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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ACP: andlisis de componentes
principales

ADN: 4cido desoxirribonucleico
ADNasa: nucleasa

ADNc: ADN complementario

APS: adenosina 5'-fosfosulfato

ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: dcido ribonucleico mensajero
ATP: adenosin trifosfato

Buffer: soluciéon amortiguadora

cv: cultivar

DEPC: pirocarbonato de dietilo
dNTPs: desoxinucleosidos 5’-trifosfato
dpc: dias poscosecha

EDTA: 4cido etilendiamintetracético
FAQ: Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentaciéon y la
Agricultura.

°C: Grados Celsius

g: gramos

GLS: glucosinolatos

h: hora

H,0; : Peréxido de hidrégeno

ha: hectarea

Kcal: Kilo calorias

Kg: kilogramos

KJ: Kilo Joules

L: litro

m: metro

MDA : Malondialdehido

min: minutos

ml: mili litro
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mM: mili Molar

NCBI: Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (National Centre for
Biotechnology Information)

nm: nanémetros

nmol: nano mol

PCR: reaccion en cadena de Ila
polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
% : Porcentaje

ppm: partes por millén

Primers: cebadores

PUFASs: 4cidos grasos poliinsaturados
RNA-Seq: secuenciaciéon de moléculas
de ARN

RT-qPCR: reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa o en tiempo real
S-2: Sulfuro
SAT-OAS-TL: complejo  cisteina
sintasa

Se2: Seleniuro

Se0;-2: Selenito

SeQy42: Selenato

S052: Sulfito

SO472: Sulfato

TBA: dcido tiobarbitidrico

TBARs: sustancias reactivas al &cido
tiobarbiturico

TCA: 4cido tricloroacético

Tn: Toneladas

uL.: micro litros

1-MCP: 1-metilciclopropeno

UV:radiacion ultravioleta
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RESUMEN

El brécoli, Brassica oleracea L. var. italica Plenck, es un vegetal popular en varias partes
del mundo, debido a su gran valor nutricional. Las partes comestibles del brocoli son las
inflorescencias, que se cosechan mientras las cabezas florales estdn totalmente inmaduras.
Este corte genera cambios metabdlicos que aceleran el proceso de deterioro poscosecha
hasta el consumo. Ademds, es uno de los grandes acumuladores de selenio,
micronutriente crucial para la salud y el desarrollo humano.

En base a esto se plante6 como objetivo general del plan de tesis evaluar el efecto de la
aplicacion foliar precosecha de selenio sobre la produccién y senescencia poscosecha de
brécoli, buscando generar un incremento del contenido de selenio, sin afectar o
mejorando la produccién y retrasando la senescencia poscosecha en las inflorescencias.
Las aplicaciones fueron realizadas de manera foliar, abarcando dos tipos de sales de
selenio y a dos concentraciones cada una de ellas.

Los resultados obtenidos al momento de la cosecha mostraron que los parimetros de
rendimiento no fueron influenciados, o mejoraron y se pudo obtener una mayor
asimilaciéon de selenio. Cuando se analizé el periodo de almacenamiento poscosecha,
después dedos condiciones de crecimiento y dos temperaturas de conservacion diferentes
(4 y 20 °C), pudo observarse que varios de los pardmetros analizados presentaron
mejoras. Finalmente, pudo observarse que los tratamientos con selenio producen mejoras
en varios pardmetros fisioldgicos, incluido una menor emision de etileno.

Considerando todos los resultados expuestos, este nuevo protocolo de aplicacion de
selenio es una tecnologia prometedora que podria beneficiar la produccion de cultivares
de brécoli y permitird tener un producto enriquecido, apto para el consumo humano y con

mejor vida util en el mercado.

Palabras claves
brécoli, Brassica oleracea L. var. italica, selenio, aplicacion foliar precosecha,

biofortificacién, poscosecha.
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ABSTRACT

Broccoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenck) stands out because of its elevated
nutritional quality. The comestible part of broccoli are the inflorescences, for which
harvest is a harmful process, with a high impact on their commercial value.

In order to preserve commercial and nutritional quality during the postharvest life of
broccoli, several works were reported. On the other hand, the influence of preharvest
conditions has been little analysed to date. Also, broccoli have a strong selenium (Se)
intake and enrichment capacity, that gives them a nutraceutical plus. In the present study,
we evaluated the effect of foliar application of different mineral forms of selenium on
yield and postharvest. The treatment presented improvements in harvest aspects and
selenium content of the heads increased markedly in a dose-dependent manner in both
cultivars, with both selenium treatments. Then, these preharvest treatments showed a
better postharvest shelf-life of broccoli, improving the quality of heads during
postharvest.

Finally, a diminution of several parameters related to senescence were observed and, as
a most noticeable result, a decrease in the emission of ethylene and in respiration. So, we
can conclude that foliar selenium treatment, besides being an overcoming strategy to
obtain selenium-enriched broccoli, also contributes to improving the quality of heads

during postharvest.
Keywords

broccoli, Brassica oleracea L. var. italica, selenium, preharvest foliar application,

biofortification, postharvest.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL
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1.1 ACERCA DE LA PLANTA DE BROCOLI

1.1.1 Origen y diseminacion del cultivo

El brécoli, Brassica oleracea L. var. italica Plenck, se origind por el cultivo y
domesticacion de la especie Brassica oleracea L. en la regién del Mediterraneo. El
término brdcoli, deriva de la palabra italiana “broccolo” que hace referencia a la
inflorescencia inmadura de cualquier miembro de la familia Brassicaceae (Das & Ghosh,
2021). Su cultivo se remonta a la época de los etruscos, una antigua civilizacion italiana
localizada en lo que hoy es la region de la Toscana, y conocida porque sus habitantes
fueron grandes horticultores. En el siglo X VIII se introdujo en Inglaterra donde comenz6
a ser llamado “el esparrago italiano” y en pocos afios se convirtié en uno de sus alimentos
preferidos (Das & Ghosh, 2021). En las primeras décadas del siglo XX y como
consecuencia de la inmigracion italiana a Estados Unidos, el brocoli ingres6 a América
(Das & Ghosh, 2021) pero recién adquiere fama internacional después de la segunda
guerra mundial, cuando entra al mercado el cultivar “Walthman 29”, primer cultivar

comercial de polinizacién abierta (Stansell & Bjérkman, 2020).

1.1.2. Clasificacion taxonémica y morfologia de la especie
El brécoli o brécol como se 1o denomina cominmente, pertenece a la familia Brasicdceas
la cual incluye entre otros a los repollos, coliflores, repollitos de Bruselas, rabanitos y

ricula, siendo su nombre cientifico Brassica oleracea L. var. italica Plenck (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del brocoli. Fuente: Brassica oleracea Lour.,
1790 en GBIF Secretariat (2021). GBIF Backbone Taxonomy. Checklist dataset
https://doi.org/10.15468/39omei accessed via GBIF.org on 2022-01-31.

Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Filo Traqueofita

Clase Magnoliopsida

Orden Brassicales

Familia Brasicaceas

Género Brassica L.

Especie Brassica oleracea Lour., 1790

Nombre cientifico: Brassica oleracea L. var. italica Plenck. ‘

Nombre comtn: Brécoli, brécol. ‘
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La especie Brassica oleracea es sumamente polimorfa, fue sometida por miles de afios a
seleccion artificial dando lugar a la aparicion 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 seleccién de las
variedades de coles que hoy se conocen. En Argentina, el investigador Lorenzo Parodi
las describi6 botdnicamente en el afio 1959. Se distinguen asi, al menos siete variedades
botédnicas que provienen de la misma especie silvestre. En la Figura 1 se muestran las
distintas variedades consumidas en la actualidad y generadas a partir de la especie

silvestre de Brassica oleracea.

Figura 1. Hortalizas mds consumidas de la especie Brassica oleracea. a. Brassica oleracea
salvaje. b, c. Brassica oleracea Grupo Acephala: col verde y berza. d. Brassica oleracea Grupo
Gemmifera: col de Bruselas. e. Brassica oleracea Grupo Gongylodes: colirrdbano. f. Brassica
oleracea Grupo Alboglabra: kai-lan (brécoli chino). g, h, i. Brassica oleracea Grupo Capitata:
repollo y col de Saboya o de Milén. j. Brassica oleracea Grupo Italica: brécoli. k, 1. Brassica
oleracea Grupo Botrytis: coliflor y romanesco.

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),
A. thaliana se convirtié 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.

Estudiosde 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 conservaciéon 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).
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El brécoli es una planta anual, de hibito de crecimiento erecto, con una altura de 60 a 90
cm, que necesita un periodo de vernalizacion o de baja temperatura para emitir el vastago
floral. Presenta un sistema radical pivotante lefioso, que alcanza hasta 80 cm de
profundidad en el perfil del suelo. Las raices secundarias, terciarias y raicillas se
concentran mayoritariamente en los primeros 40 a 60 cm de profundidad (Krarup, 1992).
Desarrolla un tallo principal relativamente grueso, de didmetro entre 2 a 6 cm y de 20 a
50 cm de longitud, constituyéndose en un tallo muy corto con nudos y entrenudos casi
juntos, formando una roseta de hojas, denominado acaule (Rueda, 2001). El tallo termina
en una inflorescencia principal, excepto por algunas inflorescencias secundarias en los
nudos superiores, no presenta ramificaciones.

Las hojas de esta especie son grandes (pudiendo alcanzar hasta mis de 50 cm de longitud
y 30 cm de ancho), glabras, presentan nervaduras centrales muy notorias y las mismas
varian en numero de 15 a 30, segun el cultivar. Suelen tener el limbo de color verde
oscuro, son rizadas, festoneadas, con ligerisimas espiculas, alternas o en roseta, simples
o divididas, pecioladas, sin estipulas; con dimorfismo foliar, formadas por foliolos. Se
extienden de forma horizontal y abierta dejando al descubierto la futura pella. La
superficie foliar estd recubierta por ceras epicuticulares que dificultan el ingreso del agua
y causan su escurrimiento otorgdndoles el color verde azulado opaco comiin en la especie
(Krarup, 1992).

Las flores son amarillas, de simetria actinomorfa y ordenacién ciclica (verticilada). El
caliz estd formado por cuatro sépalos dialisépalos. La corola es cruciforme, en forma de
cruz, de ahi el antiguo nombre de la familia, Cruciferaceae, y estd formado por cuatro
pétalos, dialipétalos, amarillos. La inflorescencia se conforma de primordios florales o
flores inmaduras, dispuestas en un corimbo principal en el extremo superior del tallo o en
ramificaciones de las yemas auxiliares. La inflorescencia es de polinizacion alégama, y
el fruto comprende una silicua, la cual contiene, generalmente, méis de diez semillas en
su interior las cuales al momento de su madurez (dehiscencia) son liberadas al ambiente.
Las semillas son redondas, de color pardo oscuro a rojizo y de tamafio pequefio, cerca de

2 mm de didmetro (Krarup, 1992).

1.1.3. Fenologia y requerimientos del cultivo de brocoli
Los estudios fenolégicos coinciden en observar basicamente dos fases: fase vegetativa y
fase reproductiva, diferenciadas por el momento de la apariciéon floral, donde se tiene en

cuenta la duracién de la cosecha. La fase vegetativa se caracteriza por el incremento en
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el nimero de hojas y el engrosamiento del tallo, mientras que la fase reproductiva, por el
crecimiento y desarrollo de la cabeza, desde la formacién de la inflorescencia hasta la
cosecha misma. Estas fases a su vez se subdividen en varias etapas: fase vegetativa que
incluye la etapa de semillero y la etapa juvenil, y la fase reproductiva que incluye la etapa
de emergencia floral y formacién de la inflorescencia (Jaramillo et al., 2005).

Etapa semillero (Vo): esta etapa tiene una duracion de 30 dias; comienza con la

germinacion de la semilla hasta cuando la plantula, tiene entre tres y cuatro hojas bien
formadas y una altura entre 10-12 cm y estd lista para el trasplante a campo (Figura 2a).

Etapa juvenil (V1): esta etapa se inicia con el trasplante a campo, cuando las plantulas

tienen cuatro hojas y finaliza con la visualizacion dela estructura o primordio floral. Tiene
una duracién aproximada de 40 dias. En este estado la planta tiene una edad total de 70
dias (Figura 2b). En esta etapa del crecimiento, la altura, didmetro del tallo, biomasa,
numero de hojas y drea foliar presentan incremento exponencial. El tallo se engrosa y
alarga hasta alcanzar un maximo desarrollo; también presenta una gran proliferacion de
hojas, y las senescentes son escasas en este periodo. El cierre del dosel ocurre al final de
esta etapa hacia los 35 dias después del trasplante, lo cual muestra el desarrollo acelerado
de las hojas y su exposicion para la captacioén de la radiacion.

Etapa de emergencia floral (R2): la aparicion floral ocurre entre los 40-45 dias después

del trasplante, cuando las plantas tienen entre 18 a 20 hojas. A partir de este momento, se
inicia un crecimiento lineal para la planta, donde se prioriza el desarrollo de la cabeza
(Figura 2c), como lo confirman la disminucién de la tasa de emisién foliar, la tasa de
evolucién de la superficie foliar y la tasa de crecimiento del tallo.

Etapa de formacion de la cabeza (R3): durante esta etapa ocurre el crecimiento de la

inflorescencia hasta la cosecha, cuando aun no han abierto las flores. Tiene una duracion
de 20 a 25 dias. La inflorescencia presenta un crecimiento exponencial en didmetro y
biomasa, caracterizado por un periodo de crecimiento «lento», desde su aparicion hasta
los 55 dias después del trasplante aproximadamente, seguido de un periodo mas rapido,
que se extiende hasta la cosecha, la cual se inicia a partir de los 60 y 65 dias después del
trasplante. En esta etapa se da la traslocacion de fotoasimilados hacia la inflorescencia; el
didmetro del tallo se incrementa lentamente, la altura de la planta presenta un segundo

pico en su crecimiento, por el aumento en el tamafo de la cabeza (Figura 2d).
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Figura 2. Etapas fenoldgicas del cultivo de brdcoli: a. Etapa
semillero (Vo), b. Etapa juvenil (V1), c. Etapa de emergencia
floral (R2), d. Etapade formacién de la cabeza (R3). Adaptado
de Jaramillo et al. (2005).

Algunos autores definen que la duracién del periodo juvenil varia segin los cultivares,
pudiendo extenderse de 5 a 8 semanas en variedades de otofio hasta 10 a 15 semanas en
variedades de verano (Di Benedetto, 2005). Sin embargo, la duracioén de la fase juvenil
es muy poco predecible, no existiendo relaciones cuantitativas que puedan definir la
culminacién dela misma, debido a ello se han desarrollado multiples modelos de tiempo
térmico que intentan predecir el final de esta fase y el comienzo de la iniciacion floral
(Tan, 1999).

El brécoli es un cultivo de estacion fria que posee ciertos requerimientos climdticos para
producir una pella de calidad comercial (Das & Ghosh, 2021). Las temperaturas 6ptimas
estan entre 20 a 25 °C para la fase de crecimiento vegetativoy entre 12 a 18 °C para la
fase de formacién de la pella. La induccién se produce por acumulacién de horas de frio
en un proceso llamado vernalizacion. El umbral de temperatura vernalizante en brocoli
es mayor que en otras brasicas y depende del cultivar, “Medium late 145 requiere
temperaturas menores a 10 °C, “Walthman 29” se mantiene en estado vegetativo a
temperaturas de 24/27 °C dia/noche, mientras que “Coastal” puede formar cabezas aun
estando a temperatura constante de 27 °C. En la mayoria de los cultivares la induccién a

floracion no se produce cuando la temperatura media supera los 27 °C o las temperaturas

20



dia/noche superan los 30/25 °C respectivamente. La produccién de cabezas de calidad se
logra en regiones con temperatura media por debajo de 23 °C, temperaturas mayores
durante la formacién de la pella pueden provocar una apertura prematura de las yemas
perdiendo calidad comercial. Por el contrario, las bajas temperaturas no tienen impacto
sobre la calidad visual del brdcoli y solo producen un retardo en el crecimiento. Para una
misma variedad, cuando el cultivo se realiza en ciclos primaverales o de principios de
otofio, en los que el desarrollo de las plantas no se ve limitado por la temperatura e
iluminacidn, el tamafio de la inflorescencia suele ser mayor que en los ciclos invernales
donde las plantas tienen menor desarrollo antes de comenzar la floracién. Las altas
temperaturas en el inicio de la formacion de la cabeza pueden provocar anomalias y
muerte de yemas en algunos sectores de los floretes, lo que se manifiesta a través de
manchas marrones en las pellas maduras. Las temperaturas que ocurren durante el
crecimiento de la pella también afectan el contenido de compuestos saludables, dado que
se observé que temperaturas de21/15 °C (dia/noche) y fotoperiodosde 12 horas las pellas
tenfan mayor contenido de glucosinolatos alifaticos, quercetinas y kaempferol que a 15/9
°C, aunque el contenido de vitamina C en estas condiciones fue menor (Cuesta & Fusari
Goémez, 2022).

En referencia a la luminosidad, para su 6ptimo desarrollo, el cultivo de brécoli requiere
de un fotoperiodo entre 11 a 13 horas luz, siendo una hortaliza de dia corto, las cuales
requieren menos de 14 horas luz al dia (Sakata, 2011). Un exceso de luz durante la
formacién de la pella produce un cambio de coloracién o un florecimiento descontrolado,
mientras que una deficiencia influye desfavorablemente en la calidad de las mismas
(Bolea, 2002).

Con respecto al suelo; se desarrolla bien en cualquier tipo de suelo, prefiriendo los francos
a franco-arenosos, fértiles, con buen contenido de materia organica, profundos, con buen
drenaje y buena retencién de humedad, y pH entre 5,7 y 6,8. Son plantas exigentes en
nitrogeno, potasio, azufre, boro y molibdeno, y son medianamente tolerantes a la
salinidad. Las extracciones de los nutrimentos son variables en funcién del cultivar y de
las condiciones climdticas y edaficas, con diferentesrendimientos (Jaramillo et al., 2005).
En general es importante que el suelo sea profundo, que retenga humedad y que presente
un importante contenido de materia organica (Gordon, 2010).

En referencia al agua; es necesario asegurar un abundante suministro de agua, sobre todo
durante la fase de germinacién, desarrollo de plantula, al momento del trasplante y

durante la etapa de formacién de cabeza. En épocas secas, se hace necesario un riego por
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semana. Pero este dependerd del tipo de suelo, de su capacidad de retencion de humedad
y de su tasa infiltracion. Aunque es conveniente llevar los registros de precipitacion y
evaporacion para definir acertadamente las necesidades de riego, hay necesidad de
determinar cantidad de agua y frecuencia de riego. El maximo crecimiento y rendimiento
se logra s6lo cuando se provee a la planta de una buena cantidad de agua a lo largo del
ciclo productivo, recordando que la etapa fenoldgica de mayor demanda de agua es la
época de formacién de la cabeza; un déficit en esta etapa ocasionard reducciones en los
rendimientos. Se debe disponer de agua para riego en las €pocas secas; agua de alta

calidad, libre de contaminantes biolégicos y quimicos (Jaramillo et al., 2005).

1.1.4. Valor nutricional

El brécoli fresco se ha convertido, en un vegetal popular en varias partes del mundo
debido a su gran valor nutricional, bajo poder caldrico, alto contenido de fibra,
importantes niveles de acido ascérbico, vitaminas y minerales y por su amplio rango de
compuestos anticancerigenos y antioxidantes.

El valor nutricional delbrécoli lo ha llevado a situarse entre los 20 mejores alimentos en
la escala de ANDI (Aggregate Nutrient Density Index) que mide el contenido de
vitaminas, minerales y fitonutrientes en relacion con las calorias aportadas por los
alimentos (AgMRC, 2021).

El brocoli fresco contiene casi un 90 % de agua, 7 % de carbohidratos, 3 % de proteinas
y niveles muy bajos de grasas (Tabla 2). El contenido total de carbohidratos es muy bajo,
siendo los principales constituyenteslos azicares y las fibras dietéticas. Los azticares mas
importantes son fructosa, glucosa, sacarosa, y en pequeiias cantidades se detectan lactosa
y maltosa. El brécoli es un vegetal sin grasa, que contiene dcidos grasos saturados totales
0,079 g 100 g, 4cidos grasos monoinsaturados (0,040 g 100 g!), y acidos grasos
poliinsaturados (0,170 g 100 g'!) en trazas y sin colesterol en absoluto. El brécoli es muy
bajo en calorias, proporcionando s6lo 35 Kcal por cada 100 g de brécoli fresco (Das &

Ghosh, 2021).
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Tabla 2. Valor nutricional del brécoli por 100 g o 3,5 0z como es

recomendado por USDA. Adaptado de Dasy Ghosh (2021).

BROCOLI
Fitoquimicos Valores 100 g | Fitoquimicos Valores 100 g
Energia 35,00 Kcal Vitaminas
Agua 8925g¢g Vitamina C 64,9 mg
Proteinas 2,38 g Tiamina 0,063 mg
Lipidos 0,41 g Riboflavina 0,123 mg
Carbohidratos 7,18 g Niacina 0,553 mg
Fibras 3,30 g Vitamina B6 0,200 mg
Aztcares 1,39 g Folato 108 ug
Minerales Vitamina B12 0,00 ug
Calcio 40,00 mg Vitamina A 77 ug
Hierro 0,67 mg Vitamina A 1548 IU
Magnesio 2,00 mg Vitamina E 1,45 mg
Fésforo 67,00 mg Vitamina C 64,9 mg
Potasio 293,00 mg Tiamina 0,063 mg
Sodio 41,00 mg Riboflavina 0,123 mg
Zinc 0,45 mg Niacina 0,553 mg

Sin embargo, el brécoli contiene todos los minerales esenciales y vitaminas en cantidades
suficientes. Una taza de brocoli fresco picado contiene alrededor de 43 miligramos (mg)
de calcio (4,3 % del valor diario recomendado, o VD), 288 mg de potasio (6,1 % VD), 81
mg de vitamina C (90 % VD para hombres y mas del 100 % VD para mujeres), 92
microgramos de vitamina K (115 % VD), y 567 unidades internacionales de vitamina A
(alrededor del 11 % VD). También una pequeiia cantidad de otras vitaminas, incluyendo
tiamina, riboflavina, 4cido félico, vitamina E, y la vitamina B6. Ademads, el brocoli es una
rica fuente de algunos antioxidantes que puede ayudar a prevenir la toxicidad de los
radicales libres o reactivos oxigeno durante procesos naturales como el metabolismo y
tensiones ambientales (Das & Ghosh, 2021).

Por otro lado, la popularidad de esta hortaliza se debe a los potenciales efectos benéficos
sobre la salud producidos por el alto contenido de glucosinolatos (GLS), compuestos del
metabolismo secundario con S y N en su estructura y, en consecuencia, de isotiocianatos
(ITC), ya que estos ultimos son el producto bioactivo obtenido a partir de la hidr6lisis de
los GLS (Figura 3). Entre los GLS presentes en brécoli se destacan, por su concentracion,

la glucorafanina y la glucobrasicina y los ITC derivados el sulforafano y el indol-3-
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carbinol. Los ITC tienen actividad bioldgica benéfica disminuyendo o evitando el estrés
oxidativo en células por lo que podrian reducir el riesgo de contraer distintos tipos de
cancer, enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas. Estos compuestos se
producen en las plantas como un mecanismo de defensa contra insectos y patégenos ya
que en altas concentraciones les producen un estrés metabdlico que termina dafiando su
crecimiento. Los glucosinolatos se encuentran localizados en vacuolas y ante un dafio en
la planta (rotura de los tejidos a causa de dafios por insectos o por el procesamiento para
el consumo), son liberados y se ponen en contacto con enzimas localizada en el
citoplasma B-glucosidasas, especialmente mirosinasas, produciendo ITC a una
concentracion que resulta toxica para herbivoros y patogenos, pero con accidon benéfica
en la salud humana.

El brécoli también contiene compuestos fendlicos como flavonoides, antocianos y dcidos

hidroxicindmicos, cuya principal actividad bioldgica es su capacidad antioxidante (Cuesta

& Fusari Gémez, 2022) (Figura 3).

ACCION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DE
BROCOLI

Glucosinolatos e isotiocignatos
¥ Inhiben el crecimiento tumoral ¥ estimulan la
apoptosis (muerte de células cancerigenas).
¥ Actividad antioxidante, desintoxicante o
protectora celular.
¥ Actividad antimicrobiana.

Isotiocianatos
¥ Pesticidas naturales (accion fungicida,
insecticida, ¥y nematicida).

Compuestos fendlicos
¥ Antioxidantes, previenen riesgo de
enfermedades cardiovasculares.

Figura 3. Compuestos bioactivos en plantas de brocoli. Adaptado de Cuesta y Fusari Gémez
(2022).

1.1.5. Importancia econémica

Produccion mundial de brocoli vy mercados

Las estadisticas sobre produccion mundial de hortalizas realizan sus andlisis de mercado
agrupando productos similares, en el caso del brocoli, las mediciones incluyen también a
coliflor. El mercado internacional de coliflor y brécoli crecié a una tasa del 4,6 % entre
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2013 y 2019 y se espera que contintie a una tasa del 4,2 % entre 2022 y 2027 (Cuesta y
Fusari Gémez, 2022). El rendimiento medio mundial es de 19 Tn ha! y se ha mantenido
estable en los ultimos afios (Cuesta & Fusari Gomez, 2022).

A nivel mundial, los paises con mayor produccién son China (11 M de Tn), India (9,2 M
de Tn) y Estados Unidos (1,2 M de Tn), quienes concentran el 78 % de la produccion.
Espana y México en conjunto aportan un 5,6 %, y concentran el 51 % de las
exportaciones.

En América, la reduccion gradual de la superficie cultivada en Estados Unidos, como
consecuencia del alto costo de la mano de obra, estimuld el crecimiento de México como
productor y exportador. El bajo costo de la mano de obra y la cercania a los mercados de
consumo posicionaron a este tltimo como el principal proveedor de brécoli de Estados
Unidos y Canadd (Cuesta & Fusari Gomez, 2022).

En Argentina, el brécoli no es una hortaliza de consumo tradicional, aunque su demanda
tiene un crecimiento constante desde hace diez afios. Las variables son muchas, pero los
productores coinciden en que se trata de modas y que las recomendaciones por parte de
chefs famosos argentinos es uno de los motivos que impulsa a las personas a elegir esta
hortaliza. El mayor volumen que llega al Mercado Central de Buenos Aires proviene del
cinturén verde de Buenos Aires donde representa una alternativa para la diversificacion
productiva, no obstante, su rentabilidad estd ligada a la posibilidad de obtener
rendimientos mayores a las 15 Tn ha'! debido al fuerte impacto de los costos fijos del
cultivo. E1 60 % de la superficie cultivada con brdcoli se encuentra en Buenos Aires, le
siguen en importancia Santa Fe y Cérdoba con un 15 % cada una. En San Juan y en
Mendoza los cultivos de brocoli se destinan principalmente a la industria del congelado
y se comercializan en el pais o se exportan a Estados Unidos y Canad4. San Juan también
realiza exportaciones de brocoli orgéanico a la Unién Europea y el Reino Unido (Cuesta
& Fusari Gomez, 2022). La provincia de Santa Fe participa con el 8 % de la superficie
nacional cultivada de hortalizas y, segun el censo Horticola 2012, realizado por la
Agencia de Extension Rural INTA Monte Vera, el 39 % de los productores del Cinturén
Horticola de la ciudad de Santa Fe (situado en el departamento La Capital) posee al
brécoli dentro de su cartera de productos (Teran et al., 2013).

La continua difusion de noticias y de resultados de investigaciones que relacionan la
ingesta regular de brécoli con beneficios para la salud humana estd promoviendo un
mayor consumo de esta hortaliza y, consecuentemente, de su producciéon (Mukherjee et

al., 2008). Por ejemplo, en el Cinturén Horticola de la ciudad de Santa Fe, la superficie
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destinada a brécoli fue incrementada de 2 ha en el afio 1978 a 42 ha en el afio 2012
arrojando una produccién de aproximadamente 1000 toneladas anuales destinadas en su
mayoria al mercado fresco, si bien todo parece indicar que el sector horticola requiere de
tecnologias para incrementar la calidad de su producciéon de manera creciente (Teran et

al., 2013).

Formas de comercializacion

El 6rgano de consumo o parte comestible del brécoli es la inflorescencia junto con el
raquis y las partes tiernas de la seccion superior del tallo. La inflorescencia principal,
“cabeza” o “pella”, se forma en el extremo de un tallo no ramificado y se compone de
yemas florales diferenciadas, pero todaviainmaduras, sostenidas por un pedinculo grueso
y muy ramificado (Welbaun, 2015). Se denomina florete al conjunto de flores
individuales que se insertan mediante un pedinculo comun al tallo principal de la

inflorescencia (Figura 4).

Florete: Flores cerradas unidas a los
pediunculos mediante pedicelos

Pedionculo

= Pedunculo principal

Figura 4. Esquema de la inflorescencia del brécoli. Se
observanlos pediinculos de distintoorden y los floretes. Los
“floretes” son conjuntos de yemas sostenidos por un mismo
pedinculo. Adaptado de Cuesta y Fusari Gomez (2022).

El brécoli es un producto que se puede comercializar en fresco o procesado. Para venta
en fresco se comercializan las “cabezas” enteras o cortadas (floretes), en algunos casos
acondicionadas en bolsas de polietileno o cubiertas con film de polietileno (Welbaum,
2015).

El creciente mercado de productos cuarta gama, donde el brécoli se presenta en floretes
seleccionados o preparado en ensalada lista para consumir, ha permitido expandir el

mercado aportando valor agregado al productor y conveniencia al consumidor. Otra
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forma de consumo con demanda creciente son los germinados de brécoli, tal es asi que
este producto representa el 18 % de las exportaciones desde México a Estados Unidos
(Cuesta & Fusari Gomez, 2022).

Cuando se destina a industria, lo més frecuente es el brécoli congelado, ya sea en floretes,
o en trozos y en menor proporcién deshidratado para la elaboracion de comidas listas para

preparar (Cuesta & Fusari Gomez, 2022).

Demanda, consumo per cdpita.

La preferencia por esta hortaliza varia con el pais de origen, la edad y el nivel socio
cultural de los consumidores. La mayor demanda de brécoli se encuentra en los Paises
Bajos y en Inglaterra, y entre ciertos grupos étnicos como los asidticos siendo uno de los
principales componentes del “yan-tsai-shim”, comida tradicional de Taiwan elaborada
con brécoli fermentadoy de otros platos de Malasia quienes demandan en especial brécoli
organico. En Estados Unidos, el mayor consumo se produce en personas mayores de 60
afios, aunque se ha observado un aumento del 12 % en jovenes entre 18 a 29 afios. Para
la mayoria de los consumidores el color y la textura son atributos importantes en la
decision de compra, mientras que la ausencia de pesticidas lo es entre los compradores
mds jovenes y con mayor nivel educativo.

En Alemania, el 88 % de los encuestados de un total de mil personas indicé que consume
brécoli al menos una vez al mes y el 41 % lo hace semanalmente. Los compradores
prefieren pellas turgentes y firmes con tallos delgados, la presencia de yemas amarillas o
marrones es causa para rechazar el producto. En Argentina hay una demanda creciente en
la poblacion de altos ingresos que se atribuye a la mayor conciencia sobre la salud y a la
mejora del nivel de vida de los consumidores. Ademds, la tendencia hacia el
vegetarianismo y veganismo Y la necesidad de reducir la ingesta de hidratos de carbono
han contribuido a expandir el mercado. Acompaiiando a la demanda, el precio de estos
productos también muestra una tendencia creciente (Cuesta & Fusari Gomez, 2022).

En el afo 2019, el mayor consumo per cdpita se registré en China (7,45 kg), India (6,68
kg) y México (3,81 kg), en Estados Unidos el consumo de brocoli fresco aument6 de 0,6
a 3,23 kg por persona entre 1980 y 2017 mientras el brécoli congelado pasé de 0,68 a
1,18 kg por persona en el mismo periodo. En ese pais, con una tasa de crecimiento anual

de 3,6 %, el brécoli es la 6 hortaliza mas popular (Cuesta & Fusari Gémez, 2022).
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1.1.6. Momento 6ptimo de cosecha

Para el consumo debrécoli se cosechan las inflorescencias inmaduras. Las inflorescencias
deben ser de forma regular, sin deformaciones ni huecos en el tallo, estar suficientemente
compactadas, con botones florales uniformemente cerrados, de pequeiio calibre, de color
verde, verde grisdceo o verde azuloso brillante y sin mostrar amarilleos, amarronamiento,
bracteacion, etc (Maroto, 1997).

El periodo de cosecha es critico. Es importante que la recoleccion sea en el momento
oportuno, ya que el periodo ideal de cosecha de las inflorescencias con condiciones
Optimas decalidad es muy breve (alrededor dos dias), principalmente en épocas secas con
altas temperaturas. La recoleccion debe efectuarse una vez que las cabezas estdn
formadas, con la inflorescencia prieta, cuando ha desarrollado el tamafio mdximo, sin
llegar a mostrar abertura floral o sobremaduraciéon (Pomares Garcia et al., 2007c). Si se
cosecha demasiado pronto, la pella pesa poco y la produccion baja. Cuando la recoleccion
es tardia, los granos o yemas florales se abren mostrando pétalos de color amarillo y se
aflojan las cabezas; pierden color, compacidad, aumenta la fibrosidad del tallo o pedicelo,
perdiendo de esta manera calidad comercial complicando el manejo postcosecha
(Jaramillo et al., 2005).

La cosecha de esta hortaliza se realiza de forma manual y también de forma mecanizada,
aunque la primera préctica es la més utilizada. Debe comenzarse en las primeras horas de
la mafiana y se deben mantener en condiciones de alta humedad para minimizar la
deshidratacién y evitar la recoleccion en momentos del dia en que la temperatura sea
elevada (Lopez et al., 2008).

La recoleccion del brocoli comienza con el corte de las inflorescencias principales, con
una longitud de tallo de 5 0 6 cm. Posteriormente se van recolectando los rebrotes de
inflorescencias laterales, a medida que se van formando.

Debido a que es un 6rgano que se cosecha en estado inmaduro ya que posee una tasa
respiratoria muy elevada, se trata de un producto altamente perecedero, por lo que luego
de la cosecha, se recomienda bajar rdpidamente la temperatura. El brécoli de elevado
indice de calidad debe tener los floretes cerrados y de color verde oscuro brillante con
una cabeza compacta, es decir firme a la presion de la mano, el tallo bien cortadoy de la
longitud requerida (una longitud total entre pella y tallo de 15 a 20 cm) y no debe estar

presente ninguna flor amarilla (Cantwell & Kasmire, 2002).
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1.2. SENESCENCIA EN PLANTAS

1.2.1. Etapa de senescencia

La senescencia se puede representar como una secuencia de eventos metabdlicos que
ocurren en la fase final del desarrollo y culmina en la muerte celular programada, de toda
la planta, 6rganos, tejidos o células. Es un proceso activamente ordenado que resulta en
cambios del metabolismo altamente coordinados y el desmantelamiento programado de
la célula (Jones, 2004).

La senescencia puede iniciarse en un 6rgano unido a la planta o en la planta entera como
consecuencia de la edad o determinado estado fisiologico. Sin embargo, la senescencia
también se puede desencadenar por diversos factores bidticos y abidticos causantes de
estrés: infeccion por patégenos, déficit de agua o nutrientes, estrés oxidativo, etc. Los
estudios de las vias de sefalizacion de respuesta a estrés, han mostrado que existen
muchos genes involucrados en este proceso que también estdn vinculados a senescencia.
De todas maneras, en los casos de senescencia no inducida por estrés, muchos de los
genes que se expresan en estas situaciones se manifiestan luego deiniciada la senescencia,
por lo que se considera que dicha expresion se activa porque la senescencia condujo a una
situacion de estrés (Buchanan-Wollaston et al., 2003).

Independientemente de cudl sea el estimulo inicial, los diferentes patrones de senescencia
podrian compartir el mismo programa interno en el cual un gen regulador de la
senescencia inicia una cascada de expresion de genes secundarios que eventualmente

conducen a la senescencia y muerte (Zeiger & Taiz, 2004).

1.2.2. Alteraciones metabélicas que ocurren durante la senescencia

Los tejidos en senescencia redirigen su metabolismo destinando el mismo a reciclar
nutrientes. Cuando un Organo entra en senescencia cesa la fotosintesis (si el drgano
previamente la realizaba) y deja de ser autétrofo para pasar a tener un metabolismo
heter6trofo dominado por un intenso catabolismo. El objeto central de la senescencia es
proveer energia y nutrientes a otras partes de la planta que puede necesitarla para diversos
usos: acumulacion de reservas en semillas, desarrollo de frutos, desarrollo de flores,
formacion de polen, etc.

Durante la senescencia, se expresan un gran nimero deenzimas hidroliticas que degradan
proteinas, lipidos, carbohidratos y dcidos nucleicos. Los azicares liberados, nucledsidos

y aminodcidos son entonces transportados via floema hacia las partes en desarrollo de la

29



planta, en particular hacia los 6rganos reproductores y de almacenamiento, donde serdn
utilizados para procesos biosintéticos (Kuai et al., 2018).

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 disminucién en su contenido de proteinas, azdcares, acido
ascorbico y glucosinolatos (Page et al., 2001).

Degradacion de clorofila

Una vez que la clorofila es liberada de los complejos tilacoidales debe ser rdpidamente
degradada para evitar su fotoactividad y consecuente generacion de radicales libres y
lesion tisular. Se ha postulado que la primera reaccion es la eliminacion del fitol catalizada
por la clorofilasa. Posteriormente, se produce la remocién del i6n central de Mg*? por la
Mg dequelatasa (MDS) para generar feoférbido (Hortensteiner, 2006). Sin embargo,
recientemente se ha propuesto que en una primera etapa podria liberarse el Mg*? de la
clorofila por la acciébn de una enzima desconocida generando feofitina, y luego
hidrolizarse el fitol por acciéon de una feofitinasa (Schelbert et al., 2009), conduciendo
también a feofdérbido. La enzima clave en la ruta de degradacion parece ser la feoforbido
a oxigenasa (PaO), que cliva el feoférbido para producir RCCs (Red Chlorophyll
Catabolites), logrando de esta manera eliminar la fotoactividad de la clorofila, pero
también deverdizando el tejido (Matile et al., 1999).

Degradacion de proteinas

Durante la senescencia se produce una importante degradaciéon y movilizacién de
proteinas, la mayor parte de las cuales estdn localizadas dentro del cloroplasto. La
disminuciéon del contenido de proteinas provoca a su vez una acumulacion de
aminodcidos libres y amoniaco si estos no son traslocados a otra parte de la planta.
Numerosos trabajos han demostrado una intensa degradacion de proteinas del estroma y
los tilacoides del cloroplasto (Thomas & Donnison, 2000). Por otra parte, se detecta la
sintesis de nuevas proteinas, particularmente proteasas que son direccionadas hacia
vacuola y cloroplastos. A medida que la senescencia progresa, el nivel de proteinas
disminuye y la actividad proteasa aumenta (Coupe et al., 2003). Se cree que el rol
primario de las proteasas durante la senescencia de la planta es la removilizaciéon de
nutrientes desde las células que mueren hacia tejidos en activo crecimiento de la planta,
aunque también se ha asociado a las proteasas en un papel de mediadores en las sefales

de transduccién y como efectores de la muerte celular (Beers et al., 2000).
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Degradacion de lipidos

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

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

1.2.3. Regulacion hormonal de la senescencia

Cuando una parte de la planta o la planta entera entra en senescencia, son muchos los
factores que se ponen en juego, se puede decir que depende de un equilibrio entre el
programa de desarrollo y los factores ambientales. Las hormonas estdn involucradas en
la integracion de estas sefiales, permitiendo que el proceso de senescencia sea una
herramienta adaptativa a las variaciones medioambientales con la intencion 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 jasmonico 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,
giberilinas como anti senescentes (Trivellini etal., 2015). Ademds, se ha sugerido que la
sefalizaciéon mediada por azicares también podria jugar un rol importante en el desarrollo
de este proceso (Rolland et al., 2002).

El control hormonal de la senescencia estda dado por dos hormonas principales de accion
antagonica: citocininas y etileno. Elevadas concentraciones de citocininas retrasan la
senescencia, mientras que la presencia de etileno la acelera.

Las citoquininas son un grupo de fitohormonas vinculadas a procesos de desarrollo
vegetal como la division y diferenciacion celular; muchas veces actian en conjunto con
fitohormonas del tipo auxinas, para cumplir estos roles (Mok & Mok, 2001). El efecto de

las citocininas sobre la senescencia ha sido comprobado a través de aplicaciones exdgenas
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de estas hormonas, o en plantas transgénicas con niveles aumentados de citocininas
endogenas. En ambos casos, las inflorescencias de brécoli se mantienen verdes y no
presentan sintomas de senescencia por un tiempo mds prolongado (Gan & Amasino,
1997). La aplicacién 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
aplicacion en hortalizas también ha mostrado efectos beneficiosos, como el retraso en la
degradacion declorofilas y pérdida de peso, y retencion del contenido de dcido ascérbico,
en especies tan variadas como esparragos (Wei et al., 2011), pepino (Chen & Yang, 2013),
coliflor (Siddiqui et al., 2015) y brécoli (Rushing, 1990). El tratamiento con 6ABAP en
brécoli inhibe la actividad clorofilasa, Mg-dequelatasa y peroxidasa y el aumento de la
expresion de genes asociados a la degradacion de clorofilas (Biichert et al., 2011a).

Por otro lado, el etileno es una fitohormona gaseosa que actia en bajas concentraciones
en una gran variedad de procesos durante el desarrollo vegetal. Regula la division y
elongacién celular, el proceso de maduracion de los frutos, la abscision de las hojas y
flores, la entrada en senescencia y la respuesta a estrés bidtico y abidtico (Broekgaarden
et al., 2015). Se ha demostrado que plantas expuestas al etileno presentan senescencia
acelerada (Pogson et al., 1995). En el brécoli, 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 liberacién de etileno durante esta etapa (Ma et al., 2009).

1.2.4. Senescencia poscosecha en brocoli

El proceso de cosecha de un 6rgano implica la separacion del mismo de la planta madre.
En consecuencia, se produce un severo estrés, ya que los organos cosechados pierden
drasticamente los aportes de energia, nutrientes, minerales, hormonas provenientes de la
planta madre y de agua. En muchos casos, esto desencadena rapidamente el proceso de
senescencia, por lo que el tiempo de vida poscosecha para estos vegetales es corto (King
& Morris, 1994).

Como se menciond anteriormente, del brocoli se consume su inflorescencia, la cual se
cosecha en un estado completamente inmaduro. Precisamente, estos 6rganos requieren un
aporte mas importante de nutrientes, hormonas y energia por lo que se desencadena una

senescencia muy acelerada durante la poscosecha.
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Muchos de los cambios observados en los vegetales verdes durante el almacenamiento,
como pérdida de clorofila, deterioro de la estructura celular y finalmente, muerte celular,
muestran similitudes con los cambios observados durante el desarrollo de la senescencia
en hojas. Page et al. (2001) encontraron que durante la senescencia foliar ocurre la
expresion de numerosos genes similares a los de los floretes del brécoli en poscosecha,
lo que indica que en ambos casos estarian involucradas las mismas rutas metabdlicas que
conducen a la senescencia.

El efecto mas notorio de la senescencia poscosecha en brécoli es la rdpida pérdida de
clorofila de los sépalos de las flores inmaduras, con el consecuente amarillamiento de las
cabezas florales (King & Morris, 1994). Asimismo, a esta pérdida de calidad visual, se
ha reportado la disminucién en el contenido de proteinas, azicares, dcido ascorbico y
glucosinolatos, acompafiado de una pérdida de agua y por lo tanto de turgencia de los
tejidos en el almacenamiento poscosecha (Page et al., 2001).

Durante el almacenamiento a 20 °C se produce una disminucion del contenido de dcidos
grasos y un aumento de la peroxidacion de lipidos que se correlacionan con el deterioro

que se produce durante la poscosecha (Zhuang et al., 1997)

1.3. VIDA UTIL O VIDA POSCOSECHA DEL BROCOLI

Los vegetales que son cosechados cuando su desarrollo no esta completo o su crecimiento
no ha finalizado, estdn sujetos a un estrés considerable debido a la abrupta disrupcién en
el suministro de energia, nutrientes, hormonas y agua. Por ello, un producto como el
brécoli sufre una rapida senescencia durante su almacenamiento y tiene una vida ttil muy
corta.

El brécoli sufre un deterioro de la calidad muy rdpido durante la poscosecha a causa de
la senescencia acelerada, tiene una vida util estimada de 3 a 4 semanas a una temperatura
de almacenamiento de 0 °C, pero tan solo de dos o tres dias cuando el almacenamiento se
realiza en aire a 20 °C (King & Morris, 1994).

Las hortalizas que se encuentran dentro de la familia Brassicaceae, tienen un amplio
rango de tasas de senescencia e intensidades respiratorias; las actividades respiratorias
pueden variar desde moderadas como el caso de la coliflor, hasta intensidades
respiratorias muy altas como es el caso de brdcoli, que alcanza valores entre 40 a 60 mg
CO2kg'h! (a5 °C) y son comparables con hortalizas como espérragos, arvejas y el maiz
dulce, que generan una vida de almacenamiento poscosecha muy corta. Sumado a esto,

el brécoli tiene escasas reservas alimenticias, es decir un muy bajo contenido de hidratos

33



de carbono que permitirian mantener al tejido activo en el periodo poscosecha. Este es,
un factor que contribuye a que la vida potencial ttil sea mds corta, respecto a otras
hortalizas que cuentan con grandes cantidades de estas reservas como papas, batata,
mandioca, entre otras.

Se ha reportado que la calidad poscosecha y la vida de almacenamiento del brécoli, varia
considerablemente entre los diferentes cultivares, las practicas de cultivo, y como se
realice la fertilizacion nitrogenada (Kader, 2002). Se ha encontrado hasta un 50 % de
diferencia en la duracién de la vida util dependiendo del cultivar utilizado, y se ha
observado que cuanto mayor sea la fertilizaciéon con nitrégeno, menor es la vida ttil de
dicha hortaliza. Ademas, el estadio de desarrollo de las inflorescencias al momento de
cosechar también es un factor que influye en la posterior vida de almacenamiento (Tian
et al., 1995). Finalmente, otro factor para tener en cuenta es la longitud de tallo con el
cudl se cosechan las cabezas, dado que se ha reportado que la longitud del tallo afecta el
contenido mineral y la calidad, mostrando que una longitud intermedia de tallo de 6 cm

permite mantener una mejor vida poscosecha durante el almacenamiento (Guo et al.,

2018).

1.4. TENDENCIAS EN LA CONSERVACION POSCOSECHA DE BROCOLI
Ademads de los eventos descriptos anteriormente, el material vegetal recién cortado sigue
respirando y transpirando, disminuyendo su calidad comercial y duracién poscosecha.
Por medio de diferentes técnicas poscosecha, se busca retrasar o controlar los procesos
de maduracion y retardar la senescencia, evitar las pérdidas de peso por deshidratacién 'y
sus cualidades organolépticas.

Se han reportado diversas tecnologias para regular la senescencia y prolongar la vida
poscosecha de brocoli. Las mismas abarcan métodos fisicos como son los tratamientos
térmicos (Costaet al., 2005b), el envasado en atmdsferas modificadas, la irradiacién UV -
C, y UV-B (Aiamla-or et al., 2009) y almacenamiento con luz visible (Biichert et al.,
2011b; Biichert et al., 2011a), asi como aplicaciones exdgenas de quimicos, como
citoquininas sintéticas (6-BAP), 1-metilciclopropeno (1-MCP), entre otros.

Debido a su alta tasa respiratoria y a fin de conservar la calidad visual, el color y el valor
nutritivo, el brocoli debe ser enfriado a 0 °C inmediatamente después de la cosecha, para
ello se puede utilizar hielo molido, aire frio u otros métodos de preenfriado. A fin de
preservar el médximo contenido de flavonoides y glucosinolatos ha sido aconsejado

continuar con temperaturas de 0 °C durante el almacenaje y transporte y mantener el
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producto en oscuridad ya que la accién de genes relacionados con la degradacion de los
GSL en poscosecha estd fuertemente ligada a la presencia deluz (Cuesta & Fusari Gomez,
2022).

La tasa de pérdida de agua de las frutas y hortalizas depende de la diferencia en el déficit
de la presion de vapor entre el producto y el medio ambiente, lo cual estd influenciado
por la temperatura y humedad relativa (HR), por lo que ambos pardmetros se deben
controlar de manera conjunta en el almacenamiento. Los requerimientos debrdcoli recién
cosechado para optimizar la vida de almacenamiento (21-28 dias) son de 0 °C de
temperatura y una HR > 95 %. El brécoli almacenado a 5 °C puede tener una vida ttil de
14 dias, pero a 10 °C es de s6lo 5 dias (Cantwell & Suslow, 1999). Por otro lado, el brécoli
posee una alta tasa respiratoria en la poscosecha, pero el almacenamiento refrigerado
puede reducirla y prolongar la vida poscosecha. Ademads, se ha propuesto que atmdsferas
controladas con alta concentracion de CO2 y bajas de Oz también reducen la tasa
respiratoria (King & Morris, 1994).

El tratamiento térmico tiene como objetivo reducir la carga bacteriana e inactivar enzimas
como las peroxidasas (POD), polifenol oxidasas (PPO) y pectinmetilesterasas (PME) que
catalizan reacciones indeseables. La tasa de degradaciéon de los GLS durante el
procesamiento térmico se incrementa con el aumento de la temperatura entre 13 a 82 %,
siendo mayor en los tejidos con mayor contenido de agua y obteniéndose como resultado
de la degradacion isotiocianatos, tiocianatos o nitrilos, epitonitrilos y oxazolidinas en
concentraciones variables que dependen del GLS de origen, del cultivar, del pH y la
presencia de iones Fe*?. A diferencia de lo que sucede en el tratamiento térmico, durante
el proceso de congelado aument6 el contenido extraible de GLS y de carotenoides totales
entre 60 a 300 % respecto al brécoli fresco en siete cultivares sugiriendo que luego del
congelado los compuestos bioactivos se encuentran mds disponibles que en el producto
fresco (Cuesta & Fusari Gomez, 2022).

Las brassicdceas no se caracterizan por la produccion de etileno (menos de 0,1 puL kg!
h''a 20 °C), sin embargo, son sensibles a €l principalmente cuando estd presente en el
ambiente poscosecha, provocando el amarillamiento de los floretes. El contacto con 2
ppm de etileno a 10 °C reduce la vida del brocoli en un 50 % (Cantwell & Suslow, 1999).
El pico de etileno puede ser reducido por efecto del almacenamiento refrigerado (Pogson
& Morris, 1997).

Se puede prolongar la vida poscosecha utilizando distintos tipos de radiaciones, la

irradiacién con haz de electrones a 3 kGy mantiene la calidad del producto fresco hasta

35



14 dias sin afectar el color, pH, peso o aroma. Bajas dosis e intensidad de luz UV-B y
UV-C (entre 1,5 a 10 kJ m? s'!) retardan la degradacién de la clorofila y evitan la
reduccién en el contenido de azicares y proteinas manteniendo el producto con valor
comercial por mds de 12 dfas, ademds su utilizacién puede ser un complemento til en
las cdmaras de frio para brécoli fresco.

A nivel minorista o de venta al publico, la vida en estante y la calidad visual y nutritiva
de brécoli puede extenderse conservando los productos bajo luz verde LED o luz
fluorescente, en estas condiciones se reduce la degradacion de la clorofila, retardando el
amarillamiento de las yemas. Los LED verdes tienen la ventaja de aumentar el contenido
de GLS, mientas que no afectan el contenido de sulforafanos. La temperatura durante esta
etapa se recomienda que oscile entre 10 a 18 °C (Cuesta & Fusari Gémez, 2022).
Productos como la melatonina o los metiljasmonatos, aplicados en brocoli, estimulan la
sintesis de glucosinolatos, en especial de glucorafanina, uno de los mds potentes
glucosinolatos con poder anticancerigeno. Ademads, permiten reducir el amarillamiento,
probablemente estimulando la actividad de enzimas antioxidantes (catalasa, peroxidasa y
superoxidodismutasa) y reducen la expresion de los genes BoOCLH1 y BoCLH3, quienes
codifican la sintesis de clorofilasa (Cuesta & Fusari Gémez, 2022).

Como parte de los tratamientos quimicos poscosecha se destacan las aplicaciones de 1-
MCP el cual es un gas que actia ocupando los receptores de etileno, inhibiendo por lo
tanto la sefializacién de etileno y su accién (Chen et al., 2008). Debido a que este
compuesto es un bloqueador selectivo de los receptores de etileno, puede ser utilizado
como tratamiento para retrasar la senescencia y la maduraciéon de frutos (Gong &
Mattheis, 2003). Ademas, la pérdida de clorofila en brécoli puede ser retrasada por
inhibidores de la sintesis de etileno y acelerada por la aplicacién exdégena de etileno y
acido 1-aminociclopropano 1-carboxilico (ACC) (Aharoni, 1985; Tian et al., 1994).

Si bien la aplicacién exdgena de citoquininas retrasa notablemente la senescencia
poscosecha de brocoli, posponen la pérdida de clorofila, de proteina y la deshidratacion,
su aplicacién comercial no se encuentra permitida (Costa et al., 2005a).

En general, la problemética poscosecha ha sido estudiada aisladamente de todo aquello
que implica condiciones y manejo durante el cultivo. Hay relativamente pocos ejemplos
en los que se estudiael efectodefactores precosecha sobre el comportamiento poscosecha
de frutos o vegetales. Por ejemplo, en albahaca (Ocimum basilicum), lechuga (Lactuca
sativa cv. Ravita), acelga roja (Beta vulgaris L. var flavescens Lam) y rdcula (Eruca

vesicaria spp. sativa), se encontré que cosechando las hojas hacia la tarde se incrementé
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la vidautil de las muestras respecto de las cosechas a la mafiana, con menores niveles de
carbohidratos (Clarkson et al., 2005). En brocoli se ha descrito, por ejemplo, que
inflorescencias cosechadas de plantas sometidas a estrés hidrico mostraron un retraso en
el amarillamiento y niveles superiores de citocininas. Se ha sugerido que, en momentos
de escasez de agua, la raiz incrementa su volumen para aumentar la superficie de
exploracion, lo que a su vez favorece la sintesis de mayores cantidades de dicha hormona,
que luego de ser traslocada a la inflorescencia, permitiria retrasar la senescencia durante
la poscosecha (Zaicovski et al., 2008).

La calidad de las frutas y de los vegetales a la cosecha y durante su almacenamiento
poscosecha estd afectada en gran medida por factores agrondmicos como la fertilizacion,
la administraciéon de agua y los tratamientos hormonales (Pezzarossa et al., 2014). Por
ello, el tratamiento precosecha mediante fertilizacion del cultivo de brécoli también
podria ser una herramienta exitosa para retrasar la senescencia y prolongar el tiempo de
conservacion poscosecha a un costo menor. Ademads, esta tecnologia para regular la
senescencia y prolongar la vida poscosecha de brocoli presenta una ventaja frente a los
métodos fisicos y aplicaciones exdgenas de quimicos nombrados anteriormente; dado que
no requiere un procesamiento extra de las inflorescencias (Able et al., 2002; Biichert et

al., 2011a).

1.5. BIOFORTIFICA CION DE CULTIVOS

1.5.1. Estrategias de biofortificacion

Actualmente la crisis por insuficiencia e inseguridad alimentaria afecta a cerca de dos
tercios de la poblacion mundial (FAO, 2020). Esto se debe principalmente al insuficiente
acceso a alimentos de calidad y con alto valor nutricional, o el consumo de alimentos
deficientes en micronutrientes importantes, como el Hierro (Fe), Cobre (Cu), Yodo (I),
Selenio (Se) y Zinc (Zn), en la ingesta diaria de la poblacién (Shahzad et al., 2014).

La sociedad no solo demanda una gran produccidn, sino que necesita productos con una
alta calidad nutricional, capaces de satisfacer las necesidades nutricionales humanas tras
su consumo. Por ejemplo, los seres humanos requieren mds de 22 elementos minerales
para cubrir sus necesidades fisiol6gicas alimentarias. Algunos de estos elementos son
requeridos en elevadas cantidades, como por ejemplo el calcio y el fésforo. Sin embargo,
otros, como Fe, Zn, Cu, I y Se, solo son necesarios en pequefias cantidades (White &
Broadley, 2005). A pesar de ser estos nutrientes esenciales requeridos en menor cantidad,

en la dieta humana actual se observa que existen deficiencias en los mismos. Se estima
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que, de 6 mil millones de personas, entre el 60-80 % son deficientes en Fe, mas del 30 %
son deficientes en Zn, el 30 % en I y un 15 % en Se (White & Broadley, 2005). Las
deficiencias en estos elementos minerales o compuestos repercuten en la salud de la
poblacién, afectando mayoritariamente a nifios, adolescentes y mujeres embarazadas, y a
pesar de encontrarlas en los paises desarrollados, afectan principalmente a los paises en
vias de desarrollo, donde se incrementa dado su pobre y escasa alimentacion.

Dado que la mayoria de estos micronutrientes son tomados principalmente a través de la
ingestion de los vegetales, y que el contenido de los mismos en las cosechas no es muy
elevado, en los tltimos afos se estd investigando sobre una novedosa forma de enriquecer
los productos vegetales destinados tanto al consumo humano como al ganado, en estos
micronutrientes esenciales, a través de los denominados programas de biofortificacion
(Welch, 2002).

Asi, la biofortificacion fue definida por White y Broadley (2005) como el proceso de
incrementar la concentracion biodisponible de elementos esenciales en la parte
comestible de los productos cosechados mediante la intervencién agronémica o la
seleccion genética. Posteriormente, Mayer et al. (2008), definieron a la biofortificacion
como una técnica que busca aumentar el contenido de nutrientes minerales delos cultivos
agricolas, mediante el manejo agrondmico con base en practicas agricolas como la
fertilizacion del suelo quimica y orgdnica, cruzamiento tradicional entre variedades o
transgénesis, comtinmente denominada alimentos transgénicos, mejorando su estado y
valor nutricional, al producir alimentos con alto valor nutricional o enriquecidos con
ciertos compuestos naturales o minerales para mejorar la ingesta y de los mismos
deficientes en la dieta humana.

La biofortificacién de alimentos desde sus inicios se ha desarrollado frecuentemente
sobre alimentos como los granos, semillas y tubérculos (cereales, leguminosas y
tubérculos), como arroz (Oryza sativa L.), yuca o cassava (Manihot esculenta Crantz),
trigo (Triticum aestivum L.), mijo (Pennisetum americanum L.), frijol (Phaseolus
vulgaris L.), maiz, (Zea mays L.) y papa dulce o camote (Ipomoea batatas L.) (Bouis et
al., 2011; Mallari, 2019), considerados prioritarios por su alto valor energético, proteico,
mineral, sus tasas de rendimiento agricola en todas las regiones del mundo y amplio
consumo (Mayer et al., 2008; Saltzman et al., 2013). Por lo tanto, es considerada como
una estrategia viable de intervencidn agricola para incrementar la rentabilidad de los
cultivos, sus rasgos agronémicos (productividad, rendimiento, nutricién vegetal, etc.) y

valor nutricional (Bouis & Welch, 2010).
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Recientemente, la biofortificacion de cultivos se ha encaminado a cultivos alternativos
(granos, semillas oleaginosas, frutas y verduras), es decir, cultivos no tradicionales, pero
que ocupan un nicho en el mercado e importancia agricola, desde cultivos horticolas hasta
frutales. La biofortificacién de cultivos alternativos tiene el objetivo de incrementar su
estado nutricional y tener una buena aceptacion en el mercado para el consumo humano
(Ayoub et al., 2020). Lo que implica, aumentar en alimentos horticolas y fruticolas los
rasgos de las caracteristicas organolépticas (sabor, textura, apariencia, etc.) y
componentes esenciales para la salud humana como los carotenoides o y B-caroteno,
Zeaxantina, o y P-Criptoxantina, Luteina, Fitoeno, Violaxantina, Capsantina, el
Licopeno, entre otros (Meléndez-Martinez et al., 2004) y el contenido de vitaminas A, D,
E, K, C, tiamina, niacina, B6, B12, y la biotina) en las raices, hojas y en el fruto (Zheng

et al., 2020).

1.5.2. Biofortificacion con Selenio

El Selenio es un oligoelemento esencial en la nutricion humana, el cual participa en varias
funciones dentrodel organismo que mantienen el crecimiento y adecuado funcionamiento
de las células (Schiavon et al., 2020). Este elemento es un cofactor de la enzima glutation
peroxidasa (GSH peroxidasa), la cual es un catalizador en la reduccién de per6xidos que
pueden dafar las células y tejidos, ademds puede actuar como antioxidante (Puccinelli et
al., 2017).

En los animales y humanos, una dieta suplementada con Se, particularmente compuestos
organicos de Se, aumenta la defensa antioxidante, 1o que puede reducir la susceptibilidad
a enfermedades como el cancer y otros trastornos relacionados con el estrés oxidativo
(Mimmo et al., 2017). Por ejemplo, los trabajos experimentales con animales demostraron
que el aporte de Se en la dieta, fundamentalmente bajo su forma organica de origen
vegetal, supone un efecto preventivo muy eficaz del cdncer inducido por diversos agentes
quimicos (Finley et al., 2001); en humanos también se ha demostrado el efecto del Se
cOmo un agente quimio protector, encontrandose que reduce la aparicién de ciertos tipos
de cincer, como el de mama, préstata y colon (Kohrle et al., 2000).

Las formas de Se que estdn biodisponibles para el ser humano son los selenoaminoacidos
(Selenometionina o SeMet y Selenocisteina o SeCys), estos aminoacidos forman parte
constituyente de las selenoproteinas, las cuales tienen un papel importante en sistemas
antioxidantes, equilibrio hormonal, inmunidad, fertilidad masculina, resistencia a

infecciones virales y prevencion de cdncer (Rayman, 2020). Las selenoproteinas
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necesitan varios cofactores para su sintesis y dependen principalmente de la ingesta del
Se contenido en la carne o pescado (Willers et al., 2015), debido a que los alimentos de
origen vegetal presentan un bajo contenido de este oligoelemento (Kleine-Kalmer et al.,
2021), como un reflejo de la concentracién de este elemento en el suelo (White, 2016).
Lo anterior se manifiesta como una deficiencia de Se que afectaal 15 % dela poblacién
mundial (Wu et al., 2015; Garcia- Marquez et al., 2020).

Muchas zonas del mundo, tienen poca concentracion de Se en suelo, lo que hace que sus
productos agricolas destinados al consumo humano y animal sean pobres en este
micronutriente. Por ejemplo, hay estudios que demuestran que en paises como Alemania,
Noruega, Finlandia y Austria la concentracion de Se en el suelo suele ser inferior a 0,3
mg kg!, (Stadlober et al., 2001). Esto conlleva a que sus habitantes consuman una
cantidad de Se entre 20 a 35 pg dia’!, bastante alejada de la que aconseja la Organizacion
Mundial dela Salud (OMS). La OMS establece una ingesta maxima tolerable (IMT) de
selenio de 400 pg/dia y el aporte dietético recomendado es de 55 pg/dia para adultos
(Food and Nutrition Board, 2000). Sigrist et al. (2012), realizaron una estimacion
aproximada de la ingesta diaria de Se en Argentina obteniendo como resultado 24 y 32
ng dia! para hombres y mujeres adultos, respectivamente. Estos valores son
relativamente bajos en comparaciéon con el aporte dietético recomendado lo que sugiere
una ingesta deficiente de Se en Argentina.

Por otro lado, el Se no es considerado un elemento esencial para las plantas, pero si un
elemento benéfico, especialmente por inducir en dosis bajas tolerancia a diferentes
factores ambientales que generan estrés oxidativo, entre los que destacan: tolerancia al
arsénico en arroz (Singh et al., 2018), a cadmio y plomo en canola (Wu et al., 2016), a
estrés salino en tomate (Mozafariyan et al., 2016) y déficit hidrico en maiz (Nawaz et al.,
2016). El Se disminuye los efectos adversos del estrés oxidativo induciendo diferentes
componentes del sistema antioxidante enzimatico y no enzimdtico de las plantas, asi
como la actividad de GSH peroxidasa, incrementos en los niveles de dcido ascorbico,
glutation, tioles no proteicos y compuestos fendlicos (Srivastava et al., 2009; Chauhan et
al., 2017; Singh et al., 2018).

Recientemente, el Se es utilizado como fertilizante para aumentar su contenido en la parte
comestible de las plantas, en cultivos como zanahoria y lechuga (Smolen et al., 2016)
maiz (Nawaz et al., 2016) y rdbano (Schiavon et al., 2016), lo que implica la produccién
de cultivos con mayores beneficios para la salud. También se ha reportado que la

aplicacion de Se incrementa el rendimiento y calidad del grano de maiz (Nawaz et al.,
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2016), mejora los niveles de compuestos nutracéuticos (glucorafanina) en raices de
rabano (Schiavon et al., 2016) y en fresa incrementa el contenido de flavonoides y
compuestos polifendlicos (Mimmo et al., 2017).

Debido a que las formas mds abundantes de Se en las plantas son fundamentalmente
orgdnicas como seleniometionina y metilseleniocisteina (Figura 5), la ingesta de este
elemento a través de frutos y verduras serd mas efectiva en la prevencion del cancer, en
comparacion con su ingesta bajo sus formas inorgénicas, es el método mas eficaz para
obtener este elemento, ya que su biodisponibilidad es maxima. Esto fue demostrado
utilizando ratas, donde aquellas que consumian 3 ug g-! de plantas de brécoli fertilizadas
con Se, en comparacion con la ingesta en su forma inorganica, producia un aumento
significativo de la actividad glutation peroxidasa, asi como unareduccién de la aparicién
de tumores (Finley et al., 2001).

Una estrategia para aumentar el contenido de Se en los alimentos de origen vegetal es
mediante la biofortificacién que consiste en potenciar la bioactividad y el contenido de
Se en las partes comestibles delas plantas (Gaucin-Delgado et al., 2020). De esta manera,
la biofortificaciéon con selenio de cultivos que se utilizan para consumo humano
representa una solucion inmediata para incrementar la ingesta de este micronutriente
(Boldrin et al., 2018).

La forma utilizada actualmente para aumentar la cantidad de selenio en los cultivos es
mediante la aplicaciéon en suelo de fertilizantes que contengan selenio o mediante la
aplicacién foliar de sales de selenio (selenato o selenito de sodio) (Ellis & Salt, 2003).
Diferentes estudios indicaron que es preferible la aplicacion foliar de selenio a la
aplicacion en suelo, debido a la mayor eficiencia de ingreso ala plantay, ademads, porque
no fueron observados efectos residuales en el ambiente (Gupta & Gupta, 2017; Ellis &
Salt, 2003). Las técnicas de aplicacion foliar implican un minimo consumo de sales, son
mds efectivas, seguras y econOmicamente aceptables y permitieron incrementar el
contenido de selenio en cultivos como trigo y cebada (Céccoli et al., 2012; Ellis & Salt,
2003). A su vez, en plantas de té, la aplicacién foliar de selenio no solo ha incrementado
el contenido de este micronutriente, sino que ademdas su rendimiento, el contenido de
aminodcidos totales y la cantidad de vitamina C (Hu et al., 2003).

Las dos formas de Se mas utilizadas son el Selenato y el Selenito sédico debido a que las
plantas los absorben con mayor facilidad que otras formas de Se cémo las orgénicas,

mucho menos disponible para las plantas (Terry et al., 2000). Aunque el selenato sdédico
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es la forma mds utilizada, se piensa que el selenito sédico es mds eficaz puesto que su
asimilacion a compuestos orgédnicos de Se en la planta suele ser mayor (Terry etal,. 2000).
Reportes previos han demostrado que las Brasicdceas son plantas acumuladoras de
selenio y que el brécoli es capaz de acumularlo en la forma orgdnica de seleno-metil-
seleno-citeina (SeMSeC), cuando es cultivado en un medio rico en este compuesto.
(Kotrebai et al., 2000; Ellis & Salt, 2003). Debido a que el SeMSeC es un aminodcido no
proteinogénico, se lo considera como uno de los compuestos organicos de selenio mas
efectivo en la quimio proteccion contra el cancer. De esta forma, la elevada concentracion
de SeMSeC encontrada en el brécoli podria explicar la prevencién contra el céncer

observada en animales alimentados con una dieta conteniendo este vegetal biofortificado

(Yamanoshita et al., 2007).
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Figura 5. Esquemade la asimilacién del Se en las plantas. 1: ATP
sulfurilasa; 2: APS reductasa; 3: Sulfito reductasa; 4: Complejo
cisteina sintasa (SAT-OAS-TL); 5: Cistationina sintasa; 6:
Metionina sintasa; 7: Metiltransferasa.

1.5.3. Rol del selenio en la poscosecha

Varios trabajos han reportado los efectos benéficos de los micronutrientes esenciales
sobre la calidad de los cultivos (Fageria et al., 2002; Esringiia et al., 2011). Sin embargo,
existen pocos reportes sobre elementos no esenciales como es el caso del selenio

(Alcaraz-Lopez et al., 2003; Hu et al., 2003; Malorgio, et al., 2009; Pezzarossa et al.,
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2012; Pezzarossa et al., 2014). El rol benéfico del selenio para las plantas ha sido
considerado en especies capaces de acumularlo en altas concentraciones y en otros
cultivos en los cuales ayuda a contrarrestar el estrés oxidativo (Djanaguiraman et al.,
2005; Terry et al., 2000).

Asimismo, en plantas de tomate cultivadas en hidroponia, el selenio adicionado a la
solucion nutritiva es capaz de retrasar la maduracién de los frutos a través de la
disminucién de la biosintesis de etileno, hormona involucrada en distintas vias
metabolicas durante la senescencia poscosecha. Por lo tanto, la aplicacion de este
elemento puede prolongar el tiempo de conservacion y al mismo tiempo tener efectos
beneficiosos sobre la salud de los consumidores (Pezzarossa et al., 2014). Del mismo
modo, en lechuga y achicoria, el selenio es capaz de disminuir la degradacién de clorofila
y consecuentemente aumentar la vida poscosecha de ambas especies (Malorgio et al.,
2009). De esta manera, el selenio parece tener un efecto positivo retrasando la senescencia
devarias plantas; aunque todaviano se conoce el efecto dela aplicacién foliar precosecha

de selenio sobre la senescencia poscosecha de las pellas de brécoli.

1.6. HIPOTESIS DEL TRABAJO

De esta manera, sobre la base de los antecedentes descriptos anteriormente, se planted
analizar desde diferentes perspectivas el efecto de la aplicaciéon foliar precosecha de
selenio en el cultivo de brécoli, sobre el rendimiento y la poscosecha de las
inflorescencias; para su comercializaciéon en el mercado fresco y su uso para producir
alimentos con mayores propiedades nutricionales.

Se postula como hipétesis de trabajo que la biofortificacion, mediante la aplicacién foliar
de sales de selenio precosecha, genera un incremento del contenido de selenio en la pella
de brocoli, un aumento en la produccion y un retraso en la senescencia poscosecha de las
partes comestibles (inflorescencias), mediante una reduccion de la sintesis de etileno, y

un retraso la degradacion de clorofila y de lipidos de membrana.
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1.7. OBJETIVOS DEL TRABAJO
1.7.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacion foliar precosecha de selenio sobre la produccion y

senescencia poscosecha de brécoli.

1.7.2. Objetivos especificos

1) Determinar el efecto de la aplicacion foliar de sales de selenio precosecha
sobre el crecimiento, rendimiento y acumulacién de selenio en plantas de
brécoli al momento de la cosecha.

2) Analizar el efecto de la aplicacion foliar de sales de selenio sobre la calidad
comercial de pellas de brécoli durante la poscosecha.

3) Evaluar el efecto de la aplicacion foliar de sales de selenio sobre pardmetros
fisiologicos relacionados a la calidad comercial poscosecha de pellas de
brocoli.

4) Analizar el efecto de la aplicacion foliar de sales de selenio en la expresion de
genes involucrados diferentes vias metabolicas relacionadas a la calidad

comercial postcosecha en pellas de brécoli.



CAPITULO 2

EFECTO DE LA APLICACION FOLIAR DE SALES DE
SELENIO EN BROCOLI SOBRE EL CRECIMIENTO,
RENDIMIENTO Y ACUMULACION DE SELENIO



2.1. INTRODUCCION

El micronutriente selenio es un elemento crucial que los seres humanos necesitan para
una buena salud y desarrollo, que normalmente puede ser suministrado por una dieta
adecuada. En la actualidad, existe una ingesta insuficiente de selenio en muchos paises,
y la deficiencia de selenio en la dieta afecta a aproximadamente mil millones de personas
en el mundo (Newman et al, 2019). La ingesta de selenio recomendada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indica que no debe superar los 70 ug dia’!,
siendo su consumo minimo considerado de deficiencia dietéticalos inferiores a 40 pg dia-
'y como niveles t6xicos aquellos que superan los 400 pg dia’! (Kieliszek & Blazejak,
2013). Notablemente, el contenido de selenio en la dietadiaria promedio es mucho menor
que el contenido recomendado (Kieliszek & Blazejak, 2016; Sigrist et al., 2012), a pesar
de que la ingesta dietética baja en selenio se puede asociar con trastornos de salud
relacionados con el estrés oxidativo, hipotiroidismo, sistema inmunitario debilitado,
enfermedades cardiovasculares, fertilidad masculina reducida y mayor riesgo de cancer
(Drutel et al., 2013; Rayman, 2020; Sattar, 2021).

Una de las formas mediante las cuales el selenio se incorpora a la cadena alimentaria es
a través de los cultivos, lo cual a su vez depende del nivel de selenio en el suelo
(Hawrylak-Nowak, 2013). Durante los dltimos afios, existe un esfuerzo creciente por
aumentar el contenido de selenio en plantas para consumo humano mediante
biofortificacién; ya que sus niveles en los cultivos estdn disminuyendo debido a la
produccién intensiva de plantas (Hossain et al., 2021; Schiavon et al., 2020). En
consecuencia, los estudios que intentan optimizar las estrategias de biofortificacién con
selenio para mejorar el valor nutricional de los cultivos alimentarios presentan un gran
interés a escala mundial.

El éxito de la biofortificacion para enriquecer las plantas con selenio depende de la
especie de cultivo, el modo de fertilizaciéon y las formas minerales de selenio que se
utilizardn (Schiavon et al., 2020). En base a su capacidad de absorcion de Se y tolerancia,
las plantas son divididas en tres grupos: no acumuladoras de Se, Se-indicadoras, y
acumuladoras de Se (Wiesner-Reinhold et al., 2017). La mayoria de las plantas son no
acumuladoras, es decir, que no toleran concentraciones tisulares de Se de mas de 10-100
ng ¢! peso seco, y rdapidamente muestran signos de toxicidad por Se sobre la exposicion
a concentraciones de Se mds altas que las mencionadas anteriormente. Esta toxicidad se

debe a la incorporacion no especifica de seleno-aminoacidos en proteinas, reemplazando
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Cys y Met, interrumpiendo asi la funcién de la proteina y causando toxicidad a la planta.
(Wiesner-Reinhold et al., 2017).

Varios miembros de la familia Brassicaceae entran en la categoria de plantas indicadoras
de Se (también conocidas como plantas de acumulacién secundaria de Se) y son capaces
de tolerar concentraciones de Se de hasta 1000 pg g-! peso seco en sus tejidos y por lo
tanto puede colonizar suelos descritos como seleniferos. Estos incluyen el brécoli,
mostaza india, col rizada, nabo y repollo. (Wiesner-Reinhold et al., 2017).

Las plantas acumuladoras de Se (también conocidas como hiperacumuladoras de Se) son
capaces de acumular concentraciones de Se >1,000 pug g! PS en sus tejidos sin efectos
nocivos aparentes. De hecho, estas muestran un efecto de crecimiento particularmente
fuerte que puede exceder el doble aumento dela produccion de biomasa. También son las
unicas plantas capaces de colonizar suelos altamente seleniferos. Entre la familia
Brassicaceae se encuentra Cardamine hupingshanesis y especies dentro del género
Stanleya y Thelypodium, tales como S. pinnata y T. laciniatum Endl (Wiesner-Reinhold
et al., 2017).

Se han utilizado diferentes métodos de biofortificacion con selenio para estas especies,
que incluyen aspersion foliar, cultivo hidropoénico y fertilizacién del suelo; aunque en
cadauno de ellos varia la tasa de asimilaciéon del selenio (Wiesner-Reinhold et al., 2017).
Varios estudios han sugerido que la aplicaciéon foliar de selenio tiene ciertas ventajas
sobre la aplicacién al suelo; debido principalmente a la sencillez de aplicacion, la
prevencion de las transformaciones quimicas del selenio en el suelo, asi como con la
limitada translocacion a 6rganos aéreos desdelas raices (Bafiuelos etal., 2017; Hawrylak-
Nowak, 2013). Ademas, el impacto ambiental de las aplicaciones foliares podria ser
menor debido a la pequena cantidad de sales de selenio utilizadas (Hawrylak-Nowak et
al., 2018). Sin embargo, dado que la absorcion foliar y radicular se ve afectada por el
genotipo, la forma de selenio aplicado y las condiciones de crecimiento; se requieren
estudios especificos para evaluar métodosy dosis adecuados (Hasanuzzaman et al., 2020;
Puccinelli et al., 2017).

En lo que respecta a las formas de selenio utilizada, los mds comunes por su costo y
accesibilidad son las sales de selenato y el selenito de sodio, las cuales se han probado
principalmente para obtener Brassicas enriquecidas con selenio. En estudios previos pudo
observarse que la asimilacion de selenio es menor cuando las plantas son expuestas a
selenito en comparacion con aquellas fertilizadas por la raiz con selenato (Lyi et al., 2005;

Ximénez-Embun et al., 2004). Esta diferencia se debe a que el selenito ingresa a las
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células de la raiz por transportadores de fosfato que son menos eficientes que los
transportadores de azufre utilizados para la entrada del selenato. Algunos estudios han
reportado la aplicacion foliar de selenio en plantas de brécoli para lograr una produccién
comercial de brécoli enriquecido con selenio en condiciones de campo; sin embargo, solo
han investigado la aplicacion de selenato de sodio en un grupo de cultivares (Ghasemi et
al., 2016; Hsu et al., 2011; Sindelarova et al., 2015).

Por lo expuesto, puede observarse que se requieren mds estudios para optimizar la
metodologia de aplicacién con el fin de mejorar la produccion y biofortificacion de
selenio. Debido a esto, en el presente capitulo se evalu6 el efecto de la aplicaciéon foliar
de diferentes formas minerales de selenio (selenato y selenito) en dos dosis diferentes,
con el uso adicional de un coadyuvante en condiciones de campo. Se analizaron el
crecimiento de la planta, pardmetros fisiologicos, la acumulacion de selenio y la calidad

comercial de las cabezas de brocoli en dos cultivares utilizados para el mercado fresco.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Obtencion de plantas biofortificadas con selenio

2.2.1.1. Material vegetal

Las plantas de brocoli (B. oleracea L. var. italica) utilizadas en el presente trabajo
corresponden a dos hibridos comerciales, los cultivares 'Belstar’ F1 (Bejo,
Warmenhuizen, The Netherlands) y 'Legend' F1 (Nongwoo Bio, Gyunggi-do, Republic
of Korea). Ambos cultivares son adecuados para crecer en otoflo, primavera y verano.
Tienen una amplia gama de adaptabilidad y maduran antes que la mayoria de los
cultivares (ciclo de crecimiento de aproximadamente 85-90 dias). Producen pellas
compactas y muy uniformes, ideales para mercado fresco. Ademas, estos dos cultivares

son los utilizados en esta zona geografica.

2.2.1.2. Condiciones de crecimiento de las plantas

En primer lugar, las semillas de brécoli se seleccionaron, de acuerdo con la uniformidad
de tamafio y las caracteristicas externas, y se descartaron aquellas con alteraciones y
malformaciones. Las semillas se sembraron (13/05/2015) en bandejas multiceldas de
poliestireno expandido de 228 celdas con sustrato compuesto por GROW MIX
Terrafertil® para obtener plantulas con un correcto desarrollo del sistema radical, en
condiciones de cultivo controladas. Posteriormente, a las 4 semanas post-germinacion

(20/06/2015), se trasplantaron para su crecimiento bajo condiciones estdndares a campo,
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seglin pardmetros determinados por la Agencia de Extension Rural del INTA Monte Vera
para cultivos horticolas de la zona Santa Fe en el Campo Experimental de Cultivos
Intensivos y Forestales de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional
del Litoral (Esperanza, Santa Fe, Argentina). El experimento se realiz6 sobre un suelo
Mollisol, subgrupo Argiudol tipico de la Serie Esperanza, con 29 % arena, 66 % limo y 5
% arcilla en el horizonte Ap (0-0,27 m de profundidad) (Soil Survey Staff, 2010; INTA,
1991). Antes del trasplante, se realiz6 un andlisis quimico del suelo en una muestra
compuesta utilizando un muestreador de tubo de acero inoxidable a una profundidad de
0,20 m (Tabla 3). Las plantulas se trasplantaron a 0,6 m una de otra en hileras espaciadas
a 0,7 m durante el comienzo de la primavera. Las plantas de los diferentes cultivares se
colocaron en tres subparcelas (49 plantas por subparcela) donde se aplicé un disefio de
parcelas completamente al azar. En cada subparcela se considerd el efecto borde de las
plantas. Se mantuvieron las practicas agronémicas normales para el cultivo de las plantas

y las malezas se eliminaron manualmente después de la emergencia.

Tabla 3. Propiedades quimicas del suelo (0 a 0,20 m de profundidad) en el sitio
experimental antes del trasplante.

Propiedades del suelo? Valores
pH (proporcion suelo: agua 1:2.5) 6,65 + 0,03
Conductividad eléctrica (dS m1) 2,82 + 0,07
Materia orgénica (%) 2,05 £ 0,05
N total (%) 0,13 £ 0,01
P disponible (ppm) 20,20 £ 1,96
Ca** intercambiable (cmolckg!) 8,52 +1,55
Mg** intercambiable (cmolckg™!) 0,93 + 0,55
Na* intercambiable (cmolckg™!) 0,80 + 0,22
K* intercambiable (cmolckg™!) 1,46 + 0,54

Capacidad de Intercambio Catiénico (cmolckg™!) 13,30 = 1,01
Se total (mg kg!) 0,49 +£0,21

Los métodos analiticos siguieron la metodologia argentina estandarizada
(SAMLA) (SAGPyA, 2004). El Se total se determind segtin Sigrist et al. (2012).
Los resultados se expresan como la media (n = 3) + error estandar (ee).
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2.2.2. Aplicacion de tratamientos foliares

La aplicaciéon foliar de sales de Selenio (Se) se realizé al inicio de la formacion de la
cabeza (03/07/2015, momento de la aparicién del botén floral) utilizando soluciones de
selenato o selenito (Na2SeO4, Na2SeO3, Sigma-Aldrich, USA) a dosis de 25 y 50 g ha'l,
conteniendo Rizospray Extremo® al 0,1 % (RIZOBACTER, Argentina) como
coadyuvante. Para los tratamientos sin aporte de Se (control) se utiliz6 agua destilada en
presencia del coadyuvante. Las plantas control se cultivaron en las mismas condiciones
que las plantas tratadas con Se, pero se separaron fisicamente con una lamina de plastico
para evitar la contaminacién cruzada durante la pulverizacién. La aplicacién, de 10 ml
para cada planta, se realiz6 por la tarde (entre las 17:00 y las 19:00 h) con un pulverizador
de presion de 0,5 L de capacidad en un dia seco, soleado y sin viento y se repitié después
de una semana hasta llegar a dosis finales de 50y 100 g Se ha''en los tratamientos. Las
plantas fueron cosechadas en madurez comercial (23/08/2015, cuando las cabezas
alcanzaron su tamafio mdximo y presentaron botones florales verdes compactos) y
transportadas inmediatamente al laboratorio en cdmara frigorifica para preservar su

frescura.

2.2.3. Determinacion de parametros de rendimiento
Para el andlisis del de crecimiento y rendimiento al final del experimento se determinaron
como pardmetros indicadores la altura de la planta, el 4rea foliar, el peso de la cabeza y
la materia seca.
En el caso de la alturade la planta se midieron diez plantas por tratamiento desde la linea
del suelo hasta el meristema apical. La estimacion del area foliar (LA) se realiz6 mediante
el modelo de regresion desarrollado por Stoppani et al. (2003):

LA=3.07xW +1.13 x W?
donde W es el ancho de la hoja y se midi6 de extremo a extremo entre los 16bulos mas
anchos de la 1dmina perpendicular a la nervadura central de la ldmina.
Las cabezas principales de brdcolis, como partes consumibles, se cortaron dejando un
tallo de 5 cm, se pesaron y reportaron como peso fresco de la cabeza. Luego, las cabezas,
tallos y hojas de brocoli cosechados se secaron a 65 °C hasta peso constante para calcular
el porcentaje de materia seca. Posteriormente se utilizaron estas muestras de tejidos secos

para evaluar la concentracion de selenio.

50



2.2.4. Mediciones de intercambio de gases y determinaciéon del indice de clorofila

Las medidas de intercambio gaseoso se realizaron a diferentes horas deldia (9, 11, 13, 15
y 17 h), una semana después de la dltima aplicacién de selenio. La tasa fotosintética neta
(FN), la tasa de transpiraciéon neta (TRN) y la eficiencia del uso del agua (EUA) de las
hojas maduras superiores se midieron con un sistema de fotosintesis portdtil CIRAS-2
(PP Systems Ltd., Reino Unido) en condiciones de luz natural donde la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) fue de 780-1915 pmol m™2 s™! y la temperatura del aire
fue de 20-35,8 °C. Se registraron de cuatro a cinco valores estables de diferentes plantas
en cadahora del dia. Las mediciones de RFA durante el dia se realizaron con un sensor
cuantico de linea RFA modelo LI-191R (LI-COR, Lincoln, EE. UU.). El indice de
clorofila se determindé en campo, en 3 hojas por planta, con un medidor de clorofila
SPAD-502 (Minolta Camera Co., Ltd, Osaka, Jap6n) en los mismos momentos que se

midio la fotosintesis (Markwell et al., 1995).

2.2.5. Medicion del color superficial

El color se evalu6 con un colorimetro (Minolta CR-400, Osaka, Japén) midiendo los
valores L (luminosidad), a* (valor del eje a en la escala de Hunter) y b* (valor del eje b
en la escala de Hunter) en la superficie de cada cabeza de brécoli. La fuente de luz
utilizada fue D65/10° la cual fue calibrada con placa blanca. El dngulo de tonalidad HUE
(h°) se calculé como h® = tan!(b*/a*) cuando a*>0 y b*>0, o como h°=180 — tan ! (b*
/a*) cuando a*<0y b*>0 Es importante recordar que h° varia continuamente de 0° a 360°,
con 90° indicando amarillo y 180° indicando verde (Duarte-Sierra et al., 2017). Se

tomaron medidas por triplicado, en cinco puntos de cada cabeza y luego se promediaron.

2.2.6. Diametro de la cabeza y firmeza

El didmetro de la cabeza de brécoli se midi6é con un calibrador digital. Las medidas,
realizadas por triplicado, se tomaron en dos lados opuestos en la zona ecuatorial de cada
cabeza. Los promedios de los valores obtenidos se expresaron en centimetros.

Las mediciones de firmeza de la superficie se realizaron en tres posiciones diferentes en
cadacabeza, utilizando un durémetro digital Turoni con punta esférica (modelo 53215TT;
T.R. Turoni, Forli, Italia). Los promedios de los valores obtenidos se reportaron como

unidades de firmeza.
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2.2.7. Cuantificacion de selenio

Las concentraciones de selenio total en hojas y cabezas de brocoli se determinaron
después de digestion con 4cido nitrico y reduccion con dcido clorhidrico, siguiendo el
método descrito por Foster y Sumar (1996). Los productos de digestion se analizaron
mediante un método FI-HGAAS optimizado (espectrometria de absorcion atémica de
generacion de hidruro e inyeccion de flujo) desarrollado por Sigrist et al. (2012). Se
utiliz6 como detector un espectrometro de absorciéon atémica de llama Perkin-Elmer
Modelo 3110 (Connecticut, EE. UU.), equipado con una lampara de catodo hueco de
selenio Photron (Victoria, Australia) ajustada a una longitud de onda de 196,0 nm, una
corriente de ldmpara de 12 mA y un ancho de rendija de 0,7 nm. Se us6 un sistema de
generacion de hidruro de inyeccion de flujo Perkin-Elmer FIAS 100 (Connecticut, EE.
UU.) con un atomizador de tubo de cuarzo calentado (10 mm de d.i. x 160 mm de
longitud) para la generacion de hidruro y se acopl6 al AAS.

Para la cuantificacion en las muestras se utilizé el método de adiciones estandar. Los
limites de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ), basados en 10 desviaciones estandar
de los blancos, fueron de 0,15 y 0,45 mg kg'! de selenio; respectivamente. Se incluy6
material de referencia certificado (DOLT-3 NRC, material de higado de mielga para
metales traza) en cada lote de muestras para el control de calidad, y la recuperacion

promedio fue del 103 %. Cada muestra se analiz6 al menos por duplicado.

2.2.8. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial considerando como
factores de clasificacion: el tratamiento con selenio (a 5 niveles: control sin selenio y las
2 sales a 2 concentraciones) y el tiempo si corresponde, considerando en el anélisis la
interaccion entre los factores. Por otro lado, no se incluyé como factor estadistico en el
estudio el cultivar, ambos cultivares se analizaron por separado. Se incluyeron dos
cultivares debido a que, como el efecto puede ser dependiente del cultivar, tener mds
chances de observar el mismo. Ademads, en aquellos casos donde se obtiene un resultado
similar, permite inferir que dicho efecto puede ser general. Los factores analizados fueron
incluidos en las leyendas de las figuras y tablas.

La significacion de la diferencia entre los valores medios se determiné mediante el
andlisis de varianza (ANOVA) con la prueba de diferencia minima significativa (LSD).
La correcta aplicacion de ANOV A se comprobé mediante distribuciéon normal residual

(prueba de Shapiro-Wilks, graficos QQ)y homocedasticidad (prueba de Levene, graficos
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dedispersion deresiduos). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
para valores dep < 0,05. Los datos de los experimentos se expresaron como media + ee

(error estdndar) y se analizaron estadisticamente utilizando el software estadistico

InfoStat (DiRenzo et al., 2017).

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. El selenio modifica el crecimiento y aumenta el rendimiento de manera
diferencial en los cultivares de brécoli.

En primer lugar, para considerar si las aplicaciones de selenio que se iban a probar podian
ser aplicables en el dmbito productivo, se considerd necesario evaluar su efecto en los
pardmetros de rendimiento agronémicos mas relevantes. De acuerdo a los pardmetros de
crecimiento evaluados, el peso seco de las plantas aumenté significativamente con la
aplicaciéon de 100 g ha! de selenato o selenito en el cultivar 'Belstar' con respecto a las
plantas control, mientras que no tuvieron efecto sobre el cultivar 'Legend' (Figura 6A). El
area foliar de brécoli y la altura de la planta no se vieron afectados significativamente por
la aplicacién de selenio en ambos cultivares analizados (Figura 6B, C, respectivamente),
si bien pudo observase que el cultivar 'Legend' presenté mayor altura que el cultivar

'Belstar'.
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Figura 6. Efectos de los tratamientos con selenio en
ambos cultivares de brécoli sobre el peso seco de la planta
(A), el area foliar (B) y la alturade la planta (C). ANOVA
a un factor: tratamiento con selenio. Los resultados se
expresan como la media (n = 10) £ ee. Los valores que
poseen al menos una letra en comin, no son
estadisticamente diferentes entre tratamientos, a un nivel
de significacién de P < 0,05 segin la prueba de diferencia
minima significativa (LSD).

La aplicacion de ambas dosis de selenato y la dosis mayor de selenito indujo un aumento
significativo en el peso fresco de la cabeza (PF) en el cultivar 'Belstar' (Tabla 4). La
aplicacion foliar de 50 g ha! y 100 g ha'! de selenato aument6 el PF en 49 % y 102 %,
respectivamente; mientras que 100 g ha'! de selenito aument6 el PF en un 54 %, en
comparacion con la condicién de control (Tabla 4). En el caso del cultivar 'Legend’, no

se observaron diferencias en el peso fresco para los diferentes tratamientos (Tabla 4).
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Ademads, el contenido de materia seca de las cabezas no se vio afectado significativamente
por el selenio ni por el cultivar de brocoli (Tabla 4). En este caso se puede notar
nuevamente que los diferentes cultivares de brécoli responden diferencialmente a los

tipos de sales de selenio aplicadas en comparacién con sus respectivos controles.

Tabla 4. Efecto de la aplicacién foliar de selenio sobre pardmetros de
rendimiento de las cabezas de brécoli.

Cultivar Tratamiento Peso fresco (g)  Materia seca (%)
Control 233,50+£29,16a 9,89+1,69a
Selenato 50 gha' 347,50+60,65b 10,45+3,29a

'Belstar’ 100 gha! 472,67+2742¢ 9,61 +£0,30a

Selenito 50 gha! 254,25+13,87ab 9,41+0,55a
100 gha' 360,20+41,66bc 8,92+0,14a

Control 305,50£28,50ab 7,94+1,52a
Selenato 50 gha'  262,33+12,67ab 9,22+0,48a
'‘Legend’ 100 gha! 286,67+33,20ab 9,62+0,03a

Selenito 50 gha' 304,33+61,50ab 10,43 +3,20a
100 gha' 354,67+33,78bc 10,49+2,16a

ANOVA aun factor: tratamiento con selenio. Los resultados se expresan como
la media (n =10) £ ee. Los valores que poseen al menos una letra en comtn, no
son estadisticamente diferentes entre tratamientos, a un nivel de significacion de
P < 0,05 segtin la prueba de diferencia minima significativa (LSD).

El andlisis de los parametros de crecimiento y rendimiento indicé que la respuesta a
diferentes tratamientos con selenio difiri6 entre los cultivares de brécoli. Se observaron
resultados similares en achicoria (Cichorium intybus L.) donde la materia seca total de
las plantas fue mayor en las plantas tratadas con selenio que en los controles en el cultivar
'Monivip', pero en 'Anivip' no hubo diferencias significativas entre las plantas tratadasy
control (Germ et al., 2007). Por el contrario, la masa de cabezas no difiri6 entre plantas
tratadas con selenio y controles en cualquiera de los cultivares (Germ et al., 2007). En
coincidencia con los resultados obtenidos en este trabajo Ghasemi et al. (2016)
informaron que la altura de la planta de brécoli y la materia seca de la cabeza no se vieron
afectadas significativamente por la aplicacion de selenio.

Por otro lado, en contraposicion a nuestros resultados, Sindelarova et al. (2015)

documentaron que el PF de la pella de diferentes cultivares de brécoli ('Heraklion',
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'Marathon', 'Parthenon' y 'Naxos') no se fue significativamente afectado por la aplicacion
de selenio, mientras que este estudio se observé que el tratamiento con ambas dosis de
selenato y la dosis mixima de selenito produjo, en comparacion con el respectivo control,
el cultivar 'Belstar', cabezas mds pesadas.

Estos resultados mostraron que los tratamientos con selenio, considerando variaciones
que pueden depender del cultivar, del tipo de sal de selenio y de la dosis evaluada, no
afectan o incluso mejoran los pardmetros de produccién. En este caso, se obtuvo un efecto
positivo en el contenido de agua de las cabezas, y por lo tanto aumentando el rendimiento
consumible de brécoli en condiciones de campo, en el cultivar 'Belstar'. En su conjunto,
las diferencias obtenidas dan indicio de que hay un efecto del cultivar, y posiblemente de

su interaccion con el medio ambiente, que condicionarian el efecto obtenido.

2.3.2. Las respuestas de los parametros fotosintéticos al tratamiento con selenio
difieren segun el cultivar de brécoli.

Para analizar si la aplicacion de selenio presenta un efecto sobre el crecimiento de las
plantas de brécoli en cuanto a su capacidad de captar diéxido de carbono, se realizé el
estudio de los respectivos pardmetros fotosintéticos en diferentes momentos del dia
(Figura 7). En 'Belstar' no se observaron variaciones la tasa fotosintética neta (FN), a
excepcion del tratamiento con 100 g ha'! de selenato el cual aument6 significativamente
la misma a las 15 h, para luego volver a los valores de control a las 17 h (Figura 7A). En
'Legend', donde mayoritariamente no hubo variaciones tampoco, la aplicacién foliar de
50 g ha! de selenato redujo significativamente el valor de FN al nivel més bajo a las 13
h (Figura 7B).

Latasa de transpiracién neta (TRN) se redujo significativamente con el tratamiento de 50
g ha'! de selenato en 'Legend' a las 9 h, sin presentar diferencias en los demés tiempos de
medicién tanto en este como en los demds tratamientos con respecto al control. En
cambio, en el cv. 'Belstar', se observd una reduccion significativa con la aplicacion de
selenato 50 g ha'! (9 h, 13 hy 15 h), de selenato 100 g ha'! (9 h'y 15 h) y de selenito 100
g ha! (15 h) (Figura 7C).

En general ha sido planteado que la aplicacién con selenio en su mayoria mejora o no
influye en la fotosintesis segun la especie de planta examinada y el método de aplicacion
(Mechora et al., 2017; Yin et al., 2019). Por ejemplo, en arroz, el riego de raices con
selenio mejord notablemente el crecimiento, asociado con el aumento simultdneo de FN,

mientras que la aplicacién foliar de selenio no produjo cambios en la fotosintesis y la
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acumulacion de biomasa (Yin et al., 2019). En plantulas de brécoli, la aplicacion de
selenio tuvo un pequefio efecto en tiempos iniciales disminuyendo la fotosintesis, para
luego equipararse a los controles (Mechora et al., 2017). Por otro lado, el incremento en
FN por tratamiento foliar en el cv. 'Belstar', podria corresponder al incremento en el peso
seco de la planta luego del tratamiento con 100 g ha'! de selenato (Figura 7A).

De acuerdo con los resultados descritos anteriormente, la eficiencia en el uso del agua
(EUA), definida como la cantidad de carbono asimilado como biomasa por unidad de
agua utilizada por el cultivo (Hatfield & Dold, 2019), aumento significativamente con la
aplicacion foliar de selenio en el cultivar 'Belstar', durante diferentes horas del dia (Figura
7E), mientras que para el cultivar "Legend', solo el tratamiento con 50 g ha! de selenato
aumento significativamente la EUA a las 9 h (Figura 7F).

En ambos casos, el aumento de EUA, se debe principalmente ala reduccion de TRN y no
al aumento de FN (Figura 7). Ademads, las dosis y sal de selenio aplicadas no solo se
relacionaron con el nivel de aumento dela EUA, sino también con el nivel de aumento
del PF de la cabeza, sin modificar el contenido de materia seca (Tabla 4).

Como se ha visto en otras plantas, los tratamientos con selenio podrian dar como resultado
respuestas promotoras del crecimiento (Hartikainen, & Xue, 1999; Djanaguiraman et al.,
2005; Yassen et al., 2011; Puccinelli et al., 2017). Por ejemplo, el nimero de brotes y el
rendimiento aumentaron significativamente cuando se aplicé foliarmente selenito o
selenato en las plantas de té (Hu et al., 2003). Sin embargo, estas respuestas estdn
relacionadas con una concentracién conveniente de selenio aplicada que reforzaria el
sistema de defensa antioxidante de las plantas (Hartikainen, & Xue, 1999; Cartes et al.,
2005; Hasanuzzaman et al., 2010). De esta forma, el aumento observado en el PF de
cabeza de brécoli podria estar relacionado con la mejora de la capacidad antioxidante de

las plantas frente al estrés oxidativo (Ghasemi et al., 2016).
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Figura 7. Efectos de la aplicacion foliar de selenio en la tasa fotosintética neta de la hoja (A, B), la
tasa de transpiracion unitaria (C, D), y la eficiencia en el uso del agua (E, F) de brécoli cv. 'Belstar’
(A,C,E)ycv. 'Legend' (B, D, F). Los tratamientos foliares fueron: control (-¢-), selenato 50 g ha
! (-m-), selenato 100 gha™! (-m-), selenito 50 gha™' (-#-),y selenito 100 gha! (-e-). ANOVA a dos
factores: tratamiento con selenio y tiempo, considerando la interaccion entre ellos. Los resultados
se expresan como la media (n = 10) + ee. El asterisco representa diferencias significativas entre
tratamientos a un nivel de significanciade P < 0,05 segin la prueba de diferencia minima
significativa (LSD).
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Por dltimo, se obtuvieron mediciones del indice SPAD, el cual no mostré ninguna
diferencia entre los tratamientos con selenio y los cultivares de brécoli (Figura 8). En
general, los valores del medidor SPAD son proporcionales a la cantidad de clorofila
presente en el tejido vegetal y sirven como un buen indicador no destructivo de la misma
(EI-Mogy et al., 2019).

En reportes previos se observd, de manera similar, que la aplicaciéon de suplementos de
selenio no mostré un efecto significativo sobre el contenido de clorofila en la colza
(Ulhassan et al., 2019), o en el trigo (Filek et al., 2019) bajo condiciones de control.
Ademds, las semillas de Stevia tratadas con selenito de sodio desarrollaron plantulas con
un contenido total de clorofila similar al de las plantas de control (Shahverdi et al., 2017).
Por otro lado, en pepino, se observd una disminucion significativa en el nivel de clorofila
a una concentracién de selenio que no inhibia el crecimiento, en comparacién con
concentraciones que provocan la inhibicion (Hawrylak-Nowak et al., 2015). Ademas, la
caida de las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos se considera un indicador
mads sensible de la fitotoxicidad por selenio que la reduccién del PF o del drea foliar
(Hasanuzzaman et al., 2020). En conclusién, se pudo establecer que la ausencia de
cambios en el indice SPAD en hojas de brécoli, es un buen indicio de que las

concentraciones de selenio aplicadas no fueron téxicas para las plantas.
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Figura 8. Efectos de la aplicacién foliar de selenio sobre el indice de
verdor foliar (SPAD) de brécoli cultivares 'Belstar' y 'Legend'.
ANOVA aun factor: tratamiento con selenio. Los valores que poseen
al menos una letra en comun, no son estadisticamente diferentes entre
tratamientos, a un nivel de significacion de P < 0,05 segtin la prueba
de diferencia minima significativa (LSD).
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En base a los resultados expuestos se puede concluir que, en general, los pardmetros
fotosintéticos de las plantas de brécoli no se afectan con los tratamientos foliares de las
sales de selenio. Por otro lado, en ciertos tratamientos, hay un efecto de mejora de estos
pardmetros, en concordancia con los valores obtenidos de rendimiento en el apartado

anterior.

2.3.3. La aplicacion foliar de selenio no modifica la calidad comercial de las cabezas
de brdcoli al momento de la cosecha.

El aspecto visual de las cabezas de brocoli es un factor critico en la evaluacion de la
calidad del producto por parte del comerciante y del consumidor al momento de las
decisiones de compra, siendo el rasgo de calidad mds importante que determina su
comerciabilidad y valor econdémico (Dixon, 2007). Por lo tanto, en este estudio
analizamos si la aplicacion foliar de selenio modifica los pardmetros relacionados al
momento de la cosecha. En general, no hubo modificaciones en los pardmetros
relacionados al color, salvo en el tratamiento con 50 g ha"! de selenato, el cual aumentd
significativamente el dngulo de tonalidad Hue (h°) en 'Belstar', en comparacion con el
control, indicando una mayor presencia de color verde y menos de amarillo (Tabla 5). Por
otro lado, no hubo cambios en la luminosidad, a excepcién del tratamiento con 100 g ha

I deselenito, el cual incrementd significativamente el valor de este pardmetro en 'Belstar'.
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Tabla 5. Efecto de la aplicacion foliar de selenio sobre la calidad comercial de las cabezas de
brécoli al momento de cosecha.

Color
Cultivar Tratamiento Diametro Firmeza
Hue Luminosidad
°h L can shore
Control 108,80 + 2,04a 38,77 + 1,35a 14,60 = 1,10a 24,72 + 2. 44a
Sl 50 g ha'! 121,20 + 5,39b 40,06 + 0,98ab 16,00 £0,91ab 28,04 + 1,29a
elenato
'‘Belstar’ 100 g ha! 113,77 = 1,21ab 39,72 + 0,93ab 18,67 + 0,33b 25,71 = 1,42a
50g ha'! 115,08 £ 1,60ab 38,87 £2,32a 15,00 + 0,54a 2422 +1,95a
Selenito
100 g ha'! 111,27 + 2,94a 42,86 = 1,11b 16,30 £ 0,69ab 31,20 + 2,10a
Control 106,91 + 3,04a 38,86 +0,91a 16,17 + 1,83ab 22,10 + 2,48a
Sl 50 g ha'! 111,38 +2,28a 38,15+ 1,08a 14,50 + 1,04a 20,23 £2,93a
elenato
'Legend'’ 100 g ha'! 111,03 + 3,34a 39,41 + 1,79ab 15,75 + 0,43ab 23,23 + 3,06a
) 50 g ha'! 113,31 + 1,29ab 39,16 + 0,60a 13,83 £ 0,93a 26,08 + 1,98a
Selenito
100 g ha'! 110,49 + 3,14a 41,02 £ 0,47ab 15,00 + 0,58a 22,81 +4,34a

ANOVA a un factor: tratamiento con selenio. Los valores que poseen al menos una letra en comtin
no son estadisticamente diferentes, con un nivel de significancia P < 0,05 segin la prueba de
diferencia minima significativa (LSD).

El desverdizado o amarillamiento causado por la degradacion de la clorofila es la
caracteristica mds importante que determina la pérdida de calidad poscosecha en el
brécoli. El amarillamiento es causado por el desensamblaje de los cloroplastos y el
catabolismo de la clorofila (Fukasawa et al., 2010). El etileno parece ser el principal
promotor de la senescencia y el amarillamiento (King & Morris, 1994). Informes
anteriores indicaron que los frutos de tomate y la lechuga enriquecidos con selenio
retrasan la maduracién y la senescencia, respectivamente, a través de una disminucion en
la biosintesis de etileno, debido a la aplicaciéon de selenio (Pezzarossa et al., 2014;
Malorgio et al., 2009). Ademas, se reportd que cuando las cabezas de brocoli recién
cortadas se remojaron durante 20 min en agua con 2 mg kg-! de selenito, hubo un efecto
positivo en el mantenimiento de la calidad sensorial y poscosecha al reducir la intensidad
respiratoria y la produccién de etileno (Lv et al., 2017).

Dos parametros que son muy importantes desde el punto de calidad visual de las pellas,
son el didmetro de la misma y la dureza, dado que una pella de menor didmetro y mayor
dureza se asocia con un producto mds fresco para el consumo. Estos pardmetros fueron
analizados en las plantas tratadas con las distintas sales de selenio al momento de la

cosecha. El unico valor de didmetro de pella significativamente mayor que el control se
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obtuvo después de la aplicaciéon foliar de 100 g ha'! de selenato en 'Belstar' (Tabla 5),
mientras que los demds tratamientos no presentaron cambios significativos con respecto
al testigo en ambos cultivares. En coincidencia con los resultados obtenidos, Ghasemi et
al. (2016) también informaron que el didmetro delas cabezas de brécoli no se vio afectado
significativamente por la aplicacién de selenio en diferentes dosis; obteniendo d idmetros
dentro del rango de 12,58-16,08 cm. Asimismo, los diferentes tratamientos con selenio
no afectaron significativamente la firmeza de las cabezas (Tabla 5). Si bien se ha
informado previamente que la adicion foliar de selenato a los perales resulté en valores
mds altos de firmeza de la pulpa de la fruta y redujo la pérdida de firmeza poscosecha
(Pezzarossa et al., 2012). Ademds, Wu y Tian (2009) observaron un efecto positivo del
selenio sobre la firmeza en frutos de durazno, en este caso se ha demostrado que la
aplicacion de selenio no disminuye la firmeza y no perjudicaria la vida ttil de las frutas

y verduras, en parte al evitar la reduccion de la firmeza.

2.3.4. La aplicacion foliar de selenato o selenito aumenta notablemente el contenido
de selenio de las cabezas y hojas de brocoli.

La obtencion de pellas biofortificadas en selenio, sin detrimento o con mejoras en los
parametros comerciales, fue planteado como objetivo de este capitulo. Las mediciones de
selenio total arrojaron como resultado un aumento en la concentracién de selenio en
ambos cultivares, expresado en relacion al peso seco. La concentracién de selenio
aumento significativamente de manera dependiente de la dosis, independientemente de
que se aplique selenato o selenito, tanto en hoja como en pella (Tabla 6). Por ejemplo, en
el cv. Belstar', el contenido de selenio en la cabeza aument6 de 0,27 mg kg-! en las plantas
de control a 2,98 y 6,98 mg kg! en las plantas tratadas con 50 y 100 g ha'! de selenato,
respectivamente. De manera similar, el contenido de selenio en las hojas aument6 de 0,69
mg kg! en las plantas de control a 4,41 y 9,60 mg kg™! cuando se aplic6 selenato en dosis
finales de 50 y 100 g ha"!, respectivamente (Tabla 6).

Si bien el nivel de concentracion de selenio fue menor en la pella que en las hojas, el
aumento relativo al control del contenido de selenio fue mayor en la pella (Tabla 6). Por
ejemplo, en 'Belstar, el contenido de selenio en pella aument6 aproximadamente 1000 %
y 2400 % en plantas tratadas con 50 y 100 g ha'! de selenato en comparacién con las
plantas control, respectivamente. De manera similar, el contenido de selenio en las hojas
de las plantas tratadas con las mismas dosis de selenato fue considerablemente mayor
(alrededor de 540-1300 %) que en las plantas control. Estos resultados muestran que la
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aplicacion foliar de diferentes formas de selenio en plantas de brécoli, al comienzo de la

formacion de la cabeza, tiene una translocacién efectiva de hoja a cabeza de selenio en

condiciones de campo.

Tabla 6. Efecto de la aspersion foliar de selenio sobre la concentracion de

selenio en la cabeza y en las hojas de plantas de brécoli.

Concentracion de selenio (mg kg™ MS)

Tratamiento
Cabeza Hojas

cv. 'Belstar’

Control 0,27+0,11a 0,69 +0,30a

50 gha'! 2,98 £0,46bc 4,41 £0,32b
Selenato

100 gha™! 6,89 +1,13¢ 9,60 +0,82¢c

50 gha' 3,49 +£0,48cd 3,64 £0,14b
Selenito

100 gha! 6,54 £0,16e 7,57 £1,62¢
cv. 'Legend’

Control 0,68 +£0,22a 0,95 +0,24a

50 gha’! 2,99 +0,32bc 3,52+0,4b
Selenato

100 gha'! 6,61 +1,06e 8,27 +2,16¢

50 gha'! 3,13 £0,34bcd 4,01 £0,09b
Selenito

100 gha'! 5,41 £0,39de 6,69 +1,48¢c

Los resultados se expresan como la media (n =6) +ee . ANOVA a un factor.
Los valores que poseen al menos unaletra en comin no son estadisticamente
diferentes, con unnivelde significanciaP <0,05 segtin la prueba de diferencia
minima significativa (LSD).

La efectividad de este método para la biofortificacion con selenio ha sido exitosamente
reportada en varios cultivos como arroz, zanahoria, repollo y papa (Hu et al., 2002;
K4épolna et al., 2009; Mechora et al., 2014; Poggi et al., 2000). Sindelarova et al. (2015)
informaron que el brécoli acumula selenio principalmente en la pella y menos en las hojas
en aplicacion foliar de selenato de sodio a dos dosis (25 y 50 g ha'!). Ademads, reportaron
que los contenidos de selenio aumentaron en los tratamientos selenizados, pero de manera
dosis-dependiente solo en dos cultivares analizados ('Parthenon' y 'Naxos'). Para los
demiés cultivares ('Heraklion' y 'Marathon'), la dosis de 50 g ha'! de selenato no result6 en
un aumento significativo del contenidode selenio en cabezas en comparacion con la dosis
mds baja aplicada (25 gha'!). En nuestro caso, en base a los resultados obtenidos, se pudo

observar que el contenido en hoja es similar o mayor al obtenido en pella, y esa diferencia
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es mds notoria en el caso de las sales de selenato. De estos resultados se puede notar que
los diferentes cultivares de brécoli responden diferencialmente a las aplicaciones.

Por otro lado, en este trabajo, el mayor contenido de selenio observado en pella fue de
1,01 mg kg! en el cultivar 'Heraklion' (Sindelarova et al., 2015). Este resultado fue
consistente con los hallazgos de otras investigaciones previas que reportaron que la mayor
concentracion de selenio en cabeza de brécoli (1,41 mg kg'!') se registré después del
tratamiento con 50 g ha'! de selenato (Ghasemi et al., 2016). Es importante resaltar que
en nuestro estudio obtuvimos contenidos de selenio en cabeza entre 2 y 4 veces mayores
aproximadamente en ambos cultivares y tipo de sales, en la menor y mayor dosis
respectivamente.

Porlo expuesto, puede observarse que la capacidad de acumulacién deselenio del brécoli,
en las condiciones de aplicacion utilizadas en este trabajo, induce un aumento en
comparacion de otros trabajos similares. Aqui, en los dos cultivares probados, la
capacidad de aumentar significativamente el contenido de selenio fue de manera
dependiente de la dosis, pero independientemente de la forma de selenio aplicada.

A su vez, la diferencia en la cantidad de selenio acumulado podria deberse al uso de
coadyuvante para la preparacién de la solucién de aplicacion foliar, ya que en ambos
reportes previos solo se utilizé una solucién acuosa de selenato de sodio para aspersion
foliar, lo cual deberia confirmarse mediante comparaciones en el mismo experimento
(Ghasemi et al., 2016; Sindelarova et al., 2015). Los resultados de la aspersiéon dependen
de las caracteristicas de la superficie de la hoja, como la presencia de pelos, la
composicion quimica de la cera epicuticular o la deposiciéon de plaquetas de cera
(Pezzarossa et al., 2012). Rich y Pokroy (2018) informaron que la superficie de las hojas
de brécoli es stper repulsiva y autolimpiante con respecto al agua. Por ello, es muy
recomendable utilizar coadyuvantes durante la aplicacion foliar en brocoli para facilitar
la entrada de selenio en la planta. Ademads, los coadyuvantes también pueden minimizar
muchos problemas de aplicacion aérea, como la deriva de la aspersion, lo que reduce el
riesgo ambiental asociado con las aplicaciones foliares (Celen, 2010). Al mismo tiempo,
la comparacion del impacto ambiental a largo plazo de la aplicacion de selenio
directamente en los suelos o como rociado foliar ha demostrado que la aplicacién foliar
reduce la acumulacion potencial de selenio en el medio ambiente (Hossain et al., 2021).
Otro aspecto novedoso a destacar de este trabajo consistié en la utilizacién de la sal de
selenito de sodio, dado que en los reportes previos solo se utilizaron sales de selenato.

Las sales de selenito en principio, son mds econdmicas en calidad laboratorio, pero sobre
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todo en cantidades importantes para utilizar en aplicaciones a campo. Debido a que los
resultados obtenidos son similares, entre ambo tipos de sales, podrian utilizarse
indistintamente.

Varios informes sugieren el consumo de vegetales selenizados como una posible fuente
de ingesta de selenio para humanos (Mechora et al., 2014; Pezzarossa et al., 2014;
Sindelarova et al., 2015). El Panel de Oxidantes Dietéticos y Compuestos Relacionados
dela Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos estableci6 un limite superior
tolerable para el selenio en 400 pg dia’! y recomend6 una ingesta de 55 pug dia!, tanto
para hombres como para mujeres (NAS, 2000). Este nivel también fue recomendado por
la FAO/OMSYy el Grupo de Expertos en Vitaminas y Minerales del Reino Unido (EGVM,
2002; FAO/OMS, 1998). Teniendo en cuenta que el contenido maximo de selenio en
cabezas fue de aproximadamente 3 mg kg-! de materia seca en 'Belstar' y 'Legend' después
del tratamiento de 50 g ha'! de selenio, para un promedio de 10 % de materia seca (Tabla
4), se puede estimar que 1 kg de brdcoli fresco contendra 300 pg de selenio. De esta
manera, con la ingesta de una sola porcién comestible de brdocoli (200 g de cabeza), serd
posible incorporar 60 pg de selenio, que ronda aproximadamente un 15 % de la cantidad
recomendada semanal. Asi, la produccién de brécoli biofortificado en condiciones de
campo con estos niveles de contenido de selenio podria ser una buena fuente de ingesta

de selenio, y no deberia representar un riesgo de toxicidad para el consumo humano.

2.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se analiz6 el efecto de un sistema novedoso de aplicacion foliar de sales
de selenato y selenito sobre el crecimiento de las plantas de brocoli, el rendimiento, la
fotosintesis, la calidad comercial de las cabezas y el contenido de selenio, al momento de
la cosecha. Nuestros resultados muestran que los pardmetros de crecimiento de la planta
(4rea foliar y altura) no fueron influenciados por los tratamientos foliares en ambos
cultivares evaluados (‘Belstar' y 'Legend'); mientras que el peso seco de la planta aument6
significativamente en 'Belstar'. De manera similar, el PF dela cabeza aument6 en 'Belstar’
en comparacion con el tratamiento de control. Sin embargo, los tratamientos con selenio
previos a la cosecha, no tuvieron efecto sobre el contenido de materia seca de la cabeza
en ambos cultivares. Ademds, se observé un aumento en la tasa de transpiracion en
'‘Belstar’; lo que aument¢ la eficiencia en el uso del agua. Por otra parte, se obtuvieron
incrementos significativos en el contenido de selenio en hojas y cabezas de ambos

cultivares; independientemente del tipo de sal de selenio utilizada (selenato o selenito) y
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sin disminuir la calidad comercial de la cabeza en el momento de la cosecha. Comparado
con otros trabajos, se destaca que pudimos obtener una mayor asimilacion de selenio en

hojas y pellas de brécoli, a través de una aplicaciéon foliar.
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CAPITULO 3

EVALUACION DE LA APLICACION FOLIAR DE
SELENIO SOBRE PARAMETROS DE CALIDAD
COMERCIAL EN LA VIDA POSCOSECHA DE BROCOLI



3.1.INTRODUCCION

Las hortalizas son valiosas para los consumidores debido a su alto contenido vitaminas y
moléculas antioxidantes, de las cuales las del orden de las Brassicales son unas delas mas
consumidas en todo el mundo. En particular, en este grupo se encuentra el Brocoli (B.
oleracea L. var. italica), por su elevada calidad nutricional (Dixon, 2007). La parte
comestible del brécoli son las inflorescencias, que se cosechan mientras las cabezas
florales, estin totalmente inmaduros, con los sépalos rodeando completamente la flor. El
proceso de cosecha les impide mantener la homeostasis y también produce la aparicién
de sintomas de senescencia (Perini et al., 2017, Lemoine et al., 2007).

La cosecha produce cambios metabdlicos significativos, que aumentan el proceso de
senescencia dando lugar a un producto mds perecedero (Costa et al., 2005a).
Posteriormente, desde el momento de la cosecha hasta su consumo, las diversas etapas
que atraviesa (transportes, centralizacién en los mercados, transporte a los puntos de
venta, exposicion en las géndolas) implican un deterioro que se hace progresivo. Durante
el periodo de poscosecha, las inflorescencias sufren decoloracion y amarillamiento de los
sépalos acompafiado de degradacion de la clorofila (Lemoine et al., 2007), pierden su
dureza y reducen su valor nutricional, como principales procesos nocivos, con un alto
impacto en la calidad comercial (Jia et al., 2009; Lemoine et al., 2007).

Con el fin de preservar la calidad comercial y nutricional durante la vida poscosecha del
brécoli, varios trabajos deinvestigacion han estudiadoel efecto de diferentes tratamientos
luego de la cosecha, tales como la refrigeracion (Serrano et al., 2006), aplicacién de 1-
MCP (Gomez-Lobato et al., 2012a), UV (Aiamla-or et al., 2009), calor (Costa et al.,
2006), atmésferas modificadas (Barth et al., 1993), y cosechas en diferentes momentos
del dia (Hasperué et al.,, 2011), entre otros. En contraposicion, la influencia de las
condiciones previas a la cosecha, tales como el tipo de suelo, el clima, el estrés de las
plantas y el manejo del cultivo, durante la vida ttil poscosecha de las hortalizas, ha sido
poco analizado hasta la fecha.

Como se ha mencionado anteriormente, las hortalizas que pertenecen a la familia de las
Brasicdceas (Brassicaceae) tienen una mayor capacidad de absorcién y enriquecimiento
de selenio, particularmente el brécoli que se considera como uno de los grandes
acumuladores, esta caracteristica les otorga una ventaja nutracéutica (Wiesner-Reinhold
et al., 2017). Dado que el selenio es un micronutriente crucial para la salud y el desarrollo

humano, que en su mayoria se incorpora a la cadena alimentaria a través de los cultivos,
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varios estudios han reportado la aplicacion de selenio para llegar a una produccion
comercial de brécoli enriquecido con selenio, pero en ningin caso su efecto fue estudiado
en poscosecha.

En el capitulo previo, se evalué el impacto de la aplicaciéon foliar de diferentes formas
minerales de selenio (selenato de sodio y selenito de sodio), a dos dosis diferentes (50 y
100 g ha'!), y el uso adicional de un coadyuvante en plantas de brécoli cultivadas en
condiciones de campo. Los resultados indican que el uso de ambas sales de selenio podria
ser una estrategia superadora para obtener brocoli enriquecido con selenio, sin afectar, al
momento de la cosecha, la calidad comercial de las cabezas.

En este capitulo el objetivo propuesto fue analizar si esta practica simple, que permite
mejorar la calidad nutricional del brécoli utilizando una tecnologia de bajo costo, tiene
un efecto positivo en su vida tutil poscosecha, por el contrario, para analizar si no genera
un efecto adverso lo que impedirfa su utilizaciéon a escala productiva.

Ademads, en este capitulo, se consider6 un abordaje de ensayos empleando diferentes
metodologias de cultivo, intensivo en macetas bajo invernadero y el cultivo a campo. Los
resultados logrados con el ensayo exploratorio en invernadero ofrecen una aproximacion,
considerando las condiciones controladas a las cuales se trabaja y se comparan y
complementan con los resultados obtenidos en el ensayo en el campo (escala de

experimentacion real en el cultivo de brécoli).

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Obtencion de plantas biofortificadas con selenio

3.2.1.1. Material vegetal

Las plantas de brocoli (B. oleracea var. itélica) utilizadas en el presente trabajo
correspondieron a dos hibridos comerciales, cultivares 'Belstar' F1 (Bejo, Warmenhuizen,
The Netherlands) y 'Legend' F1 (Nongwoo Bio, Gyunggi-do, Republic of Korea). Las
caracteristicas de los mismos fueron descriptas en el Capitulo 2, seccion materiales y

métodos.

3.2.1.2. Condiciones de crecimiento vegetal

Previamente al inicio del estudio las semillas de brocoli se seleccionaron, de acuerdo con
la uniformidad de tamafio y las caracteristicas externas, y se descartaron aquellas con
alteraciones y malformaciones. Las plantulas se iniciaron a partir de semillas en bandejas

multiceldas de poliestireno® expandido de 228 celdas con sustrato compuesto por
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GROW MIX Terrafertil para obtener un correcto desarrollo del sistema radical, en
condiciones de cultivo controladas, fecha de siembra 25/04/2017. Posteriormente, el
01/06/2017 1las plantulas se trasplantaron para su crecimiento bajo condiciones
estdndares, seglin pardmetros determinados por la Agencia de Extensién Rural del INTA
Monte Vera para cultivos horticolas de la zona Santa Fe. Los experimentos se realizaron
en el Campo Experimental de Cultivos Intensivos y Forestales de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe, Argentina). Los
ensayos se realizaron a dos escalas experimentales: condiciones de maceta, para evaluar
lo que sucede en un invernadero bajo un ambiente controlado, y condiciones de campo,
para emular cémo se producen las cabezas de brdcoli para el consumo. El experimento
en condiciones de campo se realizé de la misma manera que lo expuesto en materiales y
métodos del Capitulo 2. En el experimento que se realiz6 en invernadero, las plantulas se
trasplantaron a macetas de 15 litros llenas de un sustrato compuesto por GROW MIX®
Terrafertil. Las plantulas se colocaron con el mismo espaciamiento utilizado en
condiciones de campo, obteniendo una densidad de plantacion de 2 plantas m™2. Las
plantas de los diferentes cultivares se colocaron en tres subparcelas (49 plantas por
subparcela) donde se aplic6 un disefio de parcelas completamente al azar. En cada
subparcela se considerd el efecto de borde de las plantas. Se mantuvieron las pricticas
agrondémicas normales para el cultivo de las plantas y las malezas se eliminaron

manualmente.

3.2.2. Aplicacion de tratamientos foliares precosecha

La aplicacion foliar de selenio se realiz6 al inicio de la formacion de la cabeza
(12/07/2017) utilizando soluciones de selenato o selenito (Na2SeO4, Na2SeOs3, Sigma-
Aldrich) a dosis de 25 y 50 g de selenio ha™!, conteniendo 0,1 % de Rizospray Extremo
(RIZOBACTER) como un coadyuvante para pulverizacion foliar. Se utiliz6 agua
destilada en presencia del coadyuvante para los tratamientos sin aporte de selenio
(control). Las plantas de control se cultivaron en las mismas condiciones que las plantas
tratadas con selenio, pero se separaron fisicamente con una ldmina de pléstico para evitar
la contaminacion cruzada durante la pulverizacion. La aspersion, de unos 10 ml por cada
planta, se realiz6 por la tarde (entre las 17:00 y las 19:00 h) con un aspersor a presion de
0,5 L de capacidad en un dia seco, soleado y sin viento y se repitié después de 1 semana

hasta llegar a la dosis final de 0, 50 y 100 g de selenio ha™!.
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3.2.3. Periodo de conservacion poscosecha

Las plantas de brécoli fueron cosechadas en madurez comercial (05/08/2017, cuando las
cabezas alcanzaron su tamafio maximo y presentaron botones florales verdes compactos)
y transportadas inmediatamente al laboratorio en cdmara frigorifica para preservar su
frescura como se informé en ensayos similares (Casajis et al., 2021; Gémez-Lobato et
al., 2012a, Gémez-Lobato et al., 2014).

Las mismas se colocaron en posicién vertical en recipientes de pldstico, con una pequeiia
cantidad de agua destilada con los tallos tocando el agua para evitar la deshidratacion, y
se almacenaron en una cdmara ventilada y aislada de la luz externa, con una humedad
relativa del 85 % a la temperatura de almacenamiento asignada. Se analizaron dos
temperaturas de almacenamiento poscosecha, por un lado las pellas se almacenaron a 20
°C, temperatura la cual permite acelerar la senescencia, y por otro a 4 °C, siendo la
temperatura a la cual se suele mantener el brécoli cuando se comercializa en los
supermercados y se mantiene en los hogares de los consumidores. Con el objetivo de
evaluar el efecto del selenio sobre pardmetros fisioldgicos que estdn involucrados en la
determinacion de la calidad comercial durante la senescencia poscosecha, se analizaron
parametros de color, firmeza y didmetro en las cabezas cada 2 dias hasta los 6 dias
poscosecha (dpc) para el almacenamiento a 20 °C, y hasta los 16 dpc para el respectivo a
4 °C, tomando como referencia 2 dias antes de que la calidad visual disminuyera a un

nivel mds bajo que el aceptable comercialmente.

3.2.4. Medicion de la apariencia externa y el color superficial

Se realizaron mediciones de los parametros de color L*(luminosidad), a* (valor del eje a
en la escala de Hunter), b* (valor del eje b en la escala de Hunter) en cada cabeza de
brécoli con un colorimetro (CR- 400, Minolta, Osaka, Japon). La fuente de luz utilizada
fue D65/10° calibrada con placa blanca. Los valores a* positivos y negativos representan
rojo y verde, respectivamente; los valores b* positivos y negativos representan amarillo
y azul, respectivamente. El dangulo HUE (h°) se determin6 como h°® = tan-!(b*/a*) cuando
a* >0y b* >0, 0 comoh®=180° - tan"!(b*/a*) cuando a < 0 y b* > 0 h° varia
continuamente de 0° a 360°, con 90° indicando amarillo y 180° indicando verde (Duarte-
Sierra et al., 2017). Las medidas fueron realizadas por triplicado, en tres puntos de cada

cabeza y luego se promediaron.
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3.2.5. Determinacion del diametro de la cabeza y firmeza

El didmetro de la cabeza de brdcoli se midi6 con un calibre digital. Las medidas,
realizadas por triplicado, se tomaron en dos lados opuestos en la zona ecuatorial de cada
cabeza. Los promedios de los valores obtenidos se expresaron en centimetros.

La firmeza de las cabezas de brocoli se midié con un durémetro marca Turoni con punta
esférica (modelo 53215TT; T.R. Turoni, Forli, Italia). Estas medidas fueron tomadas en
tres floretes diferentes en cada cabeza, equidistantes entre ellas, y equidistantes entre el
punto central y el borde de las cabezas (Figura 9). El durometro se colocé contra las
cabezas hasta que el gris sétano del émbolo estaba completamente en contacto y
mantenido en esta posicion mientras la medida se estabilice (Figura 9). El valor de cada

cabeza se reporta como el promedio en unidades de firmeza Shore.

Figura 9. Imdgenes que indican la metodologia utilizada para la
medicion de la firmeza. A la izquierda, los tres puntos utilizados
se indican con asteriscos blancos, sobre un circulo de lineas
discontinuas blancas, mientras que el punto central de la cabeza
y el borde se indican con una cruz y un circulo amarillo,
respectivamente. A la derecha, la imagen muestra la posicién
utilizada para tomar la medida con el durémetro.

3.2.6. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial considerando como
factores de clasificacion: el tratamiento con selenio (a 5 niveles: control sin selenio y las
2 sales a 2 concentraciones) y el tiempo si corresponde, considerando en el andlisis la

interaccion entre los factores.
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Por otro lado, no se incluyeron como factores en estudio el cultivar la forma de cultivo o
la temperatura de almacenamiento. Se incluyeron dos cultivares debido a que, como el
efecto puede ser dependiente del cultivar, tener mds chances de observar el mismo.
Ademds, en aquellos casos donde se obtiene un resultado similar, permite inferir que
dicho efecto puede ser general. Similarmente, no eran objetivos comparar entre
temperaturas de almacenamiento ni formas de cultivo, si no evaluar el efecto de los
tratamientos en cada una deellas. Los factores analizados fueron incluidos en las leyendas
de las figuras y tablas.

La significaciéon de la diferencia entre los valores medios se determiné mediante el
andlisis de varianza (ANOV A) con la prueba de diferencia minima significativa (LSD).
La correcta aplicacion de ANOV A se comprobé mediante distribucién normal residual
(prueba de Shapiro-Wilks, graficos QQ)y homocedasticidad (prueba de Levene, graficos
dedispersion deresiduos). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
para valores de p < 0,05. Los datos de los experimentos se expresaron como media + ee
(error estdndar) y se analizaron estadisticamente utilizando el software estadistico
InfoStat (DiRenzo et al., 2017).

El anélisis global de resultados se realiz6 mediante Andlisis de Componentes Principales
(ACP), representado por Biplot y Arbol de Expansién Minimo (ARM). La calidad del
ACP se analiz6 mediante el Coeficiente de Correlacion Cofenética (CCC). Los datos se

analizaron estadisticamente utilizando el software estadistico InfoStat (Di Renzo et al.,
2017).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Los tratamientos foliares con selenio mantienen la apariencia visual y el color
externo de las cabezas de brécoli durante la poscosecha de brécoli.

Las cabezas de brdcoli presentaron el tipico color verde oscuro en el momento de la
cosecha y se fueron volviendo amarillas a medida que avanzaba el tiempo de poscosecha.
Sin embargo, el amarillamiento se retrasé en las plantas tratadas con soluciones de
selenio, en ambos cultivares, cultivados en condiciones de campo y almacenados a 20 °C
(Figura 10). En 'Belstar', las plantas tratadas con ambas dosis de selenato y selenito se
mantuvieron completamente verdes, mientras que las plantas de control comenzaron a
amarillear a los cuatro dias poscosecha (dpc). En 'Legend’, el amarillamiento fue menos

significativo que en 'Belstar’ en todas las condiciones. Ademas de esta diferencia entre

73



cultivares, las pellas pertenecientes a todos los grupos tratados mostraron menos
amarillamiento en comparacion con el control a los 4 y 6 dpc.

Los cultivos horticolas son sometidos a un severo estrés al momento de la cosecha, lo que
conduce a un rdpido inicio del deterioro del aspecto comercial (Biichert et al., 2011b). La
apariencia externa es un factor fundamental en la evaluacioén de la calidad del producto
por parte de los consumidores y en las decisiones que toman en el momento dela compra.
En el caso del brécoli, uno de los principales sintomas de deterioro es la falta de
coloracién verde, debido al catabolismo de la clorofila (Biichert et al., 2011a). Por lo
tanto, el color de las cabezas de brécoli es una de las caracteristicas mds importantes que
determina su comerciabilidad y valor econémico (Dixon, 2007). En el capitulo previo,
analizamos si la aplicacion foliar de selenio en precosecha modifica el aspecto visual y
color de las pellas al momento de cosecha, mientras que, en el presente capitulo, se

efectud este andlisis durante el periodo de poscosecha.

cv. 'Belstar’ cv. 'Legend’

Control

50 g ha'

Selenato

100 g ha'

50 g ha'

Selenito

100 g ha'

0 2 4 6 0 2 4 6
Tiempo de almacenamiento poscosecha (dias)

Figura 10. Efecto de los tratamientos con selenio en el aspecto visual externo de las cabezas de
brécoli durante el almacenamiento poscosecha a 20 °C en oscuridad durante 6 dias. La imagen
muestra una cabeza representativa de un total de seis (n = 6) para cada tratamiento.

Posteriormente, con el fin de comparar cuantitativamente el aspecto externo de las pellas
de brécoli, se evaluaron los pardmetros de color superficial, Hue y L, durante el periodo
poscosecha. En condiciones de campo, los valores de Hue mostraron una disminucion

rdpida en las plantas control, a partir de los 2 dpc y en ambos cultivares. Por otro lado, en
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las plantas tratadas con Se, los valores de Hue mostraron en general un retraso en la
disminucion, con valores significativamente mas altos para los tratamientos con 50 y 100
g ha'! deselenito a los 2-4 y 4 dpc respectivamente en 'Belstar', y para los tratamientos
con 50 g ha! de selenato, 50y 100 gha'! de selenito a los 4, 4-6 y 4 dpc respectivamente
en 'Legend' (Figura 11). Por el contrario, los experimentos en macetas mostraron
comportamientos similares en todos los tratamientos, con una disminucién de los valores
de Hue a los 2 y 4 dpc para los cultivares 'Belstar' y 'Legend'. En particular, en 'Belstar’,
el tratamiento con 50 g ha! de selenato fue significativamente mayor que el control,
mientras que se observé una disminucién significativa para 50 g ha! de selenito y 100 g

ha'! de selenato a los 4 dias de almacenamiento poscosecha en 'Legend' (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la aplicacion foliar de selenio en los valores de Hue (°h) de las cabezas
de brécoli c.v 'Belstar' (a, b) y c.v 'Legend' (c, d) durante el almacenamiento poscosechaa 20
°C, en condiciones de campo (izq.) y maceta (der.). Los tratamientos foliares fueron: control
(-#-), selenato 50 gha! (-m-), selenato 100 gha™! (-m-), selenito 50 gha™! (--), y selenito 100
g ha' (-e-). ANOVA a dos factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha,
considerando la interaccion entre ellos. Los resultados se expresan como la media (n = 6) + ee.
El asterisco representa diferencias significativas entre tratamientos a un nivel de significancia
de P < 0,05 segtin la prueba de diferencia minima significativa (LSD).
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Los valores de L aumentaron de manera similar en todos los tratamientos durante el
almacenamiento, en ambos cultivares, en condiciones de crecimiento en campo. Por otro
lado, se observé un aumento en general en los valores de L, en el experimento de macetas,
pero en los tratamientos con 50 g ha! de selenito, 50 y 100 g ha ! de selenato presentaron
valores significativamente menores que el control en el cultivar 'Belstar', mientras que el
tratamiento con 100 g ha'! de selenato a los 6 dpc en 'Legend'. Excepcionalmente, en el
cultivar 'Legend’, el tratamiento con 100 g ha'! de selenito mostré un valor mayor que el

control a los 4 dpc (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la aplicacién foliarde selenio en los valores de luminosidad (L) de las
cabezasdebrdcolicv. 'Belstar' (a,b) y cv. 'Legend’ (c,d) duranteel almacenamiento poscosecha
a 20°C, en condiciones de campo (izq.) y maceta (der.). Los tratamientos foliares fueron:
control (-¢-), selenato 50 gha™! (-m-), selenato 100 gha™! (-m-), selenito 50gha! (-#-), y selenito
100 g ha' (-e-). ANOVA a dos factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha,
considerando la interaccion entre ellos. Los resultados se expresan como la media (n = 6) + ee.
El asterisco representa diferencias significativas entre tratamientos a un nivel de significancia
de P < 0,05 segiin la prueba de diferencia minima significativa (LSD).
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Como se ha mencionado, el desverdizado, producido por el catabolismo de la clorofila,
es considerado como el rasgo mds significativo durante la pérdida de calidad poscosecha
en brocoli. Este amarillamiento es consecuencia del desensamblaje de los cloroplastos
(Fukasawa et al., 2010). Previamente ha sido mencionado que el enriquecimiento en Se,
mediante una disminucion en la biosintesis de etileno, reduce la maduracién del tomate y
la senescencia de la lechuga en postcosecha (Malorgio et al.,, 2009; Pezzarossa et al.,
2014). Ademads, las cabezas de brécoli cubiertas con agua que contenia 2 mg kg!' de
selenito durante 20 min mostraron un efecto positivo en los pardmetros sensoriales y de
calidad poscosecha, debido a la disminucién de la produccién de etileno y la intensidad
respiratoria (Lv et al., 2017).

En general, se observé en ambas formas de cultivo, se pudo observar que el efecto
positivo en el aspecto visual y color en el momento de la cosecha debido al tratamiento
foliar con Se, también se mantuvo al menos a 6 dpc en comparacién con el control, en
ambos cultivares ensayados, y un aspecto no menor es que ninguno de los tratamientos

presenté en general un efecto fitotoxico en las pellas.

3.3.2. El tratamiento precosecha con selenio presenta mejoras en cuanto a la firmeza
poscosecha de las cabezas de brocoli.

Ademads del aspecto visual externo, también se analizé el efecto del selenio sobre otro
pardmetro fundamental de la calidad comercial del brdcoli: la firmeza. Como era de
esperar, la firmeza disminuyé durante el tiempo de poscosecha en el control, pero los
tratamientos con Se mostraron, en general, disminuciones significativamente menores
(Tabla 7).

En el cv. 'Belstar', en condiciones de crecimiento en campo, las cabezas presentaron
mayor firmeza que el control, en los tratamientos 50 g ha! de selenato a 4-6 dpc, 50 y
100 g ha'! de selenito a 4 y 4-6 dpc respectivamente. Excepcionalmente, la aplicacién de
100 g ha'! de selenato disminuyé la firmeza de las cabezas de brdcoli alos 6 dpc, mientras
que no se observaron diferencias en las condiciones de crecimiento en maceta (Tabla 7).
Por otro lado, en el cv. 'Legend’, en condiciones de campo, se observd una mejora en la
firmeza en el tratamiento con 50 g ha'! de selenito a los 2 dpc, en el tratamiento con 100
g ha'! de selenito a los 2-4-6 dpcy en el tratamiento 100 g ha'! de selenato a los 4-6 dpc.
En este cultivar, el comportamiento en condiciones de crecimiento en macetas el patrén
fue mds aleatorio, pero se pudo notar que la aplicacién de 100 g ha'! de selenato mejord

la firmeza a los 4 dpc, mientras que 100 g ha'! de selenito a los 6 dpc.
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Notablemente, en los tratamientos 50 g ha™! de selenato y 100 g ha'! de selenito en el
cultivar 'Belstar' y en ambos tratamientos a 100 g ha"! en el cultivar 'Legend' se observé
un aumento de la firmeza a 4-6 dpc, lo cual no es esperable dado que la misma va
decreciendo. Este efecto solo se observéd en los ensayos realizados a campo y deberian
ser analizados en detalle para encontrar posibles motivos, uno de los cuales podria ser una
particularidad de este sistema de cultivo.

En el capitulo 2, se observé que los diferentes tratamientos con selenio no afectaron la
firmeza de las cabezas al momento de la cosecha. Sin embargo, la adicion foliar de
selenato a los perales resulté en valores mds altos de firmeza de la pulpa de la frutay
redujo la pérdida de firmeza durante la poscosecha (Pezzarossa et al., 2012). De igual
forma, se observé un incremento en la firmeza en frutos de durazno por la aplicaciéon de
selenio (Wu & Tian, 2009). En consecuencia, la aplicacion de selenio ayuda a mantener
la firmeza de frutasy hortalizas en cosecha y poscosecha. En este trabajo se ha establecido
un retraso en la reduccion de la firmeza de las cabezas de brécoli, durante la vida

poscosecha mediante la aplicacion foliar de sales de Se en precosecha.
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Tabla 7. Efecto de la aplicacion foliar de selenio en la firmeza (shore) de las pellas de brécoli
durante el almacenamiento poscosecha a 20 °C.

Tratamiento
cv. 'Belstar’
Selenato
g
§
< Selenito
Selenato
N
)
S
= Selenito
cv. 'Legend’
Selenato
S,
§
© Selenito
Selenato
S
3
= Selenito

Control
50 g ha'!
100 g ha'!
50 g ha'!
100 g ha'!
Control
50 gha'!
100 g ha!
50 g ha'!
100 g ha'!

Control
50 gha'!
100 g ha!
50 g ha'!
100 g ha'!
Control
50 g ha'!
100 g ha'!
50 g ha'!
100 g ha'!

Firmeza (shore)

Tiempo de almacenamiento poscosecha (d)

0

28,74 +1,84cdef
27,99 £0,76cde
24,53 +1,95abcd
22,28 +0,35abcd
30,72 +5,05def
45,81 +3,73fg
39,81 £2,87bcdef
40,04 +3,66cdefg
38,61 £2,19bcdef
44,50 £3,16efg

25,00 +3,32abc
22,98 +2,77abcd
30,02 +£2,19abc
20,81 +0,95abc
20,52 +0,82bcd
21,14 +0,67fghi
27,23 +1,28jk
29,98 +0,44k
22,89 +0,66hi
23,64 +1,05i

2

22,34 +3,27abed
18,94 £2,80a
25,99 +4,00abcd
20,77 +2,20abc
27,7+1,73bcde
40,63 £2,36cdefg
45,44 +1,51fg
35,96 +0,96bcd
41,31 £2,68defg
39,23 +1,27bcdefg

17,62 £4,45a
20,28 £4,05ab
20,65 £1,81abc
28,84 +1,57bcd
30,37 £4,57cd
22,46 +£2,38ghi
18,31 +£2,44defg
21,18 +1,73fghi
17,50 £2,40cdef
14,97 +1,01bcd

4

22,79 £5,62abed
43,00 £0,65g
27,41 +1,20bcde
25,40 +2,80abcd
35,65 +£4,25¢efg
40,78 +2,47cdefg
36,10 +2,73bcd
35,35 +4,49bcd
36,76 +3,42bcde
42,25+3,07g

21,90 +2,37abc
24,42 +2 95abcd
40,82 +4,9¢f
27,74 +1,16bcd
41,17 +4,64ef
14,91 +1,12bcd
13,75 £ 1,65abc
19,56 +0,90efghi
10,27 + 1,38abe
18,18 +1,70def

19,27 +3,60ab
39,90 +0,60fg
24,65 +1,99abcd
29,52 +3,12cdef
49,73 £2,70h
31,64 +0,88b
32,77 +1,23bc
22,81 +2,46a
32,14 +£2,73bc
33,71 +3,36bcd

28,17 +4,30bcd
29,29 +5,09bcd
43,30 +3,60f
32,52+3,32de
56,54+6,17g
13,45 +0,90abc
15,63 +0,85cde
22,58 +1,47hi
10,92 % 1,52ab
18,84 +1,72defgh

ANOVA a dos factores: tratamiento con Se y tiempo poscosecha, considerando la interaccion
entre ellos. Los resultados se expresan como la media (n = 6) + ee. Los valores que poseen al

menos una letra en comun, no son estadisticamente diferentes entre tratamientos, a un nivel de
significacion de P < 0,05 segtin la prueba de diferencia minima significativa (LSD).

3.3.3. La aplicacion foliar de selenio contribuye a mantener el didmetro de las

cabezas de brécoli en poscosecha.

En cuanto al didmetro de la cabeza, otro pardmetro fundamental de la calidad comercial

y estrechamente asociado a la firmeza, las mediciones realizadas en las pellas

provenientes de las plantas control fue posible observar, mayoritariamente, un aumento

en el didmetro de la cabeza durante la poscosecha, mientras que este efecto nocivo se

redujo en las pellas provenientes de varios de los tratamientos con selenio (Tabla 8).
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El cultivar 'Belstar', en condiciones de campo, presenté valores de didmetro de la pella
mds bajos en todos los tratamientos respecto a el control al momento de la cosecha,
permitiendo los tratamientos mantener esta diferencia en la poscosecha durante 2-4-6 dpc
en las pellas de las plantas tratadas con 50 g ha'! de selenato, 4 dpc en las pellas tratadas
con 100 g ha'! de selenato y 2-4 dpc en las tratadas con 100 g ha'! de selenito (Tabla 8).
En condiciones de crecimiento en maceta, estas diferencias se observaron en todo el
periodo de almacenamiento poscosecha estudiado para el tratamiento con 50 g ha'! de
selenito, a los 4 dpc para 50 g ha'! de selenato y a los 2 dpc en 100 g ha'! de selenato
(Tabla 8).

En contraste, el cv. 'Legend', en condiciones de crecimiento en campo, solo hubo
diferencias significativas en la cosecha, mientras que el didmetro de cabeza de las plantas
tratadas con Se fue similar al control en todos los tiempos. Ademds, en este cultivar, el
comportamiento de las plantas tratadas, crecidas en maceta, fue similar al control, con
excepcion del tratamiento con 50 g ha'! de selenito en el que todos los valores de didmetro,
desde la cosecha hasta los 6 dpc, fueron mayores (Tabla 8).

Se sabe que la cosecha de brdcoli también afecta el didmetro de las cabezas con un
aumento debido a la apertura de los floretes, como parte de la descomposiciéon y
desorganizacion del tejido (Dixon, 2007). Sin embargo, el didmetro de las cabezas de
brécoli no se vio afectado significativamente por la aplicacion foliar de Se en el momento
de la cosecha; mientras que el rango de didmetros obtenido fue similar a reportes previos
(Ghasemi et al., 2016). La aplicacién foliar de sales de Se, en consistencia con estos
resultados anteriores, mejoré el mantenimiento del didmetro de la cabeza durante la

poscosecha, un resultado que no ha sido reportado en ningun trabajo publicado.
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Tabla 8. Efecto de la aplicacidn foliar de selenio en didmetro de las pellas de brocoli durante
el almacenamiento poscosecha.

Didametro de la pella (cm)

Tiempo de almacenamiento poscosecha (d)

Tratamiento 0 2 4 6
cv. 'Belstar’
Control 16,50 +0,50abcd 18,00 £1,00cd 18,07 £1,20d 18,00 = 1,50bcd
Selenato 50 g ha! 12,13 +1,05a 14,06 £ 1,62abcd 14,26 £1,76abcd 13,83 +£1,27abcd
é‘ 100 g ha'! 13,72 £0,51abed 15,22 £0,8 labed 14,91 £0,66abcd 14,64 +0,50abcd
8 Selenito 50¢g ha’! 13,17 +1,32abed 16.34 £1,16abcd 16,42 +1,08abcd 16,21 £0,79abecd
100 g ha’! 12.48 +0,22abcd 14,13 £0,81ab 14,00 £0,91abc 14,47 £0,97abcd
Control 10,79 £1,65bc 15,81 £0,10ghi 16,29 £0,35i 16,19 £0,47hi
Selenato 50 g ha! 9,99 +1,06ab 14,53 +£0,23fghi 14,23 +£0,04efgh 14,55 +£0,07fghi
§ 100 g ha’! 12,39 +£0,70cde 13,43 £0,49def 14,88 +0,06fghi 14,71 £0,45fghi
= Selenito 50¢g ha! 8,53+0,32a 9,69 +1,15ab 11,07 £0,98bc 11,58 £0,32bcd
100 g ha’! 12,26 £0,56¢cde 14,07 £0,65efg 15,66 £0,75ghi 15,24 +£1,07fghi
cv. 'Legend’
Control 15,76 +1.24bcd 16,72 £1.28cd 17,25 +1,25d 15,97 £0,53bcd
Selenato 50 g ha'! 13,20 £0.43ab 14,88 £0.85abcd 15,32 +0,84abcd 15,39 £0,37abcd
§~ 100 g ha! 12,43+0.41a 13,95 £0.37abc 15,09 £1,22abcd 13,93 £0,46abc
8 Selenito 50¢g ha! 13,17 £0.89ab 14,37 £1.42abcd 14,36 £1,66abcd 14,05 +1,07abc
IOOgha’1 12,93 £0.84ab 15,32 +1.18abecd 15,51 +1,49abcd 15,33 +£1,17abed
Control 10,45 +0.79ab 13,21 £0.12bcde 13,29 £0,46bcdef 13,46 £0,76cdefg
Selenato 50 g ha! 11,22 £1.88abc 14,59 +0,29defg 14,94 £0,05efg 15,03 £0,45efg
§ 100 g ha’! 9,95 +1,90a 12,18 £1,05abcde 12,91 £ 1,17bcdef 13,02 £ 1,32bcdef
= Selenito 50¢g ha! 14,28 +1,07defg 15,71 £0,98fg 16,26 £0,65g 16,32 +1,33¢g
100 gha!  11,95+1,87abed 14,60 £0,22defg  15,22+0,11fg 15,5 £0,53fg

ANOVA a dos factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha, considerando la

interaccion entre ellos. Los resultados se expresan como la media (n =6) £ ee. Los valores que
poseen al menos una letra en comun, no son estadisticamente diferentes entre tratamientos, a un
nivel de significacién de P <0,05 segtin la prueba de diferencia minima significativa (LSD).

3.3.4. La aplicacion precosecha de selenio presenté mejoras en la conservacion
refrigerada de las cabezas de brécoli.

Una de las practicas mds comunes en la conservacion poscosecha es la refrigeracion a 4
°C (Ilahy et al., 2020). En este contexto, con el objetivo de proponer la aplicacion foliar
de Se como mejorador poscosecha de las cabezas de brécoli también a4 °C, fue necesario
estudiar su efecto en refrigeracion. En general, los resultados observados en todos los

tratamientos con sales de selenio indicaron un aspecto de calidad mejorado o similar en
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comparacion con el control, y en algunos casos particulares permitiendo contrarrestar el
deterioro causado por la falta de refrigeracion.

Primero, el andlisis del color externo mostré varias mejoras en diferentes tratamientos
durante la poscosecha de brécoli a 4 °C. El valor de Hue, en el cv. 'Belstar, fue
significativamente mayor al momento de cosecha en el tratamiento con 50 g ha! de
selenato en comparacion con el control (Figura 13b), mientras que en el cultivar 'Legend’
todos los tratamientos mostraron mantener significativamente mejor los valores en
comparacion con las plantas control (Figura 13f). Por otro lado, los valores de L no
presentaron diferencias entre tratamientos en el cv. 'Belstar' (Figura 13d), mientras que se
observé un aumento significativo con la aplicacién de los tratamientos a ambas dosis
estudiadas de selenito en comparacion con el control en el cv. 'Legend' (Figura 13h).
Los valores de firmeza no presentaron diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos con selenio con respecto al control en ambos cultivares, si bien pudo
observarse una tendencia a valores mayores en varios delos mismos (Figura 13c y g). Por
otro lado, se observé un aumento de la firmeza en algunos tratamientos en determinados
momentos de poscosecha en el cultivar 'Legend' que deberia analizarse como se ha
mencionado anteriormente (Figura 13g).

Finalmente, la aplicacién foliar de Se ayuda a mantener el didmetro de las cabezas de
brécoli a 4 °C en ambos cultivares (Figura 13a, e). Enel cv. 'Belstar', los didmetros de las
cabezas de brocoli presentaron un aumento significativo con el tiempo, pero fueron
menores en todos los tratamientos con Se que en el control (Figura 13a). En el cv.
'Legend’, hubo un efecto de interaccion entre la temperatura y los factores de tratamiento,
en el que los didmetros de las cabezas fueron menores con la combinacion de 4 °C-100 g
ha'! selenito que a 4 °C-Control, mostrando una mejora adicional al descenso de la
temperatura con la aplicacion de 100 g ha'! de selenito (Figura 13e). Es importante
destacar que las diferencias observadas en el didmetro entre los tratamientos y el control
en este caso, en comparacion con lo observado en el capitulo anterior, puede ser a
diferencias en el experimento y en la temperatura de conservacion de las pellas.

Las condiciones de almacenamiento implican factores fundamentales que retrasan la
descomposicion del producto fresco y preservan su valor comercial (Gao et al., 2018;
[lahy et al., 2020). Como se ha demostrado, la conservacion durante la cadena de
produccién y el envasado a bajas temperaturas pueden prolongar de manera eficiente la
vida util de algunos productos (Jacobsson et al., 2004; Serrano et al., 2006; Starzynska et

al., 2003). Varios estudios han demostrado que la temperatura de almacenamiento es un
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factor importante que afecta la calidad poscosecha de las cabezas de brécoli (Jones et al.,
2006; Winkler et al., 2007). En este sentido, se consideroé relevante estudiar el efecto de
la aplicacion foliar de diferentes sales y concentraciones de Se, en combinacién con el

almacenamiento en frio en poscosecha.
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Figura 13. Efectos de la aplicacion foliar de selenio sobre los pardmetros de calidad
comercial de las cabezas de brécoli durante el almacenamiento poscosechaa 4°C. Se
muestran los valores del didmetro, Hue (°h), firmeza y luminosidad del cv. 'Belstar' (a, b,
c,d)ydelcv. 'Legend (e, f, g, h). Tratamientos foliares: control (-4-), selenato 50 g ha™ (-
m-), selenato 100 gha™! (-m-), selenito 50 gha! (-#-), y selenito 100 gha! (-e-). ANOVA
a dos factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha, considerando la interaccién
entre ellos. Los resultados se expresan como la media (n = 6) + ee. Los asteriscos
representan diferencias significativas entre tratamientos a un nivel de significanciade p <
0,05 segin la prueba LSD.
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Los resultados obtenidos con y sin refrigeracion fueron similares, con mejoras en
diferentes variables asociadas a la calidad comercial en comparacion con los controles, lo
cual fundamenta que las aplicaciones realizadas, si bien no llegan a reemplazar el efecto
de la temperatura, no afectan e incluso mejoran ciertos pardmetros indicando que se

pueden utilizar independientemente de cdmo se conservaran las pellas.

3.3.5. El andlisis multivariado permite observar las mejoras debido a los
tratamientos con selenio, en comparacion con el grupo control, en todas las
condiciones analizadas.

Con el fin de observar desde un punto de vista global el efecto del tratamiento foliar con
Se en las cabezas de brocoli durante la poscosecha, se realiz6 un andlisis de componentes
principales (ACP) para cada cultivar de brocoli (Figura 14).

En primer lugar, los ACP incluian ambas temperaturas de conservacion (Figura 14 a, c).
El1 82y el 76 % de la variacion original fue colectada por el CP1 y el CP2, con valores de
0,975y 0,965 de CCC, en el cv. 'Belstar' y en el cv. 'Legend’, respectivamente (Figura 14
a, ¢).

Las diferentes temperaturas de conservacion se separaron claramente en dos grupos, pero
notablemente, en ambos casos, los tratamientos con sales de selenio mostraron un patrén
claramente diferente a las plantas control. En ambos cultivares, los CP1 separan las
temperaturas de conservacion, con 20 °C en direccion a valores negativos, asociados a
luminosidad a 4-6 dpc, mientras que 4 °C a valores positivos en alta asociaciéon a Hue a
4-6 dpcy bajar a firmeza a 4-6 dpc. Por otro lado, CP2 separ6 el control (con valores
negativos) de los tratamientos (con valores positivos) de la misma manera a la firmeza a
los 4-6 dpc. El tratamiento mds disimil con respecto al control, para ambos cultivares a
20 °C y 'Legend' a 4 °C fue de 100 g ha'! de selenito, mientras que el tratamiento mds
alejado al control en 'Belstar' a 4 °C fue de 50 g ha'! de selenito. Finalmente, los
tratamientos de 50 g ha"! de selenato a 20 °C y 100 g ha! de selenito a 4 °C fueron los
mds similares en 'Belstar', y 50 g ha'! de selenito en ambas temperaturas en el cultivar
'Legend'. Un comportamiento similar se observo en el ACP realizado combinando los
métodos de cultivo, en campo y maceta (Figura 14 b, d). El1 82 y 88 % de la variacién
original fue conservada por el CP1 y el CP2, con valores de 0,983 y 0,989 de CCC, en
'‘Belstar' y 'Legend’, respectivamente. Nuevamente, el andlisis separd claramente las

condiciones de crecimiento en macetas y los experimentos de campo, y también, en
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ambos casos, los tratamientos mostraron

marcado para el ensayo de campo.

un patrén diferente al control, aunque mas
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Figura 14. Analisis de componentes principales en dos cultivares de brécoli cultivados con
aplicacion foliar de selenio. Pardmetros de calidad comercial medidos sobre las cabezas de
brécoli (circulos grises): F, firmeza; D, didmetro; HUE, dngulo Hue; L, luminosidad. Tiempo de
almacenamiento poscosecha: 0, 2,4, 6 dias. Tratamientos: Control, 0 gha! de selenio; 50ito, 50
g ha'!' selenito; 100ito, 100 g ha'selenito; 50ato, 50 g ha! selenato; y 100ato, 100 gha™! selenato.
Temperaturas de almacenamiento poscosecha: 20 °C (circulos azul claro) y 4 °C (circulos rojos).
Condiciones de crecimiento: M, maceta (circulos verdes); C, campo (circulos azules). CP1:
componente principal 1. CP 2: componente principal 2. SC: suma de cuadrados. MST: arbol de
recorrido minimo.
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En ambos cultivares, el CP1 separa los métodos de cultivo. En el cultivar 'Belstar' las
macetas estaban en la direccion de valores negativos, principalmente en contraposicion a
la firmeza a 0-2 dpc, mientras que las macetas se agruparon en valores positivos en alta
asociacion a Hue 4-6 dpc y la menor firmeza a 4-6 dpc. En 'Legend’, aun cuando la
distribucién fue opuesta, la asociaciéon con las variables fue similar, y los ensayos de
campo se dirigieron a la firmeza 6-4 dpc principalmente.

Por otro lado, CP2 separ6 el testigo (con valores negativos) de los tratamientos (con
valores positivos) en condiciones de campo (no para macetas), principalmente porque los
tratamientos presentaron correlacion positiva con de Hue 2-4 y 6 dpc.

Finalmente, el tratamiento més lejano en comparacion con el control fue 100 g ha'! de
selenito para ambos cultivares en condiciones de campo, asociado a mejores valores de
las variables.

Como fue mencionado, las cabezas de brdcoli presentan una alta tasa de respiracion, lo
que contribuye a su condicion perecedera, con las consiguientes pérdidas econdmicas,
presentando un desafio para el almacenamiento poscosecha, la logistica y la gestién de
suministros (Gao et al., 2018; Ilahy et al., 2020). El hallazgo de nuevas estrategias que
mejoren la vida del mercado es valioso para la aplicacién en condiciones de campo. El
andlisis global de los resultados, en el sistema multivariado, permite observar que
independientemente de la condicién de crecimiento (campo o maceta), el cultivar
(Legend'y 'Belstar') y la temperatura de conservacion (4 o 20 °C), los tratamientos se
diferencian respecto al control, en correlaciéon con mejores valores de las variables
medidas desdeel punto de vista del andlisis. Todos los tratamientos mostraron una mejora
en al menos algunas condiciones, siendo la aplicacién de 100 g ha! de selenito el mds
prometedor. Si bien el efecto de la temperatura o las condiciones de crecimiento
influyeron en los resultados, estos no afectaron el patrdn, y los tratamientos presentaron

un efecto de mejora relativamente similar en ambos cultivares.
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3.4. CONCLUSIONES

En el capitulo 2 fue demostrado que la aplicacion foliar con sales de selenio, con el uso
del coadyuvante, la dosis y el tiempo de desarrollo de la planta adecuados, en hojas de
brécoli, produce una promisoria acumulaciéon deselenio en cabeza desdeel punto de vista
nutracéutico, y mejora en los pardmetros de cosecha. Esta ventaja podria no ser ttil en
condiciones de produccion si ejerce efectos negativos en las caracteristicas poscosecha
de las cabezas de brdcoli. En el presente capitulo, se analizé durante el periodo de
almacenamiento poscosecha, el efecto de estas aplicaciones, en dos condiciones de
crecimiento y a dos temperaturas de conservacion diferentes. Los pardmetros de
relevancia analizados no se vieron afectados, oen varios casos presentan mejoras. Cuando
se analizan en su conjunto las diferentes variables y condiciones analizadas, se puede
sugerir que la aplicacion de 100 g ha'! de selenito presenta los resultados mds
prometedores, si bien serd necesario realizar diferentes ensayos para optimizar estos
resultados en escala de produccion. Considerando todos los resultados expuestos, este
nuevo protocolo de aplicaciéon de selenio es una tecnologia prometedora que podria
beneficiar la producciéon de cultivares de brécoli y permitird tener un producto

enriquecido, apto para el consumo humano y con mejor vida ttil en el mercado.
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CAPITULO 4

EVALUACION FISIOLOGICA Y MOLECULAR DE LA
APLICACION FOLIAR DE SELENIO EN LA
POSCOSECHA DE BROCOLI
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4.1. INTRODUCCION

Las cabezas florales del brécoli estdn compuestas por cientos de floretes organizados en
verticilos en la parte superior de un tallo. Para su consumo, este vegetal es cosechado
mientras sus inflorescencias se encuentran inmaduras, previo ala apertura de los sépalos,
lo cual implica una pérdida de agua y variaciones en el contenido de nutrientes y
hormonas. Estos eventos, ademds de la cosecha y posterior manipulacion, causan
condiciones de estrés severo que inducen una senescencia temprana y un incremento
significativo de la degradacion de clorofila. Consecuencia de ello, se observa la pérdida
del color verde superficial que ocasiona la reduccion del interés comercial de los floretes
de brocoli, otorgando un tiempo méaximo de almacenamiento de tres dias a 20 °C (King
& Morris, 1994; Biichert et al., 2011a). Del mismo modo, la senescencia acelera la
degradacion de azicares, de proteinas y la peroxidaciéon de lipidos que conlleva a una
pérdida de calidad nutricional (King & Morris, 1994; Page et al., 2001; Biichert et al.,
2011a). Por eso, la reduccién del amarilleo que resulta de la degradacién de clorofila es
uno de los principales objetivos de la tecnologia poscosecha para reducir la pérdida de
calidad comercial (Page et al., 2001).

Se ha demostrado que uno de los factores que contribuye a la rapida degradacion de la
clorofila; y que otorga la apariencia amarillenta, es el aumento de la sintesis de etileno en
las cabezas de los brocolis cosechados (Tian et al., 1994). Durante la sintesis de etileno
dos enzimas clave, la ACC sintasa (ACS) y ACC oxidasa (ACQO), catalizan la conversion
de S-adenosilmetionina a ACC (4cido carboxilico 1-aminociclopropano) y de ACC a
etileno, respectivamente (Igbal et al., 2013). En floretes senescentes de brdcoli, tres genes
ACO han sido identificados (BoACOI, BoACO2 y BoACO3) y su expresion ha sido
caracterizada durante el almacenamiento poscosecha (Pogson et al., 1995; Yang et al.,
2003). Pogson et al. (1995) reportaron que los transcriptos del gen BoACOI
incrementaron marcadamente su acumulacién luego de la cosecha. Sin embargo, los
transcriptos de BoACO2 fueron detectados 2 h poscosecha, mientras que BoACO3 fue
expresado solamente cuando los floretes estaban totalmente amarillos (Pogson et al.,
1995; Yang et al., 2003; Gapper et al., 2005). Asi, los autores sugieren que BoACO!
podria estar involucrado en la produccién basal de etileno responsable de la senescencia
del tejido vegetal, BoACO?2 podria tener un rol durante el inicio del amarilleo; mientras
que BoACO3 seria un gen asociado a la senescencia tardia y podria ser responsable del

comienzo de la fase irreversible de senescencia de los floretes.
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A su vez, tres genes ACS (BoACSI1, BoACS2 y BoACS3) también han sido caracterizados
a partir de floretes cosechados (Pogson et al., 1995; Yang et al,. 2003). El nivel de
transcriptos del gen BoACS1 solamente aument6 inmediatamente después de la cosecha;
mientras que BoACS2 mostrd una expresion basal incrementando su nivel de expresion
durante los estadios finales de la senescencia. Por su parte, BoACS3 fue casi indetectable
hasta la etapa final de senescencia, por lo que se piensa que podria estar relacionado con
la removilizacién de recursos celulares (Chen et al., 2008).

Por otra parte, el catabolismo de la clorofila estd catalizado por varias enzimas entre las
que se encuentran las clorofilasas (CLHs), feoforbida a oxigenasa (PaO) y feofitinasa
(PPH) (Martinez et al., 2001; Funamoto et al., 2002). Biichert et al. (2011a) analizaron la
expresion de genes que codifican para dos CLHs durante la senescencia poscosecha de
brocoli y sugiri6 que BoCLHI podria no estar involucrado directamente con la
degradacion de clorofila mientras que BoCLH?2 podria estar relacionado a este proceso
mediante una via independiente de etileno. Del mismo modo, estos autores reportaron
que el tratamiento exdgeno con etileno incrementd significativamente los niveles de
expresion de BoPPH, correlacionandose con un decrecimiento importante en el contenido
de clorofila durante el tiempo de senescencia poscosecha. A su vez, Gomez-Lobato et al.
(2012a) caracterizaron la expresion de un gen que codifica para una monooxigenasa en
inflorescencias de brocoli (BoPaQ) cuya expresion aumentd durante la senescencia
poscosecha y fueincrementada atin més por etileno. Asimismo, las moléculas de clorofila
se encuentran ensambladas dentrodelas tilacoides delos cloroplastos; desde donde deben
ser liberadas para ser catalizadas. Ademads, en las tilacoides se encuentra una proteina
denominada Stay-Green (SGR) que es capaz de desestabilizar las subunidades del
complejo de captaciéon de luz favoreciendo la liberacion de las clorofilas; y se ha
observado que la expresion de un gen que codifica para una SGR en brocoli (BoSGR)
incrementa considerablemente durante la senescencia poscosecha; simultdneamente con
la degradacion de clorofila (Gomez-Lobato et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, la degradacién de lipidos es otro rasgo comiin en
muchos tejidos que estdn sometidos a la senescencia. La degradacion lipidica puede ser
llevada a cabo mediante oxidacién enzimatica por lipoxigenasas (LOXs) o por medio de
especies reactivas del oxigeno. En brocoli, se ha reportado un descenso en el contenido
de 4cidos grasos insaturados (PUFA), mientras que la actividad de LOXs y las sustancias
reactivas al 4cido tiobarbitdrico (TBARS), las cuales representan prod uctos finales de la

peroxidacion de lipidos, aumentan durante la senescencia (Zhuang et al., 1994; Zhuang
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et al., 1995; Zhuang et al., 1997). A su vez, Gomez-Lobato et al. (2012a) reportaron que
la expresion de una lipoxigenasa presente en inflorescencias de brécoli (BoLOX1I)
incrementd durante la senescencia poscosecha y ademds que los niveles de transcripto
aumentaron significativamente por accion de etileno.

Varios trabajos han reportado los efectos benéficos de los micronutrientes esenciales
sobre la calidad de los cultivos (Fageria et al,. 2002; Esringiia et al., 2011). Sin embargo,
existen pocos reportes sobre elementos no esenciales como es el caso del selenio
(Alcaraz-Lopez etal., 2003; Huet al., 2003; Malorgio et al., 2009; Pezzarossa et al., 2012;
Pezzarossa et al., 2014). Se ha reportado que en plantas de tomate, el selenio es capaz de
retrasar la maduracion de los frutos a través de la disminucién de la biosintesis de etileno
(Pezzarossa et al., 2014). Del mismo modo, en lechuga y achicoria el selenio es capaz de
disminuir la produccién de etileno y consecuentemente mejorar la calidad nutricional y
aumentar la vida poscosecha de ambas especies (Malorgio et al,. 2009).

De esta manera y sobre la base de los antecedentes descriptos anteriormente, €s que en
este capitulo se analizd a nivel molecular el efecto de la aplicacion foliar de selenio,
durante el cultivo de brécoli, sobre el tiempo de duracidbn poscosecha de las
inflorescencias; para su comercializaciéon en el mercado fresco como alimentos con

mayores propiedades nutricionales.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Obtencion de plantas biofortificadas con selenio

4.2.1.1. Material vegetal

En el presente trabajo se cultivaron plantas de brécoli (B. oleracea var. itélica)
correspondientes a un hibrido comercial cultivar 'Legend' F1 (Nongwoo Bio, Gyunggi-

do, Republic of Korea).

4.2.1.2. Condiciones de crecimiento vegetal
El ensayo se realiz6 en invernadero, bajo condiciones de cultivo semicontroladas en el
Campo Experimental de Cultivos Intensivos y Forestales de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe, Argentina).
Inicialmente, las semillas de brécoli se seleccionaron de acuerdo con la uniformidad de
tamafno y las caracteristicas externas, y se descartaron aquellas con alteraciones y
malformaciones. Las siembra se realizé el 10/05/2019 en bandejas multiceldas de
poliestireno® expandido de 228 celdas con sustrato compuesto por GROW MIX
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Terrafertil para obtener un correcto desarrollo del sistema radical. Posteriormente, el
17/06/2019 las plantulas se trasplantaron para su crecimiento a macetas de 15 litros llenas
de un sustrato compuesto por GROW MIX® Terrafertil. Las plantulas se colocaron con
el mismo espaciamiento utilizado en condiciones de campo, obteniendo una densidad de
plantacion de 2 plantas m2. Las plantas de los diferentes cultivares se colocaron en tres
subparcelas (49 plantas por subparcela) donde se aplicO un disefio de parcelas
completamente al azar. En cada subparcela se consider? el efecto de borde de las plantas.
Se mantuvieron las practicas agrondmicas normales para el cultivo de las plantas y las

malezas se eliminaron manualmente después de la emergencia.

4.2.2. Aplicacion de tratamientos foliares precosecha

La aplicacion foliar de selenio se realiz6 al inicio de la formacion de la cabeza
(29/07/2019) utilizando soluciones de selenato o selenito (Na2SeO4, Na2SeO3, Sigma-
Aldrich) a dosis de 25 y 50 g de selenio ha™!, conteniendo 0,1 % de Rizospray Extremo
(RIZOBACTER) como un coadyuvante para pulverizacion foliar. Se utiliz6 agua
destilada en presencia del coadyuvante para los tratamientos sin aporte de selenio
(control). Las plantas de control se cultivaron en las mismas condiciones que las plantas
tratadas con selenio, pero se separaron fisicamente con una ldmina de pléstico para evitar
la contaminacién cruzada durante la pulverizacion. La aspersion, de unos 10 ml por cada
planta, se realiz6 por la tarde (entre las 17:00 y las 19:00 h) con un aspersor a presion de
0,5 L de capacidad en un dia seco, soleado y sin viento y se repitié después de 1 semana

hasta llegar a la dosis final de 0, 50 y 100 g de selenio ha™!.

4.2.3. Periodo de conservacion poscosecha

Las cabezas de brécoli fueron cosechadas en madurez comercial (25/08/2019, cuando las
cabezas alcanzaron su tamafio maximo y presentaron botones florales verdes compactos)
y transportadas inmediatamente al laboratorio en cdmara frigorifica para preservar su
frescura. Un set de plantas se separé para realizar la determinacién de pérdida de peso.
Otro set de plantas se colocd en posicion vertical en recipientes de plastico, con una
pequeina cantidad de agua destilada con los tallos tocando el agua para evitar la
deshidratacion, y se almacenaron en una cimara ventilada y aislada de la luz externa, con
una humedad relativa del 85 % durante 6 dias. Este almacenamiento poscosecha se realiz
a 20 °C para acelerar la senescencia y a 4 °C porque el brocoli se comercializa en los

supermercados y se mantiene en los hogares de los consumidores a esa temperatura. Las
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cabezas fueron muestreadas periddicamente a 0, 2, 4 y 6 dias poscosecha (dpc), los
floretes de las cabezas se separaron de los tallos, se agruparon al azar y se congelaron en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su andlisis posterior.

4.2.4. Determinacion de la pérdida de peso

Para la determinacion de la pérdida de peso, se utilizé un conjunto diferente de plantas.
Las cabezas de brdcoli se pesaron inmediatamente después de la cosecha. Luego, estas
cabezas se colocaron en posicion vertical en recipientes de plastico y se almacenaron en
una camara bien ventilada, aislada de luz exterior, con una humedad relativa del 85 % a
20 °C de temperatura y se pesaron a 2, 4y 6 dpc.

La pérdida de peso (PP) se calcul6 a partir de los pesos inicial (PI)y final (PF) como:

PP (%) = (PI - PF/PI) * 100

4.2.5. Determinacion del contenido de clorofila y carotenoides

El contenido de clorofila y carotenoides se determiné a partir del polvo de tejido
congelado; 0.5 g del polvo obtenido se homogenizaron en 5 mL de acetona (80 %) friay
se centrifugaron a 10000 xg durante 10 min a 4 °C. Finalmente, el contenido de clorofila
se midié en el sobrenadante por espectrofotometria (663 nm maximo de absorcion de la
Chl,, 646 nm méaximo de absorcion de Chly y 470 nm méaximo de absorcién de
carotenoides) y los resultados se expresaron como mg de clorofila / carotenoides g-! de
peso fresco de tejido (PF) (Inskeep & Bloom, 1985). El total de las mediciones se
realizaron por triplicado. Los célculos realizados para determinar las concentraciones de
clorofila a (Chl,), clorofila b (Chl,), clorofila total (Chl,.,) y carotenoides totales (carotenos
y xant6filas) fueron los siguientes:

Chl, (ug/ml)= 12,25 x Age3— 2,79 X Agas

Chly (ug/ml) =21,50 x Agss—5,10 X Ages

Chl,.p (ug/ml)=7,15 x Ages + 18,71 X Agas

Carotenoides totales (ug/ml) = (1000 x A;70,— 1,82 x Chl, — 85,02 x Chl,) / 198

4.2.6. Determinacion de la peroxidacion de lipidos

El nivel de peroxidacion lipidica se evalud en los distintos tiempos poscosecha segun el
método de Heath y Packer reportado por Hasanuzzaman et al. (2011). Este método se
basa en la reaccion del malondialdehido (MDA), producto de la descomposicién de los

acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) peroxidados del lipido de membrana, utilizando
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el 4cido tiobarbitirico (TBA) como material reactivo; y cuyo producto de reaccion se
puede determinar espectrofotométricamente a 532 nm. Brevemente, los floretes de
brécoli congelados se molieron en nitrégeno liquido y aproximadamente 0,5 g de tejido
se homogeneizé en 3 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 5 % (p/v). El homogeneizado
se centrifugo a 11500 xg durante 10 min. Posteriormente, el sobrenadante (1 ml) se
mezcl6 con 4 ml dereactivo TBA (0,5 % de TBA en 20 % TCA). La mezcla de reaccion
se calenté a 95 °C durante 30 min en un baino de agua y luego se enfrié rdpidamente en
un bafio de hielo y se centrifugé a 11500 xg durante 10 min. La absorbancia del
sobrenadante coloreado se midié a 532 nm y se corrigié por la absorbancia no especifica
a 600 nm. La concentracion de MDA se calcul6 utilizando el coeficiente de extincién
molar e =155 mM! cm! y expresé como nmoles de MDA g-! de peso fresco de tejido

(PF).

4.2.7. Determinacion de los niveles de peroxido de hidrégeno (H>0,)

El nivel de H20Oz2 se evalu6 en las cabezas de brocoli a distintos tiempos poscosecha segun
lo descripto por Jambunathan (2010). Una cantidad de 0,5 g de tejido vegetal se
homogeniz6 con 3 mL de buffer fosfato de potasio 50 mM pH 6,5 a 4 °C y centrifugé a
8000 xg durante 20 min. Posteriormente, a los 3 mL de sobrenadante obtenido se le
adicion6 1 mL de cloruro de titanio 0,1 % (v/v) en 4cido sulfirico (H2SO4) 20 % (v/v) y
la mezcla de reaccion se centrifugd a 9500 xg durante 30 min a temperatura ambiente. El
contenido de H202 se determiné espectrofotométricamente a 410 nm en el sobrenadante
obtenido, utilizando un coeficiente de extincion molar e = 0,28 uM-! cm! y expresé como

umoles de H202 g'! de peso fresco de tejido (PF).

4.2.8. Determinacion de dano de membranas: Electrolyte Leakage

La fuga deelectrolitos de se midié incubando los floretes de brécoli (aproximadamentelg
de tejido) en tubos "falcon" de 50 ml con 45 ml de agua (para una mayor precision en la
realizacion de la técnica se tuvo en cuenta la conductividad del agua) y agitados durante
una hora a 25 °C. Pasado ese tiempo se midié la conductividad inicial (CI) con un
conductimetro (HANNA Instruments. Modelo Dist 4). Las muestras fueron congeladas
en freezer a -80 °C para producir la destruccion total de las membranas. Luego las
muestras se dejaron descongelar y una vez alcanzada una temperatura de 25 °C se volvio
a realizar la medicién final de conductividad eléctrica (CF). Finalmente, el dafio de
membrana se cuantific6 mediante la siguiente ecuacion:
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Daiio membrana (% respecto a daio total) = [ (CF — CI) / (CF)] * 100
Las determinaciones se realizaron por triplicado para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

4.2.9. Determinacion de la produccion de etileno, el acido aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) como precursor del etileno y la produccion de diéxido de carbono
La produccion de etileno de las cabezas de brocoli se midié con un analizador de etileno
portatil (analizador detres gases F-950, instrumentos Felix, Camas, WA98607, EE. UU.).
Utilizando el modo de volumen fijo que toma muestras de 15 ml del espacio de la cabeza.
Las cabezas de brocoli, una por frasco, se colocaron en frascos de 400 ml, los frascos se
sellaron y almacenaron a 20 °C durante 1 h. Se utilizaron al menos tres frascos para cada
combinacién de tiempo / tratamiento. Se midi6 la produccion de etileno cada 1 dia desde
el momento de la cosecha al dia 6 poscosecha. La concentracién de etileno en el espacio
de cabeza (ppm) se midi6 y se convirtié a la tasa de produccion de etileno (mg kg-' h'!),
segtn se indica en Tesfay et al. (2017).

El ACC enddgeno se extrajo y purifico siguiendo el método de Martos et al. (2016) con
algunas modificaciones. Brevemente, se molieron 250 mg de material fresco en un
mortero helado con 750 pL de solucion de extraccion constituida por MeOH: 2-Propanol:
HOACc (20:79:1 en vol.). Luego, el sobrenadante se recogié después de centrifugar a 1000
g durante 5 min a 4 °C. Estos pasos se repitieron dos veces mds y los sobrenadantes
combinados se liofilizaron. Finalmente, las muestras se disolvieron en 250 pL. de MeOH
puro y se filtraron con un filtro de tubo de centrifuga Spin-X de acetato de celulosa de
0,22 pm (Costar, Corning Incorporated, Nueva York, EE. UU.). La cuantificacion de la
hormona se realizé utilizando una curva de calibracién de adicién estidndar agregando
muestras de plantas de control con las soluciones estiandar de ACC (Sigma-Aldrich,
Espaia) en un rango de 5 a 250 ppb y extrayendo como se describié anteriormente. El
ACC fue analizado por el sistema LC-ESI-MS/MS en modo de monitoreo de reaccion
miltiple (MRM) segin Segarra et al. (2006). Se separaron usando HPLC Acquity
(Waters) en un Luna Omega 1,6 um C18 100? 50 x 2.1 mm (Phenomenex) a 50 °C a una
velocidad de flujo constante de 0.8 ml min!' y 10 ul de volumen inyectado. El gradiente
de elucion se realiz6 con un sistema binario de disolventes formado por 0,1 % de 4cido
férmico en metanol (disolvente A)y 0,1 % de acido férmico en milliQ H20 (disolvente
B) con las siguientes proporciones (v/v) de disolvente A (t (min), %A): (0, 2) (0,2, 2),
(1,6, 100), (2, 100), (2,1, 2) y (3, 2). Los experimentos MS/MS se realizaron en un
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espectrometro de masas ABI 4000 Qtrap (Sciex). Todos los anélisis se realizaron
utilizando la fuente Turbo Ionspray.

Para determinar la tasa derespiracion, la produccién de CO2 se midi6 utilizando el mismo
analizador de gases portétil (analizador de tres gases F-950, instrumentos Felix, Camas,
WA98607, EE. UU.) de manera similar a como se indica para la medicién de etileno. La
concentracion de COzen el espacio de cabeza (% CO32) se midid y se convirtid a la tasa
derespiracién (ml kg''h'')tomando en cuenta la masa de fruta, el volumen de fruta, segitin

se indica en Tesfay et al. (2017).

4.2.10. Extraccion de ARN para analisis de la expresion de genes

La extraccion de ARN total se realiz6 a partir de un polvo de nitrogeno de los floretes de
brdcoli a distintos tiempos de senescencia almacenados a - 80 °C mediante el reactivo
TRIzol® (Invitrogen, USA) siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

Para constatar la integridad de los ARN obtenidos, las muestras de ARN total fueron
visualizadas directamente en geles de electroforesis en gel de agarosa 1 % (p/v), con el
fin de observar bandas discretas y definidas, correspondientes a las subunidades mayor y
menor de los ARN ribosomales.

Las soluciones de ARN obtenidas se cuantificaron utilizando un lector de microplacas
(CLARIOstar, BMG LABTECH) midiendo la absorbancia a 260, 280 y 230 nm y las
concentraciones de los ARN se determinaron utilizando el siguiente cédlculo:
Concentracion ARN (ng/ul) = (A260 x 40 x dil'!)

Donde dil, es la dilucién de los ARN en agua DEPC, en este caso se utilizaron diluciones
1:5 (viv).

Las interferencias de contaminantes pueden estimarse calculando un cociente de
absorbancias. Dado que las proteinas absorben a 280 nm, y los polisacaridos a 230 nm,
se emplea el cociente A260/280 y A260/230, para estimar la pureza del ARN total.

Un ARN total puro presenta una relacion A260/A280 aproximada entre 1,8 y 2, y una
relacion A260/A230 cercana a 2,3.

4.2.11. Bisqueda y diseiio de oligonucleétidos
En primer lugar, se realiz6 una busqueda bibliografica para detectar publicaciones en las
cuales se reporten el uso de PCR en Tiempo Real, de manera de utilizar las secuencias de

oligonucledtidos publicadas en los mismos.
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En aquellos casos donde no pudo encontrarse informacién sobre oligos para utilizar, se
procedié a la bisqueda de publicaciones para detectar las secuencias de los genes a
analizar. En los casos donde pudo detectarse las mismas, se procedié al disefio de los
cebadores como se indica a continuacion.

En primer lugar, se realizo la descarga de la secuencia de los genes mencionados en

NCBI, la cual se ingreso en el programa Primer 3 (https:/primer3.ut.ee/) especificando

el tamafio de amplicén deseado. Luego de analizar los primers provistos por el programa,
se seleccionaron aquellos pares de primers que mejor se adecuaban a los siguientes
parametros: % GC, autocomplementariedad 3°, autocomplementariedad 5°, Tm y
especificidad. Una vez seleccionados los pares de primers, se realizd un megablast de

cada primer con el fragmento para confirmar la especificidad de los mismos.

4.2.12. Analisis de los datos de secuenciacion masiva de ARN
En primer lugar se realizaron busquedas bibliogrificas de publicaciones cientificas en

Pubmed (https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) que incluyeran datos de secuenciacién

masiva (NGS) correspondientes a brdcoli y la aplicacion de selenio. Los datos crudos del
experimento seleccionado fueron obtenidos bajo el nimero de acceso CRA002942, del
sitio “Genome Sequence Archive in National Genomics Data Center, Beijing Institute of
Genomics (China National Center for Bioinformation)”, de la Academia China de

Ciencias (https://bigd.big.ac.cn/gsa).

Los datos correspondientes a las 6 muestras, 3 tratadas con selenio, 3 control, fueron
descargados en los archivos formato fastq. Estos datos fueron procesados en primer lugar

con la herramienta FASTP (https://github.com/OpenGene/fastp versiéon 0.20.0), la cual

permite limpiar las secuencias que resultan espurias, y obtener un resumen de la calidad
de las mismas. Posteriormente, como no se dispone del genoma de brécoli, se optd por
realizar el ensamblado de las lecturas, utilizando la herramienta Trinity

(https://github.com/trinityrnaseqg/trinityrnaseq version v2.13.2), utilizando pardmetros

por default, y sin especificar especificidad de cadena (“no strand specific”).
Posteriormente se realizd un pseudo alineamiento de los datos con Kallisto

(https://pachterlab.github.io/kallisto/ versién 0.46.1), se procedié al conteo mediante

htseq count (https://rmnh.github.io/bioinfo-notebook/docs/htseq-count.html) y luego se

realiz6 el andlisis de expresion diferencial mediante el paquete DESeq2

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html).
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Por otro lado, utilizando la herramienta de blast local

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK52637/) se procedid a asignar a cada uno de

los genes de interés, utilizando la secuencia de A. thaliana, los transcritos del ensamblado

para analizar su expresion diferencial.

4.2.13. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial considerando como
factores de clasificacion: tratamiento con selenio (a 5 niveles: control sin selenio y las 2
sales a 2 concentraciones) y el tiempo si corresponde, considerando en el andlisis la
interaccion entre los factores. Por otro lado, por la disponibilidad de material se realizé el
estudio de este capitulo con el cultivar 'Legend' unicamente. Los factores analizados
fueron incluidos en las leyendas de las figuras y tablas.

La significaciéon de la diferencia entre los valores medios se determiné mediante el
andlisis de varianza (ANOVA) con la prueba de diferencia minima significativa (LSD).
La correcta aplicacion de ANOV A se comprobé mediante distribucion normal residual
(prueba de Shapiro-Wilks, graficos QQ)y homocedasticidad (prueba de Levene, graficos
dedispersion deresiduos). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
para valores de p < 0,05. Los datos de los experimentos se expresaron como media + ee

(error estindar) y se analizaron estadisticamente utilizando el software estadistico

InfoStat (DiRenzo et al., 2017).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. La aplicacion foliar de selenato o selenito aminoran la pérdida de peso de las
cabezas de brécoli durante la poscosecha.

Uno de los factores que determinan la calidad poscosecha de vegetales es la turgencia de
los tejidos, que estd determinada principalmente por el grado de deshidratacion durante
el almacenamiento (Serrano et al., 2006). Debido a esto se realizd el respectivo andlisis
utilizando el cultivar 'Legend'a 20 °C.

En general las cabezas de brécoli cv. 'Legend' presentaron un aumento en la pérdida de
su peso durante el almacenamiento poscosecha como era de esperarse, dentro de las
cuales las plantas controles alcanzaron en promedio una pérdida de peso de cerca del 8 %
luego de 6 dias de almacenamiento poscosecha (Tabla 9). Por otro lado, la aplicacion de
50 g ha'y 100 g ha'! de selenato, disminuyé significativamente la pérdida de peso de las
cabezas respecto al control; obteniéndose a los 6 dpc una pérdida de peso del 6 % (Tabla
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9). El tratamiento con 50 g ha ! de selenito, a los 4 dpc presentd un 5 % de pérdidaen el
peso de sus cabezas y este valor se mantuvo hasta los 6 dpc. Sin embargo, la aplicacion
de 100 g ha'! de selenito hizo que las cabezas de brécoli mantengan su peso hasta los 4
dpc, alcanzando a los 6 dpc una pérdida de peso del 5 %, significativamente menor que

la alcanzada por las plantas controles (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de la aplicacionfoliar de selenioen la pérdida de peso
(%) de las pellas de brécoli cv. 'Legend' durante el almacenamiento
poscosecha a 20 °C.

Almacenamiento poscosecha (dias)

2 4 6
Pérdida de peso (%)

Control 2,74+0,39a 4,79+ 0,36 ¢ 7,50+ 0,35¢

50g ha! 2,18+ 0,12 a 393+£043b 5,71 +£0,55d
Selenato

100 g ha"! 2,56 £ 0,22 a 435+0,07 ¢ 6,20+ 0,18d

50gha!  259+006a 506+£004c 520+0,12¢
Selenito

100 g ha"! 2,89+£032a 2,33+0,06a 4,65+ 0,07 c

ANOVA ados factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha,
considerando la interaccién entre ellos. Los resultados se expresan
como lamedia (n=6) £ ee. Los valores que poseen al menosuna letra
en comun no son estadisticamente diferentes, con un nivel de
significancia P < 0,05 segtin la prueba de diferencia minima
significativa (LSD).

La aplicacién de sales de selenio a nivel foliar en precosecha, en busca de mejoras en la
conservacion poscosecha, no serfa de utilidad econémica y comercial si genera pérdidas
en el peso de las cabezas de brocoli. Notablemente, el efecto observado fue una
disminucion en la pérdida de peso, en todos los tratamientos, agregando mds evidencia
de que el selenio podria proponerse como fertilizante para el brécoli. Por otro lado, se ha
propuesto que, a nivel fisiolégico, durante la senescencia, las membranas sufren
disrupcion (Lim etal., 2007) lo que puede potenciar la pérdidade agua con la consiguiente
pérdida de peso. Aqui, los tratamientos con selenio retrasan la senescencia con una
reduccién en la pérdida de peso durante el almacenamiento, el cual podria ser
consecuencia de un retardo en la ruptura de la membrana, el cual se analiza en ensayos

consiguientes.
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4.3.2. La aplicacion foliar de selenato o selenito aminora la degradacion de clorofila
y carotenoides de las cabezas de brécoli.

Como se ha mencionado, durante el almacenamiento poscosecha de brocoli las cabezas
muestran un intenso desverdizado y amarilleamiento causado por la degradacion de
clorofila (Yamauchi et al., 1997). Como parte de esta tesis se determiné el contenido de
clorofila en cabezas de brécoli como pardmetro de senescencia en el cultivar 'Legend'.
En general, se observé una disminucion en las plantas tratadas, asi como en las plantas
control, lo que indica la tipica senectud poscosecha.

En el anélisis del contenido de clorofila total se observé que los tratamientos con selenato
100 g ha'! y selenito 50 g ha! partian de valores significativamente mayores al momento
de cosecha, en comparacién a los demds tratamientos y el control (Figura 15A).
Particularmente con el tratamiento con selenato 100 g ha'! se mantuvo dicha diferencia a
los 2 dpc (Figura 15A). Finalmente, en todos los tratamientos las concentraciones decaian
alos 4 y 6 dpc a valores similares al control (Figura 15A).

Cuando fueron analizadas las cantidades de carotenoides, se pudo observar que los
tratamientos con selenato 100 g ha! y selenito 50 g ha'! mantenfan ambas concentraciones
hasta los 4 dpc, mientras que los demds tratamientos y el control caian a partir de los 2
dpc (Figura 15B).

Por otro lado, en general no se observaron diferencias a los diferentes tiempos poscosecha
entre los tratamientos y el control en la Chla, la cual se mantuvo hasta los 4 dpc y cae
hacia el dia 6 pc, donde el contenido de clorofila se redujo entre 61-84 % de la inicial
(Tabla 10). Como una excepcién, para el tratamiento de selenato 100 g ha!, la cantidad
mnicial de Chlp es mayor que en el resto de los tratamientos (Tabla 10). En el caso de la
Chly, se detectarondiferencias de los tratamientos particularmente para el d e selenato 100
g ha'!, donde la cantidad inicial de Chly es mayor y a su vez la caida de la misma se

produce en forma mas lenta en comparacioén con el control hastalos 4 dpc (Tabla 10).
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Tabla 10. Efecto de la aplicacion foliar precosecha de selenio en el contenido de clorofila
ay clorofilab de las cabezas de brécoli cv. 'Legend' duranteel almacenamiento poscosecha

a20°C.
Almacenamiento poscosecha (dias)
0 2 4 6
Clorofila a (mg kg PF)
Control 97,18 £12,21b 123,73 + 8,08b 101,56 £ 17,64b 37,75 = 14,13a
50 gha'! 114,22 + 5,13b 106,73 +7,78b 107,12 £ 5,91b 47,13 £9,10a
Selenato
100 g ha"! 184,33 + 18,32 ¢ 135,42+ 14,87b 97,00 + 15,87b 41,19 £4,39a
50g ha! 140,85 + 1,04b 126,64 + 3,12b 93,76 + 8,77b 44,89 + 0,59a
Selenito
100 g ha'! 116,43 + 4,03b 109,57 + 3,57b 99,81 £ 8,14b 31,12 £ 3,70a
Clorofila b (mg kg™ PF)
Control 49,91 + 8,76a 44,78 + 3,58a 52,71 £22,4a 19,26 +£2,34a
50 g ha"! 46,16 £ 3,08a 37,84 £ 5,60a 53,45 £ 12,28a 23,22 £0,99a
Selenato
100 g ha"! 124,49 + 19,73c 80,03 £ 16,47b 32,43 £4,13a 28,21 £347a
50 gha'! 54,36 £ 3,76a 50,68 + 4,82a 27,80 +2,84a 30,89 £ 0,12a
Selenito
100 g ha"! 62,49 + 8,92a 54,10 £ 12,41a 31,21 £2,27a 20,80 £ 1,61a

ANOVA a dos factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha, considerando la
interaccion entre ellos. Los resultados se expresan como la media (n =6) + ee. Los valores
que poseen al menos una letra en comtin no son estadisticamente diferentes, con un nivel
de significancia P < 0,05 segin la prueba de diferencia minima significativa (LSD).

Ademads, el mismo analisis fue realizado en pellas del cultivar 'Belstar', en las cuales pudo
observarse una importante pérdida de clorofila y carotenoides con el tiempo poscosecha.
En este caso, particularmente la aplicacién foliar de 50 g ha'! de selenito mantiene el
contenido de clorofila, desde los 2 a los 4 dias poscosecha. Estos resultados no son
presentados debido a que los pardmetros analizados en el presente Capitulo solo se

realizaron en el cv. 'Legend’, a excepcion de las mediciones de clorofila y carotenoides.
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Figura 15. Efectos de la aplicacion foliar de selenio en el contenido de clorofila
total (A) y en el contenido de carotenoides (B) de las cabezas de brécoli cv.
'Legend', durante el almacenamiento poscosechaa 20 °C. Tratamientos foliares:
control (m), selenato 50 gha™' (m), selenato 100 gha™! (m), selenito 50 gha™! (w),
y selenito 100 gha! (m). Tiempo de almacenamiento poscosecha: 0, 2, 4, 6 dias.
ANOVA a dos factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha,
considerando la interaccién entre ellos. Los resultados se expresan como la
media (n =6) +ee. Los valores que poseen al menos una letraen comtn no son
estadisticamente diferentes, con un nivel de significancia P < 0,05 segiin la
prueba de diferencia minima significativa (LSD).

En la mayoria de los diversos métodos analizados en la bisqueda de mantener una mejor
vida poscosecha de brécoli, se analiza el contenido de clorofila y carotenoides como un
indicador de mantenimiento de la coloracién. Por ejemplo, el tratamiento térmico puede
retrasar este proceso y reducir la pérdida de color superficial (Funamo et al., 2002; Costa

et al., 2005a). Por otro lado, si bien la aplicacién de tratamientos fisicos y quimicos
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directamente en la pella del brécoli produjo un retraso en la degradacion de la clorofila
mediante la disminucidén de su catabolismo, reduciendo el amarilleamiento del brécoli,
este retraso no fue completo durante el almacenamiento (Funamo et al., 2002; Costa et
al., 2005a, Costa et al., 2006). Ademads, en varios de estos tratamientos, en los cuales se
analizo6 la expresion de genes relacionados al catabolismo de la clorofila, se pudo observar
que provocaron cambios en la expresion de dichos genes.

En nuestro caso, utilizando un tratamiento precosecha, pudimos observar un efecto
similar de retraso en la degradacion de la clorofila en uno de los tratamientos hasta los 4
dpc, dando un indicio de la mejora en la vida poscosecha. Finalmente, resulta importante
remarcar que, en algunos tratamientos el contenido de clorofila al momento de cosecha
era significativamente mayor que en el control, demostrando que no solo hay una demora

en la degradacion si no que el contenido en el tejido en la planta deberia ser més alto.

4.3.3. La aplicacion foliar de selenato o selenito produce cambios en la formacion de
peroxido de hidrégeno y en la peroxidacion lipidica en las cabezas de brécoli.
Como parte del proceso fisioldgico de degradacion del tejido, luego de la cosecha, se
analiz6 la formacion de H2O2, molécula la cual actda como sefial en situaciones de estrés,
a como oxidante generando dafio al nivel de la membrana plasméitica. El efecto
provocado en este segundo caso se puede analizar a través de la medicién de la
peroxidacion lipidica midiendo el contenido de MDA.

Al momento de cosecha, las plantas tratadas con 50 y 100 g ha-!de selenito y 100 g ha™!
de selenato presentaron mayor contenido de H202 que las plantas control y tratadas con
100 g ha''de selenato (Figura 16A). Ademads, se pudo observar que la aplicacién foliar de
100 g ha! de selenato o selenito produce, al momento de cosecha, una concentracién de
MDA significativamente menor en relacion al control (Figura 16B y C). En el caso de las
aplicaciones de 50 g ha! de selenato o selenito el contenido de MDA fue
significativamente mayor, en el caso de selenito en correlacion con el aumento de H20»
(Figura 16 A, By C).

La evaluacion del contenido de H20:2 en el tiempo de almacenamiento poscosecha,
muestra que la aplicacién de 50 g ha'! de selenato si bien aumenta el contenido de H20»
a los 2 dpc, luego en el transcurso del periodo se mantiene e inclusive presenta tendencia
a la baja (Figura 16A). Similar a este efecto, la aplicacion de la misma dosis de selenito

produce que el contenido de H202 al momento de cosecha sea mds alto al control y luego
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empieza a oscilar con tendencia a la baja (Figura 16A). La aplicacién de 100 g ha'! de
selenato logra bajar el contenido de H2O2 y la aplicacion de la misma dosis de selenito
hace que el contenido de H202 en las cabezas de brécoli comience con un valor elevado
y se mantenga en niveles como el control. Estos resultados muestran que la aplicacién de
50 g ha'! de selenato o selenito y 100 g ha'! de selenato produce que el contenido de H20»
en las cabezas de brécoli se mantenga y que no se eleve al nivel del control, en cambio, la
aplicacion de 100 g ha! de selenito logra mantener el contenido de H20> hasta los 4 dpc
y alos 6 dpc el contenido de H202 se dispara superando al control (Figura 16A).

En relaciéon a la evaluacion del contenido de MDA en el tiempo de almacenamiento
poscosecha se observo que los tratamientos ensayados tienden a bajar los valores deestos
pardmetros con el transcurso del tiempo, comportamiento mds marcado que en el control
(Figura 16B). La aplicacién de 50 g ha'! de selenato o selenito produce un alto contenido
de MDA a momento de cosecha y luego este contenido disminuye rapidamente (Figura
16B). En el caso de la aplicacién de 100 g ha'! de selenato o selenito presentean valores
menores al momento de la cosechay luego disminuyen a valores seimilares al control (Figura
16B). Por otro lado, solo habria efecto tratamiento sobre el contenido de MDA en la
poscosecha en el caso particular de 4 dpc donde los tratamientos con selenio logran bajar
el contenido de MDA a valores menores que el control (Figura 16B). El contenido de
aldehidos, el cual se cuantifica y se relaciona con el de MDA, presentd patrones similares
a los observados en el caso de MDA (Figura 16C).

Jiang et al. (2019) mostraron que la peroxidacion de lipidos, utilizada como un indicador
del dafio de membrana, es menor en el brocoli tratado con irradiacion LED. Un menor
deterioro de los tejidos en las muestras almacenadas bajo luz (Biichert et al., 2011a,
2011b) puede resultar en una menor pérdida de la compartimentalizacién y un mayor
contenido de glucosinolatos. Ademas, Guo et al. (2013) demostraron que la peroxidacion
lipidica, un indicador del dafio de la membrana, es menor en el brocoli almacenado en
atmoOsferas controladas.

Es importante destacar que el tiempo considerado como momento de cosecha no es
exactamente el momento cero, sino que con la manipulaciéon del producto se pierden
algunos minutos y eso produce que en ese momento el H2O2 ya esté actuando como sefal
al estrés generado por el corte. En aquellos casos donde el H2O2 aumenta, pero no el dafio
celular, es posible que se esté logrando que se degrade el H202 y esto puede apoyarse
con la medida de la enzima catalasa realizada en Buttarelli et al. (Tesis Doctoral,

manuscrito en preparacion, comunicacién personal). Considerando el consjunto de estos
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resultados, se puede concluir que los tratamientos producen que en la pella se regule
mejor la produccion de H2O2 y de la peroxidacion lipidica, durante la poscosecha, con
casos particulares para cada tratamiento, y este efecto deberia ser analizado mas en
detalle para explicar las diferencias observadas, teniendo en cuenta mediciones del

sistema antioxidante realizadas en la Tesis Doctoral de la Ing. Melina Buttarelli.

105



>

2.5

0,5

a b

- 20

o b b b I b
o = ¢ b b b b
£ B B

E 15 a a a a
o a a a =

&

& a0 I

o

o

g

4]

-

=

Q

o

=

4,0 -
3,5 1 e
3,0 -

25 9

1S 1

l=2
o
o
o
o
o

1.0 4 a = a l

Contenido de MDA (nmol g! PF)
N
o
a

0,5 1 a

Ha

0

Contenido de Aldehidos (nmol g PF)

0 2 4 6|0 2 4 6|0 2 4 6|0 2 4 &

Control selenato selenito

Figura 16. Efectosde la aplicacién foliar de selenio en el contenido de H,0,
(A), contenido de MDA (B) y contenido de aldehidos (C) de las cabezas de
brécoli cv. 'Legend', durante el almacenamiento poscosecha a 20°C.
Tratamientos foliares: control (m), selenato 50 g ha™! (m), selenato 100 g ha'
(w), selenito 50 gha™! (=), y selenito 100 gha™! (m). Tiempo de almacenamiento
poscosecha: 0, 2, 4, 6 dias. ANOV A a dos factores: tratamiento con selenio y
tiempo poscosecha, considerando la interaccidn entre ellos. Los resultados se
expresancomo lamedia(n=6)+ee. Los valores que poseenal menos unaletra
en comun no son estadisticamente diferentes, con un nivel de significancia P
< 0,05 segtin la pruebade (LSD).
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4.3.4. La aplicacion foliar de selenato o selenito no induce mayores cambios en el
mantenimiento de la membrana celular.

La pérdida de electrolitos es un pardmetro que se utiliza como una medida del dafio que
sufren los tejidos. Cuanto mayor es el dafio, mayor serd el valor de este pardmetro. La
senescencia estd acompafiada por el deterioro en los tejidos y a medida que este proceso
progresa la membrana plasmatica pierde su integridad y los solutos son liberados del
citosol.

En este trabajo, hasta los 6 dpc no se detecté aumento significativo en la fuga de
electrolitos para las plantas control y aquellas tratadas con ambas dosis de selenato y la
menor dosis de selenito (Figura 17), lo que indicarfa que los tratamientos con selenio no
producirfan dafio en los tejidos. En los 6 dpc se produjo un incremento significativo en la
pérdida de electrolitos de las muestras tratadas con 100 g ha-! de selenito (Figura 17). Si
bien esta diferencia indicaria que la aplicacion de la mayor dosis de selenito produciria
algun dafo en los tejidos en las muestras tratadas, la mayoritaria ausencia de aumento en
la pérdida de electrolitos en el almacenamiento en las muestras, inclusive en el transcurso
del tiempo, estaria indicando que mediante esta metodologia no se pueden hacer

inferencias sobre las aplicaciones de selenio y el dafio que pueden generar las mismas.
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Figura 17. Pérdida de electrolitos (%) de las cabezas de brocoli cv. 'Legend'
tratadas con selenio, durante el almacenamiento poscosecha a 20°C.
Tratamientos foliares: control (-), selenato 50 g ha! (-), selenato 100 gha™' (-),
selenito 50 g ha' (-), y selenito 100 g ha! (-). Tiempo de almacenamiento
poscosecha: 0, 2, 4, 6 dias. ANOVA a dos factores: tratamiento con selenio y
tiempo poscosecha, considerando la interaccion entre ellos. Los resultados se
expresan como la media (n = 6) + ee. Los asteriscos representan diferencias
significativas entre tratamientos a un nivel de significanciade p < 0,05 segin la
prueba LSD.
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4.3.5. La aplicacion foliar de selenio reduce la formacion del precursor del etileno
en brocoli, la emisién del mismo y la respiracion.

En diferentes trabajos se ha reportado que las hormonas vegetales tienen un rol central en
la regulacién de la senescencia de las especies horticolas, de las cuales el etileno
generalmente acelera este proceso. Como se ha mencionado anteriormente, al momento
de la cosecha y durante la poscosecha de brocoli, el etileno juega un rol central, como
mediador del proceso de senescencia del tejido posterior, generando un impacto negativo
en la calidad del producto (Casajus et al., 2021). Como se observa en frutos climatéricos,
presenta un aumento en su tasa respiratoria seguida de un aumento en la liberaciéon de
etileno durante esta etapa (Ma et al., 2009). Particularmente en el caso de brdcoli el dafio
producido al momento de la cosecha aumenta la produccién etileno, hasta niveles 10
veces mayor que sus valores basales (King & Morris, 1994).

Debido a que en los andlisis realizados pudo observarse una ralentizacién en el proceso
de amarillamiento, producto de la aplicacion de sales de selenio en precosecha y
disminuciones en la degradacion de la clorofila previo a los 4 dpc, se defini6 estudiar si
este efecto era mediado por un impacto sobre la produccién de etileno. Para esto se
planteros tres enfoques, cuantificar en forma directa, cuantificar en forma indirecta
analizando su precursor, y estimar sus niveles analizando la expresion de los genes de la
via de sintesis y de degradacién de dicha hormona.

En primer lugar se realiz6 la medicion del ACC, molecula precursora del etileno, la cual
se ha reportado como medida extrapolable en miiltiples trabajos. En este caso fueron
incluidos los tratamientos de 100 g ha! de ambas sales al momento de la cosecha.
Notablemente pudo observarse un valor menor de ACC en el caso de la sal de selenito,

lo cual condice con lo observado previamente en las mediciones de clorofila (Figura 18).

108



Contenido de ACC (ng g' PS)
O P N W b U1 O N 0 WO

1 1
Control Selenato Selenito
100 gha! 100 gha'

Tratamientos

Figura 18. Contenidode ACC (ngg'PS) en las cabezasde brocoli
cv.'Legend' tratadasconselenio. Los tratamientos foliares fueron:
control (m), selenato 100 g ha! (m), y selenito 100 g ha! (m).
ANOVA aun factor: tratamiento con selenio. Los valores que
poseen al menos una letra en comun no son estadisticamente
diferentes, con un nivel de significancia P < 0,05 segtin la prueba
de diferencia minima significativa (LSD).

Luego, dado este primer indicio de que la aplicacion de las sales podria afectar la
produccién de etileno, se procedié a cuantificar la hormona en estado gaseoso emitida en
los 4 tratamientos hasta una semana poscosecha. En primer lugar, pudo observarse que
en todos los tratamientos el nivel de etileno disminuye a 1 dpc, para luego aumentar a un
méximo a los 3 dpc y luego estabilizarse en valores similares al dia de cosecha (Figura
19). En lo respectivo a la comparacion entre los tratamientos, se observa nuevamente una
disminucién de la emision de etileno, la cual resulta significativa en las aplicaciones con
selenato 100 g ha'!'y selenito 50 g ha'!, con respecto al control en todos los tiempos
poscosecha debido que en el andlisis estadistico no se observd interaccion entre el tiempo

poscosecha y los diferentes tratamientos (Figura 19).
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Figura 19. Efectos de la aplicacién foliar de selenio en la emision de etileno de las
cabezas de brocoli cv. 'Legend’, durante el almacenamiento poscosecha a 20 °C.
Tratamientosfoliares: control (m), selenato 50 gha™! (w), selenato 100gha! (m), selenito
50 g ha'! (m), y selenito 100 gha! (m). Tiempo de almacenamiento poscosecha: 0, 1, 2,
3,4,5 y 6 dias. ANOVA ados factores: tratamiento con selenio y tiempo poscosecha,
considerando la interaccidn entre ellos. Los resultados se expresan como la media (n =
6) £ ee. Los valores que poseen al menos unaletra en comtin no son estadisticamente
diferentes, conun nivel de significancia P < 0,05 segun la prueba de diferencia minima
significativa (LSD).

Es importante destacar que el menor valor observado de etileno, producto de que la
aplicacion de las sales de selenio, puede deberse a una menor tasa de produccién durante
la maduracion de la pella, a que frena la produccién producto del dafio por la cosecha en
los momentos entre la misma y la conservacién o bien ambos.

Es conocida la sensibilidad del brocoli al etileno y su efecto mas notable que es el rapido
amarillamiento de las pellas, las cuales reducen un 50 % su vida poscosecha en contacto
con etileno 2 ppm a 10 °C (Kader, 1985). Previamente se ha observado que el aumento
de etileno en brécoli se puede aminorar con el almacenamiento en frio, y que este proceso
se regula a nivel molecular por una disminucion de la expresion de la ACC oxidasa
(Ahlawat et al., 2022). Por otro lado, la degradacion de clorofila en los floretes de brécoli
puede ser retrasada con la aplicaciéon de inhibidores de la sintesis de etileno (Aharoni,
1985). En este sentido, un método utilizado en frutas y hortalizas para inhibir la sintesis
y accién del etileno es el uso del 1-metilciclopropeno (1-MCP) (Paliyath, 2009), un

compuesto gaseoso que se asocia a los receptores de etileno en forma irreversible
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impidiendo que se desencadene la sefial (Watkins, 2006), y cuya aplicacién ha permitido
retrasar la senescencia en kiwi (Koukounaras & Sfakiotakis, 2007), manzana (Elfving et
al., 2007), ciruela (Luo et al., 2009), higo (Freiman et al., 2012), entre otras. En brécoli,
su aplicacion mejoré la vida poscosecha tanto a temperatura ambiente como de
refrigeracion (Fan et al., 2000), manteniendo los niveles de clorofilas totales durante la
poscosecha (Yuan et al.,, 2010) y actuando sobre la regulacion transcripcional de las
enzimas del metabolismo de etileno (Ma et al., 2008). Por otro lado, las diferencias
observadas entre las mediciones de ACC y las de etileno puede deberse a las diferentes
metodologias utilizadas.

Las mediciones de respiracion, o produccion de CO2, cuando se analizaron en el tiempo
poscosecha, presentaron un patréon similar a la tasa de etileno. Aumentaron
significativamente hasta llegar a un maximo a los 3 dpc, para estabilizarse en valores
similares a los 5 y 6 dpc (Figura 20). En lo respectivo a los tratamientos, se observé una
diminucién significativa en la respiracion en las aplicaciones con selenato 100 g ha'ly
selenito 50 g ha ! con respecto al control en todos los tiempos poscosecha debido que en
el andlisis estadistico no se observé interacciéon entre el tiempo poscosecha y los
diferentes tratamientos (Figura 20).

Previamente ha sido reportado que la aplicaciéon de estrés puede afectar la respiracion en
las hortalizas (Martinez-Sanchez, 2008), lo cual genera la pérdida de material organico,
con la consecuente pérdida en el peso y la calidad organoléptica de los productos (Kader,
2002). Como consecuencia de un aumento de la respiracion se va a observar, entre otros,
una aceleracion de la senescencia. De esta manera, la reduccion observada en la
respiracion debido a la aplicacion de las sales de selenio de manera foliar, estaria
contribuyendo es este aspecto a la demora observada para la afectacion de las

inflorescencias de brocoli en su poscosecha.
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Figura 20. Efectos de la aplicacién foliar de selenio en la respiracion de las cabezas de brécoli
cv.'Legend’,duranteel almacenamiento poscosechaa 20 °C. Tratamientos foliares: control (m),
selenato 50 gha! (m), selenato 100 gha™! (m), selenito 50 gha'! (m), y selenito 100 gha™! (m).
Tiempo de almacenamiento poscosecha: 0, 1, 2, 3, 4,5 y 6 dias. ANOVA a dos factores:
tratamiento con selenio y tiempo poscosecha, considerando la interaccidn entre ellos. Los
resultados se expresan como la media (n =6) = ee. Los valores que poseen al menos una letra
en comun no son estadisticamente diferentes, conun nivel de significanciaP < 0,05 segin la
prueba de diferencia minima significativa (LSD).

4.3.6. Anadlisis preliminares de la expresion de genes para determinar el efecto de la
aplicacion de sales de selenio en diferentes vias

En diversos estudios se ha demostrado que el efecto de las practicas destinadas a mejorar
la vida poscosecha de hortalizas y, en particular, del brécoli, tienen un efecto a nivel
fisiolégico, bioquimico y molecular.

En forma paralela a los andlisis fisiologicos y bioquimicos desarrollados en los puntos
anteriores, se avanzo en el andlisis molecular, para interpretar desde este punto de vista
el efecto de la aplicacion de las sales de selenio precosecha en brdcoli. Este andlisis
incluiria la determinacién de la expresion de genes inculcados en vias determinantes
mediante PCR en tiempo real.

En principio, en el laboratorio no se disponia de un protocolo puesto a punto para
extraccion de ARN total. Los diversos trabajos que utilizan ARN totalde pella de brécoli,

realizan la extraccién del mismo mediante el método del borato caliente (Wan & Wilkins,
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1994). Debido a la complejidad de dicho protocolo, se propuso realizar la extraccion
usando el reactivo Trizol®. Luego de una serie de pruebas fue posible obtener resultados
muy prominentes, con valores de rendimiento que variaron entre 2y 5 ug para 100 mg de
polvo de la pella. Por otro lado, los indices de pureza resultaron oscilantes y por debajo
de 1,6 lo cual da un indicio de posibles contaminaciones, mientras que el patrén
observado en geles de agarosa segun lo esperado para la concentracion mediday para un
buen resultado de integridad (Figura 21). Como se puede observar las extracciones se
realizaron sobre muestras de diferentes tiempos poscosecha, con valores similares, lo que

indica que el procediendo no afectd la integridad de los ARN totales.
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de ARN total aislado de las
cabezas de brécoli cv. 'Legend'. Visualizacion de tres bandas de ARN
intactas para 28 S ARN (a), I8 SARN (b) y 5 S ARN (c). Los carriles del
1 y 2 contienen ARN total de las pellas control a los 4 dpc y al momento
decosechay los carrilesdel 3 y 4 contienen ARN total de las pellas tratadas
con 100 kg ha! de selenato a los 4 dpc y al momento de cosecha,
respectivamente.

Finalmente, dado que 1 pg es lo utilizado para la sintesis del ADN copia utilizando la
transcriptasa reversa MML-V (Promega) y oligodT22, segtin las recomendaciones del
fabricante, las cantidades obtenidas son altamente suficientes, y la calidad deberia ser
objeto de prueba.

Por otro lado, se procedi6é a determinar los oligonucleétidos que serian utilizados en el
andlisis. Para esto, en primer lugar se realizé una busqueda bibliografica de andlisis

similares en brécoli. De esta manera se pudo determinar que para analizar el efecto del
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tratamiento con selenio sobre la degradacion de clorofila durante la senescencia de
brécoli, se habian utilizado oligos especificos reportados por Biichert et al. (2011a) y
Gomez-Lobato et al. (2012a), para evaluar los niveles de expresion de los genes de
clorofilasas (BoCLHI1, N° acc. AF337544 y BoCLH2, N° acc. AF337545), feofitinasa
(BoPPH, N° acc. OL386R) y feoforbida a oxigenasa (BoPaO, N° acc. AM388844.1).
Ademads, se determinaron los primer previamente disefiados para analizar la expresion del
gen BoSGR que codifica para la proteina Stay-Green, utilizando por Gomez-Lobato et al.
(2014).

Finalmente, con el objetivo de analizar a nivel molecular si el tratamiento precosecha con
selenio afecta la degradacion lipidica durante la senescencia poscosecha de brocoli, se
detectaron los oligos previamente disefiados por Gomez-Lobato et al. (2012a) para
analizar los niveles deexpresion deun gen que codifica para una lipoxigenasa (BoLOX1).
Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento con selenio sobre la via biosintética
de etileno, no fue posible detectar publicaciones con oligonucleétido y por lo tanto se
disefiaron los mismos para establecer cambios en los niveles de expresion a partir de las
secuencias publicadas (Pogson et al., 1995; Yang et al., 2003), de los genes ACC sintasa
(BoACS1, N°acc. X82273 y BoACS2, N°acc. AF338651) y ACC oxidasa (BoACO3, N°
acc. AF252853) indicados en la Tabla 11. Los mismos fueron chequeados utilizando la
herramienta megablast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y los resultados
arrojados permitieron inferir que eran especificos para estos genes. En la Tabla 11 se

observan los oligos disefiados.

Tabla 11. Disefio de los oligonucleétidos para detectar las secuencias de los
genes involucrados en la via de sintesis de etileno. Se indica el nombre del gen,
identificacion de las secuencias (ID), longitud de los fragmentos amplificados
(pb) y secuencias de oligos Left (L) y Righ (R).

Gen ID (:;aé?)? ano Secuenciadel primer5’ - 3’

L GACACGCAGAGTTAACCACC
BoACS1  X82273 123

R TCTCCGAGTCGAATGTAGCC

L AGATCTCCTCGACTTCTGCG
BoACS2  AF338651 100

R GGCTACGCTGGTGAATTCTG

L AATCTCGGTGACCAGCTTGA
BoACO3  AF252853 133

R TAACAGAGTCGCTTCCAGGC
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Para analizar el efecto del tratamiento con selenio sobre la degradacion de clorofila
durantela senescencia de brocoli, se detectaron oligonucledtidos especificos previamente
reportados por Biichert et al. (2011a) y Gomez-Lobato et al. (2012a) para evaluar los
niveles de expresion de los genes de clorofilasas, feofitinasa y feoforbida a oxigenasa
(Biichert et al., 2011a; Gomez-Lobato et al., 2012a). Ademds, para la evaluacién de la
expresion del gen BoSGR que codifica para la proteina Stay-Green utilizando los primer
previamente disefiados por Gomez-Lobato et al. (2014). Los primers especificos para
BoSGR fueron disefiados de la secuencia NYE de Brasica oleracea (GeneBank accession
number: DK463677). En estos casos se efectud la bisqueda de la secuencia de los genes
mencionados en NCBI y se realizé un megablast de cada primer con el fragmento para
confirmar la especificidad de los mismos. En la Tabla 12 se observan los oligos

determinados.

Tabla 12. Disefio de los oligonucledtidos para detectar las secuencias de los genes
involucrados en la via del catabolismo de la clorofila. Se indica el nombre del gen,
identificacion de las secuencias (ID), longitud de los fragmentos amplificados (pb) y
secuencias de oligos Left (L) y Righ (R).

Gen ID VT Secuencia del primer5’ - 3’
(pb)

L AGACCCATCCATCAAGTTTTCAGC
BoCLHT  \ras7544 90

R AGATTTCGGGATCGGTTCTTATGC

L AGATGCCTGTTCTAGTTATTGG
BoCLH2 AF337545 130

R CACGCTGGACCTTGACATTC

L AGAGGTTATCGGTGAGCCA
BoPPH OL386R 91

R GACGAGATGAGGATGGG

L GCGAAATTCCCGTCCAGAGTCTC
BoPaO AM388844.1 90

R TTATCTCCGCCGTGCTCTTCTTC

L TTCCGACAACCGAAGTAA
BoSGR Stay-Green

R GTGAGCGTATAAGTTGG

Finalmente, se buscé en la base de datos NCBI la secuencia del gen que codifica para una
lipoxigenasa (Gomez-Lobato et al., 2012a) y se le realiz6 un megablast con un juego de
primers previamente disefiados por Gomez-Lobato et al. (2012a) para confirmar la
especificidad de los mismos. Los primers se disefiaron en base a la secuencia de A.
thaliana Atlg55020 publicada en data base. También de la bibliografia citada

anteriormente se obtuvo la secuencia de los primers utilizados para amplificar el
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fragmento de actina utilizado como normalizador. En la Tabla 13 se observan los oligos

disenados.

Tabla 13. Disefo de los oligonucledtidos para detectar las secuencias de los genes
involucrados en la via de peroxidacion de lipidos. Se indica el nombre del gen,
identificacion de las secuencias (ID), longitud de los fragmentos amplificados (pb) y
secuencias de oligos Left (L) y Righ (R).

Gen ID ggy ano Secuencia del primer5’ - 3’

TCTCCACGAATTTCTGGGAAACAAAG
AGTCCTCTGAGTGTGTAGCCTTTC
CCAGAGGTCTTGTTCCAGCCATC
GTTCCACCACTGAGCACAATGTTAC

BolLOX1  Atlg55020 111

AF044573 137

bu I B e I

Al momento de proceder a las mediciones de la expresion de los genes mediante las PCR
en tiempo real, las actividades se vieron suspendidas por la pandemia producto del
COVID19. Ante la imposibilidad de realizar los ensayos, nos abocamos a la bisqueda de
informacién que nos permitiera inducir la modificacion en la expresion de genes de estas
vias. Como resultados fue posible detectar el trabajo de Rao et al. (2021) en el cual se
realiz6 un andlisis de RNA-Seq de pellas de brocoli, del cultivar Lvbeier, crecidos en
macetas, a los cuales se traté mediante riego con 1,2 L de una solucién 0,4 mmol L-! de
selenato de sodio (un total de 90 mg por maceta). Salvando diferencias en la forma
metodoldgica que se indican, el ensayo en principio resulta similar a lo realizado en la
presente tesis. De esta manera se procedié a comenzar el anélisis de los datos crudos, a
falta de disponibilidad de los mismos en forma procesada en la publicacion, de manera

de obtener aquellos genes que presentaron expresion diferencial (Figura 22).
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Figura 22. Gréafico de Volcano donde se pueden observar
como puntos de diferentes colores los ensamblados de
lecturas o transcriptos de brécoli cv. 'Legend' segin el
andlisis estadistico de las muestras tratadas con selenio y
control. Se observa en color gris los que no fueron
significativos para su p-value o su tasa de cambio (Fold
change), en verde solo para FC, en azul solo para p-value y
en rojo aquellos transcriptos diferenciales para ambos
pardmetros.

En la bisqueda de los genes candidatos a ser analizados por PCR en tiempo real, por un
lado, se pudo obtener varios transcriptos producto del ensamblado mediante blast (E-vale
<-100), pero los resultados no fueron consistentes en cuanto a la expresion dado que habia
transcriptos con expresion diferencial y otros que no.

Debido a esto se defini6 repetir el anélisis de los datos posteriormente de la presentacion
de este trabajo de Tesis, utilizando nuevas estrategias. Con estos resultados, sumado a la
validacion por real time, serd posible concluir sobre el efecto a nivel molecular de la

aplicacién de sales de selenio en precosecha.

4.4. CONCLUSIONES
En funcién de los resultados obtenidos se puede concluir que la aplicacién de selenio

sobre el cultivo de brdcoli afecta en parte la generacion de ROS y peroxidacién lipidica,
produciendo en general una disminucion mas marcada que el control segin los

tratamientos. Lo que se observa en peroxido de hidrégeno y peroxidacion de lipidos no
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se ve reflejado en dafio de membrana, lo que puede asociarse a la actividad de enzimas
detoxificantes.

Ademas, la aplicacion de sales de selenio reduce, en dos de los tratamientos, el nivel de
emision de etileno y la respiracion, siendo los primeros indicios de como se regularia a
nivel fisiol6gico la vida poscosecha. En perspectiva, serd considerado analizar como se
regulan estos efectos a nivel molecular, abarcando los diferentes aspectos.

Es importante mencionar que en este capitulo de la tesis el andlisis se realizé en uno de
los cultivares, 'Legend’, y con triplicado biolégico, lo cual se debe a una reduccién de los
ensayos a realizar. Esto implica que los resultados obtenidos deberian ser repetidos en
otros cultivares dado que pueden obtenerse resultados diferentes, y no es posible

extrapolar los mismos.
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DISCUSION GENERAL
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El brécoli, B. oleracea L. var. italica Plenck, es una hortaliza que se originé por el cultivo
y domesticacion de la especie B. oleracea L. en la region del Mediterrdneo. El término
que le da nombre deriva de la palabra italiana “broccolo”, que hace referencia a la
inflorescencia inmadura de cualquier miembro de la familia Brassicaceae. Este se ha
convertido, desde hace varias décadas, en un vegetal popular en varias partes del mundo,
debido a su gran valor nutricional, bajo poder caldrico, alto contenido de fibra,
importantes niveles de dcido ascorbico, vitaminas y minerales y por su amplio rango de
compuestos anticancerigenos y antioxidantes.

La parte comestible del brécoli son las inflorescencias, que se cosechan mientras las
cabezas florales estdn totalmente inmaduras. Este corte genera cambios metabdlicos que
aceleran el proceso de deterioro, produciendo decoloracién y amarillamiento de los
sépalos, acompafiado de degradacion de la clorofila, pérdidade la dureza y reduccién en
su valor nutricional, con un alto impacto en la calidad comercial. Ademads, este deterioro
se hace progresivo durante este periodo de poscosecha hasta el consumo debido a las
diversas etapas que atraviesan las inflorescencias (transportes, centralizacion en los
mercados, transporte a los puntos de venta, exposicion en las gondolas).

En ese sentido, con el fin de preservar la calidad comercial y nutricional durante la vida
poscosecha del brécoli, varios trabajos de investigacion han estudiado el efecto de
diferentes tratamientos de tipo fisico, quimico y agronémicos al momento, o luego de la
cosecha. En contraposicion, la influencia de las condiciones previas a la cosecha, como
el tipo de suelo, el efecto del clima, el del estrés o el tratamiento con agroquimicos, ha
sido poco analizado hasta la fecha.

Por otro lado, el brocoli es uno de los grandes acumuladores de selenio, caracteristica que
le otorga una ventaja nutracéutica, dado que el selenio es un micronutriente crucial para
la salud y el desarrollo humano. Si bien varios estudios han reportado la aplicacion de
selenio para llegar a una produccién comercial de brdcoli enriquecido que, si bien
lograron buenos resultados en la incorporacién, son factibles de mejoras utilizando
nuevas metodologias. Ademads, resulta importante destacar que, en ninguno de los
estudios realizados, se analiz6 el efecto de los tratamientos con selenio en poscosecha.
En ese sentido, en el presente trabajo tesis, se realizaron tratamientos de aplicacién foliar
en precosecha de selenio sobre la produccidon y senescencia poscosecha de brocoli,
buscando generar un incremento del contenido de selenio, sin afectar o con un aumento

en la produccidn y un retraso la senescencia poscosecha en las inflorescencias.
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Las aplicaciones de selenio realizadas abarcando un amplio espectro de posibilidades,
permitieron diferenciarse de otros trabajos publicados y obtener resultados de alto
impacto. En este caso se utilizaron dos sales de selenio (selenito y selenato de sodio) en
lugar de una de ellas, a dos concentraciones (50 y 100 g ha'!), mediante dos aplicaciones
foliares (al inicio de la formacion de la cabeza, en el momento de la apariciéon del botén
floral), y utilizando un coadyuvante (Rizospray Extremo® al 0,1 %, RIZOBACTER,
Argentina), siendo este ultimo punto el dnico reportado con respecto a los trabajos
previos. Ademds, se estudiaron dos variedades de brocoli utilizadas comercialmente
(‘Belstar' F1 y 'Legend' F1), y se realizaron los ensayos en condiciones similares a
produccion (a campo) o en ambiente controlado (maceta).

Los resultados obtenidos al momento de la cosecha mostraron que los parimetros de
crecimiento dela planta (drea foliar y altura) no fueron influenciados, el peso seco de la
planta y el PF de la cabeza aument6 en 'Belstar’, si bien no tuvieron efecto sobre el
contenido de materia seca de la cabeza, y se observé un aumento de la eficiencia en el
uso del agua en 'Belstar', debido a una reduccion en la tasa de transpiracion, lo cual puede
explicar el aumento en el peso fresco de las pellas (Mufioz et al., 2021). Por otra parte, se
obtuvieron incrementos significativos en el contenido de selenio en hojas y cabezas de
ambos cultivares; independientemente de la sal de selenio utilizada (selenato o selenito)
(Muiioz et al., 2021). Comparado con otros trabajos, fue posible obtener una mayor
asimilacion de selenio en hojas y pellas, durante la aspersiéon sobre las hojas (Muifioz et
al., 2021). Este enriquecimiento en selenio de las cabezas debrécoli no afecta o, inclusive
mejora, parte parametros de producciéon (Muiioz et al., 2021).

Cuando e analizo el periodo de almacenamiento poscosecha, después dedos condiciones
de crecimiento y dos temperaturas de conservacion diferentes (4 y 20 °C), varios de los
pardmetros analizados presentaron mejoras. Tanto el examen de la apariencia externa de
las cabezas, como la cuantificaciéon de los pardmetros Hue y L, mostré un retraso en el
amarillamiento, en algunos tiempos poscosecha en parte de las muestras tratadas en
comparaciéon con los controles (Trod et al., 2023). Ademds, las cabezas tratadas
mantuvieron la firmeza y el didmetro de manera mas eficientemente. Notablemente, los
resultados fueron similares tanto para las condiciones de crecimiento como para los
cultivares (Trod et al., 2023). Finalmente, el mismo andlisis se realiz6 en cabezas de
brécoli almacenadas a baja temperatura, mostrando también diferentes pardmetros de

mejora en los grupos tratados con selenio en comparacion con el control (Trod et al.,

2023).
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Considerando estos resultados, se procedid a intentar explicar a nivel fisiolégico y
molecular cuales serian los mecanismos que sufren modificaciones por la aplicaciéon
foliar de selenio, y dan como consecuencia una mejor vida poscosecha de las
inflorescencias del brécoli. A nivel fisiolégico pudo observarse los tratamientos con
selenio aminoran la pérdida de peso (indicador de la capacidad de retener agua y evitar la
pérdida de turgencia), la degradacion de clorofila y carotenoides, la formacion de
perdxido de hidrégeno y peroxidacion lipidica (esta ultima sin que se detecten cambios a
nivel de la membrana celular) y, como resultado mas notorio, se observd una disminucion
en la emision de etileno y en la respiracion en dos de los tratamientos. Estos resultados
en su conjunto permiten sugerir que las aplicaciones de sales de selenio producirian una
disminucién en dicha hormona vegetal, con el consecuente impacto sobre la degradacién
de la clorofila y como consecuencia en el amarillamiento, ademés de que se reducen el
daiio a nivel celular producido por la cosecha o el almacenamiento (Casajus et al., 2021).
Finalmente, con el objetivo de determinar si la regulaciéon se origina a nivel molecular,
por un lado, se buscaron los oligonucleétidos para analizar la expresion de genes claves
en los diferentes procesos, y se puso a punto la extraccion de ARN. Las transcripciones
reversas y posteriores PCR en tiempo real no fueron ensayadas debido a demoras
relacionadas a la pandemia del COVIDI19. Debido a este impedimento se buscaron
alternativas y se pudo detectar una publicacion donde realizaban un experimento similar
de aplicacion de selenio en brécoli seguido del andlisis de secuenciacion de ARN
mensajeros, lo cual permite estimar la expresion delos genes (Rao et al., 2021). Los datos
crudos fueron procesados, mediante lo cual se obtuvo el conjunto de genes que cambiaron
su expresion, dentro de los cuales se estd analizando los genes de interés. Como
perspectiva a futuro, se plantea analizar estos resultados y realizar las PCR en tiempo real
de manera de complementar los estudios fisiolégicos mediante un enfoque molecular.

Considerando todos los resultados expuestos, este nuevo protocolo de aplicacién de
selenio es una tecnologia prometedora que podria beneficiar la produccion de cultivares
de brécoli y permitird tener un producto enriquecido, apto para el consumo humano y con
mejor vida util en el mercado. La realizacién de nuevos estudios utilizando un nimero
mayor de variedades de brécoli y otras especies de vegetales de las Brasicaceas, como la
combinacion de los diferentes tratamientos analizados en esta tesis, permitird establecer
un nuevo fertilizante y su respectiva metodologia de aplicacion, para obtener hortalizas

enriquecidas con selenio y con una mejor sobrevida poscosecha.
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