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cultivadas en Cruz del Eje — Cérdoba y en EEA — INTA San Juan. Los
datos representan el promedio de los dos ciclos de cultivo (CC)
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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo principal el estudio de los patrones de
crecimiento y la dinamica de la acumulacién y composicién del aceite durante el desarrollo y
los primeros estadios de la maduracion de los frutos en tres cultivares de olivo (Arbequina,
Manzanilla y Arauco). En forma paralela se analiza el comportamiento en dos ambientes de
cultivo localizados en zonas tipicas de produccion de Argentina.

La dinAmica de acumulacién de materia seca es afectada tanto por la tasa como por
la duracién del periodo de llenado de los frutos. En los cultivares Arbequina y Manzanilla la
madurez fisiolégica se alcanza al inicio del periodo de maduracién; en el cv. Arauco se logra
durante el envero. La biogénesis del aceite se registra desde fases muy tempranas del
desarrollo de los frutos. La dinAmica de sintesis sigue patrones similares en los tres
cultivares. La sucesion temporal y la duracién de los eventos que llevan a la formacion de
oleosomas en células del mesocarpo ocurren de manera semejante, observandose
diferencias sélo en el tamafio final de los glébulos de aceite. La evolucion del contenido de
acido oleico presenta dos fases definidas. En la primera (de sintesis intensa), no se
observan diferencias entre los cultivares en las tasas ni en la duracién del periodo de
acumulacién. La maxima concentracién (70 — 72 %) se logra con cargas térmicas similares
(1450 — 1500 °Cd). Las diferencias entre cultivares en el contenido final de este acido graso
parecen estar determinadas por su tasa de conversidn en &cido linoleico antes que por la
declinacion de su sintesis.

En los tres cultivares, las concentraciones maximas de sustancias fendlicas de los
frutos se obtienen en fases anteriores a la maduracién. Los cultivares Arbequina y Arauco
presentan patrones de acumulacion similares, con maximos al inicio y a la finalizacién de la
fase de endurecimiento del endocarpo. En el cv. Manzanilla se observa una declinacion
practicamente constante durante todo el periodo de desarrollo. Desde el punto de vista
cualitativo, los estudios realizados en el cv. Arauco muestran que la disminucién general del
contenido de sustancias fendlicas ocurre como consecuencia del marcado descenso en la
concentracion de compuestos secoiridoides. La evolucion del contenido de tocoferoles
totales presenta tendencias similares en los tres cultivares: elevadas concentraciones en
etapas tempranas del desarrollo, descenso pronunciado hasta la finalizacion de la fase de
endurecimiento del endocarpo, reduccién moderada hasta el comienzo de la maduracion y
valores practicamente constantes luego de iniciada esta ultima. La evolucién del contenido
de escualeno registra una fase de sintesis intensa seguida de declinacion pronunciada. Los
aceites de los distintos cultivares difieren marcadamente en la concentracion de este
hidrocarburo, fundamentalmente como resultado de diferencias en las tasas de
acumulacion.

Los registros térmicos obtenidos durante el periodo primavero-estival, coincidente
con las fases fenolbégicas de cuajado, crecimiento y maduracion de los frutos, presentan
escasas diferencias entre los dos sitios de cultivo evaluados (San Juan y Cruz del Eje —
Coérdoba). No obstante, los dos cultivares analizados (Arbequina y Manzanilla) muestran
variaciones entre ambientes, principalmente en los patrones de sintesis y acumulacion de
materia seca, aceite y acidos grasos mayoritarios. Estos hechos indicarian la concurrencia
de otros factores ambientales como moduladores del desarrollo de los frutos, la acumulacién
de fotoasimilados, y la biogénesis y composicion del aceite. Si se tienen en cuenta las
concentraciones de aceite y de acido oleico como pardmetros clave en variedades cuyo
destino principal es la oleicultura, los datos obtenidos ponen de relieve que el cv. Arbequina
expresa su mayor potencial en el ambiente de cultivo de la provincia de San Juan. Los
resultados muestran también mayores variaciones entre ambientes en el cv. Arbequina
sugiriendo una menor plasticidad fenotipica en este cultivar respecto de Manzanilla.
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SUMMARY

The present work was aimed to study the growth patterns and the dynamic of oil
accumulation and composition during fruit development and early stages of fruit ripening in
three olive cultivars (Arbequina, Manzanilla and Arauco). At the same time, the possible
environmental influence is analyzed at two locations in typical olive production areas of
Argentina.

The dynamics of dry matter accumulation is affected by both the rate and duration of
fruit filling. In Arbequina and Manzanilla cultivars the physiological maturity is reached at the
beginning of the ripening period; in cv. Arauco is achieved at onset of the turning colour
stage. The oil biogenesis is recorded from very early stages of fruit development. The
dynamic of oil accumulation follows similar patterns in all the cultivars analyzed, and only few
changes are recorded at their maximum oil concentrations. The temporal succession and
duration of events leading to the formation of oleosomes in mesocarp cells occur similarly in
all cultivars. Only minor differences are observed in the final size of the oil droplets. The
evolution of oleic acid presents two main phases. At the first one, no differences between
cultivars are observed in both the rate and the duration of the synthesis period. The
maximum oleic acid concentration (70 — 72 %) is achieved at similar thermal times (1450 -
1500 °Cd). The differences between cultivars in final oleic acid content seem to be
determined by the rate of conversion into linoleic acid rather than by the decline of its
synthesis.

In all olive cultivars, the maximum concentrations of fruit phenolics compounds are
obtained at the earliest maturation stages. Arauco and Arbequina cultivars have similar
patterns of phenolics accumulation, with peaks at the beginning and at the end of the
endocarp hardening period. In cv. Manzanilla a practically constant decline is observed
throughout the entire fruit development period. From a qualitative point of view, the studies
done in cv. Arauco show that the overall decrease in the content of phenolic compounds
occurs as a result of the marked decrease in the concentration of secoiridoids compounds.
Regarding the evolution of total tocopherol content, all cultivars show similar trends: high
concentrations at early stages of fruit development, strong drop until the end of pit hardening
period, moderate decrease until the beginning of fruit ripening, and almost constant values
during maturation. The dynamic of squalene accumulation show an active synthesis period
followed by strong decrease. The oils of the different cultivars differ markedly in squalene
concentration mainly as a result of differences in the accumulation rates.

Thermal records obtained during the spring-summer period (coinciding with the
phenological phases of fruit setting, growth and ripening of the fruits) present few differences
between the two cultivation sites evaluated (San Juan and Cruz del Eje - Cérdoba).
Nevertheless, the two cultivars tested (Arbequina and Manzanilla) show variations between
environments, mainly in the patterns of synthesis and accumulation of dry matter, oil and
main fatty acids. These facts could indicate the concurrence of other environmental factors
as modulators of fruit development, accumulation of photo-assimilates, and oil biogenesis
and composition. If oil and oleic acid concentrations are considered as key parameters in
varieties mostly used for oleiculture purpose, the data obtained show that the cv. Arbequina
express its greatest potential in the growing environment conditions of San Juan province.
The results also show that this cultivar presents greater variations between environments
that the cv. Manzanilla suggesting a lower phenotypic plasticity.
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Taxonomia, distribucidn y cultivares de olivo

El olivo es un arbol perteneciente a la familia Oleaceae (Hoffmanns & Link) , la cual
comprende 29 géneros y unas 600 especies de distribucion cosmopolita. Presenta dos
subfamilias: Oleoideae y Jasminoideae. El género Olea pertenece a la primera y abarca
alrededor de 35 especies. Tanto los olivos cultivados como los silvestres (acebuches) se
incluyen en la especie O. europaea L., siendo el olivo cultivado O. europaea L. subsp.
europaea (O. europaea L. var. sativa Lehr.), y los acebuches, O. europaea L. subsp.
sylvestris (Miller) Hagi (O. europaea L. subsp. oleaster). El olivo cultivado es la especie de
mayor importancia econdmica de la familia y la Unica con fruto comestible (Rapoport, 2008).

El cultivo del olivo se origin6 en la region geogréfica que va desde el sur del Caucaso
hasta las altiplanicies del Iran, Palestina y la zona costera de Siria, extendiéndose por
Chipre hacia Anatolia y, a través de Creta, hacia Egipto, hasta poblar todos los paises
riberefios del Mediterraneo. Con la conquista de América, su cultivo se expandié por el
nuevo mundo y, en la actualidad, se encuentra también en Sudafrica, China, Japén y
Australia (Civantos, 2008).

El habitat del olivo se concentra entre las latitudes 30° y 45°, tanto en el hemisferio
norte como en el sur, en regiones climaticas del tipo Mediterrdneo, caracterizadas por un
verano seco Yy caluroso. Cerca del 98 % de los olivos que existen en el mundo se sitian en
los paises de la cuenca mediterranea; el 2 % restante se reparte entre unos pocos paises
del continente americano (principalmente Argentina), Asia oriental y Oceania. La superficie
agricola destinada a su cultivo en todo el orbe es de aproximadamente 10 millones de
hectareas. A nivel mundial, la produccion del olivar alcanza un promedio anual de 16
millones de toneladas de aceitunas, de las cuales aproximadamente el 90 % se destinan a la
obtencion de aceite, mientras que el 10 % restante se consumen elaboradas como

aceitunas de mesa (Civantos, 2008).

La iteracibn de los procesos de seleccion de acebuches, difusion mediante
reproduccion vegetativa, hibridacibn con acebuches de nuevas zonas de implantacion,
seleccion y clonacién, ha originado un elevado numero de cultivares autdctonos en casi
todas las zonas de cultivo (Barranco, 2008). De acuerdo a Bartolini et al. (1998), existen
1.200 cultivares con mas de 3.000 denominaciones diferentes en Bancos de Germoplasma
repartidos en 24 paises; sin embargo, Lavee (1994) estima que el numero de genotipos

distintos sobrepasa los 2.000.
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Argentina se encuentra situada geograficamente en una franja latitudinal propicia
para el desarrollo del olivo lo que permite contar con las condiciones climaticas y edaficas
adecuadas para el mismo. Merced a diferentes politicas de promocién y a la implementacion
de las leyes de diferimientos impositivos para emprendimientos industriales, agricolas,
ganaderos y turisticos (Leyes Nacionales de Promocién Agricola 22.021, 22.702 y 22.975),
el cultivo del olivo experimentd en los Ultimos afios un crecimiento sostenido. A principios de
la década del ‘90 nuestro pais contaba con alrededor de 30.000 hectareas implantadas, pero

hacia fines de la década pasada habia sobrepasado las 100.000 hectareas.

En relacion a la superficie comprometida con el cultivo, las principales provincias
productoras son Catamarca (31000 ha), La Rioja (30000 ha), San Juan (20000 ha),
Mendoza (19000 ha), Cérdoba (5500 ha) y las provincias de Rio Negro, Neuquén y Buenos
Aires con pequefias producciones (Searles et al., 2012). En cuanto a los volimenes de
produccién, segun cifras del Consejo Oleicola Internacional (COIl), Argentina aporta el 5 %

de la producciéon mundial de aceitunas de mesa y el 1 % de la produccion de aceite de oliva.

Si bien el mapa de cultivares se fue modificando progresivamente mediante la
introduccion de nuevos genotipos, en general el panorama varietal en nuestro pais continta
dominado por los cultivares Arbequina y Manzanilla (Figs. 1 y 2), ambas de origen espafiol.
La primera es una variedad tipicamente aceitera y estd casi siempre presente en las
plantaciones cuando el perfil de la produccién se orienta a la elaboracién de aceites. Es muy
apreciada por su precoz entrada en produccion, elevada productividad, buen rendimiento y
calidad del aceite, aunque éste presenta baja estabilidad (Torres et al., 2007; Uceda et al.,
2008). Es considerada una variedad rustica ya sea por su resistencia al frio como por su
tolerancia a la salinidad. Su vigor reducido permite su utilizacién en plantaciones intensivas
(Barranco Navero et al., 2000). Los frutos son pequefios, elipticos, simétricos, ligeramente
alargados. Los mismos se ubican en todo el largo de la rama fructifera, raramente de a uno;
lo normal son dos o tres. La relacion pulpa/hueso es media. La maduracion del fruto es
escalonada, alcanzando un color negro al final de la misma. En cuanto a enfermedades, se
le atribuye cierta sensibilidad a la mosca del olivo y a la verticilosis. Resulta tolerante a la
tuberculosis. Esta variedad ha sido multiplicada en Argentina fundamentalmente mediante
propagacion vegetativa lo que ha dado origen a un cultivo con una uniformidad genética

relativamente alta en las diferentes fincas olivareras (Torres, 2006).
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Manzanilla es el cultivar de olivo mas difundido a nivel mundial. EI Consejo Oleicola
Internacional (COI) reconoce tres variedades de este cultivar: Manzanilla de Sevilla, la mas
difundida, Prieta y Cacerefia, las tres de origen espafiol (Barranco Navero et al., 2000). Se
considera de doble aptitud, apreciado tanto para aceituna de mesa como para produccién de
aceite. Es poco vigoroso y se adapta facilmente al cultivo en plantaciones intensivas. La
época de floracion y la entrada en produccién son precoces, la productividad es elevada y
alternante. La maduracién de las drupas es precoz y éstas presentan elevada resistencia al
desprendimiento (Barranco Navero et al., 2000). Por la calidad de su pulpa, los frutos de
Manzanilla son muy valorados, tanto en verde como en negro, para aderezo. Si bien su
contenido en aceite es medio, el mismo resulta de elevada calidad y estabilidad (Torres y

Maestri, 2006; Uceda et al., 2008). Es un cultivar sensible a la verticilosis y a la tuberculosis.

El cv. Arauco (Fig. 3) es el Unico de origen argentino reconocido por el COI (I00C,
2000). Su origen es incierto; probablemente se origind a partir de la selecciéon de esquejes
provenientes de Espafia en tiempos coloniales. Presenta similitudes con los cultivares
Azapa de Chile y Sevillana de Peru. Se considera un cultivar auto-estéril, de elevado vigor,
porte abierto y alta densidad de copa. Su productividad es medio-alta pero con frecuencia
alternada, debido probablemente a una inadecuada condicion de cultivo. Los frutos son
asimétricos, de peso elevado (valor medio 8.5 g), forma eliptica, con apice apuntado y base
truncada. En relacion a su comportamiento agrondmico, el cv. Arauco resulta tolerante a
suelos aridos, salinos y calcareos. Por el contrario, no posee una buena resistencia al frio y
a la elevada humedad atmosférica, adaptandose bien a ambientes secos. Presenta baja
tolerancia a las enfermedades mas comunes del olivo: mosca del olivo (Bractocera oleae),
repilo (Cycloconium olaginum), cochinilla gris (Melanaspis paulista), cochinilla negra
(Saissetia oleae), tuberculosis (Pseudomonas savastanoi) y verticilosis (Verticillum dahliae).
Por el contrario, su resistencia a Gloeosporium olivarum, causante del mal conocido como

“aceituna jabonosa”, es elevada (Torres et al., 2007).
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Figura 1: Arbol, ramas fructiferas y frutos en distintos estadios de desarrollo y maduracién del cv. Arbequina.

Tomado de “Catalogo de las variedades de olivo de la provincia de Cordoba” (Torres et al., 2007).
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Figura 2: Arbol, rama fructifera y frutos en distintos estadios de desarrollo y maduracion del cv. Manzanilla.

Tomado de “Catalogo de las variedades de olivo de la provincia de Cérdoba” (Torres et al., 2007).
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Figura 3: Arbol, ramas fructiferas y frutos en distintos estadios de desarrollo y maduracién del cv. Arauco.

Tomado de “Catalogo de las variedades de olivo de la provincia de Cdrdoba” (Torres et al., 2007).
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Fructificacion, fases de crecimiento y maduracion del fruto del olivo

En un sentido amplio, la fructificacion es el resultado de un conjunto de procesos
fisiolégicos secuenciales e interrelacionados, que se inician con la induccién floral y terminan
con la maduracion de los frutos. En un sentido mas restrictivo, se define como el proceso de

cuajado de la flor que resulta en la conversion del ovario en fruto (SECH, 1998).

Desde el punto de vista botanico el fruto del olivo es una drupa formada por tres
tejidos principales: endocarpo (hueso o carozo), mesocarpo (pulpa o carne) y exocarpo (piel
0 capa externa). El conjunto de estos tres tejidos recibe el nombre de pericarpio y tiene su
origen en la pared del ovario. El desarrollo de los tejidos del fruto tiene lugar mediante
procesos de division, expansion y diferenciacion celular, a partir de la fecundacion y el
cuajado inicial. El endocarpo es la parte lefiosa de la oliva y contiene la semilla. Comienza a
crecer a partir de la fecundacion y aumenta de tamafo los dos meses siguientes. En el
estado maduro el endocarpo esta totalmente compuesto por células esclerificadas, las
cuales deben su dureza a la deposicion de una doble pared secundaria con alto contenido
en lignina. El mesocarpo es un tejido carnoso que comienza a desarrollarse a partir de la
fecundacién y que sigue creciendo hasta la maduracion. Sus células son parenquimaticas,
poco diferenciadas, pero con una gran capacidad de crecimiento. Desde el interior al exterior
del mesocarpo existe un creciente aumento del tamafio celular (Hammami et al., 2011). El
almacenamiento de aceite se realiza en las vacuolas de las células parenquimaticas del
mesocarpo. El exocarpo o epicarpo es la capa exterior y mas delgada del fruto. Este tejido
esta compuesto por la epidermis y su cuticula, que es fina cuando el ovario se encuentra
todavia protegido por los pétalos, pero rapidamente se desarrolla para formar una gruesa
capa protectora. Cuando la oliva estad completamente desarrollada, la pulpa representa un
70 - 90 %, el hueso un 9 — 27 % y la semilla un 2 — 3 % del peso total del fruto. La
composicion de este ultimo varia en funcion del cultivar, y dentro de un mismo cultivar en
funcién de su estado de desarrollo y maduracion (Beltran et al., 2008). Los componentes
mayoritarios de la pulpa y de la semilla son el agua y el aceite, le siguen en importancia los
azucares y polisacaridos. En la pulpa, los azlUcares mas importantes son los reductores
destacando la glucosa, seguida de fructosa y sacarosa. Entre los polisacaridos se
encuentran fundamentalmente celulosa, lignina y hemicelulosa. La pulpa es también

abundante en compuestos fendlicos.
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El crecimiento del fruto del olivo sigue una curva sigmoidal doble, caracteristica de
las drupas (Lavee, 1986; Rallo y Cuevas, 2008), con cuatro estadios o fases diferentes. Los
limites entre las fases varian de acuerdo al genotipo, carga y estado nutritivo del arbol, y
condiciones ambientales y de cultivo. En algunos casos, la delimitacién de las fases es poco
evidente (Lavee, 1986).

En la primera fase, el endocarpo ocupa la mayor parte del volumen del fruto, y la
semilla esta constituida principalmente por el endospermo (Lavee, 1986). EI aumento de
tamafio del fruto se debe tanto a la intensa division celular como a la expansién de las
células, siendo la primera el principal componente del aumento de tamafio en los primeros
estadios del crecimiento (Rallo y Cuevas, 2008). De acuerdo a Manrique et al. (1999), a
partir de la octava semana del desarrollo, el principal aporte al crecimiento se debe al

aumento en el tamafo celular.

La segunda fase comprende el endurecimiento del endocarpo y coincide con una
ralentizacion del crecimiento del fruto. Manrique (1997) ha observado que dicha
ralentizacion puede estar fuertemente condicionada por el ambiente, en particular por el
déficit hidrico, ya que esta fase se aprecia claramente en frutos de arboles en secano,
mientras que en regadio no se presenta o lo hace de manera muy atenuada. El
endurecimiento del hueso se inicia tras la antesis, encontrandose dispersas las células
lignificadas. Entre 4 y 6 semanas luego de la plena floraciéon se produce la esclerificacion
masiva de las células (Lavee, 1986). El endocarpo finaliza su crecimiento y expansion
aproximadamente 2 meses después de la plena floraciéon (Manrique, 1997; Rapoport, 2008).
En esta fase tienen lugar los procesos que ajustan la carga frutal actual del arbol (finaliza la

abscision de frutos en cuajado) e influyen en la carga potencial del afio siguiente.

El crecimiento del mesocarpo con el consiguiente aumento del tamafio del fruto
define la tercera etapa del desarrollo. Este incremento se debe principalmente a expansion
celular, y es en esta fase donde tiene lugar la acumulacion de aceite en vacuolas de las
células parenquimaticas de la pulpa (Uceda et al., 2008). Al final de la misma, el fruto
alcanza su tamafio real y ocurre el enverado o cambio de color de la epidermis que marca el
comienzo del periodo de maduracién. El tamafio final del fruto es una caracteristica varietal
determinada por el niamero de células, el tamafio de las mismas y el volumen de los
espacios intercelulares. En un cultivar determinado el tamafio del fruto puede variar

notablemente entre afos y entre distintos arboles fundamentalmente en funcién de la carga
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de los mismos y de la disponibilidad de agua durante el crecimiento (Rallo y Cuevas, 2008).
Una vez que la pulpa alcanza el tamarfio definitivo, el fruto puede presentar oscilaciones en

su peso como consecuencia de fluctuaciones en su contenido de humedad.

Al inicio de la maduracion, los frutos sufren los primeros cambios en su
pigmentacion, el embriéon alcanza la madurez y presenta la tasa germinativa mas alta
(Lavee, 1986). Posteriormente, el crecimiento del fruto y la acumulacion de aceite se
reducen de manera notable. La maduracion involucra una compleja combinacion de cambios
bioguimico-fisiol6gicos. Su duracion es variable siendo afectada por las condiciones agro-
ecologicas y las caracteristicas varietales. Los cambios mas importantes en la pigmentacion
de los frutos son los debidos a la reduccion del contenido de clorofila y el incremento de la
sintesis de antocianinas (Lavee, 1986). La concentracion de estas Ultimas determina la
intensidad del color, que puede ir del rojizo al violaceo intenso 0 negro-violaceo. En la mayor
parte de los cultivares, el cambio de coloracion de la epidermis se inicia en el apice (inicio
del envero) y continla hacia el extremo opuesto, junto al pedunculo (final del envero).
Posteriormente, comienza a colorearse el mesocarpo, desde la parte externa hacia el

interior, junto al hueso.

El periodo de crecimiento y el tamafio final de los frutos muestran una considerable
influencia genética. Aunque se asume que las pautas de crecimiento mencionadas son de
ocurrencia general, existen evidencias que indican que la tasa de los procesos de division y
expansion celular pueden experimentar variaciones en los distintos cultivares de olivo (Rallo
y Rapoport, 2001). Sin embargo, la oportunidad y duracién del periodo de divisién celular
intensa no parecen diferir entre genotipos; la mayor parte de las células se forman durante
los dos meses posteriores a la floracién (Hammami et al., 2011). Estos autores sostienen
asimismo que el proceso de expansién celular contribuye marcadamente al tamafio final del
fruto; no obstante, los distintos genotipos presentan escasas diferencias en el tamafio de

sus células a lo largo de todo el periodo de crecimiento y desarrollo de los frutos.

De acuerdo a Cimato et al. (1990), los modelos fenoldgicos de crecimiento,
maduracion y productividad presentan diferencias tanto entre cultivares como entre zonas
de cultivo, modificando la dinamica de maduracion de los frutos y, por lo tanto, la época

Optima de recoleccion.
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En plantaciones intensivas del cv. Arbequina, bajo condiciones de riego no deficitario
(100 % de la evapotranspiracion del cultivo), se ha observado que la carga frutal afecta el
tamafo de los frutos principalmente por su efecto sobre la tasa de llenado. Por el contrario,
la carga frutal no tiene efecto significativo sobre la duracion del periodo de crecimiento ni

sobre la dindmica de acumulacion de agua y aceite en los frutos (Trentacoste et al., 2010).

En un estudio sobre diez cultivares bajo condiciones de manejo tradicional en
Mendoza, tanto la tasa como la duracion del periodo de llenado de los frutos presentaron
diferencias significativas entre genotipos. La duracion del periodo de acumulacién fue el
factor més influyente sobre la concentracion de aceite en el fruto. Variaciones interanuales
en la carga frutal no tuvieron mayor efecto sobre este Ultimo parametro (Trentacoste et al.,
2012). Estos resultados contrastan con estudios realizados en seis variedades cultivadas en
distintos ambientes de La Rioja (Rondanini et al., 2014) donde se ha encontrado que la
maxima acumulaciéon de peso seco se correlaciona fuertemente con la tasa de crecimiento
de los frutos, pero resulta independiente del periodo de duracién. De manera similar, la
concentracion maxima de aceite se relaciona positivamente con su tasa de acumulacién

pero no es afectada significativamente por la duracion del periodo de sintesis.

La variacion del color de los frutos es un parametro frecuentemente utilizado para
definir la época de cosecha. Para aquellos cultivares cuya finalidad es la producciéon de
aceite, el periodo 6ptimo para la cosecha de los frutos deberia coincidir con el momento en
el cual éstos poseen la maxima concentracion de aceite y el mismo resulta de la mejor
calidad. Para determinar esta Ultima podrian seguirse estrictamente los parametros de
calidad establecidos por el COIl, aunque es deseable tener en cuenta también otros criterios,
sobre todo aquellos (como el contenido de polifenoles u otras sustancias antioxidantes) que

contribuyen a la estabilidad y cualidades sensoriales del aceite.

Algunas evidencias demuestran que en distintos cultivares de olivo el peso maximo
de los frutos y la méaxima acumulacion de aceite se logran en diferentes estadios de la
maduracion (Beltran et al., 2008). Estos, a su vez, pueden alcanzarse en distintos tiempos
dependiendo de la carga frutal. En general se observa una relacion inversa entre ésta y la
tasa de maduracion (Tognetti et al., 2006; Gucci et al., 2007; Trentacoste et al., 2010;
Martin-Vertedor et al., 2011; Pierantozzi et al., 2014). En cualquier caso, la sintesis de aceite
no parece ser afectada por la carga frutal siendo el contenido graso del fruto determinado

por la proporcion de mesocarpo presente en el mismo (Lavee y Wodner, 2004).
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Biogénesis, acumulacién y composicion del aceite

En el fruto del olivo, la mayor proporcion de lipidos de reserva (principalmente
triglicéridos) se acumula en células del mesocarpo las cuales tienen la capacidad de
metabolizar foto-asimilados fijados tanto en cloroplastos de las hojas como de los propios
frutos (Salas et al.,, 2000; Hernandez et al., 2009). La biogénesis del aceite tiene lugar
durante casi todo el periodo de crecimiento y desarrollo del fruto, el cual involucra un
proceso de larga duracion (4 a 5 meses). Las particularidades mencionadas suponen un
sistema complejo sujeto a sustanciales variaciones estacionales de temperatura y otras

variables ambientales.

La formacion de lipidos de almacenamiento involucra la sintesis de novo de é&cidos
grasos y su posterior incorporacion a unidades de glicerol-3-fosfato mediante una serie de

reacciones mediadas enzimaticamente (Fig. 4).

La sintesis de novo de los acidos grasos es un proceso que tiene lugar en los
plastidios y necesita la actividad conjunta de dos enzimas, acetil-CoA carboxilasa (ACCasa)
y el sistema enziméatico acido graso sintetasa (AGS). La primera cataliza la condensacion,
con consumo de ATP, de una molécula de bicarbonato y otra de acetil-CoA para producir
malonil-CoA. Antes de entrar en la ruta de sintesis, el grupo malonil es transferido de la CoA
a un factor proteico (ACP, proteina transportadora de acilos) por la enzima malonil

transacilasa.

El proceso enzimatico que cataliza la sintesis de acidos grasos saturados de cadena
larga a partir de acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH, culmina con la formacién de palmitoil-
ACP el cual puede ser elongado a estearoil-ACP en un ciclo posterior, de manera que el
producto final del complejo multi-enzimatico &cido graso sintetasa es casi siempre una
mezcla de palmitato y estearato. La relacion entre ellos esta directamente relacionada con el
grado de insaturacion del producto oleoso final ya que el palmitato es el acido graso
saturado mas abundante del aceite de oliva y los acidos grasos de dieciocho atomos de

carbono son practicamente en su totalidad insaturados.

Los 4cidos grasos insaturados se forman a partir de los acidos palmitico y esteérico.
Una de las enzimas clave en estas transformaciones es la A%-estearoil-ACP desaturasa
(FAB2), comunmente conocida como A°-desaturasa, la cual cataliza la transformacion del

1A9

acido estearico (saturado, C18:0) en oleico (monoinsaturado, C18:1") mediante la remocién
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de atomos de hidrégeno de las posiciones 9/10 de la cadena hidrocarbonada y la
consiguiente introduccién de un doble enlace (Shanklin y Somerville, 1991; Thompson et al.,
1991). La importancia de esta enzima puede deducirse de la elevada concentracion de acido
oleico en el aceite de oliva. Desaturaciones posteriores del &cido oleico para producir acidos
grasos poli-insaturados pueden tener lugar en el plastidio o en el reticulo endoplasmico. En
muchas plantas, incluyendo el olivo, la desaturacién del oleato conlleva su transporte fuera
del plastidio hacia el citosol. Las cadenas acilicas de oleato pueden ser desaturadas a

linoleato y después a a-linolenato mediante A* y A™*-desaturasas (Salas et al., 2000).

El proceso de elongacion y desaturacion de los &cidos grasos termina con la
liberacion de los grupos acilo de las proteinas transportadoras de acilos, mediante la accion
de tioesterasas presentes en los plastidios o con su transferencia a lipidos complejos

mediante aciltransferasas.

El acoplamiento de las unidades de acil-CoA a unidades de glicerol-3-fosfato tiene
lugar en el reticulo endoplasmico y se conoce como la ruta de Kennedy (“Kennedy
pathway”) (Fig. 4). La actividad y las especificidades de las enzimas (aciltransferasas) que
intervienen respecto de la posiciébn que esterifican y del acido graso que incorporan
preferentemente determinan la composicion de los glicéridos parciales y, finalmente, la
composicion general y la tasa de acumulacién del aceite. En algunos estudios realizados en
semillas y frutos oleaginosos (Eccleston y Harwood, 1995; Chen et al.,, 2011) se ha
observado que la primer enzima (glicerol-3-fosfato aciltransferasa) que participa en la
secuencia de reacciones que llevan a la formacion de triglicéridos muestra a menudo
preferencia por palmitoil-CoA, pero también puede aceptar oleil-CoA, especialmente si éste
estd presente en concentraciones elevadas. La segunda aciltransferasa (lisofosfatidato
aciltransferasa) presenta fuerte selectividad por oleil-CoA y es inactiva frente a acil-CoAs de
acidos grasos saturados. La ultima fase en la biosintesis de triglicéridos, es decir, el
acoplamiento de una unidad de diacilglicerol con una de acil-CoA, es catalizada por la
diacilglicerol aciltransferasa (DAGAT) la cual muestra una baja especificidad con respecto al

acido graso que esterifica.

La acumulacion de aceite en la oliva tiene lugar en forma concomitante al
ensanchamiento de las células del mesocarpo. Se segregan pequefias gotas de aceite en
los extremos del reticulo endoplasmatico que se fusionan seguidamente para formar gotas

de mayor volumen (Rangel et al., 1997; Matteucci et al., 2011). La tasa de acumulacion de
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aceite durante el desarrollo del mesocarpo del fruto del olivo se adapta generalmente a una
curva de tipo sigmoide con tres fases m&s o menos definidas. La primera fase, de
acumulacién lenta, caracteriza a los frutos recién formados y tiene lugar hasta el
endurecimiento del endocarpo. En la segunda, de acumulacién rapida, la cantidad de aceite
aumenta linealmente. Esta fase es de duracion variable y durante la misma tiene lugar una
sintesis activa de diglicéridos vy triglicéridos. Hacia el final de misma ocurren los primeros
cambios de coloracién de la epidermis que marcan el inicio de la maduracién. La tercera
fase coincide con una ralentizacién progresiva y finalmente la paralizacién de la sintesis
lipidica. Esta fase estacionaria abarca unas cuatro semanas y precede al fendmeno de

sobre-maduracion de la oliva (Lavee y Wodner, 1991).

Aunqgue la acumulacion y composicién de glicéridos parecen ocurrir segun las pautas
generales mencionadas anteriormente, las variaciones en la composicién y el contenido de
acidos grasos durante el desarrollo y la maduracion del fruto del olivo, no siempre siguen un
patron determinado y muestran una considerable influencia varietal y climatica (Damak et
al.,, 2008; Lazzez et al., 2008; Mailer, et al., 2010; Menz y Vriesekoop, 2010; Dag, et al.,
2011; Di Vaio et al., 2012; Rondanini et al., 2014).

A la madurez del fruto, los triacilglicéridos constituyen aproximadamente el 98 % del
aceite. El 4cido oleico (cis-9-octadecenoico) representa hasta el 83 % del total de acidos
grasos; los acidos palmitico (hexadecanoico) y linoleico (cis-9, cis-12-octadecadienoico)
estan presentes en cantidades que varian entre 10 — 20 % y 2.5 — 20 %, respectivamente.
Los acidos palmitoleico (cis-9-hexadecenoico), estedrico (octadecanoico) y linolénico (cis-9,

cis-12, cis-15-octadecatrienoico) se encuentran en bajas concentraciones (< 3,5 %).

La mayor parte de los estudios sobre composicion de acidos grasos del aceite de
oliva se ha focalizado en las variaciones que experimenta la misma durante el periodo de
maduracion del fruto (Salvador et. al 2001; Beltran et al., 2004; Matos et. al 2007; Damak et.
al 2008; Goméz-Gonzalez et al., 2011; De la Rosa et al.,, 2013; Rondanini et al., 2014).
Beltrdn et al. (2004) estudiaron la composicién del aceite del cv. Picual en tres afios
sucesivos; encontraron reducciones en el contenido de acidos grasos saturados e
incrementos en los acidos oleico y linoleico con el avance de la maduracion y determinaron
gue, ademas de la influencia estacional, el afio de cultivo ejerce un efecto marcado sobre las
concentraciones de estos acidos grasos. Por el contrario, Salvador et al. (2001) han

observado una correlacion negativa entre el indice de madurez y el contenido de éacido
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oleico durante la maduracién de los frutos del cv. Cornicabra. Baccouri et al. (2008) han
informado asimismo que en los cultivares Chétoui y Chemlali se produce una disminucion en
el contenido de acido oleico y un incremento del acido linoleico a medida que avanza la
madurez de los frutos. En ese mismo sentido, Youssef et al. (2009) y Dag et al. (2014)
informaron reducciones significativas en la relacion acidos grasos mono-insaturados/acidos
grasos poli-insaturados (AGMI/AGPI) de aceites procedentes de los cultivares Chétoui y
Barnea, en funcién del incremento del indice de madurez. A su vez, Uceda et al. (2008)
sostienen que, independientemente del cultivar y una vez finalizada la lipogénesis, la
maduracion conlleva una disminucién del contenido en acido palmitico y aumento del 4cido
linoleico, manteniéndose constante la proporcién de acido oleico. Sakouhi et al. (2011%) han
observado en cambio que las variaciones mas importantes en la composicion de acidos
grasos en el cv. Sayali ocurren durante el desarrollo de los frutos, en tanto pequefas
modificaciones se registran durante la maduraciéon. Por otra parte, en un estudio realizado
durante cinco afios sobre treinta cultivares de olivo, Uceda et al. (2008) determinaron que el
genotipo es el principal responsable de la variacién en la concentracién de los acidos grasos
mayoritarios del aceite; las diferencias entre afios de cultivo y estadios de maduracién del
fruto resultaron de menor significacion. Un estudio reciente (Rondanini et al., 2014) ha
evaluado el comportamiento de seis cultivares de olivo en distintos ambientes de la provincia
de La Rioja. Se ha observado que durante el desarrollo del fruto el contenido de &acido oleico
disminuye marcadamente, con tasas de cambio y periodo de inicio de la fase de reduccién
gue varian segun el cultivar. Como resultado de dichas reducciones, en los cvs. Arbequina y

Arauco el contenido de acido oleico cae a valores por debajo del 50 %.
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Figura 4: Esquema simplificado de la biosintesis de triacilglicéridos en células vegetales.
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representan grupos acilo de diferentes acidos grasos.
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Los antecedentes resefiados en el parrafo anterior, sugieren que la tasa de
acumulacién y la composicion de &cidos grasos no guardan una relacion univoca con el
grado de maduracién de los frutos encontrandose variaciones mas o menos marcadas entre

los distintos cultivares de olivo.

Si bien parece claro que la composiciéon de acidos grasos es una caracteristica
regulada genéticamente, existen también evidencias del efecto modulador del ambiente
sobre su sintesis. La incidencia del medio agro-ecoldgico resulta particularmente notable en
los llamados cultivares “poco plasticos”, tal como Arbequina (Tous y Romero, 1994), donde
la composicion de &acidos grasos puede variar notablemente en funcién de la latitud y las
condiciones climaticas donde se desarrolla el cultivo (Uceda et al., 2008; Torres et al., 2009;
Ceci y Carelli, 2007; Rondanini et al.,, 2011). Una dificultad a la que se enfrenta la
produccién nacional de aceites de oliva (el bajo contenido de acido oleico, principalmente la
de aquellos aceites provenientes de la regién noroeste del pais) puede guardar relacién con
dicho efecto. En particular, se ha observado que los aceites obtenidos del cv. Arbequina
presentan menores contenidos de acido oleico con respecto a los producidos en paises de

la cuenca Mediterranea a partir de este mismo cultivar.

En relacibn a lo mencionado en el parrafo anterior, Torres et al. (2009) han
observado, mediante el empleo de marcadores moleculares de polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP), una elevada similitud genética del cv. Arbequina en la
provincia de Coérdoba con un patron de “Arbequina Internacional”. No obstante el bajo nivel
de polimorfismos detectado, estos autores encontraron asimismo marcadas variaciones en
la composicion de 4cidos grasos entre los aceites obtenidos en Argentina con respecto a los

procedentes de la misma variedad cultivada en Espafa.

En la regiébn Noroeste y centro de Argentina el régimen de temperatura del aire a lo
largo del afo es diferente respecto de la region Mediterranea, siendo las temperaturas de
invierno y primavera sustancialmente mayores. Esta situacién trae aparejada un adelanto en
la fenologia del cultivo; la fase de acumulacion de aceite tiene lugar principalmente en el
verano con temperaturas medias mas elevadas que aquellas registradas en las regiones de

cultivo del hemisferio norte.
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En nuestro pais, las posibles variaciones que puede experimentar la composicion del
aceite de cultivares de olivo en funcion de ambientes que presentan diferencias en sus
caracteristicas agro-climaticas han sido poco exploradas. Estudios recientes realizados en
cultivos de olivo de la regién noroeste de Argentina se han focalizado en la evaluacion del
efecto de la temperatura sobre la tasa de acumulacion de aceite y la composicion de acidos
grasos en diferentes cultivares. Rondanini et al. (2011) encontraron una interaccion
significativa genotipo x ambiente para el contenido de acido oleico en variedades de olivo
cultivadas en la provincia de La Rioja. Posteriormente estos mismos autores (Rondanini et
al., 2014) demostraron una correlacidon negativa en algunos cultivares entre la temperatura
durante el periodo de sintesis del aceite y la concentracion de este ultimo a la madurez de
los frutos. También observaron una disminucién lineal del contenido de &cido oleico cuando
el mismo fue modelado en funcién del tiempo térmico durante la sintesis y acumulacion del
aceite. En experimentos realizados a campo bajo condiciones controladas de temperatura,
Garcia-Inza et al. (2014) demostraron asimismo que las altas temperaturas durante la fase
de lipogénesis pueden afectar negativamente el rendimiento y la composicion del aceite del
cv. Arauco. En este mismo sentido, Lombardo et al. (2008), Zarrouk et al. (2009) y Dag et al.
(2014) han informado reducciones significativas de la relacion AGMI/AGPI en variedades
cultivadas en regiones calidas o durante ciclos de cultivo con temperaturas medias mas

elevadas.
Componentes menores del aceite
Fraccion fendlica

En los dltimos afios se ha generado un gran interés por los compuestos fendlicos del
olivo. Prueba de ello es la aparicibn de numerosos trabajos cientificos y revisiones
bibliogréficas dedicadas a diferentes aspectos de estos compuestos (Owen et al., 2000;
Soler et al., 2000; Fabiani et al., 2002; Ryan et. al 2002; Servili et al., 2004, 2009, 2011). Las
sustancias fendlicas presentes en el olivo son reconocidas por su actividad antimicrobiana
(Aziz et al., 1998; Cicerale et al., 2012), por su papel preventivo en algunas patologias como
el cancer y la arterioesclerosis (Visioli y Galli 1998; Fabiani et al., 2002; Lou-Bonafonte et al.,
2012), por sus propiedades antioxidantes y su relacién con la estabilidad oxidativa de los
aceites (Baldioli et al., 1996; Caponio et. al 2001; Visioli et al., 2002; Rotondi et. al 2004;

Vissers et al., 2004; Olmedo et al., 2009), entre otros aspectos.
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Los compuestos fendlicos son considerados una parte importante del sistema
quimico de defensa del fruto del olivo. Los flavonoides, por su parte, desempefian una
funcién relevante en la prevencion in vivo del dafio oxidativo (Galli y Visioli, 1999), al limitar,

en virtud de su espectro de absorcidn, los efectos deletéreos de las radiaciones UV.

El fruto del olivo contiene diferentes clases de compuestos fendlicos (Fig. 5). Los
mismos comprenden alcoholes fendlicos (p-hidroxifeniletanol - p-HPEA - o tirosol, y 3,4-
dihidroxifeniletanol - 3,4-DHPEA o hidroxitirosol), &cidos fendlicos (cafeico, vainillico,
ferdlico, sindpico, p-cumarico, hidroxicinamico, entre otros), flavonoides (principalmente
luteolina, apigenina y derivados), lignanos (principalmente 1-pinoresinol y 1-
acetoxypinoresinol) y secoiridoides. De los compuestos derivados del 4cido hidroxicindmico,
el verbascésido (un éster heterosidico del acido cafeico y el hidroxitirosol) es el mas

importante.

Los secoiridoides son los componentes mas abundantes e incluyen a la oleuropeina
(un éster heterosidico del acido elendlico y el hidroxitirosol), y la forma dialdehidica del acido
decarboximetil-elendlico unida al 3,4-DHPEA o al p-HPEA (3,4-DHPEA-EDA y p-HPEA-

EDA, respectivamente).
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Figura 5: Algunos compuestos fendlicos identificados en el fruto del olivo.
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Respecto a la pigmentacion de los frutos durante la maduracién, la adquisicién del
color es debida en gran medida a la formacion de antocianinas (un tipo de flavonoides
glicosidados). Por otra parte, determinados atributos sensoriales del fruto y de los aceites de
oliva virgenes, como el amargor y el picor, estan asociados a la presencia de compuestos
fendlicos. El principio amargo mas importante es la oleuropeina, en su forma glicosilada. La
oleuropeina aglicona probablemente es también amarga, mientras que los otros dos
productos de degradacion, el acido elendlico y el hidroxitirosol, son juzgados como no

amargos (Angerosa et al., 2000).

Durante la extraccién del aceite de oliva virgen, los componentes fendlicos del fruto
son transferidos, al menos en parte, al aceite. Dicha transferencia esta en funcion, en gran
medida, de la concentracion y del balance hidrofilico/lipofilico de los compuestos presentes y
es afectada por las condiciones empleadas para la obtencion del aceite (Lavelli y Bondesan,
2005; Uceda et al., 2008; Taticchi et al., 2013).

La presencia de compuestos fendlicos confiere al aceite de oliva una particular
resistencia al desarrollo de rancidez. Numerosos autores han puesto en evidencia la relacién
entre el contenido de compuestos fendlicos del aceite y su estabilidad frente a la oxidacién
(Owen et al., 2000; Morell6 et al., 2004; Bendini et al., 2006; Baccouri et al., 2008; Baiano et
al., 2009; Cioffi et al., 2010; Ziogas et.al., 2010; Torres et al., 2011; Servili et al., 2014).

La composicion cuali y cuantitativa de la fraccion fendlica del fruto del olivo es
altamente variable, siendo afectada notablemente por el cultivar, el estado de desarrollo y
maduracion del fruto y el ambiente de cultivo, en particular la condicién hidrica (Morell6 et
al., 2005; Baccouri et al., 2008; Dabbou et al., 2011; Gutiérrez-Rosales et al., 2012; Jiménez
et al., 2013).

La influencia del genotipo se hace evidente en las notables diferencias cuantitativas
gue existen en el contenido de polifenoles totales de los aceites de distintos cultivares el
cual abarca un rango comprendido entre 100 y 1200 mg/kg (Uceda et al., 2008). Sin
embargo, el factor genético es fuertemente influenciado por el ambiente. Algunas
observaciones han permitido determinar que los aceites provenientes de la misma variedad
cultivada en distintas areas geograficas presentan caracteristicas significativamente

diferentes respecto a la concentracién de compuestos fendlicos mostrando que la tipicidad
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de los aceites esta definida también por la zona de produccion (Vihna et al., 2005; Tura et
al., 2007).

En relacién a la evoluciéon de la composicion de sustancias fendlicas durante la
ontogenia del fruto, la mayor parte de los trabajos se han focalizado en las variaciones que
tienen lugar durante la maduracion. En general, se ha observado una disminuciéon del
contenido de polifenoles totales conforme avanza la madurez (Gutiérrez et al.,, 1999;
Caponio et al., 2001; Briante et al., 2002; Ryan et al., 2003; Bonoli et al., 2004; Morellé et al.,
2004; Baccouri et al., 2008; Jiménez et al.,, 2013). Sin embargo, se debe recordar el
incremento que experimentan algunos flavonoides, especificamente las antocianinas, a

partir del envero (Lavee, 1986).
Vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles)

Esta vitamina liposoluble se encuentra en la naturaleza como una serie de
tocoferoles y tocotrienoles. Aunque poseen un anillo fenélico, no se consideran dentro de
este grupo de compuestos fundamentalmente porque provienen de diferentes precursores
biosintéticos. La vitamina E esta constituida por una estructura de cromano provisto de una
cadena lateral isoprenoide de 16 atomos de carbono, saturada (tocoferoles) o insaturada
(tocotrienoles). Dependiendo del nimero y de la posicién de los grupos metilo en el anillo
aromético, los compuestos resultantes se conocen con la denominacién alfa, beta, gama y
delta (Fig. 6).

A pesar de su concentracion relativamente baja, los tocoferoles tienen importancia
desde el punto de vista del valor bioldégico y de la conservacion del aceite de oliva. En el
mismo, la forma mas abundante es el a-tocoferol, representando aproximadamente el 90 -
95 % del total de tocoferoles. Las formas B y y se encuentran por debajo del 10 % y la forma
d en proporciones muy bajas. Algunos autores, incluso, afirman que el 5-tocoferol no esta

presente en el aceite de oliva (Dionisi et al., 1995; Rovellini et al., 1997).

La concentracion de tocoferoles totales en aceites de oliva virgenes es altamente
variable (150 - 450 mg/kg) y depende marcadamente del genotipo (Uceda et al., 2008).
Muzzalupo et al. (2011) han encontrado contenidos superiores a 600 mg/kg en aceites de

algunos cultivares de origen italiano.
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Figura 6: Estructura de tocoferoles y tocotrienoles
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En el aceite de oliva no se han detectado tocotrienoles, a excepcién de las
referencias de Agramont et al. (1986) quienes informan la presencia de 3 y y-tocotrienol en
aceites de variedades espafiolas cultivadas en Tarragona, y de Cunha et al. (2006) quienes

dan cuenta de la presencia de a y y-tocotrienol en aceites de oliva de Portugal.

En términos generales, el contenido de a-tocoferol en aceites de oliva obtenidos a
escala laboratorio varia entre 100 y 300 mg/kg, aunque se pueden encontrar aceites de
ciertos cultivares con niveles superiores a 350 mg/kg (Beltran et al., 2005; 2010; Lavelli y
Bondesan, 2005; Tura et al.,, 2007). En aceites comerciales, estos niveles son mas bajos
(Psomiadou et al., 2000). Estos ultimos autores analizaron el contenido en a-tocoferol de 90
aceites de oliva virgenes de diferentes cultivares y regiones de Grecia durante tres

campafias consecutivas, estableciendo valores extremos de 98 y 370 mg/kg, con un 60 %
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de las muestras con cantidades superiores a 200 mg/kg de a-tocoferol. Algunos estudios
realizados en Espafia han mostrado una concentracion media de 230 mg/kg de a-tocoferol
en aceites del cv. Arbequina (Jiménez y Uceda, 1995). Los aceites de los cultivares
Hojiblanca y Picual presentan contenidos medios de a, y y p-tocoferol de 187; 1,5 y 11
mg/kg, y 208; 1,5 y 15 mg/kg, respectivamente (Aparicio et al., 1999). En aceites del cv.
Cornicabra, en tanto, la concentracion de a-tocoferol se encuentra en el rango 55 - 234
mg/kg, con un valor medio de 157 mg/kg (Salvador et al., 1998). Lavelli y Bondesan (2005)
han determinado concentraciones entre 81 y 474 mg/kg de a-tocoferol en aceites de seis
variedades italianas. Estos autores han observado, asimismo, que el descarozado de los

frutos tiene escasa influencia sobre el contenido de a-tocoferol de los aceites.

Existen escasos antecedentes sobre la evolucion del contenido y la composicion de
tocoferoles durante la ontogenia del fruto del olivo. La mayor parte de los trabajos se han
realizado en la fase de maduracion no encontrdndose una relacidbn univoca entre la
concentracion de tocoferoles y el indice de madurez. Baccouri et al. (2008) no observaron
cambios significativos en el contenido de a-tocoferol durante la maduracion del cv. Chétoui;
sin embargo, otro cultivar de origen tunecino (Chemlali) mostré una disminucion del mismo a
partir de un indice de madurez superior a 3. Por su parte, en este ultimo cultivar, Lazzez et
al. (2008) han registrado reducciones significativas de la concentracion de tocoferoles
totales a lo largo de todo el proceso de maduracion, aunque la tasa de decrecimiento estuvo
influenciada por el origen geogréafico de las muestras. Por otra parte, Sakouhi et al. (2008)
detectaron incrementos significativos de a-tocoferol durante la maduracion de los frutos de
los cultivares Sayali, Picholine y Meski. Finalmente, Rannali et al. (1998) y Beltran et al.
(2005) han observado que, en algunos cultivares, con el avance de la maduracién, las
concentraciones de o y B-tocoferol se reducen significativamente mientras que la de y-

tocoferol se incrementa.
Hidrocarburos

En aceites vegetales pueden estar presentes pequefas cantidades de hidrocarburos.
El origen de los mismos es diverso. Estos compuestos pueden provenir de la cubierta
cerosa que recubre el tegumento de la semilla o la epidermis del fruto (aceituna). En el
aceite de oliva el hidrocarburo predominante es el escualeno. Su estructura quimica

corresponde a la de un triterpeno. La importancia de este compuesto radica en varios

Tesis Doctoral — Biéloga Romina Mariana Bodoira 38



“Patrones y dindmica de la acumulacién y composicién del aceite durante el crecimiento y desarrollo del
fruto en cultivares de olivo (Olea europaea L.)”

aspectos. En primer lugar, provee el esqueleto hidrocarbonado para la sintesis de una
amplia gama de compuestos isoprenoides. Constituye, de esta manera, el precursor
biosintético comun a dos familias de sustancias (esteroles y triterpenoides no-esteroidales)
profusamente distribuidas en el fruto del olivo y asociadas a numerosos efectos beneficiosos
sobre la salud. Stiti et al. (2007, 2010) y Szakiel et al. (2012) han dedicado extensas
revisiones bibliograficas a estos aspectos. En segundo lugar, algunos antecedentes
sugieren que el escualeno podria aportar al mantenimiento de la estabilidad oxidativa del
aceite (Manzi et al., 1998; Psomiadou y Tsimidou, 2002; Owen et al., 2000; Mateos et al.,
2003).

La biosintesis del escualeno tiene lugar por la via del acetato/mevalonato. La
ciclacién oxidativa del mismo conduce, por un lado, a la formacién de cicloartenol (el primer
precursor ciclico de los esteroles) y, por otro, a varios intermediarios que finalmente dan

lugar a una gran diversidad de alcoholes triterpénicos no esteroidales (Fig. 7).

La concentracion de escualeno en aceites de oliva virgenes varia ampliamente (1250
— 10500 mg/kg de aceite); el genotipo es la principal fuente de dicha variabilidad (Baccouri et
al., 2008; Samaniego-Sanchez et al., 2010). Practicamente no existen antecedentes
relacionados a la posible influencia del ambiente sobre la sintesis y la tasa de acumulacion
de este compuesto durante la ontogenia del fruto del olivo. Sakouhi et al. (2011°) han
observado que la concentracion de escualeno disminuye abruptamente en fases muy
tempranas de la maduracion del cv. Meski; posteriormente, su concentraciébn permanece
estable o decae lentamente hasta la madurez completa de los frutos. La disminucion
observada podria deberse a la conversion de este compuesto en 2,3-epoxiescualeno, antes
gue a una reduccion de la tasa de sintesis. En cualquier caso, la valoracién del contenido de
escualeno durante el desarrollo y la maduracién del fruto puede brindar informacion sobre su
dinamica de sintesis y tasa de conversién, a la vez que constituye un elemento mas para la

evaluacién de la calidad del aceite.
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Figura 7: El escualeno como precursor biosintético de esteroles y alcoholes triterpénicos no-esteroidales
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Hipoétesis de trabajo
Hipotesis 1

Si bien se asume que las pautas de crecimiento y desarrollo de los frutos de los distintos
cultivares de olivo siguen un patron general, la dinAmica de dichos procesos puede
experimentar variaciones considerables sobre todo entre genotipos que presentan
diferencias amplias en el tamafio de los frutos. Se presume que en los cultivares Arbequina,
Manzanilla y Arauco dichas variaciones afectaran la tasa y duracion del periodo de llenado

de los frutos, asi como la dinamica de sintesis, acumulacion y composicion de los aceites.

Hipotesis 2

Aunque se asume que el contenido y la composicion del aceite de oliva constituyen
caracteristicas reguladas genéticamente, existen evidencias del efecto modulador del
ambiente sobre su sintesis. Se presume que los cultivares Arbequina y Manzanilla
presentan comportamientos diferentes en la dindmica de acumulacién del aceite y su
composicion en funcion de los ambientes de cultivo caracteristicos de la provincia de San

Juan y de la region NO de la provincia de Cérdoba.
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Objetivos
Objetivo general

Estudiar los patrones y la dinamica de la acumulacion y composicion del aceite durante el
crecimiento y desarrollo del fruto en tres cultivares de olivo (Arbequina, Manzanilla y

Arauco).
Obijetivos especificos

1- Establecer el marco temporal y la contribucion de las distintas fases de crecimiento y

desarrollo de los frutos a la biogénesis del aceite.

2- Relacionar los procesos mencionados con los patrones de acumulacién y composicion de
acidos grasos y algunos componentes menores (fenoles, tocoferoles, escualeno) de los

aceites.

3- Analizar la dinamica de los cambios en la composicion de acilglicéridos en funcion del

grado de desarrollo de los frutos.

4- Evaluar el comportamiento de los cultivares Arbequina y Manzanilla, en términos de
contenido y composicién de los aceites, en dos ambientes de cultivo localizados en la

provincia de San Juan y en la region NO de la provincia de Cérdoba.

5- Analizar correlaciones y modelos de regresion entre el tiempo térmico acumulado durante

el crecimiento y desarrollo de los frutos y los parametros quimicos y bioquimicos estudiados.
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Material vegetal y caracterizacion de los sitios de estudio

El estudio se llevd a cabo durante dos ciclos de cultivo consecutivos (2010/11 y
2011/12), en dos plantaciones de olivo (Olea europaea L.), una de ellas ubicada en el Dpto.
Cruz del Eje (provincia de Cérdoba) y la otra en el Dpto. San Martin (provincia de San Juan).

Se trabaj6 con los cultivares Arbequina, Manzanilla y Arauco.

Con respecto a la identificacion de los cultivares, las muestras de frutos de Arbequina
se tomaron de arboles cuya identidad fue previamente confirmada mediante el uso de
marcadores moleculares (Torres et al.,, 2009). La identidad del cv. Arauco no plantea
inconvenientes debido a sus particulares caracteristicas botanicas. Un estudio realizado por
Cavagnaro y Masuelli (2002) ha mostrado ademas una elevada homogeneidad genética en
estos dos cultivares. En relacién al cv. Manzanilla, no hay registro local de datos a nivel de
marcadores moleculares que permitan establecer fehacientemente su identidad. En base a
registros compilados en una obra de reciente publicacion (Searles, 2012), se conoce que a
partir de la década de 1930 se produjo una fuerte introduccién de cultivares (entre ellos
"Manzanilla”) fundamentalmente desde Espafia. Los registros del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (EEA — Cruz del Eje y EEA - San Juan) permitieron confirmar que
la implantacion de este cultivar en los dos sitios analizados, data de la misma época. Dentro
de las variedades de Manzanilla reconocidas por el COl, la llamada "Manzanilla de Sevilla’
fue la mas difundida en Argentina. Las caracteristicas de los frutos recogidos a partir de los
arboles seleccionados, coinciden con aquellos ya registrados para esta variedad (Torres et
al., 2007), a saber: el peso de los mismos es medio-alto (3,50 = 0,5 g), la forma es ovoidal,
con apice redondeado y base truncada. La longitud es de 23 + 3 mm y el didmetro
transversal de 18 + 3 mm. El endocarpo es de peso elevado (0,58 + 0,05 g), forma
redondeada, con base truncada y apice redondeado. La superficie es rugosa y el nimero de

surcos fibro-vasculares es medio-alto (valor promedio 9).

En ambos sitios de estudio, las plantas utilizadas poseen una edad aproximada de
70 afios y se encuentran dispuestas en un marco de plantacion de 10 x 10 m. En la tabla 1
se muestran las fechas de plena floracion (FPF) y el periodo en el cual se observé el
endurecimiento del endocarpo. Este Ultimo se evalué sobre una muestra de 100 frutos
registrandose el dato en el momento que se aprecié incapacidad de atravesar el carozo a la

altura media del fruto con el filo de un bisturi.
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Tabla 1: Fechas de plena floraciéon (FPF) y periodo de endurecimiento del endocarpo
(expresado en dias después de plena floracion, DDPF) en los cultivares Arbequina,
Manzanilla y Arauco, en ambos ciclos de cultivo (2010-2011 y 2011-2012) y sitios de estudio
(Cruz del Eje, Cordoba y Dpto. San Martin San Juan).

Cultivar Ciclo de Sitio Fecha plena Endurecimiento
cultivo floracion (FPF) endocarpo (DDPF)
Manzanilla 2010-2011 Cordoba 28/10/2010 35-50
San Juan 26/10/2010 50-65
2011-2012 Cordoba 15/10/2011 35-50
San Juan 20/10/2011 55-70
Arbequina 2010-2011 Cérdoba 28/10/2010 35-50
San Juan 30/10/2010 45-60
2011-2012 Cordoba 15/10/2011 35-50
San Juan 24/10/2011 50-65
Arauco 2010-2011 SanJuan 28/10/2010 60-75
2011-2012 SanJuan 22/10/2011 65-80

A continuacion se resumen las principales caracteristicas de ambos sitios de estudio:
- Paraje Las Playas (30°39" S, 64°57° O; Dpto. Cruz del Eje, provincia de
Coérdoba).

Este sitio de estudio se encuentra ubicado aproximadamente 10 km al NO de la
ciudad de Cruz del Eje. Los suelos de la region son heterogéneos, compuestos por arena
arcillosa, pobres en nitrégeno, pero bien provistos de potasio y calcio. Poseen textura liviana
y corresponden a la clasificacion Haplustol tipico. Debido a su escasez en materia organica
son propicios a la erosién, lo que motiva extremo cuidado en su conservaciéon. Por ser zona
arida y de regadio, el pH en la mayoria de los casos supera el valor de 7; con un buen
manejo el peligro de salinizacion no es alto (Pierantozzi 2012). Las principales

caracteristicas del suelo en este sitio se resumen en la Tabla 2.

El sitio de estudio cuenta con agua para riego provista por el consorcio de riego del
Dique Cruz del Eje. Los analisis fisico-quimicos del agua suministrada al olivar (Ayers y
Westcot, 1985) permitieron establecer que la misma es apta para riego, con bajo riesgo de
salinizacion (conductividad eléctrica 0.20 ds/m) y de sodificacion (relacién de adsorcién de
sodio, RAS A|. 1.4) del suelo.
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Tabla 2: Caracteristicas fisicas y fisico-quimicas del suelo correspondiente al area de
estudio del Paraje Las Playas (Cruz del Eje, Cordoba, Argentina).

Horizonte

Parametro Aly A3 Bw BC C
Profundidad (cm) 0-25 30-40 50 - 60 70 - 80
Materia organica (%) 2,65 1,68 1,02 0,66
Nitrégeno total (%) 0,15 0,11 0,09 0,07
Nitrégeno de nitrato (ppm) 12 7,0 5,7 4,8
Fésforo extractable (ppm) 22 17 6 3
Arena muy gruesa (1-2 mm) 7,45 6,69 4,05
Arena gruesa (500 -1000u) 8,21 7,51 5,02
Arena media (250-500p) 15 11,4 13,5
Arena fina (100-250p) 18 13 12,8
Arena muy fina (50-100) 15 11,2 12,7
Limo grueso (20-50p) 18 25,1 43,6
Limo fino (2-20p) 9 10,2 6,45
Arcilla (<2p) 10 15,5 2,14
pH 7,86 7,93 8 8,55
Conductividad eléctrica (ds/m) 1,5 0,9 0,8 0,8

Datos otorgados por INTA, Cruz del Eje.

El clima imperante en esta region es templado seco, con vientos calidos si corren del
norte y frescos si son del sur. El mes de enero es el mas calido, mientras que julio es el mas
frio. El invierno normalmente no es riguroso presentando pocos dias de heladas. En el
verano se registran las mayores precipitaciones. La acumulacion de las lluvias en el ciclo
primavero - estival es, en promedio, del orden de 420 mm, mientras que la acumulacién en
el ciclo otofio - invernal es de aproximadamente 130 mm. La humedad relativa promedio es

de 53 %, siendo los meses de septiembre y octubre los de menor humedad.
Durante ambos ciclos de cultivo analizados, las temperaturas medias minimas

mensuales mas bajas se registraron durante el mes de julio (2,6 y 3,9 °C), mientras que las

medias maximas mas altas se obtuvieron en enero (32,7 y 34,2°C) (Tablas 3 y 4). En las
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figuras 8 y 9 se muestran las temperaturas maximas, minimas y media diarias entre los
meses de octubre y mayo de los ciclos de cultivo 2010-2011 y 2011-2012, respectivamente.

Tabla 3: Temperaturas medias (T md), medias minimas (Tmin md) y medias maximas (Tmax
md) mensuales (°C), precipitaciones efectivas (mm), evapotranspiracion de referencia (ETo,
mm/dia) y evapotranspiracion del cultivo (ETc, mm/dia) en Cruz del Eje (Cérdoba,
Argentina) durante el primer ciclo de cultivo analizado (2010/11).

Mes Tmd Tminmd Tmaxmd Precipitacion ETo ETc
Junio 11,7 5,6 19,1 2 48,3 19,3
Julio 10,1 2,6 18,0 0 72,2 28,8
Agosto 12,7 6,0 20,3 2 103,9 41,5
Setiembre 17,1 9,7 24,2 10 144.6 98,4
Octubre 19,4 11,8 27,3 3 170,5 115,9
Noviembre 22,2 14,7 29,4 42 181,2 123,2
Diciembre 25,3 17,6 32,6 79 216,1 146,9
Enero 25,4 18,6 32,7 125 188,8 128,4
Febrero 23,4 17,6 30,0 208 139,2 94,7
Marzo 23,1 14,8 29,8 26 140,7 95,7
Abril 20,9 13,7 28,1 13 112,7 76,6
Mayo 15,7 9,9 21,4 0 80,1 54,5

Figura 8: Temperaturas medias (Tmd), minimas (Tmin) y maximas (Tmax) diarias (°C), en
Cruz del Eje (Cérdoba, Argentina) durante el primer ciclo de cultivo analizado (2010/11). Las
lineas de corte representan el periodo en el que se realizé la toma de muestra de los frutos.
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Tabla 4: Temperaturas medias (T md), medias minimas (Tmin md) y medias maximas
(Tmax md) mensuales (°C), precipitaciones efectivas (mm), evapotranspiracion de referencia
(ETo, mm/dia) y evapotranspiracion del cultivo (ETc, mm/dia) en Cruz del Eje (Cdrdoba,
Argentina) durante el segundo ciclo de cultivo analizado (2011/12).

Mes Tmd Tmin md Tmax md Precipitacién ETo ETc
Junio 13,0 8,0 18,0 1 62,6 25,0
Julio 11,0 3,9 17,8 0 55,6 22,2
Agosto 13,0 52 20,8 11 71,5 28,6
Setiembre 19,1 10,9 27,2 55 109,3 74,3
Octubre 21,0 12,7 29,2 82 1415 96,2
Noviembre 247 16,7 32,6 54 168,3 1144
Diciembre 24,8 17,1 32,4 44 190,4 129,5
Enero 26,5 18,8 34,2 147 206,5 140,4
Febrero 26,1 18,9 33,2 59 183,7 1249
Marzo 24,2 16,3 32,1 58 164,9 112,3
Abril 20,6 14,5 26,6 26 1229 83,6
Mayo 18,9 12,6 25,1 18 94,9 64,5

Figura 9: Temperaturas medias (Tmd), minimas (Tmin) y maximas (Tmax) diarias (°C) en
Cruz del Eje (Cordoba, Argentina) durante el segundo ciclo de cultivo analizado (2011/12).
Las lineas de corte representan el periodo en el que se realiz6 la toma de muestra de los

frutos.
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-Estacion Experimental Agropecuaria INTA-San Juan (31°39°, 68°35" W; Dpto. San
Martin, provincia de San Juan).

Este sitio de estudio se encuentra ubicado 18 km al este de la ciudad de San Juan.
Dadas las condiciones de aridez, los suelos de esta region se caracterizan en general por ser
jévenes e inmaduros con escasa evolucién hacia horizontes pedogenéticos. Son pobres en
materia organica, pero bien provistos de potasio y medianamente de fosforo. Se clasifican como
Entisoles y estan constituidos por sedimentos gravitatorios, eélicos y fluviales (Moscatelli et al.,
1990), con una capa de textura franco-arenosa superficial y una capa arenosa mas profunda
(Tabla 5).

El sitio de estudio cuenta con agua para riego provista por el canal provincial secundario
Sarmiento, dependiente del canal principal denominado Canal del Norte. La conductividad
eléctrica del agua suministrada a los olivares es de 0,65 ds/m, siendo la misma considerada de

buena calidad para riego.

El clima &rido desértico domina toda la regién. Las precipitaciones estan concentradas
principalmente en el periodo estival y, en general, no superan los 100 mm anuales. La region se
caracteriza por presentar alta heliofania, baja nubosidad y gran intensidad de radiacién solar. El
periodo libre de heladas oscila entre 220 y 300 dias, extendiéndose desde el mes de octubre
hasta mayo. La temperatura media anual varia entre 16 °C y 18 °C, con maximas absolutas que

superan los 45 °C y minimas absolutas entre 5 °C y 10 °C bajo cero.

Durante ambos ciclos de cultivo analizados, las temperatura medias minimas mensuales
mas bajas se registraron durante el mes de julio (-3,1 y -2,7 °C), mientras que las medias
méximas mas altas se obtuvieron en diciembre (36,5 °C, ciclo 2010-2011) y enero (37,8 °C,
ciclo 2011-2012) (Tablas 6 y 7). En las figuras 10 y 11 se muestran las temperaturas méaximas,
minimas y media diarias entre los meses de octubre y mayo de los ciclos de cultivo 2010-2011 y

2011-2012, respectivamente.
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Tabla 5: Caracteristicas fisicas y fisico-quimicas del suelo correspondiente al &rea de estudio de
la Estacion Experimental Agropecuaria INTA-San Juan (Dpto. San Martin, provincia de San
Juan).

Horizontes

Pardmetro A AC C
Profundidad (cm) 0-20 20-80 >80
Textura Franco arenosa Franco-arenosa/arenosa  Arenosa
Materia organica (%) 0,85
Fosforo extractable (ppm) 47
Potasio intercambiable (ppm) 232
Ca*? (mell) 7.54
Mg™? (me/l) 1,53
Na* (me/l) 4,23
COzH™ (me/l) 7,35
CI (me/l) 2,76
S0,2 (mell) 3,19
Fe (ppm) 3,2
Zn (ppm) 3
Cu (ppm) 2
pH 8
Conductividad eléctrica (ds/m) 1,2

Datos otorgados por INTA, San Juan.

Tesis Doctoral — Bi6loga Romina Mariana Bodoira 50



“Patrones y dindmica de la acumulacién y composicién del aceite durante el crecimiento y desarrollo del fruto
en cultivares de olivo (Olea europaea L.)”

Tabla 6: Temperaturas medias (T md), medias minimas (Tmin md) y medias maximas (Tmax
md) mensuales (°C), precipitaciones efectivas (mm), evapotranspiracion de referencia (ETo,

mm/dia) y evapotranspiracion del cultivo (ETc, mm/dia) en

la Estacion Experimental

Agropecuaria INTA-San Juan (Dpto. San Martin, provincia de San Juan) durante el primer ciclo
de cultivo analizado (2010/11).

Mes Tmd Tmin md Tmax md Precipitacion ETo ETc
Junio 9,50 -0,5 19,5 0 53,3 16,0
Julio 6,75 -3,1 16,6 0 58,6 16,4
Agosto 10,2 0,6 19,8 0 90,2 27,1
Setiembre 14,9 51 24,6 6 108,3 55,2
Octubre 19,2 9,6 28,8 5 140,4 71,6
Noviembre 23,1 13,5 32,6 5 171,0 87,2
Diciembre 26,6 16,7 36,5 33 190,4 97,1
Enero 27,0 18,1 35,9 21 180,4 92,0
Febrero 25,3 17,1 33,4 30 132,6 67,6
Marzo 22,9 13,9 31,8 167,1 85,2
Abril 18,9 9,0 28,8 136,6 69,7
Mayo 12,8 2,8 22,8 86,4 44,1

Figura 10: Temperaturas medias (Tmd), minimas (Tmin) y maximas (Tmax) diarias (°C) en la
Estacion Experimental Agropecuaria INTA-San Juan (Dpto. San Martin, provincia de San Juan)
durante el primer ciclo de cultivo analizado (2010/11). Las lineas de corte representan el
periodo en el que se realiz6 la toma de muestra de los frutos.
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Tabla 7: Temperaturas medias (T md), medias minimas (Tmin md) y medias maximas (Tmax
md) mensuales (°C), precipitaciones efectivas (mm), evapotranspiracion de referencia (ETo,
mm/dia) y evapotranspiracion del cultivo (ETc, mm/dia) en la Estacion Experimental
Agropecuaria INTA-San Juan (Dpto. San Martin, provincia de San Juan) durante el segundo
ciclo de cultivo analizado (2011/12).

Mes Tmd Tminmd Tmax md Precipitacién ETo ETc
Junio 8,9 -1,0 18,7 0 63,1 18,9
Julio 7,8 -2,7 18,3 3 55,9 16,8
Agosto 10,4 -0,4 21,1 0 88,4 26,5
Setiembre 16,3 4,5 28,1 0 139,1 70,9
Octubre 19,2 9,8 28,6 0 157,9 80,5
Noviembre 24,5 15,0 33,9 6 196,2 100,0
Diciembre 27,2 18,2 36,1 0 219,2 111,8
Enero 29,0 20,2 37,8 8 218,8 1116
Febrero 27,1 19,2 35,0 7 175,2 89,4
Marzo 24,5 15,5 33,5 0 167,6 85,5
Abril 18,1 9,3 26,8 0 107,7 54,9
Mayo 13,8 4,0 23,5 0 72,0 36,7

Figura 11: Temperaturas medias (Tmd), minimas (Tmin) y maximas (Tmax) diarias (°C) en la
Estacion Experimental Agropecuaria INTA-San Juan (Dpto. San Martin, provincia de San Juan)
durante el segundo ciclo de cultivo analizado (2011/12). Las lineas de corte representan el
periodo en el que se realiz6 la toma de muestra de los frutos.
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Riego del olivar

En ambos sitios de estudio y teniendo en cuenta el total de precipitacidén efectiva recibida
durante cada ciclo de cultivo (Tablas 3, 4, 6 y 7), se aplico riego suplementario. La
programacion del riego se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Allen et al. (1998)
utilizando una simplificacion del método del balance hidrico. Para el célculo de la
evapotranspiracion del cultivo (ETc) en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA-San Juan,
se utilizo la siguiente ecuacion:

ETc =ETo x Kc x Kr

donde ETo es la evapotranspiracion de referencia, Kc es el coeficiente de cultivo, y Kr el

coeficiente de reduccion por superficie sombreada.

La Eto se midié utilizando un tanque de evaporacion tipo A colocado a corta distancia
del area experimental y el coeficiente de tanque (Kpan) propuesto por Allen et al. (1998). Para
el periodo comprendido entre abril y agosto, se utilizaron los Kc sugeridos para el cultivo de
olivo en la provincia de La Rioja (Rousseaux et al., 2008). Para el resto del afio, se emplearon
los valores propuestos por Girona et al. (2002). Los valores de Kr se calcularon utilizando la

relacién propuesta por Fereres et al. (1981).

En Cruz del Eje, para el primer ciclo de cultivo, se tomaron como referencia los valores
de ETc obtenidos por Pierantozzi et al. (2014). Para el segundo ciclo se dispuso de una
estacion meteorolégica que permitid6 obtener datos de temperatura ambiente, pluviometria,
humedad relativa, radiacién solar y velocidad del viento, los cuales se emplearon para calcular

ETo utilizando la expresion de Penman-FAO (Orgaz y Fereres, 2008).

Disefio de muestreo de frutos

En cada sitio de estudio, se seleccion6 una parcela de una superficie aproximada de 2
ha. Dentro de la misma se escogieron aleatoriamente 10 arboles de cada uno de los cultivares,
de los cuales se seleccionaron finalmente 5 por cada cultivar (unidades experimentales), en
base a las semejanzas que presentaban en sus niveles de carga. Estas se estimaron
visualmente, adjudicando a cada arbol un indice numérico en funcién del porcentaje de

superficie de copa ocupado por la fruta (COI, 2011).
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A partir del inicio de la fase | de crecimiento de frutos (entre 20 y 40 dias después de
plena floracién, DDPF), a intervalos quincenales y durante el transcurso de la mafiana (entre las
8 y las 10 horas) se tomaron muestras de frutos (aproximadamente 300 g) provenientes de las
cuatro orientaciones de cada uno de los arboles seleccionados, a una altura de copa

comprendida entre los 1,5 y los 2,5 m de altura.

indice de madurez, estudios morfométricos, histoquimicos y de microscopia

A partir de alicuotas de 100 frutos por é&rbol se evaluaron diferentes indices
morfométricos (peso, didmetro longitudinal y transversal) mediante el empleo de una balanza de

precision y un calibre digital.

Para determinar el indice de madurez se utilizé la metodologia propuesta por Beltran et

al. (2008). Los frutos se clasificaron en las 8 clases o categorias que se detallan a continuacion:

Clase 0: Piel verde intenso.

Clase 1: Piel verde-amarillento.

Clase 2: Piel verde con manchas rojizas en menos de la mitad del fruto. Inicio de envero.
Clase 3: Piel rojiza 0 morada en mas de la mitad del fruto. Final de envero.

Clase 4: Piel negra y pulpa blanca.

Clase 5: Piel negra y pulpa morada sin llegar a la mitad de la pulpa.

Clase 6: Piel negra y pulpa morada sin llegar al hueso.

Clase 7: Piel negra y pulpa morada totalmente hasta el hueso.

El indice de madurez (IM) se obtuvo en base a la siguiente formula:
IM=(Ax0+Bx1+Cx2+Dx3+Ex4+Fx5+Gx6+Hx7)/100

siendo A, B, C, D, E, F, G y H, el numero de frutos de las clases 0, 1, 2, 3, 4, 5,6y 7,

respectivamente.
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Para los estudios de microscopia se seleccionaron aleatoriamente 10 frutos por arbol.
En la seccion media de los mismos y siguiendo el eje transversal, se cortaron porciones de
mesocarpo de 3 - 4 mm de espesor. Las mismas se fijaron en FAA (50 % etanol 95°, 35 % agua
destilada, 10 % formaldehido, 5 % &cido acético glacial) y posteriormente se sometieron a
cortes semifinos a mano alzada (30 um de espesor aprox.). Los mismos se lavaron
sumergiéndolos en una solucion de hipoclorito de sodio comercial (100 g de Cloro activo/L) en
agua (30 : 70 % v/v). A continuacion fueron tefiidos con Oil Red y Astra Blue (0,2 %), vy
finalmente se montaron en preparados semipermanentes con gelatina glicerinada. Estos cortes
se analizaron mediante un fotomicroscopio Axiophot de luz transmitida y epifluorescencia (20X).
Las imagenes obtenidas fueron tomadas con una cadmara digital y procesadas con un software

analizador de imagenes (MacBiophotonics ImageJ).

Contenido de aceite

De cada lote de frutos se seleccioné aleatoriamente una muestra de 100 g la cual se
trituré en molino de cuchillas de acero inoxidable. A partir de 10 g de este material se determiné
el porcentaje de humedad (estufa, 100 °C, peso seco constante). El resto se liofilizé y conservé
a -20 °C. Una parte del material liofilizado (20 g) se utiliz6 para la obtencion de aceite, mediante
extraccion continua solido-liquido en equipo Soxhlet, durante 10 horas, empleando n-hexano
como disolvente. El contenido de aceite se cuantificd por diferencia de pesos previo y posterior

a la extraccion (AOCS, 1998) y se expresd como porcentaje segun base seca (% SBS).
Composicion de acidos grasos

La composicién de acidos grasos de los aceites se determind por cromatografia gaseosa
(CG). Los aceites crudos (0,5 g) se saponificaron con 5 mL de solucion de hidroxido de potasio
0,5 N en metanol mediante reflujo durante 5 min. A la mezcla de reaccion se le adicionaron 15
mL de solucién de cloruro de amonio/acido sulfarico en metanol y se llevé a reflujo durante 5
min. adicionales. Se dej6 enfriar y se particion6 con 10 mL de n-hexano. Se recuperd esta
Ultima fase, se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtré (papel Whatman N° 1) y concentré en
evaporador rotatorio a 40 °C. La mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos se analizd en

una columna de fase Supelcowax, de 30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 pu
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de espesor de fase. Se emple6 nitrdgeno como gas portador (1 mL/min); temperatura de horno
programada desde 180 hasta 220 °C (2°C/min); temperaturas de inyector y detector (FID), 250
°C. Los acidos grasos se identificaron por comparacion de sus tiempos de retencion relativos
con respecto a patrones corridos bajo idénticas condiciones y datos tomados de bibliografia
(Torres et al., 2009). El contenido de cada uno de los &cidos grasos identificados se expresé

como valor porcentual en relacién al contenido total de los mismos.

En los primeros estadios de desarrollo evaluados, se utiliz6 una muestra de 30 g de
frutos a los fines de analizar la contribucion relativa de los distintos tejidos formadores de aceite
(semilla y pulpa, considerando en esta Ultima mesocarpo y epicarpo) a la composicion de acidos
grasos. Los tejidos mencionados se separaron manualmente, se liofilizaron hasta
deshidratacion completa y se extrajeron con n-hexano (Soxhlet, 8 h). Los aceites obtenidos se

analizaron en su composicion de acidos grasos de acuerdo a la metodologia ya sefalada.

Estudio de la dinamica de los cambios en la composicion de glicéridos

Este objetivo se llevé a cabo con muestras de frutos del cv. Arauco recolectadas en la
EEA — INTA San Juan durante el ciclo de cultivo 2013/14. La toma de muestras se realizd

segun lo indicado en el apartado “Disefio de muestreo de frutos”.

A partir de cada lote de frutos se seleccioné aleatoriamente una muestra de
aproximadamente 50 g. La misma se utilizé para separar la pulpa (mesocarpo + epicarpo) y
triturarla en molino de cuchillas de acero inoxidable, se liofiliz6 hasta obtener peso seco
constante y se conservo a -20 °C. El material liofilizado se empled para la extraccion de aceite
(Soxhlet, n-hexano, 10 h). A partir de los aceites obtenidos, se analiz6 la composicion de acidos
grasos de las diferentes fracciones de glicéridos. Estas Ultimas se separaron mediante
cromatografia en cada delgada (CCD), empleando silica gel (0,5 mm de espesor) como fase
estacionaria y n-hexano : éter dietilico : acido acético (90 : 10 : 1 v/v) como fase movil. Una vez
finalizado el desarrollo de las placas cromatograficas, se retiraron de las cubas y se colocaron
bajo campana hasta completa evaporacion del disolvente. Posteriormente, las placas se

revelaron con vapores de yodo. La fracciones de interés (diglicéridos, triglicéridos y una fraccion
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polar conteniendo lisofosfoglicéridos) se identificaron empleando 1-palmitoil-lisofosfatidilcolina
como esténdar para la identificacion de la fraccion de lisofosfoglicéridos y posteriormente se
removieron de las placas y se resuspendieron en cloroformo : metanol (2 : 1, v/v) (fraccion
polar) o en n-hexano (di y triglicéridos). La fraccion polar se purificé nuevamente mediante CCD
utilizando silica gel como fase estacionaria y cloroformo : metanol : agua (65 : 32.5 : 2.5 viv)
como fase movil. Una vez realizado el desarrollo cromatografico, esta ultima fraccion se
resuspendié en cloroformo : metanol (2 : 1, v/iv). Finalmente, luego de la evaporacion del
disolvente, se analizé la composicion de acidos grasos del extracto de cada una de las
fracciones purificadas (lisofosfoglicéridos, di y triglicéridos), mediante cromatografia gaseosa,
previa saponificacion y esterificacion de las muestras, de acuerdo a las condiciones empleadas

para el andlisis de los acidos grasos totales de los aceites que fue descripta anteriormente.

Componentes menores

Tocoferoles

La composicion de tocoferoles se analizé mediante cromatografia liquida de alta presion
(HPLC). A partir de cada una de las muestras de frutos molidos vy liofilizados (10 g), se procedi6é
a la extraccion del aceite mediante disolucion con n-hexano (40 mL), a temperatura ambiente,
en oscuridad y agitacion durante 10 min. La mezcla se filtr6 (papel Whatman N° 1) y la micela
aceite/hexano se concentré en evaporador rotatorio a 35 °C. Inmediatamente se pesé una
alicuota de aceite de 1 g (con una aproximacion de 0,01 g) y se coloc6 en un matraz aforado de
10 ml. Esta muestra de aceite se disolvid y llevé a volumen final (10 mL) con n-hexano calidad
HPLC. Una alicuota de 20 uL de la solucion previamente filtrada (filtro de nylon, poro 0,45 pum)
se inyect6 en una columna de silica de fase normal (Supelcosil LC-NH,-NP, 250 mm x 4,6 mm,
tamano de particula 5 pm). Como fase movil se utilizé n-hexano : acetato de etilo (70 : 30 v/v)
con un caudal de 1 mL/min. Se emple6 un detector UV a una longitud de onda de 295 nm. Los
componentes de la mezcla se identificaron por comparacion de sus tiempos de retencién
relativos con respecto a patrones (a-, y- y B-tocoferol) corridos bajo idénticas condiciones. Para

la cuantificacion de los componentes individuales se valoré la respuesta del detector (como
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porcentaje de area) a diferentes diluciones de cada uno de los patrones puros. La

concentracion se expresdé como mg de tocoferol/kg de aceite.

Escualeno

A partir de alicuotas de 200 mg de aceite obtenidas como se indicé para la cuantificacion
de tocoferoles, se determiné el contenido de escualeno de acuerdo al protocolo propuesto por
Lanzon et al. (1995) con algunas modificaciones. La muestra de aceite se mezcl6 con 1 mL de
solucién de hidroxido de potasio 2 N en metanol, 0,5 mL de n-hexano y 1 mL de solucion de
escualano en n-hexano (1 mg/mL). La mezcla se agitd6 vigorosamente durante 1 min. y
posteriormente se dejé en reposo hasta permitir la separacion completa de fases. La fase
superior (n-hexano) se sometié a lavados sucesivos (3 x 5 mL) con etanol : agua (50 : 50 v/v).
Finalmente se tomé una alicuota de la misma para su andlisis mediante cromatografia gaseosa
(CG) y CG — espectrometria de masas (CG — EM). Se utilizé una columna capilar HP-5 (12 m x
0,2 mm x 0,33 um). Se llevé a cabo andlisis isotérmico (270 °C), con temperaturas de inyector y
detector a 290 °C. La identificacion de escualeno se realizé por comparacion de su espectro de
masa con el registrado en la base de datos Nist versién 08. Su concentracion se calcul6 en

base a la del estandar interno (escualano).

Contenido total y composicion de sustancias fendlicas

Una alicuota de 1 g de material (frutos) liofilizado se someti6 a agitacion continua
durante 30 minutos en oscuridad, con 80 mL de metanol : agua (80 : 20 v/v). La fase liquida se
filtré (papel Whatman N° 1) y se sometié a lavados sucesivos (40 mL x 3) con n-hexano. Se
recuperé la fase hidro-metandlica, se filtré a través de filtro de nylon de 0,45 um y se concentrd
hasta sequedad en evaporador rotatorio a una temperatura inferior a los 40 °C. El residuo se
disolvi6 en metanol. La cuantificacion del contenido de fenoles totales se llevé a cabo con el
reactivo de Folin-Ciocalteau mediante lectura espectrofotométrica a 725 nm (Vazquez-Roncero
et al., 1973). La concentracién se calculé a partir de una curva de calibracién construida con

concentraciones conocidas de acido galico.
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Para el analisis de la composicién de sustancias fendlicas, se sigui6 basicamente la
metodologia sugerida por Taticchi et al. (2013). Se pesaron 5 g de cada muestra de frutos
liofilizados y se homogeneizaron con 50 mL de solucién de metanol : agua (80 : 20 v/v) que
contenia 20 mg/L de 2,6-diterbutil-4-metilfenol (BHT). Luego de filtrar, el residuo solido se
extrajo dos veces mas con el mismo volumen y solucion del disolvente. Se reunieron las fases
liquidas obtenidas y la mezcla resultante se concentré en evaporador rotatorio (40 °C) hasta
evaporacion del metanol. El extracto acuoso (1 mL) se purific6 mediante extraccién en fase
solida utilizando cartuchos de silica (Bond Elut Jr-C18 cartridge, Agilent Technologies, USA) y
metanol (50 mL) como eluyente. Luego de la remocion del disolvente (rotavapor, 40 °C), se
recuperd el extracto, se disolvié en 1 mL de metanol y se analizé por HPLC, empleando una
columna de fase reversa (Spherisorb ODS-1, 250 mm x 4,6 mm, tamafio de particula 5 um) a
25 °C. El volumen de inyeccion fue de 20 pL y la programacion de la fase mévil como se indica
a continuacion: solucion de acido acético en agua (0,2 % v/v) (disolvente A) / metanol
(disolvente B); caudal 1 mL/min con el siguiente gradiente: 95 % A /5 % B (2 min), 75 % A/ 25
% B (8 min), 60 % A / 40 % B (10 min), 50 % A / 50 % B (16 min), 0 % A / 100 % B (14 min). La
deteccidn se llevd a cabo mediante detector de fluorescencia a 280 nm (lignanos) y detector de
arreglo de diodos a 278 nm (el resto de los componentes). La concentracion de cada uno de los
compuestos fendlicos identificados se calculé a partir de curvas de calibracion construidas con

concentraciones conocidas de estandares puros.

Analisis estadistico de los resultados

La base informatica utilizada fue el programa INFOSTAT version 2014. Se ajustaron
modelos lineales mixtos para estimar, mediante méaxima verosimilitud restringida (REML) (West
et al. 2007), los coeficientes de regresién de cada una de las variables analizadas en relacién al

tiempo de mediciéon. EI modelo general fue el siguiente:
y(iik) = W+ V(i) + AG) + T(K)*b" + VFA(i) + V*T(ik)*b?(i) + e(ijk)

Donde V es el efecto fijo de la i combinacién ambiente-cultivar (hipotesis 2), A es el
efecto fijo del j afio, T es el efecto fijo del k tiempo térmico y b* su coeficiente de regresion, V*A

es la interaccién de la i combinacién ambiente-cultivar en el j afio, V*T es la interaccion de la i
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combinacién ambiente-cultivar en el k tiempo térmico, b? es el coeficiente de regresion para la i
combinacién ambiente-cultivar y € es el término de error. Para la comparacion de cultivares
(hipotesis 1) se ajustd un modelo lineal mixto similar al mencionado anteriormente, pero con
efecto V() como efecto de cultivar (sin ambiente). El tiempo térmico fue expresado en

grados/dias (°Cd) usando la metodologia propuesta por Cherbiy-Hoffmann et al. (2013).

Los errores fueron modelados con correlacién temporal de tipo autorregresiva continua
de orden 1, considerando las mediciones tomadas en un mismo arbol correlacionadas
temporalmente en cada ambiente (medidas repetidas en el tiempo). Un modelo autorregresivo
es una representacion de un tipo de proceso aleatorio, que como tal, describe ciertos procesos
variables en el tiempo y especifica que la variable de salida depende linealmente de sus propios

valores anteriores.

El comportamiento de la evolucion en el tiempo de algunas variables quimicas (acidos
grasos, tocoferoles totales y escualeno) obliga a modelarlas como regresiones lineales a dos

tramos:
y=a+pBi*xcuando x <y

y=a+ B+ (x-y) cuando x 2 y

Donde “y” es la variable dependiente, “a” la ordenada al origen, “B” las pendientes de
cada seccion lineal e “y” el momento en el cual la variable tiene un cambio de tendencia (break-
point). Esto permite la identificacion de puntos de quiebre. Por consiguiente, los modelos
lineales mixtos mencionados anteriormente fueron ajustados para cada tramo por separado

segun el break-point temporal de cada variable en cuestion.

En todos los casos se utilizé un nivel de significancia p < 0,05 y para las comparaciones

de medias los p-valores fueron corregidos con el criterio de correccion de Bonferroni.

Asimismo se realiz6 un ANOVA con interacciéon entre las fuentes de variacién cultivar,
ambiente y época de cosecha. Para establecer correlaciones entre las variables analizadas se

empled el test de Pearson. En estos casos la significancia estadistica fue p < 0,01.
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Pautas de crecimiento y desarrollo de los frutos y dinamica de la acumulaciéon y

composicién del aceite en los cultivares Arbequina, Manzanillay Arauco
Estudios morfométricos, histoquimicos y de microscopia

El tamafio y el peso del fruto del olivo son caracteristicas determinadas genéticamente,
pero pueden ser afectadas considerablemente por practicas agronémicas (riego, poda, raleo) y
factores agro-ecolégicos propios de la regién de cultivo. Por sus efectos directos sobre la
produccion de foto-asimilados, el estado hidrico y la proporciéon de superficie foliar que
intercepta radiacion solar representan las causas mas importantes que afectan la productividad

del olivar (Rallo y Cuevas, 2008).

Los resultados expuestos en este apartado se obtuvieron a partir de plantaciones
localizadas en la EEA — INTA San Juan, bajo las mismas condiciones de cultivo, durante dos
ciclos consecutivos. En ambos ciclos evaluados (2010-11 y 2011-12), se seleccionaron arboles
con niveles de carga frutal semejante, los cuales se estimaron en la categoria “Alta” (60 — 80 %
de superficie de copa). Al inicio de las actividades (toma de muestras) en el primer ciclo de
cultivo, los arboles del cv. Arbequina tenian un volumen de copa promedio de 74,4 + 3,54 m®,
los del cv. Manzanilla 71,7 + 3,20 m®, y los del cv. Arauco 29,4 + 0,92 m®y una altura de 4,23 +
0,15; 4,08 £ 0,15y 4,73 + 0,05 m respectivamente.

La evolucion del peso de los frutos en los tres cultivares muestra dos tendencias
diferentes (Fig. 12). En el cv. Arauco, a partir de los 30 dias posteriores a la fase fenolédgica de
plena floracion (DDPF), el peso de las drupas comienza a incrementarse rapidamente, en forma
casi lineal, hasta alcanzar 4,5 g/fruto hacia los 110 DDPF. Luego de un corto periodo
(aproximadamente entre 110 y 140 DDPF) durante el cual el peso no varia significativamente,
tiene lugar una segunda fase de crecimiento. Al cabo de la misma, el fruto alcanza un peso final
promedio cercano a los 7 g. De esta manera, en este cultivar, la evolucion del peso del fruto se
adapta aproximadamente a una curva de tipo sigmoidal, con tres fases principales. De acuerdo
a Beltran et. al (2008), las mismas podrian corresponder predominantemente, aunque no en
forma excluyente, a los siguientes eventos: a) un primer periodo de crecimiento rapido del fruto

debido a la intensa division y expansion celular que tienen lugar durante el crecimiento y
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desarrollo del endocarpo; b) el endurecimiento del endocarpo, durante el cual la divisiéon celular
practicamente se detiene y el crecimiento del fruto se ralentiza; c) el desarrollo del mesocarpo
debido fundamentalmente a la expansion de células pre-existentes. Sin embargo, en el cv.
Arauco el endurecimiento del carozo se da aproximadamente entre los 60 - 80 DDPF (Tabla 1),
lo que no coincide con la fase de ralentizacion de ganancia en el peso fresco del fruto (110 -
140 DDPF). Otros factores, como las variaciones en la disponibilidad de agua en el suelo,
podrian estar afectando estos procesos. En los cultivares Arbequina y Manzanilla, la
delimitacion de estas fases de crecimiento es menos evidente. En el primero, el peso de los
frutos se incrementa de manera practicamente lineal hasta un valor proximo a 1,5 g/fruto a los
140 DDPF. Posteriormente, se mantiene constante hasta el final del periodo de muestreo
evaluado. En el cv. Manzanilla, el peso de las drupas experimenta un incremento casi lineal
hasta alcanzar un valor aproximado a los 4 g/fruto hacia los 160 DDPF. A continuacion, el
crecimiento se ralentiza y el peso registra un valor constante promedio cercano a los 4,3 g/fruto.
En consecuencia, en estos dos Ultimos cultivares, los frutos muestran un patrén de crecimiento
practicamente continuo, sin una detencién marcada durante el endurecimiento del endocarpo.
Este comportameinto ya ha sido observado en los cultivares Arbequina (Trentacoste et al.,

2010) y Morisca (Martin-Vertedor et al., 2011) en plantaciones de alta densidad.

Al analizar la dinAmica de acumulacién de materia seca (Fig. 13), se observan las
tendencias descriptas anteriormente. Cuando se evallan las tasas promedio de acumulacion en
funcion del tiempo térmico acumulado (TTA, Tabla 8), los cultivares Arbequina y Manzanilla no
presentan variaciones estadisticamente significativas. Sus valores resultan, asimismo,
significativamente inferiores al registrado en el cv. Arauco. La correlacion entre el TTA y el
contenido de materia seca es positiva y estadisticamente significativa con valores de r
comprendidos entre 0,61 y 0,87 (Tabla 9).

Estudios realizados en las provincias de Mendoza y La Rioja han puesto en evidencia
distintos comportamientos en relacién a la dinamica de crecimiento de los frutos de diversos
cultivares de olivo (Trentacoste et al., 2012; Rondanini et al., 2014), encontrandose diferencias
tanto en las tasas como en la duracion del periodo de llenado del fruto. En principio, los valores

encontrados en este trabajo para las tasas de acumulaciéon de materia seca en los cultivares
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Arbequina (0,025 g/100 °Cd) y Arauco (0,10 g/100 °Cd) se asemejan a las tasas maximas
informadas por Rondanini et al. (2014) para estos cultivares. La tasa observada en el cv.
Manzanilla (0,065 g/100 °Cd), en tanto, es marcadamente inferior a la obtenida por estos

autores para el cv. Manzanilla Fina.

En los cultivares Arbequina y Manzanilla los frutos alcanzan el peso seco (Fig. 13)
constante a los 185 y 200 DDPF, respectivamente. En el primer caso, la acumulacién de
materia seca se estabiliza en un valor cercano a 0,90 g/fruto, el cual resulta muy similar al valor
maximo promedio (0,92 g/fruto) reportado por Rondanini et al. (2014) para esta misma variedad.
Para el cv. Manzanilla se alcanza un valor (1,70 g/fruto) menor que el peso seco maximo (1,96
g/fruto) registrado por estos investigadores para el cv. Manzanilla Fina. En el cv. Arauco, la
maxima acumulacion de materia seca (3,40 g/fruto) se logra aproximadamente a los 200 DDPF,
y resulta superior al valor promedio (2,98 g/fruto) obtenido por los mismos investigadores en
distintos ambientes de cultivo en la provincia de La Rioja. Si se considera el periodo de
acumulacioén en funcion del TTA desde el inicio de la fase fenol6gica de plena floracion y hasta
la fecha de maxima acumulacion de materia seca o bien hasta el momento a partir del cual los
frutos alcanzan el peso seco constante, la duracion de aquél asume valores préximos a 3225
°Cd (Arbequina), 3467 °Cd (Manzanilla) y 3492 °Cd (Arauco).

En los cultivares Arbequina y Manzanilla los primeros cambios en la pigmentacion de la
epidermis de los frutos, que marcan el inicio del periodo de maduracién, tienen lugar en forma
casi simultadnea, aproximadamente entre los 110 y 120 DDPF, correspondientes a 2090 - 2145
°Cd (Fig. 14). El progreso de la maduracion sigue patrones similares, con dos fases de
incremento rapido interrumpidas por un breve periodo de menor intensidad. En ambos
cultivares, la madurez fisioldgica (considerada como el peso seco maximo acumulado) se
alcanza antes del inicio del envero (IM comprendido entre 2 y 3). En el cv. Arauco, el inicio de la
maduracion se produce aproximadamente a los 140 DDPF (2670 °Cd), lograndose la madurez

fisiologica en frutos en envero.
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Figura 12: Evolucion del peso fresco de los frutos (g/fruto) en funcién de dias posteriores a la
fase fenologica de plena floracion (DDPF), en tres variedades de olivo cultivadas en la EEA —
INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y
2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y las mediciones se realizaron en 50
frutos/arbol.
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Figura 13: Dinamica de la acumulacion de materia seca (g/fruto) en funcién de dias posteriores
a la fase fenolégica de plena floracion (DDPF), en tres variedades de olivo cultivadas en la EEA
— INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y
2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Tabla 8: Aplicacion de modelo mixto de medidas repetidas en el tiempo para componentes de
rendimiento y parametros celulares de frutos de los cultivares Arbequina, Manzanilla y Arauco
cultivados en EEA-INTA San Juan, en funcion del tiempo térmico acumulado (°Cd) a partir de la
plena floracién. Los analisis fueron realizados a partir de datos recogidos durante dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar. Para cada

parametro analizado, las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

entre cultivares (p < 0,05).

Parametro Cultivar Tasa de cambio R?
Peso seco Arbequina 0,025° 0,81
(9/100 °Cd) Arauco 0,10% 0,81
Manzanilla 0,065" 0,81
Area celular Arbequina 120° 0,67
(Lm?%100 °Cd) Arauco 1562 0,67
Manzanilla 115° 0,67
Area oleosomas Arbequina 40,3° 0,54
(LM?/100 °Cd) Arauco 51,92 0,54
Manzanilla 41,3 0,54
Contenido de aceite (SBS) Arbequina 1,802 0,90
(%/100 *Cd) Arauco 1,80% 0,90
Manzanilla 1,60° 0,90
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Tabla 9: Coeficientes de correlacion de Pearson entre el tiempo térmico acumulado y
parametros de rendimiento, histo-quimicos y quimicos de frutos y aceites de los cultivares
Arauco, Arbequina y Manzanilla cultivados en EEA-INTA San Juan. Los analisis fueron
realizados a partir de datos recogidos durante dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En
cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar. * Valores significativos (p < 0,05); ** valores
altamente significativos (p < 0,01).

Cultivar

Parametro Arauco Arbequina Manzanilla
Materia seca 0,87** 0,81** 0,61**
Area celular 0,85** 0,78** 0,81**
Area de oleosomas 0,76** 0,66** 0,70**
Contenido de aceite 0,93** 0,94** 0,88**
Acido palmitico -0,37* -0,37* -0,73*
Acido palmitoleico 0,86** 0,84** 0,29*
Acido estearico -0,16 - 0,63** 0,20
Acido oleico 0,37* 0,15 0,63**
Acido linoleico 0,02 0,38* 0,38*
Acido linolénico - 0,70** - 0,66** - 0,69**
a-Tocoferol - 0,82** -0,78** -0,73**
B-Tocoferol -0,24 -0,63* - 0,54*
y-Tocoferol - 0,65** - 0,50* -0,57*
Tocoferoles totales -0,83** -0,78** - 0,69**
Escualeno 0,06 - 0,42~ -0,11
Fenoles totales - 0,63** - 0,54* -0,78**

Estudios realizados en las primeras semanas del desarrollo han demostrado la influencia
tanto de la expansiéon como de la divisién celular sobre el crecimiento del fruto del olivo (Rallo y
Rapoport 2001). Manrique et al. (1999) establecieron una pauta general de crecimiento del fruto
en el cv. Picual y la contribucion de la expansién celular y nimero de células al crecimiento del
mesocarpo con posterioridad a la octava semana de crecimiento, encontrando un incremento
en el tamafo celular superior al 60 % y cercano al 15 % en el nUmero de células. La Figura 15

muestra la evolucion del tamafio de las células en cortes transversales de la seccidon media del
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mesocarpo. En los cultivares Arbequina y Manzanilla, los patrones observados resultan
similares. Desde etapas tempranas del desarrollo, el &rea celular experimenta un incremento
sostenido hasta llegar a valores constantes comprendidos entre 4300 y 4500 ym?, a los 150 -
160 DDPF (2800 - 2900 °Cd). En el cv. Arauco, la expansion del tamafio de las células abarca
un periodo mas dilatado llegando a valores préximos a 5500 pm? en frutos cosechados luego de
200 DDPF (3492 °Cd). Estos resultados coinciden parcialmente con datos obtenidos por
Hammani et al. (2011) quienes han registrado valores de area celular que varian entre 4500 y
5000 pym? en cultivares cuyos frutos difieren ampliamente en el tamafio, cosechados a las 32
semanas posteriores a la plena floracion. Estos autores sostienen que independientemente de
las dimensiones del fruto, el area celular presenta escasas variaciones entre cultivares, siendo
las diferencias de tamafo debidas principalmente al nimero de células. En relaciéon a la
dinamica que sigue el aumento del tamafio celular, los mismos autores observan una marcada
aceleracion entre las 8 y las 20 - 24 semanas después de plena floracién (equivalentes a 56 y
140 - 168 DDPF, respectivamente). Esto coincide con los datos obtenidos en los tres cultivares

analizados en esta tesis, en los cuales el incremento es mayor entre los 50 y 150 DDPF-.

Los datos obtenidos en el presente trabajo muestran una correlacion positiva entre el
area promedio de las células del mesocarpo y el peso de los frutos (Arbequina, r = 0,69;
Manzanilla r = 0,53; Arauco, r = 0,79) y entre dicha area y las dimensiones de los frutos
(diametro longitudinal y transversal) (Arbequina, r = 0,63; Manzanilla, r = 0,55; Arauco, r = 0,69).
Estos datos sugieren también un papel significativo de la expansion celular en la evolucién del
tamafo de los frutos. En este sentido, Rallo y Rapoport (2001) han observado que si bien el
crecimiento inicial del fruto es determinado principalmente por la divisién celular, a partir de las
seis semanas posteriores a la plena floracion el aumento de tamafio del fruto se debe

exclusivamente al aumento de las dimensiones de las células del mesocarpo.
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Figura 14: Evolucion del indice de madurez de los frutos en funcion de dias posteriores a la fase
fenoldgica de plena floracion (DDPF), en tres variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA
San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12).
En cada CC se utilizaron 5 arboles y las mediciones se realizaron en 100 frutos/arbol.
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Figura 15: Evolucién del tamafio de células (um?) en la seccion media del mesocarpo de los
frutos en funcién de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracién (DDPF), en tres
variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio
de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles y las
mediciones se realizaron en 10 frutos/arbol.
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En la Figura 16 se presenta la evolucion de la acumulacién de aceite a través de la
formacion de oleosomas, mediante la observacion al microscopio 6ptico de cortes transversales
del mesocarpo. La sucesiéon temporal y duracion de los eventos que se detallan ocurrieron de
manera similar en los tres cultivares, observandose diferencias so6lo en el tamafio final de los

glébulos de aceite (Figs. 16 y 17).

La acumulacion de aceite se observa a partir de fases muy tempranas: en drupas
cosechadas a los 33 DDPF (carga térmica acumulada de 530 °Cd), la biogénesis del aceite se
evidencia por la aparicion de uno o dos pequefios oleosomas por célula (Fig. 16 a). En drupas
jovenes (hasta aprox. 50 DDPF), la formacion de oleosomas se visualiza principalmente en
células del exocarpo (tejido subyacente a la epidermis). Este hecho sugiere que en estadios
tempranos del crecimiento del fruto, este tejido muestra mayor actividad que el mesocarpo en la
biogénesis del aceite. Estas observaciones se sustentan, a su vez, en estudios realizados por
Salas et al. (2000) quienes han observado que las células del exocarpo son capaces de
sintetizar diferentes glicerolipidos mediante la fijacion del CO, atmosférico en sus propios
cloroplastos. La formacién de pequefios oleosomas ocurre continuamente durante el
crecimiento del fruto y su fusion origina glébulos de mayor tamafio (Figs. 16 b-d). Se ha
sugerido que la ausencia de oleosinas en el mesocarpo del fruto del olivo (Murphy, 1993; Ross
et al., 1993) favorece la coalescencia de la fase oleosa resultando a la madurez, en la
formacion de una gota de gran volumen rodeada a veces de cuerpos oleosos pequefios
(Rangel et al., 1997; Romano et al., 2004; Matteucci et al., 2011). A medida que el diametro de
los glébulos se incrementa, el citoplasma circundante se torna mas delgado hasta que la
interfase que los separa desaparece, produciéndose la fusién por coalescencia (Fig. 16 d). A
partir de 150 DDPF (2880 °Cd) el aceite se acumula principalmente como una Unica gota casi

esférica, de hasta 45 uym de diametro, que ocupa gran parte del volumen de la célula (Fig. 16 e).

Los cultivares Arbequina y Manzanilla no presentan diferencias en las tasas de
incremento del tamafio de oleosomas, las cuales resultan significativamente menores a las del
cv. Arauco (Tabla 8). En los dos primeros cultivares, las células del mesocarpo de frutos de
mas de 150 DDPF presentan glébulos de aceite que alcanzan un didmetro comprendido entre
30 y 40 ym (Fig. 17). En los tres cultivares el area de los oleosomas presenta correlacion

positiva, altamente significativa, con la carga térmica acumulada (Tabla 9).
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Figura 16: Formacién de oleosomas en células del mesocarpo de frutos (cv. Arauco) en
distintos estadios de desarrollo. a) 33 DDPF, b) 65 DDPF: la formacion del aceite se visualiza
por la presencia de uno, a veces dos o tres pequefios oleosomas por célula. ¢) 80 DDPF, d) 96
DDPF: Formacién de glébulos de aceite por coalescencia y fusion de oleosomas. e) 156 DDPF:
detalle de una célula del mesocarpo con un Unico glébulo de aceite, de forma casi esférica y de
aproximadamente 45 pym de diametro.

(b)

Figura 17: Células del mesocarpo, conteniendo un unico glébulo de aceite, de frutos obtenidos
luego de 150 DDPF. a) cv. Arbequina, b) cv. Manzanilla.

(b)
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Contenido de aceite

La biogénesis del aceite en el fruto del olivo involucra un proceso de larga duracion. En
general se asume gque la dinamica de acumulacién sigue un patrén de tipo sigmoide, con un
periodo de sintesis intensa posterior a la fase de endurecimiento del endocarpo y una
contribucion de menor cuantia durante la maduraciéon (Conde et al., 2008). La mayor parte de la
informacién disponible a este respecto ha sido generada por estudios llevados a cabo en las
distintas regiones productoras de olivo del hemisferio norte, ubicadas casi exclusivamente en
los paises riberefios de la cuenca del mar Mediterraneo, donde la fenologia del cultivo es
diferente respecto de la observada en las principales zonas de produccién de Argentina
(Searles et al., 2011).

En los ultimos afios, investigaciones realizadas en la regiones NOA y Cuyo (Trentacoste
et al,, 2010, 2012; Rondanini et al., 2011, 2014; Garcia-Inza et al., 2014) han revelado una
amplia diversidad entre cultivares en sus patrones de comportamiento en lo que hace al

crecimiento de frutos y su relacién con el contenido y composicion de los aceites.

En el ambiente y bajo las condiciones de cultivo empleadas en el presente estudio, la
dinamica de acumulacién de aceite en los tres cultivares evaluados (Tabla 8), muestra que en
frutos obtenidos hasta los 110 DDPF (aproximadamente 2100 °Cd), la evolucion del contenido
de aceite (Fig. 18) no presenta diferencias estadisticamente significativas entre los cultivares.
En los primeros estadios de desarrollo, hasta los 60 — 70 DDPF (TTA entre 1138 - 1187 °Cd), se
registra una baja tasa de sintesis. La etapa de mayor acumulacion tiene lugar luego de la
finalizacién de la fase de endurecimiento del endocarpo, en el periodo comprendido entre 80 y
160 - 170 DDPF (1480 - 3100 °Cd). Posteriormente, la biogénesis de aceite se ralentiza y su
concentracion se estabiliza (no registra diferencias significativas) en valores comprendidos entre
48 - 51 g/100 g fruto SBS (cv. Arbequina) y entre 42 - 46 g/100 g fruto SBS (cv. Arauco). En el
cv. Manzanilla se logran valores entre 44 — 47 g/100 g fruto SBS, sin diferencias significativas a
partir de los 190 DDPF (3274 °Cd). Al contrastar estos datos con el estado de madurez de los
frutos (Fig.14), se observa que el contenido maximo de aceite se alcanza con IM comprendidos
entre 1y 2 (cultivares Arbequina y Arauco) y entre 2 y 3 (cv. Manzanilla). La correlacion entre la

concentracion de aceite y el TTA resulta positiva y altamente significativa (Tabla 9).
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Al analizar las tasas de acumulacién de aceite en funcion del TTA (% SBS/100 °Cd), se
obtienen valores de 1,6 (Manzanilla) y 1,8 (Arbequina y Arauco) sin diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 8). Vistos en su conjunto, estos valores estan
comprendidos dentro del rango (1 - 2 % SBS/100 °Cd) informado por Rondanini et al. (2014) en
diversos genotipos y ambientes de la provincia de La Rioja. En particular, la tasa observada en
los cultivares Arbequina y Arauco (1,8 % SBS/100 °Cd) resulta mas elevada que las tasas
maximas de acumulacién (promedio de dos ciclos de cultivo) registradas por estos autores (1,4
% SBS/100 °Cd, Arbequina; 1,65 % SBS/100 °Cd, Arauco). Por otra parte, la tasa obtenida en

el cv. Manzanilla (1,6 % SBS/100 °Cd) coincide con la registrada en frutos de "Manzanilla Fina”.

Rondanini et al. (2014) determinaron, asimismo, que la tasa tiene mayor importancia que
la duracién del periodo de acumulaciébn a los fines de explicar las diferencias en la
concentracion de aceite de los frutos de distintos genotipos. Por el contrario, Trentacoste et al.
(2012) han observado que las variaciones en el contenido maximo de aceite durante la
ontogenia del fruto se deben principalmente a la duracion del periodo de sintesis. Al considerar
éste ultimo en funcién del TTA a partir de DDPF hasta concentracion de aceite constante, se
observa que el cv. Manzanilla presenta un valor significativamente mayor (3274 °Cd) que
aquellos de los cultivares Arbequina (3072 °Cd) y Arauco (2885 °Cd). En su conjunto, estos
valores estan por encima del rango (2425 — 2866 °Cd) observado por Trentacoste et al. (2012)
en numerosas variedades de olivo cultivadas en la provincia de Mendoza, pero, por el contrario,
resultan inferiores a los encontrados por Rondanini et al. (2014) en la provincia de La Rioja. En
particular, estos Ultimos investigadores han informado periodos de acumulacion de aceite

superiores a 3500 °Cd en los cultivares Arauco y Arbequina.
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Figura 18: Dindmica de la acumulacién de aceite (g/100 fruto, segin base seca) en funcion de
dias posteriores a la fase fenologica de plena floracion (DDPF), en tres variedades de olivo
cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles.
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Composicidn de acidos grasos

Con el objetivo de analizar el aporte relativo de la semilla y la pulpa a la biogénesis del
aceite en drupas jovenes, se analiz6 la composiciébn de &cidos grasos en ambos tejidos
comparandola con la del fruto completo (Tabla 10). Los datos obtenidos no muestran
diferencias cualitativas entre los tejidos mencionados. Aunque existen algunas diferencias
cuantitativas entre cultivares, en general se observa que la composicion presente en la pulpa se
asemeja a la encontrada en el fruto completo. A los 50 DDPF (equivalentes a 820 - 870 °Cd) la
composicion de acidos grasos no registra variaciones estadisticamente significativas entre estas
dos matrices. No hay registros de antecedentes bibliograficos sobre composicion del aceite de
los distintos componentes del fruto en fases inmaduras. Un estudio realizado por Moghaddam
et al. (2012) en seis cultivares de olivo, con frutos de IM comprendidos entre 2 y 3, registra
escasas variaciones entre aceites obtenidos de pulpa y semilla. Los datos obtenidos en el
presente estudio muestran que antes del inicio del periodo de endurecimiento del endocarpo, la
composicion de acidos grasos del fruto refleja la observada en la pulpa. Este hecho indica una
contribucién mayoritaria de este ultimo tejido a la biogénesis del aceite desde fases tempranas

del desarrollo de los frutos.

Sobre la base de los resultados sefialados en el parrafo precedente, se llevé a cabo el
estudio de la evolucién de la composicién acidica de los aceites extraidos a partir de los frutos
completos. Esta determinacion responde también a la finalidad de comparar los resultados con
datos bibliograficos y emular las condiciones, en cuanto a materia prima se refiere, empleadas
en la industria oleicola. Las figuras 19 - 24 muestran la evolucion del contenido de los acidos

grasos (AG) principales de los aceites analizados.
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Tabla 10: Composicion de acidos grasos (% respecto del total de acidos grasos) de semilla, pulpa (mesocarpo + epicarpo) y fruto completo en
estadios tempranos del desarrollo de tres variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Las muestras de frutos fueron recolectadas
durante el ciclo de cultivo 2010/11.

Acidos grasos (%) 33 DDPF 50 DDPF

cv. Arauco Semilla Pulpa Fruto entero Semilla Pulpa Fruto entero
Palmitico 21,58+0,34  24,6°+0,45 25,8 + 0,39 19,2° + 0,19 16,82+ 0,24 17,62+ 0,22
Palmitoleico 0,57°+0,10  0,31*+0,07 0,43 + 0,09 2,87°+0,14  0,46%+0,08 0,512+ 0,09
Estedrico 7,78°+0,25  3,89+0,23 3,55%+ 0,16 474°+0,19  2,71%°+0,16 2,51%+0,16
Oleico 22,33+0,28 24,3°+0,31 28,1°+ 0,36 28,62+ 0,42 69,6 + 1,23 67,1° + 1,02
Linoleico 37,0°+0,77  23,82+0,58 23,28+ 0,54 39,2°+0,87 6,33"+0,21 7,35+ 0,37
Linolénico 10,82+0,51  23,1°+0,86 18,0° + 0,53 477°+0,27  3,32°+0,14 4,30%+ 0,22
cv. Manzanilla

Palmitico 26,3°+0,80 23,4%+3,06 22,7+ 2,41 21,5°+396  17,0°+1,24 18,22+ 3,34
Palmitoleico 2,95°+0,76  0,85°+0,08 1,09% + 0,29 2,3+ 0,02 0,71+ 0,10 0,60%+ 0,16
Estearico 8,39°+0,51  4,59°+2,18 3,09+ 0,26 591°+289  1,90°+0,10 2,43%+0,73
Oleico 479°+250  36,2°+2,30 34,32+ 1,30 29,52+2,8 69,7° +2,15 63,7+ 7,48
Linoleico 12,6°+2,90  24,9°+8,20 20,6° + 0,04 354°+6,15  6,95°+0,91 8,95% + 2,86
Linolénico 1,76°+0,06  9,52°+ 3,53 16,9°+ 0,49 462°+213  3,10°+0,10 5,39+ 2,83
cv. Arbequina

Palmitico 34,3°+150 21,7°+2,34 27,0° + 3,45 21,9°+398  17,5°+0,63 17,6%+ 0,35
Palmitoleico 454°+1,17  0,98°+0,21 0,97%+ 0,58 1,93°+0,18 0,68+ 0,07 0,80%+ 0,07
Estearico 12,4°+2,01  3,56°+1,02 4,58% + 2,26 562°+1,32  2,07°+0,14 1,86%+ 0,09
Oleico 23,3%+420 22,7°+2,53 33,9+ 6,36 28,9°+290  69,2°+0,05 68,5%+ 1,82
Linoleico 20,32 +3,60 22,2°+2,72 19,7%+ 1,62 345°+364  7,02°+0,15 7,56%+1,11
Linolénico 509°+125 28,0°+1,90 12,8" + 0,60 6,36°+1,30 2,96%°+0,48 3,02%+ 0,31

Referencias: DDPF, dias posteriores a la fase fenol6gica de plena floracion. Valores medios (n = 5) + desvio estandar. Para cada fecha (DDPF)
analizada los valores medios de cada acido graso seguidos de letras diferentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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El patr6n general de variaciébn de la concentracion de los AG saturados presenta
tendencias similares en los tres cultivares (Figs. 19 y 20). En etapas tempranas del desarrollo
de los frutos y hasta aproximadamente 60 — 70 DDPF (equivalentes a 1140 - 1190 °Cd) se
observa una disminucién rapida de sus concentraciones. En este periodo, el contenido de acido
palmitico se reduce desde valores comprendidos entre 27 — 30 % a concentraciones proximas
al 18 %. Posteriormente, su contenido no registra variaciones significativas (cultivares
Arbequina y Arauco) o disminuye gradualmente hasta valores cercanos al 12 % (cv.
Manzanilla). Para el &cido esteérico (Fig. 20) se observan reducciones que van de 3,8 a 2,3 %
(cv. Arauco, 60 — 70 DDPF), de 3,6 a 1,6 % (cv. Arbequina) y de 3,4 a 1,8 % (cv. Manzanilla);
en estos dos Ultimos casos el menor valor se alcanza aproximadamente a los 80 DDPF (aprox.
1500 °Cd). En el cv. Arbequina, en etapas posteriores del desarrollo y hasta las fases de
maduracion evaluadas, no se observan diferencias estadisticamente significativas en sus
concentraciones. Por el contrario, en los cultivares Arauco y Manzanilla, se registran aumentos
significativos que resultan en concentraciones proximas al 3 % (Arauco) y 2,5 % (Manzanilla) a
los 215 DDPF, con TTA entre 3500 y 3600 °Cd. Al relacionar el TTA con el contenido de cada
uno de los acidos grasos saturados, se obtienen correlaciones negativas, estadisticamente
significativas, para el acido palmitico en los tres cultivares, y para el 4cido estearico solo en el
cv. Arbequina (Tabla 9).

Al considerar las concentraciones de cada uno de los acidos saturados desde el inicio
de la madurez, se observa que las mismas se mantienen dentro de los rangos establecidos por
el COI (7,5 — 20 % para el acido palmitico, 0,5 — 5 % para el 4cido esteérico) para aceites de

oliva extra virgen.

En general, las tendencias mencionadas anteriormente difieren parcialmente de aquellas
descriptas para cultivares como Chétoui, Chemlali, Gordal sevillana (Baccouri et al., 2008; Menz
y Vriesekoop, 2010), en los cuales los niveles de los dos acidos saturados disminuyen durante
la maduracién de los frutos. Gomez-Gonzélez et al. (2011) han observado asimismo que, en los
cultivares Arbequina y Manzanilla, la suma de las concentraciones de ambos acidos saturados
muestra una tendencia decreciente durante la maduracion. Por su parte, Rondanini et al. (2014)

detectaron un leve aumento (del 15 al 20 %) en el contenido de acido palmitico del aceite de los
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cultivares Arbequina y Arauco; el mismo tuvo lugar a partir de los 1000 °Cd y hasta los 3500

°Cd, momento a partir del cual se mantuvo constante.

En relacion a la evolucién del contenido de acido palmitoleico (Fig. 21), el cual se forma
a expensas del &cido palmitico, en los cultivares Arauco y Arbequina se presentan tendencias
crecientes, practicamente lineales, hasta los 200 DDPF. En el cv. Manzanilla se observa un
patrén erratil con variaciones que oscilan entre 0,9 y 1,4 %. En todos los casos, la
concentracion de acido palmitico se correlaciona significativamente, en forma positiva, con la
carga térmica acumulada, alcanzandose los maximos valores (2,3 %, Arbequina; 1,7 %, Arauco;
1,4 %, Manzanilla) con TTA comprendidos entre 3400 y 3500 °Cd.

La dinamica de acumulacién del acido oleico (Fig. 22) se ajusta satisfactoriamente a un
modelo de regresion bi-lineal con dos fases netamente definidas (Tabla 11). Cuando la
concentracion se analiza en funcion del TTA, se registran elevadas tasas de incremento (5,9 —
6,4 %/100 °Cd), sin diferencias significativas entre cultivares, resultando en porcentajes
cercanos al 70 % antes del inicio del inicio del periodo de maduracion de los frutos,
aproximadamente a los 80 — 85 DDPF (Tabla 12). En los tres cultivares, la méaxima
concentracion se alcanza con valores muy similares de carga térmica acumulada (1453 °Cd,
Arbequina; 1470 °Cd, Arauco; 1502 °Cd, Manzanilla). En consecuencia, tomando en
consideracién los datos de esta primer fase de incremento, la evolucién del contenido de acido
oleico fueron similares entre cultivares. Posteriormente, se observan dos tendencias disimiles:
mientras en el cv. Manzanilla la concentracién se mantiene practicamente constante (entre 70 -
72 %), en los cultivares Arbequina y Arauco disminuye gradualmente y se estabiliza en valores
préximos al 60 % luego de 185 DDPF (3200 °Cd). Analizada en su conjunto, la evolucion del
contenido de &cido oleico en cada uno de los cultivares se correlaciona positivamente con el

TTA, aunque la correlacion solo es significativa en los cultivares Arauco y Manzanilla (Tabla 9).

En general, los resultados mencionados en el parrafo anterior coinciden con datos
obtenidos por Rondanini et al. (2014) en diversas variedades de olivo cultivadas en la provincia
de La Rioja. Estos investigadores observaron que durante el desarrollo del fruto el &cido oleico
alcanza valores similares, cercanos al 70 %, en el aceite de todas las variedades evaluadas.

Sin embargo, su contenido se reduce marcadamente en los cultivares Arbequina y Arauco,
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hasta valores por debajo del 50 %. Cuando estos cambios fueron modelados en funcién del
tiempo térmico acumulado, las tasas de disminucion obtenidas fueron -0,86 %/100 °Cd (Arauco)
y -0,67 %/100 °Cd (Arbequina). Estos valores absolutos son superiores a los encontrados en el
presente trabajo (-0,50 %/100 °Cd, Arauco; -0,60 %/100 °Cd, Arbequina; sin diferencias

significativas entre si) (Tabla 12).

Entre los 60 - 70 DDPF y hasta el final del periodo de muestreo evaluado, las
concentraciones de Aacido oleico en los tres cultivares se mantienen dentro del rango

establecido por el COI (55 - 83 %) para aceites de oliva extra virgen.

Beltran et al. (2008) y Hernandez et al. (2009) han observado que durante la primer fase
del crecimiento (antes del endurecimiento del endocarpo) los frutos jovenes se comportan como
organos fotosintéticos, teniendo la capacidad de metabolizar foto-asimilados fijados tanto en
hojas como en cloroplastos de los propios frutos (Salas et al., 2000). Se ha sugerido que dicha
actividad se produce principalmente en el tejido subyacente a la epidermis, el cual es mas
activo que el mesocarpo en la sintesis de acidos grasos poli-insaturados (Hernandez et al.,
2009). En drupas muy jovenes (30 - 35 DDPF, 515 - 565 °Cd), las proporciones de los dos
acidos poli-insaturados es relativamente alta (20 — 22 % para acido linoleico, 14 — 17 % para
acido linolénico, Figs. 23 y 24, respectivamente). A continuacidon, experimentan una disminucion
rapida y abrupta hasta llegar a valores entre 6 — 8 % (acido linoleico) y entre 1,2 — 1,5 % (acido
linolénico), aproximadamente a los 80 DDPF. Posteriormente, la concentracion del acido
linoleico se incrementa de manera casi lineal, aunque con tasas de acumulacién que difieren
sinificativamente entre los cultivares. De esta manera, la evolucion que experimenta el
contenido de este 4cido graso sigue una curva en forma de V con minimos que coinciden con la
finalizacién de la fase de endurecimiento del endocarpo. En el caso del acido linolénico, en el
lapso comprendido entre 80 y 130 DDPF, tiene lugar una disminucion leve pero
estadisticamente significativa. Posteriormente, las concentraciones se mantienen estables con
valores por debajo del 1 %. La correlacion entre el contenido de acido linoleico y el TTA resulta
positiva y estadisticamente significativa en los cultivares Arbequina y Manzanilla. En el caso del
acido linolénico se obtiene una correlacion negativa, altamente significativa, en los tres

cultivares (Tabla 9).
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Al modelar la dindmica de los cambios en el contenido de ambos acidos grasos poli-
insaturados en funcion del TTA, el mejor ajuste se logra utilizando regresiones bi-lineales (R? =
0,74 para el 4cido linoleico, R = 0,77 para el 4cido linolénico) (Tablas 11 y 12). En el primer
caso, la tasa de disminucién registra valores entre -2,10 y -2,30 %/100 °Cd), sin diferencias
estadisticamente significativas entre cultivares. Por el contrario, la tasa de incremento es
significativamente mayor en los cultivares Arbequina y Arauco (0,40 — 0,50 %/100 °Cd) con
respecto a la observada en el cv. Manzanilla (0,10 %/100 °Cd). En consecuencia, la evoluciéon
de los cambios en la concentracion del acido linoleico es afectada fundamentalmente por su
tasa de acumulacién a partir de la fase fenoldgica posterior al endurecimeinto del endocarpo.
Este comportamiento, a su vez, es dependiente de la tasa de conversién de oleato en linoleato,
si se asume gue la misma corresponde a la tasa de disminucién del acido oleico (segunda fase

de la curva, Tabla 11), la cual muestra un valor significativamente menor en el cv. Manzanilla.

Por otra parte, para el acido linolénico, en cada una de las fases del modelo se obtienen

tasas de cambio que no difieren significativamente entre cultivares.

La tendencia opuesta entre las concentraciones de los acidos oleico y linoleico, esta
ampliamente documentada en lipidos de reserva de semillas (Maestri et al., 1998; Martinez y
Maestri, 2008; Werteker et al., 2010), también se observa claramente en el fruto del olivo (De la
Rosa et al.,, 2013; Rondanini et al., 2014). Al considerar los datos en cada uno de los tres
cultivares analizados, la evolucién de las concentraciones de ambos 4cidos grasos se ajusta a
regresiones lineales con valores de R® comprendidos entre 0,69 y 0,78 (Fig. 25). Cuando se
relacionan las concentraciones obtenidas en cada uno de los cultivares, se obtienen
coeficientes de correlacién negativos, altamente significativos (p < 0,01), comprendidos entre -
0,85y -0,89.

La relacion entre la concentracibn de acidos grasos monoinsaturados (AGMI) vy
poliinsaturados (AGPI) se presenta en la Figura 26. En los cultivares Arbequina y Arauco se
presenta un patron en forma de V invertida con un maximo cercano a los 80 DDPF. En el cv.
Manzanilla, al cabo de este tiempo contina un periodo breve de menor incremento, seguido de
una reduccidbn mas o menos gradual conforme avanza la madurez. La evolucion de esta

relacién en funcién de la maduracion ha sido analizada recientemente por Dag et al. (2014) en
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los cultivares Barnea, Coratina y Picual. Estos autores informan una reduccién significativa de la
relacion AGMI/AGPI en frutos cuyo IM estd comprendido entre 1 y 5. Es importante mencionar
gue un mayor contenido de AGPI puede resultar en aceites con menor estabilidad oxidativa
(Gutierrez et al., 1999; Tura et al., 2007) aunque esta caracteristica depende también de la

concentracion de compuestos con capacidad antioxidante presentes en el fruto.

Figura 19: Evolucién del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
palmitico en funcién de dias posteriores a la fase fenolégica de plena floracion (DDPF), en tres
variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio
de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por
cultivar. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COI para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (7,5 — 20 %).
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Figura 20: Evolucion del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
esteérico en funcidén de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracién (DDPF), en tres
variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio
de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por
cultivar. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COI para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (0,5 — 5 %).
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Figura 21: Evolucion del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
palmitoleico en funcién de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracion (DDPF), en
tres variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el
promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles
por cultivar. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COIl para
este &cido graso en aceites de oliva extra virgenes (0,3 - 3,5 %).
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Figura 22: Evolucién del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
oleico en funcién de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracion (DDPF), en tres
variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio
de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por
cultivar. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COIl para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (55 — 83 %).
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Tabla 11: Andlisis de regresién no lineal a dos tramos para algunos componentes quimicos del
aceite en los cultivares Arbequina, Arauco y Manzanilla cultivados en la EEA-INTA San Juan, en
funcion los dias después de plena floracion (DDPF). Los andlisis fueron realizados a partir de
datos recogidos durante dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se
utilizaron 5 arboles por cultivar. Ecuaciones de regresion:“y=a + B:x (cuando x <y); y=a + 3, *

(x-y) (cuando x = y), siendo: “y” la variable dependiente, a la constante que indica el valor

7}

esperado de “y” cuando “x™=0, “B;" es la pendiente en el primer tramo de la curva de

acumulacién, “B,” es la pendiente en el segundo tramo de la curva, “y” es el valor en DDPF del

LA

momento de quiebre o “break point”, “x” es la variable independiente o regresora (DDPF).

Parametro Cultivar a B1 Y B2 Valor en
("Break point") el "Break
, point”(x = y)
Acido
Palmitico Arbequina 51,7 -0,66 52,26 8,40E-03 17,55
(%) Arauco 48,2 -0,55 55,32 9,19E-03 17,64
Manzanilla 44,4 -0,47 56,00 -2,97E-02 18,25
Acido
Palmitoleico  Arbequina 0,71 2,62E-03 95,00 1,18E-02 0,96
(%) Arauco 0,61 7,74E-04 78,00 7,72E-03 0,67
Acido
Esteérico Arbequina 6,71  -9,14E-02 53,92 -2,16E-03 1,78
(%) Arauco 6,39 -7,18E-02 55,90 2,92E-03 2,38
Manzanilla 531  -5,31E-02 68,03 4,21E-03 1,70
Acido Oleico  Arbequina  -41,2 2,11 53,36 -8,40E-02 71,19
(%) Arauco -16,5 1,32 66,68 -7,72E-02 71,38
] Manzanilla  -10,5 1,20 69,54 -1,92E-03 72,63
Acido
Linoleico Arbequina 48,2 -0,78 53,64 7,85E-02 6,37
(%) Arauco 36,3 -0,44 70,33 6,87E-02 5,48
] Manzanilla 35,6 -0,42 73,83 3,26E-02 4,67
Acido
Linolénico Arbequina 334 -0,58 54,15 -1,08E-02 1,87
(%) Arauco 30,6 -0,41 69,94 -8,07E-03 1,67
Manzanilla 30,2 -0,40 71,59 -4,23E-03 1,29
Tocoferoles
Totales Arbequina 11417,0 -146,9 69,03 -7,35E+00 1272,63
(mg/kQg) Arauco 5916,3 -55,2 84,70 -6,77E+00 1233,35
Manzanilla 8268,1 -93,0 79,34 -5,01E+00 883,89
Escualeno Arbequina  3896,9 -11,4 138,00 -1,78E+01 2312,68
(mg/kQg) Arauco -7373,6 221,4 91,80 -4,74E+01 12952,03
Manzanilla -8719,6 197,1 79,48 -2,23E+01 6949,08
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Tabla 12: Aplicacién de modelo mixto de medidas repetidas en el tiempo para cada uno de los
tramos de la curva para algunos componentes quimicos del aceite en los cultivares Arbequina,
Arauco y Manzanilla cultivados en la EEA-INTA San Juan, en funcion del tiempo térmico
acumulado (°Cd) a partir de la plena floracion (DDPF). Los andlisis fueron realizados a partir de
datos recogidos durante dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre cultivares.

Parametro Cultivar Tasade cambio R? Tasadecambio R?
(Primer tramo) (Segundo tramo)

Acido Palmitico Arbequina -3,75" 0,91 -0,02° 0,40
(%/100 °Cd) Arauco -2,82% 0,91 -0,01° 0,40
Manzanilla -2,85% 0,91 -0,20% 0,40

Acido Palmitoleico  Arbequina 0,01° 0,50 0,09° 0,73
(%/100 °Cd) Arauco 0,01° 0,50 0,05° 0,73
Acido Esteérico Arbequina -0,28" 0,74 -0,009° 0,60
(%/100 °Cd) Arauco -0,25% 0,74 0,01% 0,60
Manzanilla -0,252 0,74 0,03% 0,60

Acido Oleico Arbequina 6,422 0,78 -0,60° 0,80
(%/100 °Cd) Arauco 6,312 0,78 -0,50° 0,80
Manzanilla 5,912 0,78 0,00001? 0,80
Acido Linoleico Arbequina -2,32% 0,74 0,53% 0,77
(%/100 °Cd) Arauco -2,31°% 0,74 0,422 0,77
Manzanilla -2,192 0,74 0,12° 0,77
Acido Linolénico  Arbequina -1,69% 0,77 -0,04% 0,60
(%/100 °Cd) Arauco -1,99% 0,77 -0,042 0,60
Manzanilla -1,90% 0,77 -0,03° 0,60
Tocoferoles Totales  Arbequina -687° 0,80 -46° 0,82
(mg/kg/100 °Cd) Arauco -418° 0,80 -48°% 0,82
Manzanilla -2012 0,80 -32° 0,82
Escualeno Arbequina 97°¢ 0,86 -90% 0,94
(mg/kg/100 °Cd) Arauco 879°% 0,86 -256° 0,94
Manzanilla 359° 0,86 -175° 0,94
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Figura 23: Evolucién del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
linoleico en funcién de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracion (DDPF), en tres
variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio
de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por
cultivar. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COIl para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (3,5 — 21 %).
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Figura 24: Evolucion del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
linolénico en funcién de dias posteriores a la fase fenolégica de plena floracion (DDPF), en tres
variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio
de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por
cultivar. La linea horizontal oscura marca el limite establecido por el COI para este acido graso
en aceites de oliva extra virgenes (£ 1 %).
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Figura 25: Analisis de regresién lineal entre las concentraciones (% respecto del total de acidos
grasos del aceite) de los acidos oleico y linoleico en tres variedades de olivo cultivadas en la
EEA — INTA San Juan (p < 0,05). Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo
(CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Figura 26: Evolucién de la relacién entre la concentracion de acidos grasos monoinsaturados
(AGMI) y poliinsaturados (AGPI), en funcién de dias posteriores a la fase fenolégica de plena
floracion (DDPF) en tres variedades de olivo cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos
representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se
utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Dindmica de los cambios en la composicion de glicéridos

Con el objetivo de obtener mayor informacion sobre el patron de sintesis y composicion
del aceite durante la ontogenia del fruto y realizar inferencias acerca de la selectividad de las
enzimas (aciltransferasas) que participan, se analizdo la dinamica de los cambios en la
composicion de acidos grasos de los glicéridos parciales y triglicéridos en el cv Arauco. Para
evitar el posible efecto de la actividad de desaturasas y lipasas presentes en la semilla del olivo
(Hernandez et al., 2005; Panzanaro et al., 2010) el estudio se llevé a cabo con aceites extraidos

a partir muestras de la pulpa (mesocarpo + epicarpo).

De acuerdo a Salas et al. (2000), la sintesis de glicéridos, que culmina con la
acumulacién de oleosomas en las células del mesocarpo, ocurre a través de una serie de
cuatro reacciones principales. En la primera de ellas, la acilacion del glicerol-3-fosfato da lugar a
la formacion del acido lisofosfatidico correspondiente. Esta reaccion es mediada por la enzima
glicerol-3-fosfato aciltransferasa (G3PAT). Los datos analiticos obtenidos luego del
fraccionamiento de las muestras de aceite provenientes de los primeros estadios de desarrollo
de los frutos, muestran que la fraccion de lisofosfatidato se encuentra marcadamente
enriquecida en acido palmitico (Tabla 13). Esta caracteristica se mantiene en las drupas
cosechadas aproximadamente hasta los 50 DDPF (TTA 836 °Cd). Posteriormente, la
composicion de esta fraccion refleja un aumento progresivo del contenido de acido oleico, el
cual sobrepasa al del acido palmitico antes del comienzo de la fase de endurecimiento del
endocarpo, aproximadamente 80 DDPF (1470 °Cd). La enzima G3PAT ha sido aislada y
purificada a partir de células del mesocarpo de algunos frutos con alto contenido de aceite
(palma, palta) (Eccleston y Harwood, 1995; Chen et al., 2011). El estudio de su actividad ha
puesto en evidencia que, si bien es activa frente a una variedad de acidos grasos, muestra
preferencia por palmitato, aunque también puede aceptar oleato, especialmente si éste esta
presente en concentraciones elevadas (Salas et al., 2000; Conde et al.,, 2008). Aunque no
existen estudios detallados de la especificidad de la enzima G3PAT presente en células del
mesocarpo del fruto del olivo, el analisis estereoespecifico de sus glicéridos ha revelado que la
posicion sn-1 (el sitio de actividad de G3PAT) se encuentra esterificado mayoritariamente por
estos dos acidos grasos (Sakohui et al., 2011% Ollivier et al., 2014).
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El analisis de la composicién de acidos grasos totales muestra que hasta el inicio de la
fase de endurecimiento del endocarpo, la dindmica de acumulacién de los &cidos palmitico y
oleico presentan tendencias opuestas (Fig. 27). La concentracion del primero registra valores
préximos al 30 % en drupas obtenidas a los 33 DDPF y disminuye significativamente hasta
valores por debajo del 20 % a los 80 DDPF. En este mismo periodo, el contenido de acido
oleico se incrementa casi linealmente hasta alcanzar su maxima concentracion (70 %). Si bien
las concentraciones iniciales (medidas a los 33 DDPF) de estos acidos grasos en el aceite total
resultan muy similares, la predominancia de acido palmitico en la fraccién de lisofosfatidato
constituye una evidencia a favor de la hipétesis que sostiene una mayor selectividad de la
enzima G3PAT por el palmitato antes que por el oleato. Sin embargo, a partir de los 80 DDPF,
la composicion de esta fraccibn muestra predominio de &cido oleico. Este resultado es
concordante con estudios realizados en diversas especies donde se ha observado que G3PAT
puede incorporar acido oleico cuando el mismo alcanza una proporcion elevada en el “pool” de

acidos grasos presentes (Harwood, 1998).

Las reacciones que conducen a la formacion de diglicéridos involucran la actividad, en
forma sucesiva, de las enzimas lisofosfatidato aciltransferasa (LPAAT) y fosfatidato
fosfohidrolasa. Mientras la primera de ellas cataliza la incorporaciéon de un nuevo grupo acilo a
la posicion sn-2 del lisofosfatidato, la segunda escinde el enlace éster fosférico dando lugar a la
liberacion del correspondiente diacilglicérido. Debido a la especificidad con respecto al acido
graso que incorpora, LPAAT podria tener un papel determinante en la composicion del aceite.
En la mayor parte de las especies vegetales estudiadas, los estudios cinéticos realizados
demuestran que LPAAT presenta una fuerte especificidad por oleil-CoA y es practicamente
inactiva frente a acil-CoAs de acidos grasos saturados. No hay antecedentes de estudios sobre
la actividad de esta enzima en el fruto del olivo. En el presente trabajo se observa que el acido
oleico predomina marcadamente en la composicion de la fraccion de diglicéridos (Tabla 13) a lo
largo de todo el periodo de crecimiento y desarrollo de los frutos. Otros estudios que aportan
datos sobre la estereoquimica de los glicéridos del aceite de oliva (Aranda et al., 2004; Galeano
Diaz et al., 2005; Sakoubhi et al., 2011% Ollivier et al., 2014) dan cuenta de la elevada proporcién
de &cido oleico en la posicibn sn-2 de los mismos. Estas evidencias sugieren que LPAAT

presente en el mesocarpo del fruto del olivo tendria un comportamiento similar al observado en
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semillas de varias especies oleaginosas, entre ellas la colza, el cartamo y el ricino (Ichihara et

al., 1987; Cao et al., 1990), donde esta enzima es altamente selectiva por oleil-CoA.

La ultima fase en la biosintesis de triglicéridos, es decir, el acoplamiento de una unidad
de diacilglicerol con una de acil-CoA, es catalizada por la enzima diacilglicerol aciltransferasa
(DAGAT). En semillas, esta enzima parece mostrar una baja especificidad con respecto al acido
graso que esterifica (Snyder et al., 2009). De acuerdo a Lung y Weselake (2006) la selectividad
de DAGAT depende en gran medida de la concentracién y composicién del “pool” de acidos
grasos presentes en la célula, por lo cual su especificidad podria variar entre las distintas
especies. Asi, se ha observado que en semillas de soja y maiz el linoleato es el sustrato
preferido, mientras que en mani y en ricino la enzima es mas activa frente a palmitato (Cao y
Huang, 1986). En semillas de cartamo, en cambio, DAGAT no muestra selectividad en la
incorporacién de acidos grasos saturados e insaturados (Ichihara et al., 1988). Por ultimo, en
fracciones microsomales de células del mesocarpo del fruto de la palma el orden de

especificidad de la enzima es oleato > palmitato > miristato > estearato (Oo y Chew, 1992).

Aunque el andlisis realizado no permite conocer especificamente el o los AG que se
incorporan en la dltima fase de la biosintesis de los glicéridos, se observa que: a) el &cido oleico
predomina marcadamente en la fraccion de triglicéridos en todos los estadios de desarrollo y
maduracion evaluados, b) a partir de los 110 DDPF esta fraccién experimenta un incremento en
las proporciones relativas de los acidos palmitico y linoleico, ¢) a los 170 DDPF la composicion
de triglicéridos refleja aproximadamente la composicién del aceite total. Estos resultados se
corresponden con estudios realizados por Sakouhi et al. (2011%) y Ollivier et al. (2014) en
numerosos cultivares de olivo, donde se ha encontrado que la posicion sn-3 de los triglicéridos

esta esterificada mayormente por oleato y, en menor proporcién, por palmitato y linoleato.

Si bien los datos de composicion de los glicéridos parciales permiten inferir cierta
selectividad en la secuencia de acilacion, ésta parece estar influenciada por la abundancia
relativa de los sustratos (los grupos acilo de los diferentes AG) presentes en las distintas fases
de la biogénesis del aceite. Esta hipbtesis es soportada por resultados obtenidos en
experimentos realizados in vitro (cultivos de tejidos de mesocarpo de olivo y palma) donde se

ha observado que la sintesis de glicéridos y su composicion dependen del balance entre la
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formacion de acidos grasos (sintesis de novo) y su posterior incorporacion al glicerol-3-fosfato

segun la secuencia ya descripta (“Kennedy pathway”) (Ramli et al., 2002).

Figura 27: Evolucion del contenido de los acidos grasos mayoritarios (palmitico, 16:0; oleico,
18:1; linoleico, 18:2) del aceite de frutos del cv. Arauco en funcion de dias posteriores a la fase
fenolégica de plena floracion (DDPF), cultivado en EEA — INTA San Juan. Los datos

representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se
utilizaron 5 arboles.
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Tabla 13: Variacion de la composicion de acidos grasos (% respecto del total de cada fraccién)
de las fracciones de acilglicéridos en el aceite del cv. Arauco obtenido a partir del mesocarpo de
frutos en distintos estadios de desarrollo. Las muestras de frutos fueron recolectadas en la EEA

— INTA San Juan durante el ciclo de cultivo 2013/14.

DDPF Acidos grasos
(TTA) Fraccion C16:0 Cl6:1 C18:.0 Cl18:1 C18:2 C18:3
33 1 69,9+16,4 Tr 1,75+150 21,7+188 521+721 1,43+1,18
(534) 2 102+1,15 Tr 0,60+0,01 895+101 0,13+0,02 0,55+0,01
3 5,32+050 Tr 0,30+0,010 839+152 10,6+1,04 0,30+0,01
50 1 79,1+55 Tr 0,90+062 16,9+3,71 2,70+1,73 0,40+0,19
(836) 2 10,6 +0,39 Tr 0,60+0,01 89,2+280 0,15+0,07 0,60 +0,05
3 15.0+6.12 Tr 2,08+1,25 75,3+11,0 4,59+0,78 4,02+3,55
65 1 57,4+289 Tr 0,13+0,04 42,3+291 0,17+0,02 0,60 +0,07
(1155) 2 10,4+0,30 Tr 0,14 +0,02 88,9+4,40 0,22+0,20 0,17 +0,10
3 16,3+4,32 Tr 2,00+120 739+790 5,15+1,11 1,68+0,64
80 1 37,3+19,6 Tr 7,47 +1,12 46,5+4,06 8,30%322 0,47 +0,71
(1470) 2 10,0+0,26  Tr 0,15+0,11 89,3+058 0,23+0,20 0,19+0,11
3 16.3+577 Tr 322+1,48 725+128 6,26+2,14 0,69 +0,44
96 1 18,1+2,05 Tr 755+092 67,6+421 533+1,13 1,34+0,22
(1803) 2 14,1+341 Tr 579+1,02 70,1+325 6,07+080 3,93+1,15
3 17,9+0,64 Tr 443+093 70,1+460 592+1,72 0,41+0,16
111 1 20,3+1,04 Tr 9,05+0,68 645+576 4,23+0,83 1,92+0,23
(2110) 2 153+1,49 Tr 8,12+349 715+038 3,14+063 1,98+0,59
3 22,0+383 0,91+020 5,20+2,73 64,0+7,09 555+1,72 3,19+0,91
127 1 ND
(2397) 2 1,50+023 Tr 0,15+0,08 98,1+042 0,23+0,1 0,06 +0,02
3 21,4+1,71 1,01+0,01 4,78+2,14 644+660 7,59+321 1,53+0,96
142 1 ND
(2670) 2 1,29+0,06 Tr 0,09+0,05 98,4+0,19 0,14+0,07 0,04 +£0,02
3 21,3+3,17 150+0,77 3,69+0,38 63,0+3,44 9,07+1,27 1,41+0,42
156 1 ND
(2884) 2 ND
3 21,9+184 0,97+036 2,79+2,16 61,7+1,95 11,7+1,11 1,09+0,41
170 1 ND
(3089) 2 ND
3 209+257 1,39+0,28 2,03+x049 61,3+1,12 13,0+1,84 1,06+0,32
186 1 ND
(3243) 2 ND
3 20,4+279 1,28+0,88 2,44+144 620+186 13,2+1,04 0,76+0,38

Referencias: DDPF, dias posteriores a la fase fenolégica de plena floracién; TTA, tiempo
térmico acumulado (°Cd). Fraccion: 1, lisofosfatidato; 2, diacilglicerol; 3, triacilglicerol. Acidos
grasos: C16:0, palmitato; C16:1, palmitoleato; C18:0, estearato; C18:1: oleato; C18:2, linoleato;
C18:3, linolenato. Valores medios (n = 5) + desvio estandar. Tr: traza (< 0.1 %); ND: no
detectado.
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Componentes menores de frutos y aceites
Fraccion fendlica

Numerosos estudios han demostrado que la concentracion y composicién de sustancias
fendlicas del fruto del olivo son muy variadas y dependen de multiples factores, destacando el
genotipo y factores agrondmicos como el estado de maduracion de la oliva y las condiciones
agroclimaticas de la zona de produccién, especialmente el régimen hidrico (Tovar et al., 2003;
Vinha et al., 2005; Tura et al., 2007; Uceda et al., 2008; Torres et al., 2009; Caruso et al., 2014;
Pierantozzi et al., 2014). En relacion al genotipo y a las concentraciones halladas en los aceites,
Uceda et al. (2008) informan variaciones cuantitativas muy marcadas (desde 100 hasta 1200
mg/kg aceite). Se debe notar, sin embargo, que dichas variaciones muchas veces se deben a
las condiciones empleadas para la obtencion del aceite (Salvador et al., 1998; Torres y Maestri,
2006), por lo que el contenido de fenoles en el mismo no siempre se correlaciona con la

concentracion presente en el fruto.

Por otra parte, el estudio de los cambios que experimenta la fraccion fendlica durante la
ontogenia del fruto se ha focalizado, en la gran mayoria de los casos, durante la fase de
maduracion (Gutierrez et al. 1999; Caponio et al., 2001; Briante et al., 2002; Bonoli et al. 2004;
Bouaziz et al., 2004; Morell6 et al., 2004; Rotondi et al., 2004; Beltran et al., 2005; Baccouri et
al., 2008; Damak et al., 2008; Gomez-Rico et al., 2008; Jimenez et al. 2013), observandose
que, en general, a poco de iniciada la misma, se produce un descenso mas o0 menos marcado
del contenido total de sustancias fendlicas. Un estudio realizado por Ortega-Garcia y Peragén
(2009) con frutos de los cultivares Picual, Arbequina, Verdial y Frantoio sugiere que la relacion
entre la actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y polifenol oxidasa (PPO) es
una de las causas principales de la variacién en la concentracién de fenoles a lo largo de la
maduracion ya que, conforme avanza esta ultima, el nivel de actividad de PAL (enzima clave en
la biosintesis de fenilpropanoides) disminuye, a la vez que aumenta el nivel de actividad de
PPO, la cual interviene en la degradacion oxidativa de los compuestos fendlicos. Son muy
escasos los trabajos que evallan los cambios cuali y cuantitativos que puede experimentar la
fraccion fendlica en etapas tempranas del desarrollo de los frutos. Un estudio realizado por
Morell6 et al. (2005) a partir del cuajado de las drupas da cuenta de una correlacion positiva

entre la actividad de PAL y la concentracion de sustancias fendlicas.
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En el presente trabajo, el contenido inicial (medido a los 30 — 35 DDPF, 510 — 560 °Cd)
de compuestos fendlicos totales (CFT) es significativamente mas elevado en el cv. Arauco (111
mg/g fruto) con respecto a los cultivares Arbequina y Manzanilla (68 y 73 mg/g fruto, sin
diferencias significativas). En los tres cultivares la concentracion decrece marcadamente entre
los 30 — 50 DDPF. A continuacién, se observan dos tendencias diferentes (Fig. 28). En el cv.
Manzanilla ocurre una disminucién paulatina (con valor de pendiente = -0,17, R? = 0,57), en
forma lineal, hasta valores préximos a 25 mg/g fruto al final del periodo de muestreo evaluado.
Por el contrario, en los cultivares Arbequina y Arauco el CFT se incrementa significativamente
(entre 65 — 95 DDPF), y posteriormente decrece progresivamente a lo largo de la maduracién
(pendientes de -0,49, R? = 0,78, y -0,46, R? = 0,70, respectivamente). De este modo, en estos
dos cultivares, la dinamica de sintesis de sustancias fendlicas sigue curvas practicamente
paralelas, en las cuales se aprecian dos periodos de maxima acumulacion con concentraciones
proximas a 110 mg/g fruto (Arauco) y 70 — 75 mg/g fruto (Arbequina). En ambos casos los frutos
presentaban un IM de 0. En frutos del cv. Arbequina con IM superior a 1 Gémez-Rico et al.
(2008) han reportado contenidos de 4500 mg/kg de fruto fresco. Por su parte, Morell6 et al.
(2005) informan valores cercanos a 100 mg/g de materia seca en fases de crecimiento cercanas
al endurecimiento del carozo, que se reduce a 80 mg/g cuando el fruto aln es verde, y se
mantiene luego practicamente constante hasta que el mismo presenta coloracion negra. Por
otra parte, Ortega-Garcia y Peragon (2009), en este mismo cultivar, encuentran valores
sustancialmente menores a los reportados en el presente estudio y en la literatura
anteriormente citada (31,5 mg/g de materia seca a un IM de O y 16 mg/g a un IM de 1). En
todos los casos, la correlacion entre el CFT y el IM resulta negativa (Manzanilla, r = -0,61;

Arbequina, r = -0,57; Arauco, r = -0,61) y altamente significativa (p < 0,01).

En el cv. Arauco, los valores finales (51 mg/g fruto) duplican a los encontrados en
Arbequina y Manzanilla (alrededor de 25 mg/g fruto). Estos resultados podrian explicarse en
funcion del grado de madurez alcanzado por cada uno de los cultivares en el periodo fenolégico
comprendido entre 200 — 220 DDPF. Sin embargo, la relacion entre IM y CFT no es univoca. Si
se compara la CFT en fechas en que los cultivares presentan aproximadamente el mismo IM,
se observan variaciones significativas en aquel parametro. Asi por €j. los cultivares alcanzan un
IM cercano a 2,8 a los 185 DDPF (Arbequina), 205 DDPF (Manzanilla) y 215 DDPF (Arauco).
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En cada una de esas fechas la CFT registra un valor promedio significativamente mas elevado
en el cv. Arauco (51 mg/g fruto) en comparacion con el obtenido en Arbequina y Manzanilla
(promedio 27 mg/g fruto, sin diferencia significativa entre estos dos cultivares). En los tres

cultivares la CFT presenta correlacion negativa, altamente significativa, con el TTA (Tabla 9).

En cuanto a la composicion de la fraccion fendlica ha sido estudiada en numerosos
cultivares de olivo (Morello et al., 2004, 2005; Andjelkovic et al., 2008; Gomez-Rico et al., 2008;
Oliveras-L6épez et al., 2008; Ortega-Garcia y Peragon, 2009). Hasta el momento, no hay
registros de estudios realizados en el cv. Arauco. Los frutos de este cultivar contienen
diferentes clases de compuestos fendlicos (Tabla 14). Los mismos comprenden alcoholes
fendlicos (p-hidroxifeniletanol - p-HPEA - o tirosol, y 3,4-dihidroxifeniletanol - 3,4-DHPEA o
hidroxitirosol), lignanos (1-pinoresinol y 1-acetoxipinoresinol), verbascésido y compuestos
secoiridoides. Estos Ultimos son los componentes mas abundantes e incluyen a la oleuropeina
(un éster heterosidico del acido elendlico y el hidroxitirosol), y la forma dialdehidica del acido
decarboximetil-elendlico unida al 3,4-DHPEA o al p-HPEA (3,4-DHPEA-EDA y p-HPEA-EDA,
respectivamente). De los compuestos derivados del acido hidroxicinamico, el verbascosido (un

éster heterosidico del acido cafeico y el hidroxitirosol) es el Gnico presente.

A excepcion del 1l-acetoxipinoresinol, el resto de los compuestos analizados presentan
diferencias estadisticamente significativas entre los estadios de desarrollo evaluados. Al
considerar ambos ciclos, la concentraciéon promedio de alcoholes fendlicos varia entre 0,44 —
1,56 mg/g fruto (tirosol) y entre 1,35 — 2,91 mg/g fruto (hidroxitirosol). Aunque los datos
disponibles no resultan suficientes para conocer la dindmica de los cambios que experimentan
a lo largo de la ontogenia completa del fruto, es posible observar las mayores concentraciones
de ambos compuestos en fases del desarrollo previas a la maduracién y contenidos
significativamente mas bajos en frutos en envero (aproximadamente 180 - 190 DDPF). Estos
datos coinciden con los obtenidos por Morell6 et al. (2005) en frutos del cv. Farga (una tipica
variedad de mesa) donde la concentracion maxima de hidroxitirosol se alcanza en la fase final
del desarrollo previa al inicio de la maduracién. Por otra parte, los resultados mencionados
difieren de aquellos informados por Gomez-Rico et al. (2008) quienes compararon la

composicion de compuestos fendlicos de los frutos de las variedades Arbequina, Picolimén y
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Picual en tres estadios de madurez diferentes (verde, envero y negra), observando que la
concentracion de hidroxitirosol aumenta a medida que avanza la maduracion. En cualquier
caso, las concentraciones de ambos alcoholes fendlicos en frutos del cv. Arauco resultan

siempre marcadamente superiores a los registradas en los otros cultivares mencionados.

Entre los compuestos secoiridoides, el 3,4-DHPEA-EDA y la oleuropeina resultan los
mas abundantes. En todos los estadios analizados, el primer compuesto prevalece sobre el
segundo. Esta caracteristica es inusual en el fruto del olivo (Alagna et al., 2012) ya que, en la
mayor parte de los casos, la oleuropeina constituye el compuesto fendlico mayoritario. Las dos
sustancias mencionadas presentan las maximas concentraciones en muestras de frutos
recogidas en fases tempranas del desarrollo y disminuyen marcadamente cuando los mismos
alcanzan el envero (170 — 190 DDPF). En esta fase de la maduracion, el contenido de
oleuropeina se reduce a valores que representan entre el 11 y el 14 % de los valores
encontrados a los 30 - 40 DDPF. De acuerdo a Limiroli et al. (1995) dicha reduccién podria ser
resultado de la degradacién de la oleuropeina, catalizada por B-glucosidasa. En un estudio
realizado por Romero-Segura et al. (2009) en frutos maduros del cv. Picual, se ha analizado la
actividad de esta enzima frente a diversos sustratos observandose que la oleuropeina es el
compuesto glucosilado por el que posee la mayor especificidad. La disminucién del contenido
de oleuropeina a menudo es acompafiada por la acumulacion de demetiloleuropeina y acido
elendlico glucosilado (Morell6 et al., 2005; Alagna et al., 2012); sin embargo estas dos ultimas
sustancias no se detectan en ninguno de los estadios de crecimiento y maduracién analizados,
posiblemente debido a que sus concentraciones se encuentran por debajo del limite de

deteccidn del equipo.

Las sustancias del grupo de los lignanos (1-pinoresinol y 1-acetoxipinoresinol) se
encuentran en muy bajas concentraciones (< 0,12 mg/g fruto) y muestran minimas variaciones

en todo el periodo evaluado.

Por su parte, el verbascésido no fue detectado en estadios tempranos del crecimiento
(hasta 70 DDPF). Posteriormente, registra valores similares en las muestras recogidas antes del
inicio de la maduracion y en frutos en envero. Este compuesto esta casi siempre presente en el

fruto del olivo, aunque en proporciones variables. Las cantidades encontradas en el cv. Arauco
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(4,50 -11,1 mg/g fruto) son notablemente superiores a las maximas concentraciones halladas
en frutos de numerosos cultivares (Arbequina, Morrut, Farga, Morisca, Picual, Cornicabra,
Picudo) analizados desde el cuajado hasta fases avanzadas de la maduracion (Morell6 et al.,
2005; Vinha et al., 2005; Gémez-Rico et al., 2008; Andjelkovic et al., 2008).

Finalmente, el p-HPEA-EDA muestra una tendencia opuesta a la observada para el
verbascadsido, es decir, valores mas elevados en drupas muy jovenes y paulatina disminucién

con el inicio de la maduracion.

Figura 28: Evolucion del contenido de fenoles totales (mg/g fruto, SBS) en funcién de dias
posteriores a la fase fenoldgica de plena floraciéon (DDPF), en tres variedades de olivo
cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Tabla 14: Concentracion de compuestos fendlicos (mg/g fruto, SBS) del cv. Arauco en
funcién de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracién (DDPF).

Componente DDPF

CC 2010/11 29 63 126 184
3,4-DHPEA 1,04+022%  1,99+0,76® 284+1,03° 0,89+0,22°
p-HPEA 044+0,11%* 1,46+0,77° 155+025° 0,38+0,08°
Verbascoésido ND ND 450+0,76*  591+0,21°
3,4-DHPEA-EDA 64,4+156°  451+298°  413+266°  23,8+3,49°
Oleuropeina 43,3+13,1° 7,24+1,90" 2,78+0,18% 4,70 £0,84%
p-HPEA-EDA 581+0,60° 343+071° 225+191* ND
1-Acetoxipinoresinol  0,10+0,03*  0,09+0,03®  0,08+0,01®  0,08+0,01°
Pinoresinol 0,12 +0,03°¢ 0,10+0,03*  0,05+0,02° 0,05+ 0,022
Total 115,3+285° 59,4+6,21° 534+6,16° 338%7,27°%
CC 2011/12 38 68 128 189
3,4-DHPEA 1,66 +0,15% 1,96+0,33% 298+1,29° 1,81+0,54°
p-HPEA 1,28+0,22° 1,45+031° 156+0,32° 050%0,18°%
Verbascésido ND ND 10,2 +3,54° 11,1 +3,55°
3,4-DHPEA-EDA 74,7 +9,73°¢ 52,3+9,42°  439+980%  36,6+4,37°
Oleuropeina 29,2+4,25° 7,78+1,80°  485+090° 4,15+0,68°
p-HPEA-EDA 742+126° 285+084° 0,75+0,001* ND
1-Acetoxipinoresinol  0,10+0,001* 0,10+0,001* 0,10+0,001* 0,10 +0,001°
Pinoresinol 0,10 +0,012 0,10 +0,012 0,10 +0,012 0,07 £ 0,052
Total 1145+11,7° 66,6+2,40° 64,0+1,10° 545+3,68°

Valores medios (n = 5) + desvio estandar. Para cada ciclo de cultivo (CC) se utilizaron
muestras de frutos provenientes de 5 arboles. Para cada compuesto analizado, en cada
CC, los valores medios seguidos de distintas letras presentan diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05). ND, no detectado.
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Tocoferoles

En el olivo, el estudio de esta fraccibn minoritaria del aceite se ha focalizado
principalmente en las variaciones que experimenta durante la maduraciéon del fruto y con
especial énfasis en el contenido de a-tocoferol. La variabilidad en la composicion de esta
fraccion parece depender en gran medida del genotipo con un efecto menor del ambiente de
cultivo (Cunha et al., 2006; Uceda et al., 2008; Beltrdn et al., 2010). No hay registros de

estudios de composicion de tocoferoles en etapas tempranas del desarrollo de los frutos.

La dinamica de acumulacion de tocoferoles totales (Fig. 29) se ajusta a un modelo de
regresion bi-lineal, con dos fases de decrecimiento (Tabla 11). En la primera (Tabla 12), las
tasas presentan diferencias significativas entre los cultivares, siendo menos en el cv.
Manzanilla. En la segunda también, las tasas obtenidas para los cultivares Arbequina y Arauco
poseen valores absolutos mas elevados que el obtenido en el cv. Manzanilla. En cada uno de
los cultivares la concentracion de tocoferoles totales no registra variaciones significativas a
partir de los 145 — 160 DDPF (2650 - 2900 °Cd). Los valores finales promedio resultan
significativamente mas altos en Arauco (500 mg/kg aceite) que en Arbequina (366 mg/kg aceite)
y Manzanilla (294 mg/kg aceite). En los tres cultivares el contenido de tocoferoles totales

presenta correlacién negativa, altamente significativa, con el TTA (Tabla 9).

La dindmica de acumulacion de a y B-tocoferol presenta las més altas concentraciones
en los aceites provenientes de frutos obtenidos aproximadamente a los 50 DDPF y una
disminucion abrupta, en forma lineal, hasta los 80 - 85 DDPF. A partir de este momento, el 3-
tocoferol registra valores constantes (sin diferencias significativas) hasta el final del periodo
evaluado, mientras que el contenido de a-tocoferol decrece regularmente hasta lograr valores
constantes luego de 160 — 180 DDPF (Figs. 30 y 31).

La evolucién del contenido de y-tocoferol también presenta tendencias similares en los
tres cultivares, aunque con algunas diferencias temporales (Fig. 32). En los cultivares Arbequina
y Manzanilla, y de manera semejante a lo observado para el B-tocoferol, luego de un corto
periodo de rapida disminucién, se obtienen concentraciones constantes a partir de 80 — 85
DDPF. En el cv. Arauco, en tanto, la estabilidad se observa en fases posteriores del desarrollo,

aproximadamente a 130 DDPF.

Tesis Doctoral — Biéloga Romina Mariana Bodoira 100



“Patrones y dindmica de la acumulacién y composicién del aceite durante el crecimiento y desarrollo del fruto
en cultivares de olivo (Olea europaea L.)”

De acuerdo a los resultados mencionados anteriormente, los tocoferoles minoritarios (3
y v) alcanzan valores estables antes del inicio de la madurez. Para el a-tocoferol, en cambio,
ocurre una disminucion significativa durante el periodo que abarca los primeros estadios de la

maduracion (IM inferiores a 2), al cabo del cual se obtienen concentraciones constantes.

Cuando se comparan las concentraciones a valores constantes, el contenido de a-
tocoferol resulta significativamente diferente en los tres cultivares. Los valores promedio son
475,3 (Arauco), 403,5 (Arbequina) y 264,4 mg/kg aceite (Manzanilla). Por otra parte, las
concentraciones  y y-tocoferol no presentan diferencias significativas entre los cultivares
Arbequina y Manzanilla (promedios 56,8 y 57 mg/kg aceite, respectivamente, para B-tocoferol;
72,6 y 70,8 mg/kg aceite, respectivamente, para y-tocoferol) y son significativamente mayores

en Arauco (promedios 70 y 88,6 mg/kg aceite para B y y-tocoferol, respectivamente).

Los valores promedio mencionados anteriormente resultan en general mas altos que
aquellos obtenidos para estas variedades cultivadas en otros ambientes. En relacién al cv.
Arauco la Unica referencia disponible corresponde a un estudio realizado por Ceci y Carelli
(2007) quienes informan una concentracidn de tocoferoles totales de 337 mg/kg aceite. Por su
parte, Jiménez y Uceda (1995) y Beltran et al. (2010) determinan valores promedio de a-
tocoferol de 223 y 230 mg/kg, respectivamente, en aceites del cv. Arbequina cultivado en
Catalufia y Cordoba, Espafa respectivamente. Asimismo, los Ultimos autores reportan un

contenido de 153 mg de a-tocoferol/kg aceite en el cv. Manzanilla.

El andlisis de la literatura disponible indica que, en la mayor parte de los cultivares, el a-
tocoferol prevalece marcadamente sobre sus homélogos B y y, alcanzando proporciones de
entre 90 y 95 % con respecto al total de tocoferoles presentes, con una participacion minoritaria
de y-tocoferol (en general menor al 10 %) y B-tocoferol (2 — 4 %). Los datos obtenidos en este
trabajo muestran una distribucién diferente en esas proporciones relativas. Considerando las
concentraciones promedio constantes, en el cv. Arbequina la distribucién en porcentaje relativo
de cada compuesto asume valores proximos al 75,7 %, 10,6 % y 13,6 %, en Arauco, 74,9 %,
11,1 % y 14 %, y en Manzanilla, 67,4 %, 145 % y 18 %, para a, B y y-tocoferol,
respectivamente. Estas distribuciones se asemejan a las encontradas en algunos cultivares de
origen italiano (Muzzalupo et al., 2011) donde se ha observado que la suma de B y y-tocoferol
puede alcanzar concentraciones cercanas al 30 % del total de tocoferoles. En el caso de los
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cultivares de origen espafiol analizados por Beltran et al. (2010), la suma de 8 y y-tocoferol varia
entre el 2 y el 8 % del total de tocoferoles. Por su parte, Ceci y Carelli (2007) informan que en
los cultivares Arbequina, Picual, Barnea, Frantoio, Empeltre, Arauco, Coratina, Manzanilla
Criolla y Californiana las concentraciones de B-tocoferol pueden alcanzar un maximo de 27
mg/kg y las de y-tocoferol hasta 30 mg/kg de aceite, representando la suma de ambos el 15 %

como maximo del contenido de tocoferoles totales.
Escualeno

El escualeno es el hidrocarburo mayoritario en el aceite de oliva, pudiendo representar
cerca del 90 % de esta fraccion (Owen et al. 2000). Son escasos los estudios sobre la dinamica
de su sintesis en el fruto del olivo. Los patrones de variacion observados en este trabajo (Fig.
33) se ajustan a un modelo de regresioén no lineal a dos tramos, con tasas de acumulaciéon que
difieren significativamente entre los cultivares (Tabla 12). En los cultivares Arbequina y
Manzanilla, la fase de sintesis culmina entre 80 - 90 DDPF con concentraciones maximas
préximas a 2650 y 3750 mg/kg aceite. Las tasas de acumulacion para este periodo asumen
valores de 97 (Arbequina) y 359 mg/kg/100 °Cd (Manzanilla). En el cv. Arauco se observa un
periodo de almacenamiento mas prolongado, con una elevada tasa de acumulacion (879
mg/kg/°Cd), que culmina aproximadamente a los 95 - 100 DDPF con una concentracion maxima
préxima a 11650 mg/kg aceite. No hay registros en la literatura sobre la dinamica de

acumulacién de este hidrocarburo en fases previas a la maduracion.

Luego de la fase de acumulacion, el contenido de escualeno disminuye gradualmente
hasta alcanzar valores constantes cercanos a 1000 mg/kg aceite (Arbequina) y 3100 mg/kg
aceite (Manzanilla) después de 200 DDPF. En el cv. Arauco la tasa de declinacién es mas
elevada, aunque no se llega a valores constantes al final del periodo de tiempo total evaluado.
Esta tendencia de disminucion conforme avanza la madurez también fue reportada por Baccouri

et al. (2008) en los cultivares Chemlali y Chétoui y por Sakouhi et al. (2011°) en el cv. Meski.

En los vegetales, el escualeno provee el esqueleto hidrocarbonado para la sintesis de
una amplia gama de compuestos isoprenoides. La declinacion de su contenido observada
desde antes del inicio del periodo de maduracién, podria ser resultado del incremento de la tasa
de sintesis de esteroles y triterpenoides no-esteroidales que se observa durante la fase de

mayor crecimiento de los frutos del olivo (Stiti et al., 2007; Sakouhi et al., 2011").
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Figura 29: Evolucién del contenido de tocoferoles totales (mg/kg de aceite) en funcién de dias
posteriores a la fase fenoldgica de plena floracién (DDPF), en tres variedades de olivo
cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.

6000 1

4500

3000+

1500

Tocoferoles Totales (mg/Kg de aceite)

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230
DDPF
—&—cv. Arauco —O—cv. Arbequina —X—cv. Manzanilla

Figura 30: Evolucién del contenido de a-tocoferol (mg/kg de aceite) en funcién de dias
posteriores a la fase fenolégica de plena floracién (DDPF), en tres variedades de olivo
cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Figura 31: Evolucién del contenido de [B-tocoferol (mg/kg de aceite) en funcién de dias
posteriores a la fase fenoldgica de plena floracién (DDPF), en tres variedades de olivo
cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Figura 32: Evolucién del contenido de y-tocoferol (mg/kg de aceite) en funcion de dias
posteriores a la fase fenolégica de plena floracibn (DDPF), en tres variedades de olivo
cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Figura 33: Evolucion del contenido de escualeno (mg/kg de aceite) en funcion de dias
posteriores a la fase fenoldgica de plena floracién (DDPF), en tres variedades de olivo
cultivadas en la EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Conclusiones

Los tres cultivares analizados difieren marcadamente en el tamafio y peso de los frutos.
En todos los casos, la dinamica de acumulacién de materia seca se ajusta a modelos de
regresion lineal. El cv. Arauco posee una tasa mas elevada y un periodo de acumulacion mas
dilatado. En los cultivares Arbequina y Manzanilla la madurez fisiolégica se alcanza al inicio del

periodo de maduracion de los frutos; en el cv. Arauco se logra durante el envero.

La biogénesis del aceite se registra desde fases muy tempranas (aproximadamente 30 —
35 DDPF) del desarrollo de los frutos. La dinamica de acumulacién sigue patrones similares en
los tres cultivares. La sucesion temporal y duracion de los eventos que llevan a la formacion de
oleosomas en células del mesocarpo ocurren de manera semejante, observandose diferencias
sélo en el tamafio final de los glébulos de aceite. Independiente del tamafio de los mismos, el
proceso que culmina con la acumulacion del aceite en una Unica gota por célula se produce en
fases muy tempranas de la maduracién, con indices de madurez préximos a la unidad. El cv.
Manzanilla presenta una tasa de acumulacién menor a la de los cultivares Arbequina y Arauco,

pero se compensa con un periodo de sintesis mas prolongado.

La evolucién del contenido de &cido oleico presenta dos fases bien definidas. En la
primera, caracterizada por sintesis activa, no se observan diferencias entre los cultivares en las
tasas ni en la duracion del periodo de acumulacién. La maxima concentracién (70 — 72 %) se
logra con cargas térmicas similares (1450 — 1500 °Cd). Las diferencias entre cultivares en el
contenido final de 4cido oleico parecen estar determinadas por su tasa de conversion en acido
linoleico antes que por la declinacion de su sintesis. La evolucién del contenido de este dltimo
muestra una tendencia opuesta a la del &cido oleico: elevadas concentraciones en etapas
tempranas del desarrollo de los frutos, disminucion pronunciada hasta la fase de

endurecimiento del endocarpo y aumento paulatino a partir del inicio de la maduracion.

La informacion que proporciona el estudio de la composicién de &cidos grasos de las
diferentes fracciones de glicéridos, junto con el andlisis estereoquimico de triglicéridos de
diversos aceites de oliva, aportan evidencias sobre la selectividad de las enzimas que participan
en la biosintesis de estos ultimos. En el aceite del cv. Arauco, la secuencia de incorporacion de
acidos grasos en los glicéridos parciales parece ocurrir segin un patron donde la transferencia
de palmitil-CoA, mediada por G3PAT, prevalece en la primera fase de la biosintesis (la

Tesis Doctoral — Biéloga Romina Mariana Bodoira 106



“Patrones y dindmica de la acumulacién y composicién del aceite durante el crecimiento y desarrollo del fruto
en cultivares de olivo (Olea europaea L.)”

formacion del acido lisofosfatitico), en estadios tempranos de desarrollo de los frutos
(aproximadamente hasta 80 DDPF). A continuacion, su tasa de incorporacion se reduce al
mismo tiempo que se incrementa la del 4cido oleico. Este ultimo no solo contribuye a la fraccion
de lisofosfatidato sino también, fundamentalmente, a la formacion de di y triacilglicéridos por
acilaciones sucesivas en las posiciones sn-2 y sn-3, mediadas por LPAAT y DAGAT,
respectivamente. La presencia de triacilglicéridos se registra desde fases muy tempranas del
desarrollo, al principio con una elevada una proporcibn de acido oleico (> 80 %) y
posteriormente con un descenso paulatino de su concentracion hasta alcanzar valores
constantes en el periodo previo al inicio de la maduracion de los frutos. A partir de este
momento, se observa un incremento en las proporciones de los acidos palmitico y linoleico, los
cuales logran concentraciones relativamente estables durante la fase de envero. La
incorporacioén de los tres acidos grasos principales a los glicéridos de los aceites analizados se

puede resumir segun la secuencia indicada en la Figura 34.

En los tres cultivares estudiados, las concentraciones méaximas de sustancias fendlicas
de los frutos se obtienen en fases anteriores a la maduracion. Los cultivares Arbequina y
Arauco muestran patrones de acumulacion similares, con maximos al inicio y a la finalizacion de
la fase de endurecimiento del endocarpo. En el cv. Manzanilla se observa una declinacion
practicamente constante durante todo el periodo de desarrollo. En fases posteriores al envero,
el contenido de fenoles en el cv. Arauco practicamente duplica al encontrado en Arbequina y
Manzanilla. Desde el punto de vista cualitativo, los estudios realizados en el cv. Arauco
muestran que los compuestos secoiridoides y derivados son el grupo mayoritario
representando, al inicio de la madurez, entre el 77 y el 87 % del contenido fendlico total.
Analizados en su conjunto, los datos muestran una disminucion general del contenido de
sustancias fendlicas, principalmente como resultado de un marcado descenso en la
concentracion de oleuropeina, 3,4-DHPEA-EDA y p-HPEA-EDA.

El patron general de la evoluciébn del contenido de tocoferoles totales muestra
tendencias similares en los tres cultivares: elevadas concentraciones en etapas tempranas del
desarrollo, descenso pronunciado hasta aproximadamente la finalizacion de la fase de
endurecimiento del endocarpo, reducciéon moderada hasta el comienzo de la maduracion y

valores practicamente constantes luego de iniciada esta ultima. La evolucion del contenido de
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escualeno presenta una fase de sintesis intensa, que culmina a los 80 — 95 DDPF, seguida de
declinacion mas o menos pronunciada. Los aceites de los distintos cultivares difieren
marcadamente en la concentraciobn de escualeno, fundamentalmente como resultado de

diferencias en las tasas de acumulacion.

La evolucién de las principales sustancias indicadas como antioxidantes del aceite de
oliva (tocoferoles, otros fenoles y polifenoles, escualeno) no habia sido analizada, hasta el
momento, desde fases tempranas del desarrollo de los frutos. Este estudio aporta informacion
sobre la dinamica de sintesis, y sobre las diferencias en concentracion de los distintos
compuestos en los tres cultivares evaluados. Los datos obtenidos adquieren relevancia habida
cuenta de la gran cantidad de antecedentes que indican la relacion entre el contenido de estas
sustancias y la estabilidad del aceite y, en el caso particular de los polifenoles, el papel
preponderante que poseen sobre las cualidades organolépticas del mismo. Se debe recordar
también la actividad vitaminica de los tocoferoles y numerosas evidencias cientificas que
demuestran los efectos benéficos de diversos polifenoles sobre la salud, atribuidos a su
actividad antioxidante y su implicancia sobre el estrés oxidativo asociado a ciertas
enfermedades conocidas en su conjunto como cronicas no transmisibles que actualmente

afectan a la poblacion mundial.

Desde el punto de vista practico, la disminucién en el contenido de &cido oleico que tiene
lugar particularmente en el cv. Arbequina en fases previas al inicio de la maduracion de los
frutos, antes de alcanzar la méxima concentracion de aceite, puede considerarse un
inconveniente a los fines de establecer una época 6ptima de cosecha para la produccién de
aceites encuadrados dentro de la normativa del COIl. En el cv. Manzanilla, el contenido de acido
oleico se mantiene constante durante las primeras fases de la maduracion, al mismo tiempo que
la concentracion de aceite alcanza el maximo potencial. Sobre la base de la evolucion de los
parametros mencionados, en los cultivares Arbequina y Arauco el periodo de recoleccion
apropiado podria coincidir con el inicio del envero, mientras que en el cv. Manzanilla deberia
realizarse mas tardiamente, con frutos de IM comprendido entre 2 y 3. Figura 34: Esquema
propuesto para la incorporacién de los tres acidos grasos principales (palmitico, oleico, linoleico)

a los glicéridos del aceite del cv. Arauco.
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Comportamiento de los cultivares Arbequina y Manzanilla en dos ambientes de cultivo
Crecimiento y dinamica de acumulacién de materia seca y aceite de los frutos

Numerosos antecedentes indican que las condiciones agroclimaticas del ambiente de
cultivo tales como el régimen de temperatura del aire (Malik y Bradford, 2009; Kitsaki et al.,
2010; Garcia-Inza et al., 2014), la disponibilidad hidrica (Lavee et al., 2007; Palese et al., 2010;
Searles et al., 2011; Pierantozzi et al., 2014) y las condiciones luminicas (Cherbiy-Hoffmann et
al., 2012; 2013) pueden modificar la fenologia del olivo e influenciar los procesos de induccién
floral, el cuajado y la maduracién de los frutos. Dichas variaciones, a su vez, pueden afectar la
acumulacién de fotoasimilados y la dinamica de sintesis y composicién del aceite. Algunos
estudios han indagado estos Ultimos aspectos en olivares implantados en diversos ambientes
de cultivo en Argentina, particularmente en las provincias de Mendoza, La Rioja y Catamarca
(Alderete Salas et al., 2005; Dalla Lasta, 2006; Ceci y Carelli, 2007; Trentacoste et al., 2010,
2012; Rondanini et al., 2011, 2014; Garcia-Inza et al., 2014).

En este apartado se comparan los resultados analizados en las variedades Arbequina y
Manzanilla cultivadas en San Juan con datos obtenidos en un olivar localizado en las
proximidades de Cruz del Eje, en la region NO de la provincia de Cérdoba. El cv. Arauco es de
muy escasa difusion en esta provincia, y no esta presente en el olivar del sitio de estudio
evaluado en el Dpto. Cruz del Eje. Tampoco fue posible encontrar individuos de este cultivar en
zonas aledafias, por lo cual su estudio no pudo ser realizado en dicho ambiente. En ambos
sitios (San Juan y Cruz del Eje) se trabaj6é con plantaciones de baja densidad, con arboles de
70 afos de edad aproximadamente que presentaban niveles semejantes de carga frutal, a los
cuales se proveyd riego suplementario suficiente para cubrir el 100 % de la demanda

evapotranspirativa del cultivo (ver seccion materiales y métodos para mayor detalle).

Los registros térmicos obtenidos durante los dos ciclos de cultivo analizados muestran,
en general, temperaturas medias mas elevadas, durante el periodo otofio-invernal, en la
localidad de Cruz del Eje. Por el contrario, durante el periodo primavero-estival los registros
térmicos son similares en ambas localidades (Tablas 4 - 7; Figs. 8 - 11). Cuando se analiza la
dinamica de crecimiento, evaluada a través del incremento del peso fresco de los mismos, se
observan tendencias practicamente lineales para las cuatro combinaciones cultivar-ambiente
evaluadas (Fig. 35), sin una delimitacién definida de fases de desarrollo. Se ha sugerido que
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este patrén de crecimiento practicamente continuo puede presentarse cuando las plantas son
mantenidas en ausencia de déficit hidrico a lo largo de todo el ciclo de cultivo (Lavee, 1986;
Manrique, 1997). En los ambientes evaluados, los frutos del cv. Arbequina alcanzan su peso
definitivo con una carga térmica acumulada proxima a 2900 °Cd. Los frutos del cv. Manzanilla,
en tanto, logran peso constante a diferentes tiempos, observandose un periodo de crecimiento

mas prolongado en los provenientes de plantas cultivadas en Cruz del Eje.

La acumulacion de materia seca (Fig. 36) sigue aproximadamente las tendencias
observadas para el peso fresco de los frutos. Las tasas de acumulacion presentan diferencias
estadisticamente significativas entre ambientes. En ambos cultivares se registran tasas mas

elevadas en la localidad de San Juan (Tabla 15).

El cv. Arbequina en Cruz del Eje presenta un periodo de acumulacién de materia seca
(considerado desde el inicio de la plena floracién hasta obtencién de materia seca constante)
mas acotado (2200 °Cd) en relacion a la implantada en San Juan (2900 °Cd). Los valores
resultan sustancialmente inferiores a los observados en la provincia de La Rioja (Rondanini et
al., 2014). En el cultivar Manzanilla, la duracion del periodo de acumulacion no difiere
significativamente entre ambientes, alcanzandose la madurez fisiolégica con una carga térmica
cercana a 2900 °Cd. Este valor coincide aproximadamente con aquellos reportados por
Rondanini et al. (2014) para el cv. Manzanilla Fina en la provincia de La Rioja. En dicho cultivar,
los mismos autores han informado tasas minimas y maximas de acumulacion (promedios de
0.045 y 0.095 g/fruto/100 °Cd, respectivamente) en ambientes que difieren en las condiciones

de temperatura. Sin embargo, no encontraron una relacion univoca entre ambos parametros.

En resumen, en el cv. Arbequina tanto la tasa como el periodo de acumulacion de
materia seca fueron mayores en San Juan, mientras que en Manzanilla sélo se observa
incidencia de la tasa de acumulacion. En ambos cultivares, la tasa de acumulacion de materia

seca es mayor (en un porcentaje aproximado de 150 %) en San Juan respecto de Cruz del Eje.

El momento de inicio del periodo de maduracién de los frutos no muestra influencia del
ambiente del cultivo (Fig. 37). En ambas localidades y en los dos cultivares evaluados los
primeros cambios en la pigmentacion de la epidermis se registran entre los 110-120 DDPF, con

carga térmica acumulada comprendida entre 2100 - 2200 °Cd.
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Figura 35: Evolucién del peso de los frutos (g/fruto) en funcién del tiempo térmico acumulado (°
Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje - Cordoba y en EEA - INTA San Juan.
Los datos representan el promedio de los dos ciclos de cultivo (CC) evaluados (2010-11 y 2011-
12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente. Las mediciones se realizaron en
50 frutos/arbol.
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Figura 36: Dindmica de la acumulacién de materia seca (g/fruto) en funcién del tiempo térmico
acumulado (° Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje — C6rdoba y en EEA —

INTA San Juan. Los datos representan el promedio de los dos ciclos de cultivo (CC) evaluados
(2010-11y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente.
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Tabla 15: Modelo mixto de medidas repetidas en el tiempo para componentes de rendimiento
de frutos de las variedades Arbequina y Manzanilla cultivadas en Cruz del Eje - Cérdoba y en
EEA - INTA San Juan. Los datos fueron analizados en funcién del tiempo térmico acumulado (°
Cd) a partir de la plena floracién. Se utilizaron datos recogidos durante dos ciclos de cultivo (CC
2010-11 y 2011-12). En cada CC se emplearon 5 arboles por cultivar. Para cada parametro
analizado, las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre cada
combinacion cultivar-ambiente (p < 0,05).

Parametro Cultivar Ambiente Tasa de acumulacién R?
Peso seco Arbequina Coérdoba 0,016 0,74
(9/100 °Cd) San Juan 0,025° 0,74
Manzanilla Cordoba 0,039° 0,74
San Juan 0,065% 0,74
Contenido de Arbequina Cérdoba 1,51° 0,91
?)2?';8 éS;Cng San Juan 1,80° 0,91
Manzanilla Cordoba 1,32° 0,91
San Juan 1,61° 0,91

Figura 37: Evolucion del indice de madurez de los frutos en funcion del tiempo térmico
acumulado (° Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje — C6rdoba y en EEA —
INTA San Juan. Los datos representan el promedio de los dos ciclos de cultivo (CC) evaluados
(2010-11 y 2011-12). En cada CC se utlizaron 5 arboles por cultivar y ambiente. Las
mediciones se realizaron en 100 frutos/arbol.
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En el cultivar Arbequina, el patron de acumulacién de aceite registra diferencias entre los
dos ambientes de cultivo (Fig. 38). A partir de los 50 DDPF (800 - 900 °Cd) se observa un
incremento practicamente lineal hasta alcanzar un valor constante (sin diferencias significativas)
promedio de 45 % (Cruz del Eje), con carga térmica acumulada superior a 2900 °Cd, y de 50 %
(San Juan), con carga térmica mayor a 3200 °Cd. En ambos sitios de cultivo, estos valores de

concentracion constante se logran en frutos con IM préximos a 2 (Fig. 37).

En el cv. Manzanilla, hasta los 130 DDPF (2400 °Cd), la evolucion del contenido de
aceite sigue curvas practicamente idénticas, sin diferencias significativas entre ambientes para
cada una de las fechas de cosecha evaluadas. Posteriormente, la concentracion de aceite en
frutos procedentes de Cruz del Eje se estabiliza en valores proximos al 38 %, con TTA superior
a 2900 °Cd, mientras que en San Juan se prolonga hasta alcanzar un promedio del 46 %, con
TTA mayor a 3200 °Cd. Dichas concentraciones se logran en frutos con IM comprendidos entre

1y 2 (Cruz del Eje) y entre 2y 3 (San Juan).

En ambos cultivares, la tasa de acumulacién de aceite es significativamente mas
elevada la localidad de San Juan (Tabla 15). En consecuencia, los mayores porcentajes de
aceite registrados en esta region se pueden explicar no s6lo en funciébn de un periodo de
acumulacién mas prolongado, sino también por una tasa de incremento méas elevada. En
cultivos localizados en la provincia de La Rioja, Rondanini et al. (2014) han determinado una
mayor incidencia de la tasa sobre la duracién del periodo de acumulacién. Por el contrario, en la
provincia de Mendoza, Trentacoste et al. (2012) han observado que las variaciones en el
contenido méximo de aceite durante la ontogenia del fruto se deben principalmente a la

duracién del periodo de sintesis.

La época de recoleccion de los frutos es la principal fuente de variabilidad para la
concentracion de aceite (Tabla 18). Las influencias del cultivar, del ambiente, y la interaccion de
este dltimo con la época de cosecha también resultan significativas, aunque de menor

magnitud.
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Figura 38: Dinamica de la acumulacion de aceite (g/100 g de fruto, base seca) en funcion del
tiempo térmico acumulado (° Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje —
Cordoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de los dos ciclos de
cultivo (CC) evaluados (2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles.
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Composicién de acidos grasos

En general se asume que la composicion de acidos grasos del aceite de oliva es
fuertemente dependiente del genotipo, aunque puede ser afectada considerablemente por el
ambiente (Uceda et al., 2008). Estudios realizados en la cuenca mediterrdnea dan cuenta de
variaciones importantes de la calidad de los aceite entre ciclos de cultivo (Beltran et al., 2004;
Lombardo et al., 2008) y localidades (Tous y Romero 1994) que pueden ser atribuidos a
diferencias climaticas. Al analizar especificamente la concentraciébn de acido oleico, se ha
observado que generalmente decrece en condiciones de menor latitud y altitud, tanto en
Espafa (Tous et al., 1997) e Italia (Orlandi et al., 2012). Estas observaciones estan en linea con
resultados obtenidos en las zonas de produccién de olivo del hemisferio sur (particularmente
Argentina y Australia), donde los aceites suelen tener bajos porcentajes de acido oleico (< 55
%), y elevadas concentraciones de los acidos palmitico (> 16 %) y linoleico (> 21 %) (Mailer et
al., 2010; Rondanini et al., 2011, 2014).
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En un estudio realizado por Torres et al. (2009) se analizé la variabilidad genética y la
composicion del aceite de la var. Arbequina en la provincia de Cérdoba (Argentina) cotejandola
con la cultivada en Espafia y en la region NO de Argentina. A pesar del bajo nivel de
polimorfismo observado en los patrones genéticos de muestras procedentes de las regiones
mencionadas, se encontraron diferencias significativas en la composicion del aceite
(particularmente en el contenido de acido oleico), sugiriendo que las condiciones agro-

climaticas especificas de cada sitio de cultivo ejercen una marcada influencia sobre el mismo.

Los patrones de sintesis y acumulacidon de cada uno de los acidos grasos saturados
presentan tendencias similares en los dos ambientes de cultivo evaluados (Figs. 39 y 40). En
drupas jévenes tiene lugar una corta fase de descenso rapido con tasas similares en ambos
cultivares y ambientes (Tabla 17). A partir del inicio de la fase de biosintesis acelerada del
aceite (1000 - 1200 °Cd), las concentraciones de los acidos palmitico y esteérico llegan a
valores practicamente constantes durante los primeros estadios de la maduracion. Sin embargo,
por encima de los 2400 °Cd la var. Arbequina cultivada en Cérdoba experimenta un incremento
significativo en la concentracion de acido palmitico la cual alcanza valores por encima del

maximo establecido por el COI para aceites de oliva virgen extra.

Los valores finales del &cido palmitico son significativamente mas bajos en aceites del
cv. Manzanilla (aproximadamente 15 %) respecto del cv. Arbequina (aproximadamente 20 %), y
en este Ultimo resultan significativamente mayores en Cruz del Eje. El 4cido estearico, en

cambio, presenta concentraciones finales entre 1y 2,5 % en ambos cultivares y ambientes.

En general, la dinamica de sintesis y acumulaciéon observada para los acidos grasos
saturados responde al patron informado previamente en los mismos genotipos cultivados en
Espafa (Gémez-Gonzélez et al., 2011), y también en otros cultivares y ambientes de la cuenca
mediterranea (Cevdet y Yesim, 2000; Finotti et al., 2001; Matos et al., 2007; Sakouhi et al.,
2008). Sin embargo, el comportamiento de la var. Arbequina cultivada en Cruz del Eje, en
cuanto a la evolucion del contenido de acido palmitico, es opuesto al reportado en diversas
variedades cultivadas en el hemisferio norte, tales como Chétoui (Damak et al., 2008) y Gordal
Sevillana (Menz y Vriesekoop, 2010), donde se han registrado importantes reducciones en la
concentracion de este acido graso durante la maduracién. No obstante, el patron mencionado

para el cv. Arbequina en la regién NO de la provincia de Cdrdoba resulta similar al observado
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por Rondanini et al. (2014) en la provincia de la Rioja, donde se ha encontrado que el acido
palmitico se incrementa hasta alcanzar valores proximos al 20 %, con carga térmica cercana a
3500 °Cd.

En el cv. Arbequina, la evolucién del contenido de acido palmitoleico también registra
variaciones significativas entre ambientes (Fig. 41). Luego de una primera fase con
concentraciones practicamente constantes (TTA comprendido entre 500 y 1600 — 1800 °Cd), se
observan incrementos significativos hasta alcanzar valores proximos al 2 % (San Juan) o
superiores al 3 % (Cruz del Eje). En el cv. Manzanilla, la concentracién de este acido graso se
mantiene entre 0,8 y 1,4 %, con variaciones menores entre ambientes, y decae a valores por
debajo del 1 %, con TTA mayores a 3400 °Cd.

En los dos cultivares evaluados, el periodo de sintesis y acumulacion de acido oleico se
produce anticipadamente en Cruz del Eje con respecto al cultivo en San Juan (Fig. 42). En este
periodo las tasas de acumulacién no difieren significativamente entre cultivares y ambientes. En
todos los casos, se alcanzan las maximas concentraciones (70 — 75 %) con carga térmica
comprendida entre 1300 — 1500 °Cd. A partir de este momento, el contenido de acido oleico en
el cv. Manzanilla se mantiene practicamente constante en ambos sitios de cultivo, pero con
valores algo mas elevados en San Juan. En el cv. Arbequina, con posterioridad al periodo
indicado, se produce un descenso significativo hasta alcanzar valores constantes proximos al
60 %, a partir de un TTA mayor a 2700 °Cd (San Juan), o bien cercanos al 52 %, con TTA
superior a 3200 °Cd (Cruz del Eje).

La disminucion en el contenido de acido oleico que tiene lugar en el cv. Arbequina ha
sido también observada por Rondanini et al. (2014) en tres ambientes de cultivo en la provincia
de La Rioja. En los mismos, dicha reduccion fue registrada a partir de fases tempranas del
crecimiento de los frutos, con cargas térmicas proximas a 1000 °Cd, y con tasas de disminucién
que variaron entre -0.47 y -0.97 %/100 °Cd. Al correlacionar estos cambios con la temperatura
ambiente durante la fase de biosintesis del aceite, obtuvieron reducciones de aproximadamente
0.8 % de &cido oleico por cada 100 °Cd. Resultados similares han sido reportados por Garcia-
Inza et al. (2014) en experimentos a campo donde se manipularon ramas del cv. Arauco

controlando la temperatura durante 4 meses.
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En el presente trabajo, las tasas de disminucion del contenido de acido oleico en el cv.
Arbequina asumen valores de -0.69 y -0.51 %/100 °Cd, sin variaciones significativas entre
ambientes (Tabla 17). Sin embargo, a valores constantes, la concentracibn es
significativamente menor en el cultivo localizado en Cruz del Eje. En principio, esto puede
explicarse por una fase de descenso mas prolongada en el tiempo, en este ambiente. Cuando
se comparan las temperaturas medias durante el periodo de sintesis activa del aceite
(diciembre — abril) no se observan mayores diferencias entre los dos ambientes evaluados,
sugiriendo que otros factores podrian afectar la sintesis del acido oleico y/o su tasa de

conversion en acido linoleico.

El contenido de acido oleico en el aceite del cv. Arbequina es altamente variable en
funcion del ambiente de cultivo. La concentracion final obtenida en Cruz del Eje (52 %) es
semejante a un valor promedio reportado por Rondanini et al. (2011) en seis ambientes de
cultivo de la regién NO (provincias de La Rioja y Catamarca) de Argentina. En otros estudios
realizados a partir de muestras procedentes de la provincia de Catamarca, se han encontrado
valores inferiores al 50 % (Ravetti, 1999; Mannina et al., 2001; Matias et al., 2004; Alderete
Salas et al., 2005; Dalla Lasta, 2006; Ceci y Carelli, 2007). Por su parte, Torres y Maestri (2006)
citan valores de alrededor del 63 % en cultivos localizados en el valle de Traslasierra (C6rdoba),
los cuales resultan similares a los obtenidos a partir del cultivo de esta variedad en el norte de
Africa (Essiari et al., 2014; Haddam et al., 2014). En cualquier caso, los valores mencionados
anteriormente son inferiores a los registrados en algunos aceites del cv. Arbequina (70 — 75 %
de acido oleico) en Espafia e Italia (Morelld et al.,, 2004; Lombardo et al., 2008; Gomez-
Gonzalez et al., 2011; De la Rosa et al., 2013) y en el sudeste de Brasil (75 — 75,7 %) (Ballus et
al., 2014).

En el caso del cv. Manzanilla, las concentraciones finales de &cido oleico en ambos
ambientes evaluados no difieren mayormente de las informadas por otros autores tanto en
Argentina como en paises de la cuenca mediterranea (Torres et al., 2006; Gémez-Gonzélez et
al., 2011; Pierantozzi et al., 2014).

Los patrones de acumulacion de acido linoleico (Fig. 43) muestran marcadas variaciones
entre cultivares y ambientes. En Arbequina, las curvas presentan forma de “V” con minimos

comprendidos entre 7 — 8 %. Estos minimos se producen en tiempos significativamente
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diferentes, préximos a 600 °Cd en Cruz del Eje, y a 1200 °Cd en San Juan. Posteriormente, el
contenido de este &cido graso registra un aumento lineal hasta llegar a maximos de 17 % (San
Juan) y 20 % (Cdérdoba) con tasas de incremento de 0,49 y 0,61 %/100 °Cd, respectivamente
(Tabla 17). En el cv. Manzanilla, luego de una fase de disminucién con tasas y periodos de
duracién practicamente idénticos en los dos ambientes, se observan dos tendencias diferentes
a saber: en Cruz del Eje la concentracion se mantiene practicamente constante, con valores
alrededor del 3,5 %; en San Juan se registra un incremento sostenido hasta valores préximos al

10 % hacia el final del periodo de estudio considerado.

La relacién entre las concentraciones de los acidos oleico y linoleico en cada cultivar y
ambiente, se ajusta a regresiones lineales con coeficientes de regresién comprendidos entre
0,69 y 0,93 (Fig. 44). Las correlaciones entre ambos &cidos grasos arrojan coeficientes
negativos, altamente significativos (p < 0,01), cuyos valores se indican a continuacion: r = -0,89
(Arbequina — Cérdoba), r = -0,83 (Arbequina - San Juan), r = -0,96 (Manzanilla — Cérdoba), r = -
0,89 (Manzanilla - San Juan).

La evolucion del contenido de acido linolénico (Fig. 45) presenta tendencias similares en
los cultivares y ambientes analizados. Luego de una fase de marcado descenso (con tasas
entre -3,3 y -4,9%/100 °Cd, Tabla 17), que culmina aproximadamente entre los 1300 — 1500
°Cd, el contenido de este acido graso no registra variaciones significativas y sus

concentraciones finales se ubican por debajo del 1 %.

En el cv. Arbequina la relacion entre AGMI y AGPI (Fig. 46) disminuye a partir de los
1200 — 1300 °Cd, con valores que no difieren significativamente entre ambientes. En el cv.
Manzanilla se visualizan dos tendencias: incremento lineal hasta los 2200 °Cd, seguido de una
corta fase de amesetamiento y leve descenso (Cruz del Eje); incremento lineal hasta los 1500

°Cd, seguido de una fase prolongada de amesetamiento y posterior descenso (San Juan).

La época de recoleccion de los frutos representa la mayor fuente de variabilidad para
todos los acidos grasos analizados (Tabla 18). El efecto del cultivar y su interaccién con la
época de recoleccién son particularmente importantes en los tres acidos grasos mayoritarios
(palmitico, oleico, linoleico) del aceite. El efecto del ambiente y sus interacciones con el cultivar

y con la época de cosecha resultan, en general, de menor magnitud.

Tesis Doctoral — Biéloga Romina Mariana Bodoira 119



“Patrones y dindmica de la acumulacién y composicién del aceite durante el crecimiento y desarrollo del fruto
en cultivares de olivo (Olea europaea L.)”

Figura 39: Evolucion del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
palmitico en funcién del tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas
en Cruz del Eje — Cdrdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de
dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y
ambiente. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COIl para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (7,5 — 20 %).
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Figura 40: Evolucion del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
estedrico en funcién del tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas
en Cruz del Eje — Cérdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de
dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y
ambiente. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COI para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (0,5 — 5 %).
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Figura 41: Evolucion del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de &cido
palmitoleico en funcion del tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo
cultivadas en Cruz del Eje — Cérdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el
promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles
por cultivar y ambiente. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el
COl para este acido graso en aceites de oliva extra virgenes (0,3 - 3,5 %).
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Figura 42: Evolucion del contenido (% respecto del total de &cidos grasos del aceite) de acido
oleico en funcion del tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en
Cruz del Eje — Cérdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos
ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y
ambiente. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COI para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (55 — 83 %).

90+

80
70
60
50+ Q/ T~ O

40

30+

Acido Oleico (%)

20+

10+

0-+ T T T T T T T T T T T T T r T T T T |
0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600
200 600 1000 1400 1800 2200 2600 3000 3400 3800

Tiempo Térmico

—O—Arb-Cha —O—Manz-Cha —®—Arb-Sj —o—Manz-Sj

Tesis Doctoral — Biéloga Romina Mariana Bodoira 121



“Patrones y dindmica de la acumulacién y composicién del aceite durante el crecimiento y desarrollo del fruto
en cultivares de olivo (Olea europaea L.)”

Figura 43: Evolucion del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de &cido
linoleico en funcion del tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas
en Cruz del Eje — Cdrdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de
dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y
ambiente. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COIl para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (3,5 — 21 %).
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Figura 44: Analisis de regresién lineal entre las concentraciones (% respecto del total de acidos
grasos del aceite) de los acidos oleico y linoleico en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz
del Eje — Cordoba y en EEA — INTA San Juan (p < 0,05). Los datos representan el promedio de
dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar.
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Figura 45: Evolucién del contenido (% respecto del total de acidos grasos del aceite) de acido
linolénico en funcion del tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas
en Cruz del Eje — Cérdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de
dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y
ambiente. Las lineas horizontales oscuras marcan los limites establecidos por el COIl para este
acido graso en aceites de oliva extra virgenes (£ 1 %).
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Figura 46: Evolucion de la relaciébn entre acidos grasos monoinsaturados (AGMI) vy
poliinsaturados (AGPI) en funcién del tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de
olivo cultivadas en Cruz del Eje — Cérdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan
el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5
arboles por cultivar y ambiente.
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Tabla 16: Andlisis de regresion no lineal a dos tramos para algunos componentes quimicos del
aceite de las variedades Arbequina y Manzanilla cultivadas en Cruz del Eje — Cordoba y en EEA
— INTA San Juan, en funcién del tiempo térmico acumulado (°Cd) a partir de la plena floracion.
Los analisis fueron realizados a partir de datos recogidos durante dos ciclos de cultivo (CC,
2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar. Ecuaciones de regresién: y

=a+ B1x (cuando x <y); y = a + B2 * (x-y) (cuando x = y), siendo “y” la variable dependiente,
“‘a” la constante que indica el valor esperado de “y” cuando “x” = 0; “B1” es la pendiente en el

primer tramo de la curva; “B2” es la pendiente en el segundo tramo de la curva, “y” es el valor

[T

del momento de quiebre o “Break point” y “x” es la variable independiente o regresora (°Cd).

Parametro Cultivar Ambiente a B Y B2 Valor en
(Break "Break
point) point”
Acido Arbequina  Cérdoba 27,44 -0,01 822,74 2,49E-03 15,78
Palmitico San Juan 50,15 -0,04 886,57 5,51E-04 17,39
(%) Manzanilla Cérdoba 29,62 -0,01 875,15 -8,60E-04 16,61
] San Juan 43,65 -0,03 904,72 -1,62E-03 18,39
Acido
palmitoleico Arbequina  Coérdoba 1,03 -1,20E-04 1660,67 1,29E-03 0,83
(%) San Juan 0,76 1,01E-04 1908,37 7,84E-04 0,95
Acido Arbequina  Cérdoba 4,07 -3,80E-03 556,06 -2,08E-04 1,94
Esteérico San Juan 6,37 -4,90E-03 916,77 -1,34E-04 1,81
(%) Manzanilla Cérdoba 3,87 -2,20E-03 994,95 -1,11E-04 1,64
San Juan 4,96 -2,80E-03 1182,21 2,32E-04 1,69
Acido Arbequina  Cordoba 8,49 0,11 618,54 -7,76E-03 74,3
Oleico San Juan -33,65 0,11 919,36 -4,98E-03 72,01
(%) Manzanilla Cérdoba -1,62 0,1 704,23 2,54E-03 71,59
San Juan -2,31 0,06 1212,05 -1,90E-04 72,74
Acido Arbequina  Cérdoba 22,79 -0,02 797,31 5,87E-03 5,23
Linoleico San Juan 45,52 -0,04 932,93 4,63E-03 5,69
(%) Manzanilla Cérdoba 25,01 -0,02 930,03 -1,16E-03 5,43
San Juan 32,43 -0,02 1320,35 2,00E-03 4,39
Acido Arbequina  Cérdoba 22,89 -0,03 606,32 -5,82E-04 2,06
Linolénico San Juan 31,37 -0,03 921,89 -6,73E-04 2,03
(%) Manzanilla Cérdoba 33,58 -0,05 638,25 -8,30E-04 2,54
San Juan 27,05 -0,02 1261,46 -2,63E-04 1,34
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Continuaciéon Tabla 16

Cultivar  Ambiente a B Y B Valor en
Parametro
(Break "Break
point) point”
Tocoferoles Arbequina  Coérdoba 5754,6 -5,12 898,11 -2,94E-01 1157,37
Totales San Juan 9943,3 -6,9 1244,49 -4,61E-01 1356,03
(mg/kg) Manzanilla Cérdoba 6691 -6,49 906,36 -1,19E-01 805,71
San Juan 7337,5 -4,55 1406,61 -3,19E-01 939,11
Escualeno Arbequina  Cérdoba -48,8 2,59 1226,14 -1,01 3126,07
(mg/kg) San Juan 515,6 2,24 1269,82 -1,02 3354,62
Manzanilla Cérdoba -3662,4 7,62 1399,23 -1,52 7001
San Juan 3298,5 1,32 2675,01 -4,26 6828,48

Tabla 17: Aplicacion de modelo mixto de medidas repetidas en el tiempo para algunos
componentes quimicos del aceite en los cultivares Arbequina y Manzanilla cultivados en Cruz
del Eje — Cérdoba y en EEA — INTA San Juan, en funcién del tiempo térmico acumulado (°Cd) a
partir de la plena floracién (DDPF). Los andlisis fueron realizados a partir de datos recogidos
durante dos ciclos de cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre cultivares y ambientes.

Tasade Tasade
Parametro Cultivar Ambiente cambio R? cambio R?

primer segundo

tramo tramo

Acido Arbequina Cordoba -1,25% 0,74 0,24% 0,69
palmitico San Juan -1,96% 0,74 0,06% 0,69
(%/100 °Cd) Manzanilla Cérdoba -1,72° 0,74 -0,09° 0,69
San Juan -1,52% 0,74 -0,22° 0,69
Acido palmitoleico  Arbequina Cérdoba 0,12% 0,81
(%/100 °Cd) San Juan 0,10% 0,81
Acido Arbequina Cordoba -0,20% 68 -0,02° 0,41
esteérico San Juan -0,29% 0,68 -0,01° 0,41
(%/100 °Cd) Manzanilla Cérdoba -0,25° 0,68 -0,01° 0,41
San Juan -0,26% 0,68 0,03° 0,41
Acido Arbequina Cordoba 10,21° 0,9 -0,69" 0,81
Oleico San Juan 12,01° 0,9 -0,51° 0,81
(%/100 °Cd) Manzanilla Coérdoba 10,83? 0,9 0,32° 0,81
San Juan 10,152 0,9 0,22° 0,81
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Continuacion Tabla 17

Tasade Tasade
cambio cambio
primer R? segundo R?
Parametro Cultivar Ambiente tramo tramo
Acido Arbequina Cordoba -1,82% 0,73 0,61% 0,87
linoleico San Juan -2,21°% 0,73 0,49% 0,87
(%/100 °Cd) Manzanilla Cérdoba -2,118 0,73 -0,01° 0,87
San Juan -2,12% 0,73 0,13 0,87
Acido Arbequina Cdrdoba -3,31° 0,85 -0,062% 0,78
linolénico San Juan -3,35" 0,85 -0,067° 0,78
(%/100 °Cd) Manzanilla Coérdoba -4,87% 0,85 -0,084b 0,78
San Juan -3,33" 0,85 -0,089" 0,78
Tocoferoles Arbequina Cérdoba -467°% 0,86 -32° 0,83
Totales San Juan -652?% 0,86 -49° 0,83
(mg/kg/100 °Cd) Manzanilla Cordoba -688?% 0,86 -13° 0,83
San Juan -205% 0,86 -33° 0,83
Escualeno Arbequina Cérdoba 179° 0,84 -95° 0,91
(mg/Kg/100 °Cd) San Juan 97° 0,84 -91° 0,91
Manzanilla Coérdoba 5442 0,84 -146% 0,91
San Juan 360" 0,84 -175° 0,91
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Componentes menores de frutos y aceites
Fraccion fendlica

Algunas observaciones han permitido determinar que los aceites provenientes del
mismo cultivar en distintas areas geograficas presentan caracteristicas significativamente
diferentes respecto a la concentraciéon de compuestos fendlicos mostrando que la tipicidad de
los aceites esta definida también por la zona de produccion (Vihna et al., 2005; Tura et al.,
2007).

La evolucién de la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) de los frutos no
permite visualizar patrones comunes entre cultivares o ambientes (Fig. 47). El patron que
presenta la var. Arbequina cultivada en Cérdoba muestra similitud con el de la var. Manzanilla
cultivada en San Juan, de la misma manera que la tendencia observada en Arbequina — San
Juan se asemeja a la de Manzanilla — Cordoba. Estos hechos sugieren que la dindmica de
sintesis y acumulacion de sustancias fendlicas en estos cultivares podria ser resultado de la co-

variacion debida tanto al genotipo como al ambiente de cultivo.

Independientemente del patrén presente en cada combinacion cultivar — ambiente, el
CFT medido a la finalizacion del periodo de estudio evaluado (210 — 220 DDPF, 3450 — 3650
°Cd) se reduce aproximadamente el 50 % con respecto a la concentracién detectada en frutos
obtenidos a los 30 — 50 DDPF (300 — 350 °Cd), resultando en cantidades comprendidas entre
20 y 40 mg fenoles totales/g de fruto, sin diferencias significativas, a excepcion de Manzanilla -
Cordoba que presenta la concentracion mas elevada. Esta diferencia en particular no puede ser
explicada por el estado de maduracion de los frutos ya que al momento de la dltima fecha de
cosecha analizada, las muestras del cv. Manzanilla tomadas en ambos ambientes poseen IM
muy semejantes (3,3 — 3,5). Al aplicar regresiones lineales simples para cada combinacion
cultivar-ambiente, a partir del momento en el cual la CFT comienza a disminuir, las pendientes
estimadas son las siguientes: -0,49 (R? = 0,78) para Arbequina - San Juan; -0,20 (R? = 0,56)
para Arbequina — Cérdoba; -0,17 (R? = 0,57) para Manzanilla - San Juan; -0,50 (R? = 0,88) para

Manzanilla — Cérdoba.
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Al analizar el efecto de las distintas fuentes de variacion sobre el CFT, el cultivar y la
época de recoleccion de los frutos representan las mayores fuentes de variabilidad. El efecto

del ambiente no fue significativo (Tabla 18).
Tocoferoles

Esta fraccion del aceite, analizada a través de sus componentes individuales, muestra
tendencias similares en los dos cultivares y ambientes (Figs. 48 — 51), aunque con
concentraciones iniciales mayores, obtenidas con valores de cargas térmicas mas elevadas, en
las muestras provenientes de San Juan. La dinamica de sintesis responde a modelos de
regresion bi-lineal con dos fases de decrecimiento, la primera muy acentuada (tasas
comprendidas entre -205 y -688 mg/kg/100 °Cd, sin diferencias significativas), y la segunda de
menor intensidad (tasas comprendidas entre -13 y -49 mg/kg/100 °Cd, con diferencias
significativas entre cultivares y ambientes) (Tabla 17). Luego de iniciado el periodo de
maduracion de los frutos, la concentracion de tocoferoles totales se mantiene en valores entre
350 y 500 mg/Kg aceite. Estos valores resultan sustancialmente mas elevados que aquellos
obtenidos en otros ambientes. Ceci y Carelli (2007) han encontrado concentraciones de
tocoferoles totales comprendidas entre 190 — 463, y entre 212 - 328 mg/kg en aceites de los
cvs. Arbequina y Manzanilla, respectivamente, extraidos a partir de frutos con distintos grados
de maduracion, de distintas zonas de produccion de Argentina. Por su parte, Uceda et al.
(2008) informan un contenido de tocoferoles totales menor a 200 mg/kg en el aceite del cv.
Manzanilla de diferentes origenes geograficos. Asimismo, Beltran et al. (2010) reportan
concentraciones promedio de a-tocoferol de 150 mg/kg y de 230 mg/kg aceite en muestras de

frutos de las variedades Manzanilla y Arbequina, respectivamente, cultivadas en Espafia.

Cuando se analizan las diferentes fuentes de variacion sobre el contenido de tocoferoles
totales (Tabla 18), s6lo se observa un efecto estadisticamente significativo de la época de

recoleccién de los frutos y de su interaccién con el ambiente de cultivo.
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Escualeno

A pesar de ser el hidrocarburo mayoritario, son escasos los estudios sobre la dindmica
de este compuesto conforme avanza el crecimiento y maduracion del fruto (Baccouri et al.,
2008; Sakouhi et al., 2011°) y sobre la influencia del ambiente en su contenido (Di Vaio et al.
2012).

La evolucion de la concentracion de este metabolito presenta una fase de acumulacion
intensa, de duracion variable, seguida de otra de declinacion mas o menos pronunciada (Fig.
52). En cada una de las mismas, las tasas de cambio no registran diferencias estadisticamente
significativas entre ambientes (Tabla 17).

En los dos ambientes, el cv. Manzanilla muestra tasas de incremento mas elevadas y
periodos de acumulacién algo mas prolongados que los correspondientes al cv. Arbequina. Esto
resulta en concentraciones maximas significativamente mayores en el primero (6400 — 6700
mg/kg, las cuales se alcanzan entre 1500 — 1900 °Cd) respecto del segundo (3000 — 4000
mg/kg, entre 1050 — 1450 °Cd).

El contenido de escualeno muestra una clara influencia de la época de recoleccion de
los frutos, del cultivar y de su interaccién con el ambiente, y un efecto de menor magnitud del
ambiente de cultivo (Tabla 18).
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Figura 47: Evolucion del contenido de fenoles totales (mg/g fruto, SBS) en funcién del tiempo
térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje — Cérdoba y en
EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-
11y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente.
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Figura 48: Evolucion del contenido de tocoferoles totales (mg/kg de aceite) en funcién del
tiempo térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje —
Cérdoba y en EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de
cultivo (CC, 2010-11 y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente.
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Figura 49: Evolucién del contenido de a-Tocoferol (mg/kg de aceite) en funcién del tiempo
térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje — Cérdoba y en
EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-
11y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente.
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Figura 50: Evolucion del contenido de B-Tocoferol (mg/kg de aceite) en funcion del tiempo
térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje — Cérdoba y en
EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-
11y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente.
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Figura 51: Evolucion del contenido de y-Tocoferol (mg/kg de aceite) en funcion del tiempo
térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje — Cordoba y en
EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-
11y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente.
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Figura 52: Evolucién del contenido de escualeno (mg/kg de aceite) en funcién del tiempo
térmico acumulado (°Cd) en dos variedades de olivo cultivadas en Cruz del Eje — Cérdoba y en
EEA — INTA San Juan. Los datos representan el promedio de dos ciclos de cultivo (CC, 2010-
11y 2011-12). En cada CC se utilizaron 5 arboles por cultivar y ambiente.
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Tabla 18: Efecto de diferentes fuentes de variabilidad (C, cultivar; A, ambiente; ER, época de
recoleccién de los frutos) y sus interacciones para algunos parametros quimicos analizados en
frutos y aceites de las cultivares Arbequina y Manzanilla, cultivados en Cruz del Eje — Cordoba y
en EEA — INTA San Juan. Significancia estadistica: * p < 0,01.

Parametro C A ER CXA CxER AXER
Concentracién de aceite 1,12 2,18 72,43* 0,16 0,68 1,12*
Acidos grasos

Ac. palmitico 12,51 0,01 37,19* 0,076 11,15* 6,30*
Ac. palmitoleico 6,08* 1,32* 32,42* 0,09 13,33* 3,94*
Ac. estearico 2,21* 4,24 41,65* 2,31* 3,30*% 3,11*
Ac. oleico 9,61* 0,15 54,97* 0,23 11,12* 1,78*
Ac. linoleico 22,39* 0,95 31,28* 0,69 16,57* 0,95
Ac. linolénico 0,74* 0,002 83,31* 0,01 1,83* 0,38
Componentes menores

Escualeno 52,46* 0,60 16,77* 0,04 5,73* 1,69*
Tocoferoles totales 0,32 0,18 79,56* 0,04 0,62 3,79*
Fenoles totales 14,23* 2,76* 26,17 19,74 2,15* 5,62*
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Conclusiones

Los registros térmicos obtenidos durante el periodo primavero-estival, coincidente con
las fases fenoldgicas de cuajado, crecimiento y maduracion de los frutos, presentan escasas
diferencias entre los sitios de cultivo evaluados. No obstante, los dos cultivares analizados
muestran variaciones entre ambientes, principalmente en los patrones de sintesis y
acumulacién de materia seca, aceite y acidos grasos mayoritarios. Estos hechos indicarian la
concurrencia de otros factores ambientales como moduladores del desarrollo de los frutos, la

acumulacién de fotoasimilados, y la biogénesis y composicion del aceite.

Dado el amplio periodo ontogénico evaluado, que abarca distintas fases fenolégicas del
desarrollo y la maduracion de los frutos, la época de recoleccién de los mismos constituye el
principal factor de variabilidad para los pardmetros quimicos analizados, a excepcion del
contenido de sustancias fendlicas. El genotipo y su interaccién con la época de cosecha
representan fuentes de variacion de mayor magnitud que el ambiente para las concentraciones
de los acidos grasos mayoritarios, fenoles y escualeno. Para el contenido de aceite, por el

contrario, es mayor la influencia del ambiente de cultivo.

Si se tienen en cuenta las concentraciones de aceite y de acido oleico como parametros
clave en variedades cuyo destino principal es la oleicultura, los datos obtenidos ponen de
relieve que el cv. Arbequina expresa su mayor potencial en el ambiente de cultivo de la
provincia de San Juan (Dpto. San Martin). Los resultados muestran también mayores
variaciones entre ambientes en el cv. Arbequina sugiriendo una menor plasticidad fenotipica en

este cultivar respecto de Manzanilla.
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

En Argentina, el area de cultivo del olivo se ha expandido mas alla de las regiones
tradicionales de produccién, abarcando actualmente un amplio gradiente latitudinal. Una
dificultad a la que se enfrenta la produccion nacional de aceites de oliva, principalmente la de
aquellos provenientes de la region noroeste del pais, guarda relacién con algunos parametros
reglamentados de calidad (en especial el contenido de acido oleico) los cuales pueden estar
fuera de los limites establecidos por el Consejo Oleicola Internacional para aceite de oliva
virgen extra. En particular, los aceites obtenidos del cv. Arbequina presentan menores
contenidos de acido oleico con respecto a los producidos en paises de la cuenca Mediterranea
para este mismo cultivar. Desde el punto de vista practico, el aspecto mencionado puede
constituir un obstaculo para la comercializacion de los aceites, sobretodo en el mercado
internacional. En nuestro pais, en las zonas donde este cultivo tiene lugar, el régimen de
temperatura del aire a lo largo del afio es diferente respecto de la region Mediterranea, siendo
las temperaturas de invierno y primavera sustancialmente mayores. Esta situacion trae
aparejada un adelanto en la fenologia del cultivo; la fase de acumulacion de aceite tiene lugar
principalmente en el verano con temperaturas medias mas elevadas que aquellas registradas

en las regiones de cultivo del hemisferio norte.

Si bien las rutas biosintéticas que conducen a la formacién de &cidos grasos en el fruto
del olivo empiezan a ser bien conocidas, muy poco se sabe sobre su regulacién. En este
sentido, resulta de interés determinar el papel de la expresion genética de una familia de
enzimas relacionadas con las primeras etapas de la desaturaciéon de los acidos grasos. Una de
las enzimas clave en esa secuencia de reacciones es la oleil-ACP desaturasa (FAD2), la cual
cataliza la transformacién del acido oleico en linoleico. Algunos trabajos realizados en Argentina
han revelado una relacion negativa entre el contenido de acido oleico y la temperatura media
durante la fase de acumulacién de aceite sugiriendo un posible efecto de la misma sobre la

actividad de desaturasas involucradas en el metabolismo de este &cido graso.

Considerando la problematica que plantea el cultivo del olivo en los valles calidos del
noroeste argentino resulta de interés el estudio de la regulacion ambiental de los marcadores

moleculares mencionados, en variedades de olivo cultivadas en ambientes con distintas
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caracteristicas agro-climaticas, como las que se observan en el gradiente latitudinal donde se
desarrolla el cultivo en Argentina. Estos estudios permitiran generar conocimientos basicos que
pueden ser aplicados a programas de mejoramiento del cultivo, con el objetivo de obtener

nuevos genotipos con mejores caracteristicas (ej: mayor nivel de &cido oleico) en sus aceites.
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