosferas modificadas: el empleo de atmdsferas modificadas (AM) se basa en
la generacién de una composicidn gaseosa alternativa a la del aire para retrasar la
respiracidn y otros procesos metabdlicos vinculados a senescencia. Usualmente esto
involucra la reduccién de oxigeno (0;) y la elevacién del diéxido de carbono (CO;) (Lee

y col., 1995), aunque pueden utilizarse atmdsferas superoxigénicas (Zheng y col.,
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2008). La concentracién gaseosa alcanzada en un envase de AM depende de la
cantidad de producto envasado, del tipo de producto y de su estado de madurez (que
afectan la tasa respiratoria), ademas de la temperatura y las propiedades de

permeabilidad de los envases (Lee y col., 1996).

. Reguladores vegetales con funcion hormonal: los reguladores hormonales o
vegetales son compuestos de sintesis quimica de estructura andloga a las hormonas
naturalmente presentes en el vegetal, y al igual que éstas, pueden tener influencia
sobre un amplio rango de procesos fisiolégicos y bioquimicos. Esto permite que,
dependiendo de lo que se requiera para cada vegetal, su empleo y/o inhibicion pueda
retrasar o inhibir procesos de senescencia, deterioro o dafo por frio. Se caracterizan
por ser compuestos que ejercen su accidn en concentraciones muy bajas (mmol L? -
nmol L) por lo que los residuos que pudiesen quedar en el producto tratado serian

despreciables (Massolo, 2015).

2.5 Hormonas vegetales y su uso en postcosecha

Las hormonas vegetales son sustancias organicas que se encuentran en muy
baja concentracion, se sintetizan en un sector de la planta y se trasladan a otro para
ejercer su efecto regulador, aunque esto Ultimo no sea estrictamente necesario
(Ludford, 1987; Bernasconi, 1998). Integran este grupo el etileno, metil-salicilato,
inhibidores de algunos de ellos (1-metil-ciclopropeno, paclobutrazol) ademas de
citoquininas, jasmonatos, auxinas, acido abscisico, giberelinas y poliaminas. Todos han
sido probados en diferentes vegetales como tratamientos postcosecha
complementarios a la refrigeraciéon con variable éxito (Javid y col., 2011). Entre los
tratamientos mas novedosos se hallan los brasinoesteroides, de particular interés en
este trabajo, que pueden aplicarse tanto en cultivo como durante la postcosecha (Ali,

2017).
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2.6 Brasinoesteroides

2.6.1 Generalidades de los brasinoesteroides

Los brasinoesteroides (BRs) son un grupo de reguladores vegetales clasificados
como polihidroxi-esteroides. Estos han sido reconocidos como fitohormonas (Mussig y
Altmann, 1999). Son ubicuos en el reino vegetal, encontrandose en diferentes tejidos y
6rganos, como semillas, raices, tallos, hojas y frutos (Andrzej y Shamsul, 2008). Se
encuentran implicados principalmente en el crecimiento y expansion celular de las
plantas. Se pudo comprobar su influencia en la germinacidn, rizogénesis, floracion,
senescencia, abscision como asi también en la maduracién. También se evidencié la
capacidad de los BRs de conferir resistencia a las plantas contra estrés bidtico y
abidtico agricola (Seeta y col., 2002; Salgado y col., 2008).

Estructuralmente los BRs cuentan con cuatro anillos y una cadena lateral (Figura
1) y se forman a partir de la condensacion de bloques de cinco atomos de carbono
(isoprenos). Los brasinoesteroides con mayor presencia en plantas son los que poseen
28 atomos de carbono con diferentes sustituyentes en dos anillos, asi como en la
cadena lateral. Se han identificado quimicamente mas de 50 brasinoesteroides de

fuentes vegetales.

OH Rs

|
I | ORs

Figura 1. Estructura quimica de los brasinoesteroides naturales (Fuente: Bishop y Yokota,

2001).

Las diferencias en cuanto a la estructura de los distintos brasinoesteroides
naturales entre si se debe a la presencia de un oxigeno en el atomo de carbono C-3 y
otros adicionales en el C-2 y C-6 de los anillos Ay B, asi como en las posiciones del C-22

y C-23 de la cadena lateral (Figura 2) (Bishop y Yokota, 2001; Zullo y Adam, 2002).
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Figura 2. Estructura molecular de los brasinoesteroides mds bioactivos (Fuente: Coll, 2006;

Salgado y col., 2008).

2.6.2 Biosintesis de BRs

Los BRs se sintetizan en el estroma de la célula vegetal y luego se localizan en
los cloroplastos, especificamente en los granulos de almidén los cuales se asumen
como sitios de almacenaje de estos potentes reguladores del crecimiento. Un esquema
simplificado de su biosintesis se muestra en la Figura 3.

glucolisis

[Aminoackios ‘ =29 [Acidos grasos] Acido

> | mevalonico
\— Z// g

Brasindlido (BL)
y derivados

Figura 3. Ruta simplificada de la biosintesis de brasinoesteroides.

De manera mas precisa, la ruta biosintética se puede dividir en dos grandes
secciones: una de oxidacion temprana y una de oxidacién tardia (Figura 4). En la
primera, que abarca la formacion de esteroles, el escualeno obtenido a partir de Ac-
CoA, se convierte en campesterol, a través de 13 reacciones bioquimicas; y en la
segunda seccion, el campesterol se convierte en brasindlido en 11 reacciones

adicionales. El campesterol es el precursor inicial para la biosintesis de brasindlido,
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debido a la similitud de su esqueleto carbonado, junto con otros esteroles tales como

o-sitosterol, brasicastrol y 22-dehydrocolesterol (Wada y Marumo, 1981; Salgado y

col.

,2008).
Campesterol
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Brasindlido

Figura 4: Ruta biosintética de brasinoesteroides (Fuente: Bishop y Koncz, 2002)

2.6.3 Formulaciones comerciales mas conocidas de BRs

Si bien los efectos de BRs en pre y postcosecha son de reciente difusion, ya

pueden encontrarse en el mercado diferentes formulaciones comerciales a nivel

global. Entre ellos (Figura 5):

Vitazyme: Fertilizante foliar y bioestimulante (Syngenta). Contiene
brasinoesteroides y vitaminas.

Brasinost-1: Utilizado en hortalizas, cereales y especies forestales. Biorregulador
de crecimiento vegetal.

Bioflor-1: Utilizado en flores. Bioestimulante, fertilizante y bioactivador natural.
Biomex: Regulador de crecimiento vegetal. PhytoTechnology Laboratories: droga

aislada pura.

Figura 5. Productos comerciales de formulaciones conteniendo brasinoesteroides.
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2.6.4 Efecto de BRs como tratamiento en pre- y postcosecha

Los BRs son esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Si bien se
han identificado numerosos compuestos de la familia, el ‘brasindlido’” y el ‘24-
epibrasindlido’ son los mas bioactivos y junto con la ‘castasterona’ son con frecuencia
los mds abundantes (Bishop y col., 1999; Bajguz y Hayat, 2009). El efecto de los BRs se
encuentra estrechamente relacionado con la accién de otros reguladores vegetales de
gran relevancia como: auxinas, giberelinas, acido abscisico, acido salicilico, jasmonatos,
citoquininas y etileno (Saini y col., 2015). Los BRs estan implicados en numerosos
procesos tales como la elongacion celular, fotosintesis, fotomorfogénesis, crecimiento
del tallo y la raiz, iniciacion floral, desarrollo de flores y de frutos, formacion de
estomas, biosintesis de etileno y senescencia. Ademas, estos inducen respuestas
contra estrés bidtico (insectos) y abidtico (salinidad, sequia, sustancias quimicas
agresivas, estrés térmico) (Workneh y Osthoff, 2010). Khripach y col. (1999)
describieron el efecto benéfico de los BRs en la respuesta frente a estrés por déficit
hidrico y por temperaturas inadecuadas.

Por otra parte, los BRs se han visto implicados en la aceleracién de la
degradacion de clorofilas y el avance de la senescencia en diversos vegetales (Clouse y
Sasse, 1998). En consecuencia, es de suponer que los BRs como tratamientos
postcosecha o incluso aquellos presentes naturalmente en un vegetal determinado,
tengan un impacto en detrimento de la vida util. Por ejemplo, se hallé6 que su
aplicaciéon indujo la produccién de etileno y acelerd la senescencia en uva y mango
(Symons y col., 2006; Zaharah y Singh, 2012). En este sentido, el empleo de un
inhibidor de brasinoesteroides como el brasinazol (inhibidor de sintesis) podria
contrarrestar el accionar de estas hormonas en la aceleracion del envejecimiento de
los tejidos, y en consecuencia extender el periodo de almacenamiento postcosecha.

Por el contrario, ciertos autores reportaron efectos beneficiosos de su aplicacidn
en postcosecha. En mandarina el tratamiento con BRs generd una acumulacién de
moléculas sefial como el perdxido de hidrégeno, que indujo la expresidn de genes de
respuesta contra estrés y la senescencia se vio retrasada (Zhu y col., 2015b). En
durazno, la aplicacidon de 24-epibrasindlido (EBR) ademas de inhibir el ablandamiento
redujo la acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ERO’s) tales como perdéxido

de hidrégeno y superéxido (Gao y col., 2016). En pimiento verde, la aplicacion de BRs
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controld el estrés por frio y promovié la actividad de enzimas antioxidantes (Wang y
col., 2012). M4s allad de esto, en frutos no climatéricos e inmaduros como berenjena,
pepino y zapallito, su efecto en la reduccién del dafio por frio no se conoce aln en

profundidad.

2.7 Brocoli: origen, generalidades del cultivo y valor nutritivo

2.7.1 Descripcion y clasificacidn botanica

El brécoli (Brassica oleracea var. Italica) es una hierba o planta perenne de
aproximadamente 60 cm en estado maximo de desarrollo, perteneciente a la familia
Brassicaceae. La cabeza principal puede llegar a medir en promedio 10 cm de
diametro, y pesar 300 g mientras que los brotes laterales llegan a 2,5-3 cm de

diametroy 30 g de peso. La clasificacion botdnica del brocoli se muestra en la Tabla 1.

Esta planta posee abundantes inflorescencias comestibles, dispuestas en forma
de arbol, sobre ramas que nacen de un grueso tallo. La gran masa de cabezuelas esta
rodeada de hojas. Posee yemas florales (una principal y otras laterales mas pequenas)
gue constituyen las partes comestibles. Las inflorescencias hipertrofiadas son de color
verde, con cierto grado de compactacion. La superficie estd cubierta por ceras
epicuticulares que son responsables del escurrimiento del agua al mojarlas y del color
verde azulado y opaco caracteristico. Las unidades elementales de las inflorescencias

son fisioldgica y morfolégicamente estadios preflorales (Costa, 2005).

Tabla 1. Clasificacion botdnica del brécoli (Fuente: Hasperué, 2012).

Clasificacion Taxon

Reino Plantae

Clase Dicotileddénea
Orden Brasicales
Familia Brasicaceas
Género Brassica
Especie Oleracea
Variedad Italica
Nombre comun Brdcoli
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2.7.2 Posicion en el mercado e importancia comercial

A nivel mundial, Espafia es el principal exportador de brdcoli, no sélo a la Unidn
Europea sino también al resto del mundo. En Argentina, tiene un desarrollo creciente,
en los ultimos quince o veinte afios, a pesar de que aun el consumo no supera los 700
u 800 g per cdpita por afo. La provincia de Buenos Aires concentra el 60% de la
produccidon nacional, seguida por Santa Fe y Cdrdoba con una participacidon
aproximada de 15% cada una (Aprea, 2008). Otras provincias productoras son
Mendoza, San Juan, Rio Negro y Corrientes. La produccién llega a unas 3 mil toneladas

anuales (Urdangarin, 2019).

2.7.3 Valor nutricional

El brécoli ha sido calificado como la hortaliza de mayor valor nutritivo por
unidad de peso de producto comestible debido a su gran aporte de vitaminas como la
C, la B2y la A y de minerales como calcio, fésforo y hierro (Ayala, 2009). Posee
ademads un alto poder antioxidante, generado principalmente por la presencia de
vitamina C y de compuestos fendlicos (Latté y col., 2011). A su vez, estudios
epidemioldgicos han demostrado las propiedades benéficas para la salud por parte de
esta hortaliza y han sido atribuidas principalmente a su alto contenido de

glucosinolatos (Dinkova-Kostova y Kostov, 2012).

2.7.4 Postcosecha de brocoli

La calidad postcosecha de brécoli debe cuidarse con detalle desde la
recoleccion, evitando dafios fisicos y disminuyendo rdpidamente el calor de campo del
producto antes del almacenamiento refrigerado. La cosecha se debe realizar a mano
en las primeras horas de la mafana, para evitar la deshidratacién. Se recomienda
extraer las cabezas de brdcoli con algunas de las hojas que las rodean para que queden
protegidas. A continuacidn, las inflorescencias se deben mantener en condiciones de
alta humedad y bajas temperaturas ya que se trata de una hortaliza con alta velocidad
de respiracién, lo que reduce su vida util (Costa, 2010).

Se requiere una temperatura de 0 °C y una HR >95% para optimizar la vida de
almacenamiento (21-28 dias). El brécoli almacenado a 5 °C puede tener una vida util
de 14 dias, pero de sdélo 5 dias a 10 °C (Cantwell y Suslow, 2003a). Las tecnologias

postcosecha para extender la vida util del brécoli apuntan principalmente a retrasar el
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amarilleamiento de las inflorescencias ya que este es el principal problema que lleva a

perder la calidad del producto (Costa, 2010).

2.7.5 Senescencia

La senescencia es una fase del desarrollo y envejecimiento normal de plantas
gue precede a la muerte, o bien puede ser prematura inducida por estrés (Lim y col.,
2003). En este ultimo caso implica un proceso fisiolégico en el cual un tejido vegetal
detecta una situacidon desfavorable y modifica su metabolismo para contrarrestarlo,
por ejemplo, al ser cosechado.

El proceso de senescencia se podria separar en tres etapas consecutivas:

e 1. Iniciacién: un estimulo hormonal y/o ambiental desencadena la senescencia, lo
que produce un cambio a nivel genético que conduce a modificaciones en el
estado rédox celular. Hay rutas metabdlicas que se aceleran y otras que dejan de
funcionar.

e 2. Reorganizacion: se produce la activacion de rutas que generan movilizacion y
reciclado de nutrientes, desorganizacion de cloroplastos y diferenciacion
reversible de organelas.

e 3. Fase terminal: se liberan radicales libres, hay pérdida irreversible de la
integridad celular y se produce la muerte de la célula.

El sintoma mas evidente de la senescencia es la degradacién de clorofila y el
cambio de color de los tejidos de verde a tonos amarillos y/o naranjas (Buchanan-
Wollaston, 2003). Otras caracteristicas que se destacan son modificaciones en el
metabolismo oxidativo y accién enzimdtica (incremento en la actividad de proteasas,
peroxidasas, catalasas, peptidasas y polifenol oxidasas), degradacién de lipidos
(alteracion de la estructura y funcionalidad de los lipidos de membranas, pérdida de
compartimentacion celular y desorganizacién de los tejidos) y acidos nucleicos
(aumento de la expresién de genes que codifican diferentes nucleasas) (Costa, 2005).

Entre los factores que participan en la regulacion de la senescencia se
encuentran los hormonales (reguladores vegetales como citoquininas y etileno), los
ambientales y diversos factores bidticos y abidticos causantes de estrés (infeccion por
patdgenos, déficit de agua o nutrientes, estrés oxidativo inducido por ozono o por luz

uv).
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2.8 Zucchini: generalidades del cultivo y valor nutritivo

2.8.1 Descripcion y clasificacidn botanica

El zucchini o calabacin (Cucurbita pepo L.) pertenece a la familia de las
Cucurbitdceas. Es una planta anual, rastrera, cuyos tallos pueden alcanzar longitudes
de hasta 10 metros. La clasificacion botanica del zucchini se muestra en la Tabla 2.

Se trata de una planta de tallo corto, cilindrico y asurcado, sobre el que se
disponen las hojas. La floracidon es monoica, por lo que en una misma planta coexisten
flores masculinas y femeninas. La parte aprovechable, el fruto, es una peponide de
forma ovalada, piel generalmente lisa, suave y de color variable entre el verde y el
amarillo que puede medir entre 15-20 cm de largo (Fernandez, 2009). En el interior del

fruto se encuentran las semillas de color blanco, lisas y aplanadas.

Tabla 2. Clasificacion botdnica del zucchini (Fuente: Ruano, 2009)

Clasificacion Taxén

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida
Orden Violales

Familia Cucurbitaceae
Género Cucurbita

Especie Cucurbita pepo L.
Nombre comun Zucchini o calabacin

2.8.2 Origen y posicion en el mercado

Anualmente la produccién mundial de Cucurbitdceas es de alrededor de 200
millones de toneladas (MT), de las cuales la mitad corresponden a sandia, una cuarta
parte a pepino y el resto a melones, zapallos y otras (FAOSTAT, 2014). En el ultimo
censo publicado por INDEC (2002) se informé que Argentina produce anualmente
alrededor de 1,3 MT de Cucurbitdceas, de las cuales el 60% corresponde a zapallo anco
(Cucurbita moschata), zapallito “de tronco” o redondo (Cucurbita mdxima var.
Zapallito (Carr.) Millan), zapallito zucchini (Cucurbita pepo) y en menor medida otros
zapallos. Los principales productores de esta hortaliza se encuentran en el litoral y en
el noroeste del pais, y proveen al principal centro de consumo ubicado en la Provincia

de Buenos Aires, entre los meses de abril y septiembre. La oferta de la regién
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bonaerense se concentra durante el periodo estival (octubre a marzo). El cultivo se

desarrolla en su inmensa mayoria a campo (Massolo, 2015).

2.8.3 Valor nutricional

Esta hortaliza contiene cantidades significativas de acido fdlico, potasio y
provitamina A y fitonutrientes importantes dentro de la familia de los carotenoides
como luteina y zeaxantina. Es también considerada una fuente importante de
carbohidratos, fibra, proteinas, vitamina C y magnesio. En menor cantidad se
encuentran presentes vitamina E, tiamina, niacina y acido pantoténico (Ben-Noun,
2019). Pomares-Viciana y col., (2018) informaron que el calabacin juega un papel
importante en la nutricién saludable debido a su alto contenido de hidratos de

carbono.

2.8.4 Postcosecha de zucchini

El zapallito zucchini tiene una acotada vida postcosecha, de tan sélo 2 semanas
cuando es conservado en condiciones éptimas de almacenamiento, esto es entre 5y
10 °C y 90% de HR (Suslow y Cantwell, 2003b). Si bien para extender el tiempo de
almacenamiento de cualquier producto horticola es indispensable conservarlo a baja
temperatura, el zucchini a temperaturas inferiores a las recomendadas es propenso a
sufrir dafio por frio dado su origen subtropical. Por ello, es necesario evaluar algun
tratamiento acoplado a refrigeracién por debajo de la temperatura éptima que sea

capaz de inhibir o minimizar ese deterioro.

2.8.5 Daiio por frio y su sintomatologia

La conservacion en frio es considerada como la tecnologia mas efectiva para
preservar la calidad de los productos fruti-horticolas. Disminuir la temperatura
equivale a reducir la velocidad de las reacciones metabdlicas como la respiracion, las
reacciones enzimaticas de catabolismo y de oxidacidn, retrasando asi la senescencia y
el desencadenamiento de podredumbres. Sin embargo, la refrigeracidon no puede ser
explotada en su totalidad en muchos productos sensibles al dafio por frio (DF) como
aquellos de origen tropical y subtropical (Cuquerella y col., 1983; Artés y Artés-

Hernandez, 2003).
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El DF muestra diversas sintomatologias. El problema mas comun (y visible) es el
picado superficial (pitting), en el que areas discretas de la piel y/o cuticula de frutas y
hortalizas colapsan formando lesiones hundidas. Ademas, se acompana de una
activacion del metabolismo a partir de la estimulacion de la produccién de etileno y el
incremento de la tasa respiratoria (Sevillano y col., 2009). En los casos mas graves,
produce un trasvase de electrolitos y metabolitos entre los diversos compartimentos
celulares (descompartimentacién), llegando incluso a la ruptura de las membranas,
necrosis y muerte del érgano o de la planta (Mazliak, 1992). Los frutos de piel delgada
son mas susceptibles, como asi también los menos maduros. Suele observarse también

mayor susceptibilidad a infecciones por microorganismos.

El almacenamiento de zucchinis a menos de 5 °C durante mas de 3-4 dias
generalmente provocara lesiones por frio. La calidad visual y sensorial se deteriora y
las picaduras superficiales y la decoloracién o el ennegrecimiento progresan
rdpidamente. Las consecuencias de las lesiones por frio en esta hortaliza incluyen
principalmente el pitting, el manchado o pardeamiento de la piel y la pudricion

acelerada (Cantwell y Suslow, 1997).

2.8.5.1 Tecnologias para reducir el dafio por frio

La reduccion de la temperatura en productos hortofruticolas con el objetivo de
favorecer la aclimatacién al frio se conoce como ‘acondicionamiento’. Estos
tratamientos se han empleado en frutos que sufren DF para minimizar las alteraciones
a nivel metabdlico desencadenadas como consecuencia de este desorden fisioldgico
(Massolo, 2015). Algunos autores demostraron que un acondicionamiento en zucchinis
a 15 °C por 2 dias disminuyd significativamente el DF cuando los frutos se almacenaron

posteriormente a 5 °C (Wang, 1995y 1996).

Otra tecnologia empleada es el tratamiento a altas temperaturas (TAT), el cual
consiste en colocar los vegetales por periodos de tiempo variables (desde pocos
minutos hasta algunas horas), generalmente por inmersién en agua a 30-55 °C. Esto
provoca una condicidon de estrés moderado por calor que mejora la respuesta ante
condiciones de estrés subsecuente (Lurie, 1998). La reduccion del DF por TAT ha sido
empleada en numerosas frutas y hortalizas como berenjena, pimiento dulce, pepino,

sandia, entre otros (Hatton, 1990).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la influencia de la aplicacién en postcosecha de un brasinoesteroide
(24-epibrasindlido, EBR) y de su inhibidor de sintesis (brasinazol) en el desarrollo de la
senescencia en brécoli. Estudiar el efecto del EBR en el retraso del desarrollo de daio

por frio en zucchini.

3.2 Objetivos especificos

Oe1: Estudiar la eficacia de tratamientos con a) EBR y b) brasinazol sobre la

senescencia, la vida util y la calidad de brécoli almacenado a 4 °C.

Hipodtesis 1: Mientras que el EBR promueve la senescencia, su inhibidor permite

extender la vida util de brécoli almacenado a 4 °C.

Og2: Estudiar la eficacia de tratamientos con EBR para retrasar el dafio por frio,

extender la vida util y mantener la calidad de zucchini almacenado a 4 °C.

Hipotesis 2: El EBR aplaca el estrés por frio de zapallito zucchini almacenado a 4 °C.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Determinaciones analiticas en inflorescencias de brocoli

4.1.1 Material vegetal, tratamientos y almacenamiento

Se emplearon inflorescencias de brécoli (Brassica oleracea L. var. ltalica)
producidos en el Cinturén Horticola de La Plata, provincia de Buenos Aires. Las cabezas
de brécoli se cosecharon y se trasladaron inmediatamente al laboratorio, se
clasificaron, se dividieron en subunidades o subcabezas (2 a 4 cm de didmetro) y se
seleccionaron, descartando aquellas con defectos.

El material vegetal se sometié a tratamientos con 24-epibrasindlido vy
brasinazol, en concentraciones seleccionadas de acuerdo a ensayos previos. Se
aplicaron dos concentraciones para 24-epibrasindlido, 107 M (B7) y 10> M (B5) en
DMSO 5 mg/mL, y dos concentraciones para el brasinazol, 107 M (I17), 10> M (I5), en
DMSO 5 mg/mL. Se asperjaron hortalizas con agua con DMSO 5 mg/mL como
tratamiento control. La aspersion se realizd de igual forma en todos los lotes. Sobre las
subcabezas ya clasificadas en grupos, empleando el mismo volumen de solucién para
todos los tratamientos, y desde una misma distancia y angulo, permitiendo que la
misma sea lo mas reproducible posible. Se dejé actuar la aplicacion durante 10
minutos y posteriormente se realizé el embandejado.

Se colocaron inflorescencias en bandejas pldsticas (10 en cada una) y se
cubrieron con PVC perforado para evitar la acumulaciéon de CO; y la condensacién de
agua. Luego, se almacenaron por 0, 12 y 26 dias a 4 °C y a cada tiempo de muestreo se
transfirieron a 20 °C por 3 dias (“+3”). Se llevaron a cabo determinaciones en tejido
fresco y luego se congeléd muestra en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C para

posteriormente realizar las determinaciones bioquimicas.

4.1.2 indice de senescencia (IS)

Se evalud visualmente el avance de la senescencia en funcién del grado de
amarilleamiento, deshidratacidn y/o ataque fungico de las inflorescencias, a partir de
indices calculados empleando una escala de O (sin defectos) a 5 (deterioro

exacerbado). Los indices se calcularon de acuerdo a:

IS =3 (Nivel de dafio x N2 de individuos en el nivel) / N2 de individuos totales
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4.1.3 Color

El color superficial se determind con un colorimetro (Modelo CR-400, Minolta,
Osaka, Japon). Se obtuvieron los parametros L*, a* y b*, y se calculd el angulo hue
(arco tangente (b*/a*)). Se analizaron los distintos lotes de brdcolis para cada
tratamiento y tiempo de almacenamiento. Se realizaron 20 determinaciones de color

por lote tratado.

4.1.4 Clorofilas y carotenoides

El contenido de clorofila (C) se determiné segun Lichtenthaler (1987). Se
pesaron alrededor 0,2 g de tejido previamente congelado y molido, y se extrajeron con
5 mL de acetona/agua 80:20 repetidamente hasta visualizar ausencia de pigmento en
el tejido. Las muestras se centrifugaron a 4.000 x g por 10 min a 4 °C y se midid la
absorbancia del sobrenadante a 646 y 663 nm con un espectrofotometro. Los

contenidos de clorofila (ug mL™?) se calcularon segun:

Ca=11,24 x Abs 663 nm - 2,04 x Abs 646 nm
Cb=20,13 x Abs 646 nm - 4,19 x Abs 663 nm

Ctotal = 7,05 x Abs 663 nm + 18,09 x Abs 646 nm

A partir de los extractos previamente mencionados, se midid a su vez la

absorbancia a 460 nm para determinar el contenido de carotenoides (ug mL?) seguin:

Carotenoides = (1000 x Abs 460 - 1,82 x Clorofila a - 85,02 x Clorofila b) / 198

Para ambos pigmentos las medidas se realizaron por duplicado y los resultados
se expresaron como miligramos equivalentes de clorofila o B-caroteno por kilogramo

de fruto (mg kg™).

4.1.5 Pérdida de peso

Se pesod el contenido de cada bandeja en una balanza granataria, al comienzo
del experimento, y a los distintos tiempos de almacenamiento, tanto a 4 como a 20 °C.

Los resultados obtenidos se expresaron como % de pérdida de peso.
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4.1.6 Tasa respiratoria

Se coloco el contenido de cada bandeja individual en un frasco hermético y se
registrd la concentracion de CO; producido durante 10 minutos a 20 °C, con un sensor
IR (Alnor Compu-flow, modelo 8650, EEUU). Se calculé la actividad respiratoria a partir
del volumen libre (espacio de cabeza) y el peso. Los resultados se expresaron como
milimoles de CO, por kilogramo de peso fresco por hora (mmoles kg' h?). Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

4.1.7 Capacidad antioxidante contra ABTS**

Se realizaron extractos etandlicos congelando tejido fresco con N liquido,
moliendo y pesando 1 gramo del polvo resultante. Posteriormente, se extrajo con 5 mL
de etanol. La mezcla se homogeneizd en vortex, y se centrifugé a 5000 x g a 2 °C
durante 10 minutos. Se midio la capacidad antioxidante del sobrenadante de acuerdo
a Arnao y col. (2001) basandose en la reduccién de la absorbancia a 734 nm de una
solucién del radical ABTS®*. La misma se prepard a partir de una solucién de ABTS y
persulfato de potasio (K2S;0s) en H,O. Se dejé en oscuridad durante 16 hs a

temperatura ambiente, sin agitacion.

La solucion de ABTS**se ajustd a una absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm, con
el agregado de etanol 96% v/v. La determinacién se realizé adicionando 20 uL de
extracto etandlico de los frutos a 1 mL de solucidn de ABTS**, y se midid la absorbancia
a 734 nm luego de 6 min. Se comprobd que la absorbancia no cambiara
considerablemente en los tiempos de medida, y se realizaron los correspondientes
blancos sin extracto, para verificar la estabilidad de la solucién de ABTS®*. Se obtuvo
una curva de calibracién utilizando Trolox (Tx) como patrén. Se obtuvieron 2 extractos
por tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones se
hicieron por duplicado. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de Trolox por

kilogramo de fruto (mg kg?).

4.2 Determinaciones analiticas en zucchini

4.2.1 Material vegetal, tratamientos y almacenamiento

Se emplearon zapallitos “zucchini” (Cucurbita pepo L.) producidos en el

Cinturdn Horticola de La Plata, provincia de Buenos Aires. Los vegetales se cosecharon
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y se trasladaron inmediatamente al laboratorio, se clasificaron y seleccionaron para las
posteriores experiencias.

Los mismos se sometieron a tratamientos con 24-epibrasindlido, en
concentraciones seleccionadas de acuerdo a ensayos previos: 107 M (B7) y 10> M (B5).
Un lote de zapallitos se asperjé con agua con DMSO 5 mg/mL como tratamiento
control (C). La aspersidon se realizdé sobre los zapallitos ya clasificados en lotes,
empleando el mismo volumen de solucién para los tratamientos, y desde una misma
distancia y angulo, permitiendo que la misma sea lo mas reproducible posible. Se dejé
actuar la aplicacion durante 10 minutos y posteriormente se realizé el embandejado.

Los frutos se colocaron de a dos en bandejas plasticas, y se cubrieron con PVC
perforado para evitar la acumulaciéon de CO; y la condensaciéon de agua. Luego, se
almacenaron por 0, 11, 18 dias a 4 °C y por ultimo se transfirieron a 20 °C por 2 dias
(“+2"). A cada tiempo de muestreo, se llevaron a cabo mediciones en tejido fresco y se
congelé muestra en nitrégeno liquido que se almacend a -80 °C para realizar
determinaciones bioquimicas a futuro. Los frutos se congelaron en forma de rodajas

para garantizar una toma de muestra representativa.

4.2.2 indice de daiio por frio (IDF)

Para poder establecer descriptores adecuados en la definicion del IDF fue
necesario llevar a cabo ensayos preliminares de inspeccidn visual de los cambios de
apariencia del vegetal (zucchini). En funcién del efecto de los tratamientos y/o del
régimen de almacenamiento se evaluaron los problemas que caracterizaron al
producto. Como consecuencia, se evalué la severidad del dafio por frio por la aparicion
de picado superficial (pitting), deshidratacidon, amarilleamiento y/o pardeamiento
superficial, a partir de indices calculados empleando una escala de O (sin defectos) a 3

(deterioro exacerbado). Los indices se calcularon de acuerdo a:

IDF = % (Nivel de dafio x N2 de individuos en el nivel) / N2 de individuos totales

4.2.3 Pérdida de electrolitos
Con un sacabocados se obtuvieron discos superficiales de frutos, de 8 mm de
diametro y aproximadamente 5 mm de espesor. Seguidamente, 10 discos

(aproximadamente 3,5 g) se colocaron en vasos de precipitado, y se hicieron 3 lavados
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con 10 mL de agua destilada, dejando actuar 5 minutos y descartando el liquido cada
vez. Luego, se agregaron 30 mL de agua destilada, se agitdé en shaker (IKA MS1 S1) a
175 rpm durante 30 min a 20 °C. Pasado ese tiempo se midid la conductividad (Cso) con
un conductimetro (Oakton, pH/CON 510, Estados Unidos). Posteriormente, los discos
en suspension se disgregaron por hervor durante 15 minutos, realizando el tapado de
los vasos de precipitados evitando perdidas de volumen, y sobre la fase liquida se
midié la conductividad total (Ciota). Todas las medidas se realizaron a 20 °C y por
triplicado para cada tiempo y tratamiento. Los resultados se expresaron cdmo % de

electrolitos liberados en las condiciones del ensayo:

Pérdida de electrolitos (%) = 100 x C3o / Ctotal

4.2.4 Sélidos solubles (SS)

Se llevé a cabo una molienda de tejido congelado con N liquido, y se tomé
parte del polvo (aproximadamente 1 gramo). Posteriormente, este se descongeld y se
filtro por presion a través de una tela/gasa hasta obtener unas pocas gotas. El
contenido de SS del filtrado se determind a partir de un refractometro digital (Hanna
Instruments, HI 96813, Alemania). Las medidas se realizaron por duplicado, y los

resultados se expresaron como % p/p.

4.2.5 Compuestos fendlicos

Los extractos etandlicos se realizaron como se describid en la seccién 4.1.7. El
contenido de compuestos fendlicos se determind de acuerdo a Singleton y col. (1999).
Se colocaron 150 uL de extracto etandlico en tubos de vidrio, luego se agregaron 1,2
mL de agua destilada y seguidamente 50 uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1:1 en agua.
Las muestras se agitaron con vortex, y luego de 3 minutos a 20 °C se agregaron 100 uL
de Na2COs 20% (p/v) en NaOH 0,1 eq. L. Los tubos se homogeneizaron en vortex y las
muestras se incubaron a 20 °C por 1 hora. Luego, se midié la absorbancia a 760 nm en
un espectrofotémetro (Hitachi U 1900, Japdn). Se prepararon dos extractos para cada
tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado, y se realizé6 la medida por
triplicado. Se empled una curva de calibracién con acido clorogénico como estandar y
los resultados se expresaron como gramos equivalentes de dacido clorogénico por

kilogramo de peso fresco (mg kg™).
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4.2.6 Metabolitos y enzimas de estrés oxidativo

4.2.6.1 Malonaldehido (MDA)

Se mezclaron aproximadamente 1,5 g de polvo de tejido fresco con 5 ml de
acido tricloroacético (TCA) 0,1%, se agitd en vortex, y se centrifugd a 5000 x g por 10
min. Posteriormente se tomaron 0,5 ml del sobrenadante y se agregd 1 ml de la mezcla
de reaccion compuesta por dcido TCA 20% — butil-hidroxitolueno (BHT) 0,01% — acido
tio-barbiturico (TBA) 0,5%. La mezcla se calentd en un bafio termostatizado a 95 °C
durante 30 minutos, y luego se enfrié rapidamente en bafio de hielo. El contenido de
MDA (mol L?) se determind espectrofotométricamente a 532 y 600 nm, y su
concentracién se calculé usando un coeficiente de extincién € (1,55x10° L mol™* cm™)
segun:

MDA = [(As32 - Aesoo) / €].

Se realizaron 2 extractos por tratamiento y tiempo de almacenamiento y las
determinaciones se hicieron por duplicado. Los resultados se expresaron como mg por

kilogramo de fruto (mg kg™?).

4.2.6.2 Actividad polifenol oxidasa (PPO)

Para obtener los extractos enzimaticos se realizaron moliendas de tejido
congelado en N2 (I) en molinillo, y se afadieron aproximadamente 5 g a 20 mL de
buffer fosfato (50 mM, pH 6,5) conteniendo polivinil-polipirrolidona, (PVPP, 10 g L),
fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF, 1 mM) y NaCl (1 M). La suspensién se
centrifugd a 5000 x g durante 10 min a 2 °Cy se separd el sobrenadante.

La determinacién se llevd a cabo de acuerdo a Massolo (2009).
Aproximadamente 2,5 g de polvo obtenido, se homogeneizaron por 2 min en un vortex
con 10 mL de buffer NaHPO4 0,02 M, NaH,PO4 0,03 M, pH 6,5, conteniendo PVPP 10 g
L'ty Tritdn-X100 0,1% (v/v). La suspensién se centrifugd a 5000 x g por 15 mina 2 °C, y
el sobrenadante se empled para ensayar la actividad PPO. La mezcla de reaccidon se
prepard a partir de 1000 uL de buffer fosfato 100 mM pH 6,5; 950 uL de agua
destilada; 1000 pL de pirocatecol 20 mM, y 50 uL de extracto diluido (1:10), sumando
un volumen total de 3 mL. En ensayos preliminares se verificd linealidad en la actividad
enzimatica de 0 a 100 segundos, rango que fue considerado en el ensayo, midiendo la

Abs a 410 nm cada 20 segundos.
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Se prepararon dos extractos para cada tratamiento y tiempo de
almacenamiento, y las determinaciones se realizaron por duplicado. Los resultados se
expresaron como el cambio en la densidad éptica en un segundo bajo las condiciones

del ensayo, por kilogramo de fruto (ADO kg™ s1).

4.2.7 Color, pérdida de peso, tasa respiratoria, y antioxidantes contra ABTS**
Las determinaciones se realizaron como se describié en las secciones 4.1.3,

4.1.5,4.1.6 y 4.1.7 respectivamente.

4.3 Analisis estadistico
Se llevd a cabo a partir de un disefio totalmente aleatorizado empleando el
software INFOSTAT. Los resultados se sometieron a un andlisis de varianza y las medias

se compararon utilizando el test de Fisher, a un nivel de significancia de P < 0.05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Rol del 24-epibrasindlido y de su inhibidor de sintesis (brasinazol) en

inflorescencias de brocoli almacenadas a 4 °C

5.1.1 indice de senescencia (IS)

Entre los principales sintomas de senescencia en brécoli se destaca el
desarrollo de amarilleamiento, pardeamiento y deshidratacidn, sumado a la pérdida de
integridad del tejido y funcionalidad de las membranas celulares (Lemoine, 2009).

Los BRs se unen a receptores de membrana celular y esto hace que se
desencadene una cascada de respuestas mediante fosforilaciones y factores de
transcripciéon que ingresan al nucleo y disparan una respuesta a nivel génico. Algunos
autores sostienen que en ausencia de BRs se activan los genes de biosintesis y se
inhiben los genes de respuesta, y en presencia de BRs ocurre lo contrario (Clouse y
col., 2013).

En el presente trabajo se observd que, las inflorescencias tratadas con 24-
epibrasindlido 10> M (B5) exhibieron una tendencia a encontrarse mas deteriorados
qgue el control (C) a los 26 dias de conservacion a 4 °C, aunque las diferencias no
resultaron significativas (Figura 6A). Las diferencias visuales en amarilleamiento,
pardeamiento y deshidratacion entre ambos tratamientos fueron sutiles. El
tratamiento B7 resulté aun mas parecido al control en el comportamiento senescente
(Figura 6A). Por otro lado, el tratamiento con el inhibidor de brasinoesteroides,
brasinazol, en concentraciones de 107 M (I7) y 10° M (I5), conservd mejor la
apariencia del brécoli, ya que mostré a este tiempo (26 d) el menor grado de
desverdizado y mayor brillo y turgencia (Figura 6A).

A los 26 dias de almacenamiento a 4 °C, el tratamiento 15, seguido por 17,
retrasé la senescencia de forma marcada respecto del control (Figura 6B). Por otro
lado, el indice de senescencia de todos los tratamientos se equipard cuando luego del
periodo de refrigeracion (12 y 26 d) el material se transfirié a 20 °C por 3 dias. Esto
podria compararse con lo hallado por Zhu y col. (2015a) quienes, a diferencia de la
gran mayoria de estudios en brasinosteroides, estudiaron la influencia de los mismos
en comparacion con la de su inhibidor en la senescencia de hortalizas, en este caso en

tomate. Estos autores encontraron que un lote de frutos tratados con brasinélido
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(3x10® M), almacenados a 20 °C durante 20 dias, presenté senescencia acelerada
respecto del control y por otro lado observaron el efecto opuesto al aplicar brasinazol
(5x10°® M). De esto dedujeron que la senescencia de tomates se veia afectada por la

segregacion enddgena de BRs.
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Figura 6. A) Aspecto de brdcoli sometido a tratamientos con 24-epibrasindlido en concentraciones
de 10° M (B5) y 107 M (B7), control (C), y brasinazol en concentraciones de 107 M (17) y 10° M (I5),
almacenados por 26 dias a 4 °C. B) indice de senescencia en brocoli tratado con 24-epibrasindlido
en concentraciones de 10° M (B5) y 107 M (B7), control (C), y brasinazol en concentraciones de 107
M (17) y 10 M (I5), almacenados por 0, 12 y 26 dias a 4 °Cy luego transferidos a 20 °C por 3 dias
(“+3”). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de

P<0,05.

5.1.2 Color

El principal sintoma de deterioro después de la cosecha del brdocoli es el
amarilleamiento, el cual se hace visible desde el momento en el que el contenido de
clorofila comienza a disminuir (Costa y col., 2005; Hasperué y col., 2013). En el
presente trabajo la evolucién del color se determind mediante los parametros L*
(luminosidad), cuyo incremento denota un color mas claro del tejido dado por un

avance del amarilleamiento (Ren y col., 2005), y el angulo Hue (tono), cuya caida se
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correlaciona con la aparicion de colores amarillos y pérdida de color verde
caracteristico.

A lo largo del almacenamiento los valores de L* se incrementaron de forma
similar en todas las inflorescencias (Figura 7A). Por otra parte, los tratamientos |7 e 15
mostraron los mayores valores de Hue, lo que implica que retrasaron el
amarilleamiento frente al control y al tratamiento con brasinoesteroides. Esta
tendencia se hizo evidente ya a partir de los 12 dias hasta el dia 26 a 4 °C (Figura 7B).
Por su parte, el lote control (C) no exhibid diferencias marcadas con las inflorescencias
tratadas con EBR. En concordancia, otros autores tampoco reportaron diferencias
entre brécolis tratados con EBR frente a un control, almacenados a 4 °C (Cai y col.,
2019). Sobre el final del almacenamiento, al trasladar a temperatura ambiente (26+3
d) el angulo hue disminuyé y las diferencias entre tratamientos practicamente no

existieron debido al avance generalizado del deterioro.
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Figura 7. A) Luminosidad (L*) y B) Tono (Hue) de brdcoli tratado con 24-epibrasindlido en
concentraciones de 10° M (B5) o 107 M (B7), control (C), y tratado con brasinazol en
concentraciones de 107M (17) o 10°M (I5), almacenados por 0, 12 y 26 dias a 4 °C y luego
transferidos a 20 °C por 3 dias (“+3”). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P<0,05.
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5.1.3 Clorofilas

El cambio de color producido durante el proceso fisiolégico de senescencia
puede relacionarse directamente con la degradacidon de clorofilas durante el periodo
postcosecha. En el presente trabajo, se observé una disminucién del contenido de este
pigmento con el avance del almacenamiento, sin embargo, no existieron diferencias de
importancia debidas a los tratamientos con brasinoesteroides o con su inhibidor
(Figura 8). Este comportamiento no se correlacioné con la tendencia observada para
los parametros de color anteriormente descriptos, lo que puede deberse a que con
frecuencia cuando los cambios en la medida instrumental de color son discretos no
necesariamente se ven reflejados en las variaciones en el contenido de clorofilas. De
todas formas, se observd una leve tendencia positiva hacia el mantenimiento del color
verde para los tratamientos B5, B7 e 17 respecto de C a los 12 y 26 dias de
almacenamiento a 4 °C. Cai y col. (2019) hallaron en otro experimento en brécoli que

el contenido de clorofilas disminuyé con concentraciones crecientes de BRs.
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Figura 8. Contenido de clorofila total de brdcoli tratado con 24-epibrasindlido en concentraciones de
10° M (B5) o 107 M (B7), control (C), y tratado con brasinazol en concentraciones de 107 M (17) o
10° M (I5), almacenados por 0, 12 y 26 dias a 4 °C y luego transferidos a 20 °C por 3 dias (“+3”).

Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

5.1.4 Carotenoides y pérdida de peso

El amarilleamiento progresivo observado durante el almacenamiento de las
inflorescencias de brdcoli se encuentra relacionado a la exposicidn de los carotenoides
tras la degradacién de las clorofilas, cuyo color verde enmascara las tonalidades

amarillentas de los carotenoides (Sun y col., 2018). Aunque el tratamiento I5 exhibid
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menor contenido de carotenoides que el lote C, el tratamiento |7 superd o mantuvo de

igual forma la concentracion del pigmento en el tejido (Tabla 3).

Uno de los factores que determinan la calidad postcosecha de hortalizas es la
turgencia del tejido, propiedad relacionada a su vez con el grado de deshidratacién
gue puede monitorearse mediante la pérdida de peso durante el almacenamiento
(Toivonen 1998; Serrano y col., 2006). Las inflorescencias de brdcoli exhibieron un
incremento continuo esperado en la pérdida de peso durante el almacenamiento,
tanto a 4 °C como a 20 °C independientemente del lote considerado (Tabla 3). En
general, B7 fue el tratamiento que generd el menor nivel de deshidratacién, seguido
por el lote control que no mostrd diferencias con los restantes tratamientos. Cabe
destacar que esta tendencia se mantuvo hasta el final del almacenamiento y la pérdida
de peso presentd niveles aceptables para todos los tratamientos excepto para 17 que

desarrolld un incremento atipico ya que superé el 20%.

Tabla 3. Contenido de carotenoides y pérdida de peso en brocoli tratado con 24-epibrasindlido en
concentraciones de 10° M (B5) o 107 M (B7), control (C), y tratado con brasinazol en
concentraciones de 107 M (17) o 10° M (I5), almacenados por 0, 12 y 26 dias a 4 °C y luego
transferidos a 20 °C por 3 dias (“+3”). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P<0,05.

Tratamiento Régimen de almacenamiento
0 12 1243 26 2643
BS 103% 118" 106" 1098 57°
Carotenoides B7 103% 114 105%f 104% 57°
(mg kg?) C 103¢% 97¢ 110#fsh 103¢% 48
17 103% 1168 106°¢f 99¢ 50*
I5 103% 104% 86° 87° 48%®
BS 0? 6,5° 8,0% 11,5' 15, 78"
Pérdida de B7 0 3,3° 5,7¢ 8,3% 8,5%
peso (%) C 0? 3,9b° 6,7° 11,3¢ 15,7"
17 02 7,6° 10,8¢f 12,7% 23,1
IS 0 3,4b° 8,5% 12,2 15,68
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5.1.5 Tasa respiratoria (TR)

La respiracion es el proceso por el cual los materiales organicos almacenados
son desdoblados en moléculas simples (CO2 y agua) con liberacion de energia. Luego
de la cosecha, conforme las reservas que proporcionan energia para el mantenimiento
de la actividad fisioldgica se agotan, se produce una aceleracion de la senescencia
(Kader, 2002b). De esta forma, una alta tasa respiratoria resulta en una mayor
velocidad de deterioro del vegetal y se correlaciona inversamente con la extension de
la vida postcosecha (Kader, 2002b; Saltveit, 2004). La actividad respiratoria varia
ampliamente entre vegetales, productos como el brécoli muestran una alta TR y son
muy perecederos (Toivonen, 2011). En este trabajo, luego de 12 dias a 4 °C el
tratamiento 17 mostrd la mayor tasa respiratoria, comportamiento que se acentud
cuando las muestras se trasladaron a 20 °C, mientras que no existieron diferencias

entre los restantes tratamientos (Figura 9).
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Figura 9. Tasa respiratoria de brécoli tratado con 24-epibrasindlido en concentraciones de 10° M
(B5) 0 107 M (B7), control (C), y tratado con brasinazol en concentraciones de 107M (17) o 10°M
(15), almacenados por 0, 12 y 26 dias a 4 °C y luego transferidos a 20 °C por 3 dias (“+3”). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.

Hacia el final del almacenamiento, a los 26 y 26+3 dias, ambos lotes de brdécoli
tratados con el inhibidor de brasinoesteroides (17 e I5) retrasaron el incremento de la

actividad respiratoria observado en el grupo control.

5.1.6 Capacidad antioxidante contra ABTS**
En el presente trabajo, el contenido de antioxidantes aumentdé marcadamente

a los 12 dias a 4 °C para todos los tratamientos, excepto para 15 (Figura 10). Similares
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resultados han sido reportados por potros autores, indicando que la capacidad
antioxidante de las inflorescencias de brécoli en postcosecha puede mantenerse o
aumentar levemente durante el almacenamiento (Toivonen y Sweeney, 1998; Leja y
col.,, 2001; Hasperué y col., 2015). El lote 17 presentd el mayor incremento de
antioxidantes tanto al dia 26 a 4 °C como luego del traspaso de las muestras a 20 °C,

tanto a 12d+3 como a 26+3 d.
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Figura 10. Capacidad antioxidante contra ABTS®* en brocoli tratado con 24-epibrasindlido en
concentraciones de 10° M (B5) o 107 M (B7), control (C), y tratado con brasinazol en
concentraciones de 107 M (17) o 10° M (I5), almacenados por 0, 12 y 26 dias a 4 °C y luego
transferidos a 20 °C por 3 dias (“+3”). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P<0,05.

Por otra parte, en dichas salidas de camara, los tratamientos B5, B7 e I5
exhibieron menor capacidad antioxidante que el C. En resumen, el tratamiento 17
mejoraria las propiedades antioxidantes del brdcoli hasta un almacenamiento de 26

dias a 4 °C y hasta mantendria los niveles del producto fresco (d0) luego de 26+3 dias.

5.2 Efecto del 24-epibrasindlido en frutos de zucchini almacenados a 4 °C

5.2.1 indice de dafio por frio (DF)

En zucchini, el DF genera sintomas caracteristicos tales como picado superficial,
pardeamiento de la zona afectada que deviene en infeccidn por microrganismos,
especialmente hongos. La Figura 11A muestra que los tratamientos con EBR
mantuvieron una mejor apariencia que los frutos del lote C. Tras 18 dias a 4 °C, los

circulos rojos en el lote control (C) indican la presencia de zonas pardas oscuras en las
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puntas, deshidratacidén y picado superficial, mientras que los amarillos denotan la
presencia de zonas brillantes y de tejido turgente en los tratamientos con 24-

epibrasindlido 107 M (B7) y 10> M (B5).

Las diferencias de aspecto a nivel superficial fueron cuantificadas mediante un
indice de dafio por frio (Figura 11B). A pesar de haber muy pocos estudios que hayan
estudiado el efecto de BRs en postcosecha sobre hortalizas de fruto no climatéricas
consumidas inmaduras, los resultados aqui presentados se encuentran en
concordancia con los primeros. El tratamiento con BRs retrasé el DF de zucchini asi
como fue reportado en pimiento verde y en berenjenas (Wang y col., 2012; Gao y col.,
2015). Los autores sugieren que el mecanismo por el cual los BRs inducen la resistencia
al frio puede deberse a la estimulacion de enzimas antioxidantes y a la proteccidon

contra el dafio oxidativo de la membrana celular.
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Figura 11. A) Aspecto de zucchini control (C) y tratados con 24-epibrasindlido en concentraciones de
107 M (B7) y 10° M (B5), almacenados por 18 dias a 4 °C. B) indice de dafio por frio de zucchinis
control (C) y tratados con 24-epibrasindlido en concentraciones de 107 M (B7) y 10° M (B5),
almacenados por 0, 11y 18 dias a 4 °Cy luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras distintas

indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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Durante el régimen de almacenamiento refrigerado se observé un incremento
paulatino en el deterioro de los zucchinis y de forma mas pronunciada al transferir a 20
°C por 2 dias. Cabe destacar que a los 1142 d el tratamiento B5 mostrd un indice
comparable a la mitad del encontrado para el grupo C. En tanto, luego de 18 d a 4 °C
ambos tratamientos con EBR lograron conservar mejor el aspecto global de los
zucchinis respecto del control. Al pasar los frutos a temperatura ambiente por 2 dias,

el DF se hizo evidente en los tres lotes de frutos debido a la avanzada senescencia.

5.2.2 Color

En lineas generales, salvo a dia 11 entre B5 respecto de B5 y C, los tratamientos
no presentaron diferencias significativas entre si en el parametro L* (Figura 12A). El
incremento general de L* a los 11+2 d, sobre todo de los lotes C y B7 pudo atribuirse a
la claridad generada por el cambio de tonos mds verdes a tonos menos verdes o

amarillentos.
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Figura 12. A) Luminosidad (L*) y B) Tono (Hue) en zucchinis control (C) y tratados con 24-
epibrasindlido en concentraciones de 107 M (B7) o 10 M (B5), almacenados por 0, 11 y 18 dias a 4
°C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras distintas indican diferencias en un test de

Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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En tanto, se observé una disminucién progresiva del dngulo Hue producto de la
pérdida de tonalidad verde a lo largo del almacenamiento (Figura 12B), en
concordancia con lo hallado en un trabajo previo (Massolo, 2015). Jacobi y col., (1996)
también corroboraron el aumento del amarilleamiento conforme a la caida del angulo
Hue durante el almacenamiento de zucchinis a 7 °C.

Cabe destacar que luego de 18 dias, al transferir los frutos de 4 a 20 °C los
tratamientos con EBR retrasaron significativamente la pérdida de color respecto del

control, cuyo angulo Hue disminuyé.

5.2.3 Pérdida de peso y de electrolitos

La pérdida de peso se incrementd a lo largo del almacenamiento para los tres
lotes de zucchinis (Figura 13A). No obstante, los frutos tratados con EBR tanto en
concentraciones de 107 M (B7) como 10° M (B5) exhibieron un nivel de
deshidratacion marcadamente menor que el grupo control (C). Las diferencias fueron

notorias tanto en el almacenamiento a 4 °C como al transferir a 20 °C.
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Figura 13. A) Pérdida de peso y B) electrolitos en zucchinis control (C) y tratados con 24-
epibrasindlido en concentraciones de 107 M (B7) o 10° M (B5), almacenados por 0, 11 y 18 dias a 4
°C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras distintas indican diferencias en un test de

Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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Este comportamiento resulté equiparable al encontrado en berenjena (Gao y
col., 2015). La mayor pérdida de agua del grupo control respecto del tratamiento con
EBR podria atribuirse a una menor integridad estructural de las membranas celulares.

En condiciones de dafio por frio (DF) ocurren cambios bio-fisicos en lipidos de
las membranas celulares como la peroxidacion lipidica, los cuales conducen a
modificaciones en su estructura, fluidez y en consecuencia a la pérdida de
compartimentacion y liberacion del contenido celular (Marangoni y col., 1996). La
pérdida de electrolitos suele ser un indicio de ruptura celular, derivado de un estrés
oxidativo causado por el DF. En el presente trabajo, la pérdida de electrolitos (Figura
13B) se vio significativamente disminuida con los tratamientos B7 y B5 durante los dias
18 y 18+2 de almacenamiento, en comparacién a los frutos control que mostraron el
mayor contenido de electrolitos libres. Esto se asocia directamente con un mayor dafio
celular como consecuencia de un deterioro exacerbado en el lote C. En ese sentido,
Wang y col. (2012) informaron que el tratamiento con EBR inhibid la pérdida de
electrolitos en pimiento verde almacenado a 1 °C, como consecuencia de un mejor
mantenimiento de la integridad tisular respecto del grupo control. Resultados similares
se observaron en berenjena, tomate y mango tratados con brasinoesteroides y
almacenados en condiciones en las que normalmente sufren estrés por frio (Gao y col.,

2015; Aghdamy col., 2012 ; Liy col., 2012).

5.2.4 Tasa respiratoria y solidos solubles

Independientemente del tratamiento considerado, todos los frutos exhibieron
un incremento en la tasa respiratoria a lo largo del almacenamiento sin encontrarse
diferencias significativas entre si (Tabla 4). Hacia el final del almacenamiento (18+2 d),
la tasa respiratoria no fue determinada debido al gran desarrollo de hongos, cuya

respiracion interferia en la medida.
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Tabla 4. Tasa respiratoria y sélidos solubles en zucchinis control (C) y tratados con 24-epibrasindlido
en concentraciones de 107 M (B7) o 10° M (B5), almacenados por 0, 11 y 18 dias a 4 °C y luego
transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P<0,05.

Tratamiento Régimen de almacenamiento

0 11 11+2 18 18+2

Tasa C 1,142 2,42 2,54 3,19¢ nd

respiratoria B7 1,142 1,72° 2,981 3,23¢ nd

(mmol kgt h?) B5 1,14° 2,40° 2,97% 3,24¢ nd
Solidos C 11,8f 8,2¢ 6,1% 8,0% 5,8
solubles B7 11,8f 8,5¢ 6,9 7,9¢de 5,52
(%) B5 11,8f 7,05 7,9¢de 7,3 5,42

En general, se observd una tendencia decreciente en el contenido de sélidos
solubles (SS) durante todo el periodo de almacenamiento a 4 °C (Tabla 4). El descenso
de SS se vio aln mas acentuado en los dias 11+2 y 18+2 en los cuales los frutos fueron
transferidos a 20 °C. Aun asi, no se observaron diferencias estadisticas entre los

tratamientos.

5.2.5 Capacidad antioxidante contra ABTS** y compuestos fendlicos

En el presente estudio, durante todo el régimen de almacenamiento, tanto a 4 °C
como al transferir los lotes a 20 °C, se observd un incremento significativo del
contenido de antioxidantes en los 3 tratamientos (Figura 14A). Si bien el contenido de
antioxidantes se ve disminuido en los ultimos estadios previos a la muerte celular, se
ha descrito que estos pueden acumularse durante la senescencia temprana (Cavaiuolo
y col., 2013). Algunos estudios han mostrado que el nivel de fenoles totales se
incrementa marcadamente en hojas senescentes (Kar y Mishra, 1976). Particularmente
en nuestro estudio el tratamiento B7 acumulé mayor contenido de antioxidantes que
el grupo C ya desde el dia 11 de almacenamiento, y algo similar se observd con B5 a

dias 11+2 y 18 frente a C.

El contenido de compuestos fendlicos se incrementd durante el almacenamiento

en todos los tratamientos (Figura 14B). La estrecha relacion entre antioxidantes totales
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y compuestos fendlicos, solubles en etanol sugiere que la capacidad antioxidante de
los zucchinis se debe principalmente al contenido de fenoles, asi como ha sido
observado en frutos de similar comportamiento fisioldgico como zapallito redondo y
berenjena (Zaro, 2014; Massolo, 2015,). A los 11+2 y 18 d el nivel de fenoles en los
frutos tratados con EBR superé al del grupo control, y en contraparte, a dia 18+2 el
resultado fue opuesto. Esto Ultimo podria deberse a que frente al estrés oxidativo mas
pronunciado en el grupo C, en este se promueve mas la sintesis de compuestos
fendlicos via la enzima fenil-alanina-amonio-liasa (PAL) (Stewart y col., 2001; Nguyen y
col., 2003; Soleimani y col., 2016; Tomas-Barberan y Espin, 2001). A su vez, este
comportamiento podria asociarse con la estimulacién de respuestas de defensa contra
el desarrollo de microorganismos patogenos (Kaiwen y col., 2016). Por otra parte, en
este caso, no se observd un nivel de pardeamiento que justificara el descenso de

fenoles observado en los frutos tratados.
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Figura 14. A) Capacidad antioxidante contra ABTS** y B) Compuestos fendlicos, en zucchinis control
(C) y tratados con 24-epibrasindlido en concentraciones de 107 M (B7) o 10° M (B5), almacenados
por 0, 11 y 18 dias a 4 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras distintas indican

diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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Sin embargo, el consumo de compuestos fendlicos solubles puede asociarse
también a la formacidon de lignina para generar soporte mecdnico durante el
envejecimiento de los tejidos vegetales (Liu y Jiang, 2006; Taiz y Zeiger, 2006). Estudios

mas profundos que permitan dilucidar el destino de estos compuestos son necesarios.

5.2.6 Malonaldehido (MDA) y polifenoloxidasa (PPO)

El dafio oxidativo de tejidos celulares puede ser interpretado mediante
mediciones de metabolitos y/o de enzimas que responden al estrés por bajas
temperaturas. El MDA es un producto final secundario de la oxidacién de acidos grasos
poliinsaturados. La exposicion al frio puede destruir la estructura de la membrana
debido a la peroxidacién lipidica, por lo que un aumento de MDA se ha considerado un
marcador de lesién por frio. Diferentes autores han encontrado que el dafo por frio
induce la acumulacién de un producto de oxidacion lipidica como el MDA (Gao vy col.,

2015).

En nuestro trabajo pudimos observar que hacia el final del almacenamiento los
tratamientos B7 y B5 mostraron menor contenido de MDA que los zucchinis control
(Figura 15A). De aqui se intuye que los brasinoesteroides contrarrestaron en cierta
medida el dafio por frio. Otros autores han encontrado resultados similares. Por
ejemplo, el tratamiento con EBR en plantas de pepino y semillas de berenjena puede
suprimir la peroxidacion lipidica y el contenido de MDA inducidos por el estrés por frio
(Hu y col.,,2010; Wu y col,, 2014). En tanto, Aghdam y Mohammadkhani (2013)
informaron que el tratamiento con brasindlido 6x10® M en tomates, redujo
significativamente el contenido de MDA y en consecuencia el DF, resultado respaldado
por una menor fuga de electrolitos. Wang y col. (2012) concluyeron que el tratamiento
con brasindlido en pimientos verdes resulté en una disminucién en el contenido de

MDA e inhibid la peroxidacién lipidica, mejorando la tolerancia al frio.

Adicionalmente, como respuesta al dafio oxidativo generado a bajas
temperaturas suele estudiarse el comportamiento de enzimas de defensa como
catalasa, fenil-alanina-amonioliasa, peroxidasa y/o polifenoloxidasa (Lavania y col.,
2006; Liu y col., 2013). La actividad de la enzima polifenoloxidasa (PPO), es
mayormente estudiada en vegetales en los que el pardeamiento debido al DF suele ser

caracteristico. El zucchini sin embargo, no es un sistema que cuando se deteriora se
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caracterice por sufrir pardeamiento, al menos en el grado en el que ocurre por
ejemplo en hortalizas como papa o berenjena. En este estudio evaluamos la actividad
PPO como respuesta indirecta en condiciones de dafio por frio (Figura 15B). Los
resultados mostraron que la actividad de la enzima PPO en lineas generales se
mantuvo constante en la primera mitad del almacenamiento y luego disminuyé en la
parte complementaria. Esta caida global podria atribuirse a una disminucién en la
expresion de los genes que codifican para la enzima PPO, asi como han observado Leiy
col. (2018) en un ensayo realizado en champifién luego de almacenar 21 d a 4 °C. Los
zucchinis tratados con brasinoesteroides mostraron una leve, aunque significativa
mayor actividad PPO frente al control tras 18 dias a 4 °C, resultado que iria en
concordancia con lo observado en el contenido de MDA, es decir, a un menor estrés
oxidativo. Esta menor caida de actividad PPO de B7 y B5 respecto de C podria indicar

gue la respuesta de la enzima resulté mayor con estos tratamientos.
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Figura 15. A) Contenido de malonaldehido (MIDA) y B) Actividad polifenoloxidasa (PPO), en zucchinis
control (C) y tratados con 24-epibrasindlido en concentraciones de 107 M (B7) o 10° M (B5),
almacenados por 0, 11y 18 dias a 4 °Cy luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras distintas

indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P<0,05.
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Al trasladar 3 dias a 20 °C esta diferencia se incrementd, lo que puede
relacionarse con el grado de avance en la pudricion de los frutos control respecto de
los tratados con EBR. Uno de los roles propuestos de los productos de reaccién de la
enzima PPO (quinonas) es como defensa en plantas debido a su accién antimicrobiana
(Yoruk y Marshall, 2003). La sintesis y acumulacién de quinonas es una de los primeros

sintomas en respuesta a ataques por bacterias, hongos y/o heridas.

52



6. CONCLUSIONES

-La aspersidn de brdcoli con ‘brasinazol’ (inhibidor del brasinoesteroide empleado) 10”7
M (17), si bien tuvo un efecto moderado en el indice de senescencia visual, redujo la
pérdida de color verde, mantuvo el contenido de carotenoides, redujo la tasa
respiratoria y mantuvo un mayor nivel de antioxidantes sobre el final del

almacenamiento respecto de inflorescencias control (C).

-El empleo de brasinosteroides en brécoli prdacticamente no mostro diferencias frente

a un control.

-La aplicacion de un inhibidor de brasinosteroides como el brasinazol en postcosecha
genero una mayor acumulacion de antioxidantes y retraso la senescencia de brocoli

almacenado a 4° C con respecto al tratamiento control.

-En zucchinis, la aplicacion del brasinoesteroide en concentraciones de 107 y 10° M
(B7 y B5) se tradujo en resultados beneficiosos en el retraso del dafio por frio
diferenciandose del grupo control. El tratamiento ‘B7’ generd los mejores resultados
en aspecto y a nivel nutricional, mantuvo una mejor integridad del tejido, mostré
menor contenido de metabolitos asociados a estrés oxidativo y una mayor actividad

polifenoloxidasa respecto del control.

El tratamiento con el brasinoesteroide ‘24-epibrasinélido’ 107 M en zucchini retrasé
efectivamente el dafio por frio, mantuvo la calidad y extendio la vida postcosecha a 4
°C respecto de frutos control. Los resultados sugieren que el BR podria utilizarse como
complemento de la refrigeracion para extender la vida util y mantener los atributos

de calidad de zucchini almacenado a 4 °C.
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