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RESUMEN

El presente trabajo tiene como obijetivo principal el estudio del patrén y la dinamica
de acumulaciéon y composicion del aceite durante el desarrollo y los primeros estadios de
la maduracion de los frutos en el cultivar Arauco (Olea europaea L.).

En dicho cultivar de olivo, la dinamica de acumulacién de materia seca se ajusta
satisfactoriamente a un modelo de regresion lineal alcanzandose la madurez fisioldgica
durante el envero. La biogénesis del aceite se registra desde fases muy tempranas
(aproximadamente 30 — 35 dias después de la plena floracion, DDPF) del desarrollo de
los frutos. El proceso que culmina con la acumulacién del aceite en una unica gota por
célula se produce al inicio de la maduracién (indice de madurez proximo a la unidad). En
este estadio se logra la maxima concentracion de aceite (49 g/100 g materia seca).

La informacion que proporciona el estudio de la composicion de acidos grasos de
las diferentes fracciones de glicéridos aporta 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
segun un patron donde la transferencia de palmitil-CoA, mediada por G3PAT, prevalece
en la primera fase de la biosintesis (la 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 acido oleico. Este ultimo no solo contribuye a la fraccién 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 vy DAGAT,
respectivamente. La presencia de triacilglicéridos se registra desde fases muy tempranas
del desarrollo, al principio con una elevada una proporcion de acido oleico (> 80 %) y
posteriormente con un descenso paulatino de su concentraciéon hasta alcanzar valores
constantes en el periodo previo al inicio de la maduracién 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.

Desde un punto de vista practico, el comienzo precoz de la fase de disminucién en
el contenido de acido oleico que tiene lugar en el periodo previo al inicio de la maduracion
de los frutos, antes de alcanzar la maxima concentracién de aceite, representa un
inconveniente a los fines de establecer una época 6ptima de cosecha para la produccion
de este ultimo. Sobre la base de la evolucion de estos dos parametros, el periodo de
recoleccién apropiado podria establecerse antes del inicio del envero (IM < 2), momento
en el cual finaliza la fase de sintesis activa del aceite y el contenido de acido oleico no

muestra su maxima declinacion.



ANTECEDENTES

El olivo pertenece a la familia Oleaceae, que abarca especies, en su mayoria
arboles y arbustos, distribuidas por las regiones tropicales y templadas del mundo. El
género Olea posee unas 35 especies. Olea europaea L., que comprende los olivos
cultivados y también los acebuches u olivos silvestres, es la Unica especie de la familia
con fruto comestible (Rapoport, 2008).

El cultivo del olivo se origind en Oriente Medio y se desarrollé extensamente en
los paises riberefios de la Cuenca del Mar Mediterraneo, en donde se concentra
aproximadamente el 98 % de la superficie cultivada. El 2 % restante se reparte entre
unos pocos paises del continente americano (principalmente Argentina), Asia oriental y
Oceania. A nivel mundial, la superficie agricola destinada al cultivo del olivo es de
aproximadamente 10 millones de hectareas. La produccion alcanza un promedio anual de
16 millones de toneladas de aceitunas, de las cuales aproximadamente el 90 % se
destinan a la obtencién de aceite, mientras que el 10 % restante se consumen elaboradas
como aceitunas de mesa (Civantos, 2008).

En Argentina, en las dos ultimas décadas, se promovieron emprendimientos
productivos en el area olivicola, principalmente en las provincias de San Juan, La Rioja y
Catamarca, que permitieron lograr en pocos afos la mayor superficie cultivada de olivos
en América del Sur. 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. Aunque existen algunas diferencias regionales en
cuanto al destino principal de la produccion, en promedio, el 70 % de la misma se destina
a la fabricacion de aceite, siendo los cultivares Arbequina y Manzanilla los mas utilizados
para este proposito.

El cv. Arauco (Fig. 1) es el unico de origen argentino reconocido por el Consejo
Olivicola Internacional (IOOC, 2000). Su origen es incierto; probablemente se origin6 a
partir de la seleccion de esquejes provenientes de Espafia en tiempos coloniales.
Presenta similitudes con los cultivares Azapa de Chile y Sevillana de Peru. Se considera
una variedad 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. Su longitud promedio
es de 27 mm y su diametro transversal de 20 mm. El endocarpo es de peso elevado (>
0.45 g) y forma alargada, con base truncada y apice apuntado. La superficie es rugosa y
el nimero de surcos fibrovasculares es alto (valor medio 9.5). 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
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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).

Hasta inicios de la década de 1990, Arauco fue el cultivar mas difundido en
nuestro pais para la elaboracion de aceituna en conserva, debido fundamentalmente al
tamano y elevada relacion pulpa/hueso de sus frutos (Garrido Fernandez, 1997). No
obstante, se ha observado que las caracteristicas fisicas de los frutos de Arauco pueden
variar considerablemente en funcion del ambiente de cultivo lo que puede transformarse
en un obstaculo para su comercializacion como variedad de mesa. Por otra parte,
estudios preliminares han demostrado que, a la madurez, los frutos de este cultivar
poseen un contenido de aceite relativamente elevado (Torres et al., 2007) lo que ha

despertado el interés en su utilizacion como materia prima para la produccion de aceite.



Figura 1: Arbol, ramas fructiferas y frutos en distintos estadios de desarrollo y maduracién del cv. Arauco.




Fases del desarrollo del fruto del olivo

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 o capa externa). El conjunto de estos tres tejidos recibe el nombre de pericarpio y
tiene su origen en la pared del ovario. El endocarpo es la parte lefiosa de la oliva y
contiene la semilla. Comienza a crecer a partir de la fecundacién y aumenta de tamano
los dos meses siguientes. En el estado maduro el endocarpo esta totalmente compuesto
por células esclerificadas, las cuales deben su dureza a la deposicidon de una doble pared
secundaria con alto contenido en lignina. EI mesocarpo es un tejido carnoso que
comienza a desarrollarse a partir de la fecundacion y que sigue creciendo hasta la
maduracion. Sus células son parenquimaticas, poco diferenciadas, pero con una gran
capacidad de crecimiento. El exocarpo o epicarpo es la capa exterior y mas fina del fruto.
Este tejido estd compuesto por la epidermis y su cuticula. La cuticula 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 estd 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 composicién de este ultimo varia en funcion de la variedad,
y dentro de una misma variedad en funcion 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.

El desarrollo del fruto del olivo sigue una curva doble sigmoidal (Rallo y Cuevas,
2008), con tres 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).

Durante la fase |, de crecimiento rapido, ocurre un notable aumento de tamano
debido principalmente a divisiéon celular. En esta fase se produce fundamentalmente el
desarrollo de endocarpo, que llega a ocupar hasta un 80 % del volumen de la aceituna.
Tras un periodo durante el cual el crecimiento se ralentiza o detiene y que coincide con el
endurecimiento del carozo (fase Il), el fruto experimenta un nuevo incremento de tamafio
principalmente a causa de la elongaciéon de las células del mesocarpo (fase Il de
crecimiento). En esta fase el fruto alcanza su tamafio real y, al final de la misma, ocurre el
enverado o cambio de color de la epidermis que marca el comienzo del periodo de
maduracion. Aunque se asume que estas pautas de crecimiento son de ocurrencia
general, existen evidencias que indican que tanto la tasa como la duracién de los
procesos de division y expansiéon celular pueden presentar variaciones considerables

sobre todo entre variedades de olivo que poseen amplias diferencias en el tamafo de los



frutos (Rallo y Rapoport, 2001). A su vez, aquellas variaciones pueden afectar la tasa de

acumulacion de los lipidos de reserva (Romano et al., 2004).

Biogénesis, acumulacién y composicion del aceite

En el fruto del olivo, la mayor proporcion de los lipidos de reserva (principalmente
triglicéridos) se sintetiza y acumula en células del mesocarpo, las cuales tienen la
capacidad de metabolizar fotoasimilados fijados tanto en hojas como en cloroplastos de
los propios frutos (Salas et al., 2000; Hernandez et al., 2009). La biogénesis del aceite
tiene lugar durante casi todo el periodo de desarrollo del fruto, el cual comprende 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.

En general, la fase mas intensa de acumulacion del aceite ocurre durante el
desarrollo del mesocarpo, luego de la fase de endurecimiento del carozo. Durante el
periodo de maduracién de los frutos la tasa de acumulacion de lipidos se reduce
significativamente en la mayor parte de las variedades estudiadas (Conde et al., 2008).

La formacion de lipidos de almacenamiento involucra la sintesis de novo de
acidos grasos y su posterior incorporacion a unidades de glicerol-3-fosfato mediante una
serie de reacciones mediadas enzimaticamente (Fig. 2). 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 enzimatico acido graso
sintetasa (AGS). La primera cataliza la condensacién, 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 formacion 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 acido graso sintetasa es casi
siempre una mezcla de palmitato y estearato. La relacion entre ellos esta directamente
relacionada con el grado de insaturacién 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.

El proceso de elongacién y desaturacién de los acidos grasos termina con la
liberacion de los grupos acilo de las proteinas transportadoras de acilos, mediante la
accién de tioesterasas presentes en los plastidios o con su transferencia a lipidos

complejos mediante aciltransferasas.
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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”). La actividad y las especificidades de las enzimas (aciltransferasas) que
intervienen, respecto de la posicidon que esterifican y del acido graso que incorporan
preferentemente determinan la composicion de los glicéridos parciales vy, finalmente, la
composicion general y la tasa de acumulacion del aceite. En frutos maduros, este ultimo
esta compuesto mayoritariamente por triacilglicéridos, los cuales representan hasta el 98
% del total del aceite (Kiritsakis, 1992).

Por otra parte, resulta oportuno remarcar que la mayor parte de las
investigaciones acerca de las variaciones en la composicion de acidos grasos durante la
ontogenia del fruto del olivo se han realizado en el periodo de maduracion de los frutos,
siendo escasa la informacion disponible sobre patrones de biogénesis del aceite en
etapas tempranas del desarrollo de los mismos. Asi por ejemplo, Baccouri et al. (2008)
han informado 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. Beltran et al. (2004) estudiaron la composicién del aceite de la
variedad Picual durante la maduracion del fruto en tres afos sucesivos. Estos autores
encontraron reducciones en el contenido de acidos grasos saturados e incrementos en
los acidos oleico y linoleico con el retraso de la fecha de recoleccion y determinaron que,
ademas de la influencia estacional, el ano de cultivo ejerce un efecto marcado sobre las
concentraciones de estos acidos grasos. 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 pequefias modificaciones se registran
durante la maduracién. A su vez, Uceda et al. (2008) sostienen que, independientemente
de la variedad y una vez finalizada la lipogénesis, la maduracién conlleva una
disminucion del contenido en acido palmitico y aumento del acido linoleico,
manteniéndose constante la proporcion de acido oleico. Aunque éste ultimo constituye
uno de los parametros clave para definir la calidad de los aceites de oliva, existen pocas
evidencias de los cambios que experimenta su concentracién durante el desarrollo del
mesocarpo del fruto del olivo. En particular, no hay antecedentes publicados en el cv.

Arauco.
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Figura 2: Esquema simplificado de la biosintesis de triacilglicéridos en células vegetales.
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Construccion de la hipétesis de trabajo y objetivos

Si bien se asume que en el fruto del olivo las dinamicas de sintesis y acumulacién del
aceite siguen patrones generales, dichos procesos pueden experimentar variaciones
considerables sobre todo entre genotipos que presentan diferencias amplias en el tamano
de los frutos. Se presume que el cultivar Arauco presenta un patrén temporal de
acumulacion de aceite caracteristico, en el que la sintesis del mismo se completa en una

fase muy temprana de la maduracién de los frutos.

Objetivo general
Estudiar el patron y la dinamica de la acumulacion y composicion del aceite durante el

crecimiento y desarrollo del fruto de olivo del cv. Arauco.

Objetivos especificos

- Establecer el marco temporal y la contribucion de las distintas fases del desarrollo de los
frutos a la sintesis y acumulacién del aceite en el cv. Arauco.

- Estudiar la dinamica de los cambios en la composicion de acilglicéridos en funcion del

grado de desarrollo de los frutos.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y caracterizacién del sitio de estudio

El estudio se llevd a cabo en una plantacion de olivos (Olea europaea L. cv.
Arauco) ubicada en la Estacién Experimental Agropecuaria INTA-San Juan (31°39’,
68°35° W; Dpto. Capital, provincia de San Juan). Dadas las condiciones de aridez, los
suelos de esta region se caracterizan por ser jévenes e inmaduros con escasa evolucion
hacia horizontes pedogenéticos. Son pobres en materia organica, pero bien provistos en
potasio y medianamente en fosforo. Se clasifican como Entisoles y estan constituidos por
sedimentos gravitatorios, edlicos y fluviales (Moscatelli et al., 1990).

El clima arido desértico domina toda la region. 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 puede superar los 45 °C y minimas
absolutas entre 5 °C y 10 °C bajo cero.

En el sitio de estudio y teniendo en cuenta el total de precipitacion efectiva
recibida durante el ciclo de cultivo estudiado, se aplico riego suplementario para totalizar
una lamina de agua equivalente a 800 mm/afo. El suministro de agua a los arboles se
llevé a cabo mediante riego por surco.

Se trabajé con plantas de aproximadamente 70 afos de edad, dispuestas en un
marco de plantacion de 10 m x 10 m. Dentro de la parcela experimental, se escogieron
aleatoriamente 10 arboles de los cuales se seleccionaron finalmente 5, en base a las
semejanzas que presentaban en sus niveles de carga frutal.

A partir de la finalizacion de la fase | de crecimiento de los frutos
(aproximadamente 30 dias después de plena floracion, DDPF), a intervalos quincenales y
durante el transcurso de la mafana (entre las 8 y las 10 horas) se tomaron muestras de
los mismos (aproximadamente 300 g/arbol) provenientes de las cuatro orientaciones de
cada uno de los arboles seleccionados, a una altura de copa comprendida entre los 1.5y
los 2.5 m.

Para determinar DDPF se sigui6 el protocolo sugerido por Farinelli et al. (2012).
En cada arbol seleccionado, se marcaron 6 ramas que contenian en promedio 70 - 80
inflorescencias. Desde el inicio de la floracion, se realizaron observaciones diarias para
establecer el momento de plena floracion (PF), es decir, cuando el 80 % de las flores se

encontraban abiertas.
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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 continuacién:

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 o 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, Gy H, el numero de frutos de las clases 0, 1, 2, 3,4, 5,6y 7,

respectivamente.

Estudios morfométricos, histoquimicos y de microscopia

A partir de alicuotas de 100 frutos por muestra (fecha de muestreo x arbol) se
determind el peso de los mismos mediante el empleo de una balanza de precision. Por
otra parte, se seleccionaron aleatoriamente 10 frutos, los cuales se cortaron en secciones
de 3-4 mm de espesor. Las mismas se fijaron en FAA (50% etanol 95° 35 % agua
destilada, 10 % formaldehido y 5 % acido acético glacial) para su posterior analisis
mediante microscopia oOptica. A partir del material conservado en FAA, se realizaron
cortes transversales semifinos. Los mismos fueron tefiidos con Oil Red y Astra Blue (0.2
%) y posteriormente se montaron en preparados semipermanentes con gelatina
glicerinada. Estos cortes se utilizaron para observar la formacion y el acumulo de aceite
en las células del mesocarpo, mediante un fotomicroscopio Axiophot de luz transmitida y
epifluorescencia (20X). Las imagenes obtenidas fueron registradas con una camara

digital y procesadas con un software analizador de imagenes (MacBiophotonics ImageJ).

Extraccion del aceite, determinacion del rendimiento y caracterizaciéon de la
composicion de acidos grasos

A partir de los lotes de frutos obtenidos en cada una de las fechas de muestreo,
se selecciond aleatoriamente una muestra de aproximadamente 150 g. La misma se

utilizé para separar los distintos tejidos (semilla y pulpa, considerando en esta ultima
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mesocarpo y epicarpo) formadores de aceite. Una alicuota de aproximadamente 100 g de
pulpa se tritur6 en molino de cuchillas de acero inoxidable. A partir de 20 g de este
material se determind el porcentaje de humedad (estufa, 100 °C) lo que permitié calcular
el contenido de materia seca de los frutos. El resto de la pulpa se liofilizé hasta obtener
peso seco constante y se conservé a -20 °C. Una parte del material liofilizado (20 g) se
utilizé para la obtencidén de aceite, mediante extraccidon continua sélido-liquido en equipo
Soxhlet, durante 8 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

expres6 como porcentaje segun base seca (% SBS).

Composicién de acidos grasos totales

La composicién de acidos grasos de los aceites obtenidos a partir del mesocarpo
se determiné por cromatografia gaseosa (CG). Los aceites (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 solucion de cloruro de amonio/acido
sulfurico en metanol y se llevé nuevamente a reflujo durante 5 min. Se dejé enfriar y se
particion6 con 10 mL de n-hexano. Se recuperd esta ultima fase, se secé 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 analizé en una columna de fase
Supelcowax, de 30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 u de espesor de
fase. Se empled nitrégeno 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 comparaciéon 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 acidos
grasos identificados se expresé como valor porcentual en relacién al contenido total de

los mismos.

Composicién de acidos grasos en las fracciones de glicéridos

A partir de los aceites obtenidos del mesocarpo, se analizé la composicion de
acidos grasos de las diferentes fracciones de glicéridos. Las mismas se separaron
mediante cromatografia en capa 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 moévil. 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 fraccién polar conteniendo lisofosfoglicéridos)
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se removieron de las placas y se resuspendieron en cloroformo : metanol (2 : 1, v/v)
(fraccidn 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 v/v) como fase movil, empleando 1-palmitoil-lisofosfatidilcolina como
estandar para la identificacion de la fraccidon de lisofosfoglicéridos. Una vez realizado el
desarrollo cromatografico, y luego de la evaporacién del disolvente bajo campana, esta
ultima fraccion se resuspendié en cloroformo : metanol (2 : 1, v/v). Finalmente se analizd
la composicidon de acidos grasos del extracto de cada una de las fracciones purificadas
(lisofosfoglicéridos, di y triglicéridos) de acuerdo a la metodologia utilizada para el analisis
de la composicién de acidos grasos totales, previo filtrado de la silica y evaporacion de

los disolventes.

Analisis estadistico de los resultados

Los datos se analizaron estadisticamente mediante analisis de la varianza
(ANOVA) o test no paramétricos de Kruskall-Wallis, segun la distribucion de la variable.
En aquellos casos en donde se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre fechas de muestreo se utilizé un test a posteriori de comparacién multiple (LSD).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evolucidn del peso e indice de madurez de los frutos

En la Figura 3 se presenta la evolucion del indice de madurez (IM), peso fresco y
contenido de materia seca desde etapas tempranas del desarrollo de los frutos hasta la
maduracién. A partir de los 30 dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracion
(DDPF), el peso de las drupas comienza a incrementarse rapidamente, en forma casi
lineal, hasta alcanzar 4.5 g/fruto a 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 rapido. Al cabo de la
misma, el fruto alcanza un peso final promedio cercano a los 7.5 g/fruto. De esta manera,
la evolucion de este parametro muestra una curva de tipo sigmoide, la que incluye tres
fases principales. Beltran et al. (2008) indican que estas fases corresponden
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 desarrollo del endocarpo; b) el
endurecimiento del endocarpo, durante el cual la division 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, a diferencia de
otros cultivares, en los frutos del cv. Arauco el proceso de endurecimiento del endocarpo
tiene lugar en etapas mas tempranas, entre los 60 y 80 DDPF.

El peso del fruto del olivo es una caracteristica determinada genéticamente, pero
puede ser afectada considerablemente por practicas agronémicas (riego, poda, aclareo) y
factores agro-ecolégicos propios de la region de cultivo. En la evolucion normal del
crecimiento del fruto, en plantas cultivadas en ausencia de déficit hidrico, la carga del
arbol, es decir la poblacion de frutos, es determinante del peso y tamafio de los mismos,
existiendo una correlacion negativa entre el numero de frutos por arbol y el peso
promedio de los frutos a la madurez. Bajo las condiciones de cultivo empleadas en este
trabajo, los frutos del cv. Arauco alcanzan su peso definitivo aproximadamente a los 200
DDPF. Cuando se analiza la dinamica de acumulacion de materia seca, se observa un
incremento significativo, casi lineal, hasta esa misma época. 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 Rondanini et al. (2014) para este misma
variedad cultivada en distintos ambientes de la provincia de La Rioja.

Los primeros cambios en la pigmentacién de la epidermis de los frutos, que
marcan el inicio del periodo de maduracion, tienen lugar aproximadamente a los 130 —

140 DDPF, momento en el cual comienza la ralentizaciéon en la acumulacién de materia
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seca, y el peso fresco no presenta variaciones. La madurez fisiolégica (considerada como
el peso seco maximo acumulado) se alcanza en frutos que se encuentran en el inicio del
envero (IM préximo a 2).

De acuerdo a los resultados mencionados anteriormente, el patron de crecimiento
del fruto, considerado como ganancia de peso fresco, no coincide exactamente con la
acumulacion de materia seca. Este hecho puede deberse a que el contenido de agua del
fruto experimenta variaciones importantes debido fundamentalmente a la disponibilidad
de agua. Asimismo, se destaca la importancia de considerar este ultimo parametro
(materia seca) a los efectos de analizar la dinamica de acumulacion de otros
componentes, como el aceite, ya que su sintesis puede ralentizarse o aun detenerse

antes de ocurrir el maximo crecimiento del fruto.

Dinamica de la acumulacién de aceite

La formacion de aceite en células del mesocarpo comienza en fases muy
tempranas del desarrollo de los frutos (Fig. 4). Las drupas cosechadas a partir de 30
DDPF revelan la presencia de pequenos oleosomas cuya fusion da lugar posteriormente
a la apariciéon de pequenas gotas de aceite. De acuerdo a estudios realizados por
Matteucci et al. (2011) las mismas se segregan en los extremos del reticulo
endoplasmatico y seguidamente se fusionan para formar gotas de mayor volumen. Se ha
sugerido que la ausencia de oleosinas en el fruto del olivo (Ross et al., 1993) favorece la
coalescencia de la fase oleosa resultando en la formacién de gotas de gran volumen
(Rangel et al., 1997), que alcanzan un tamano final de aproximadamente 30 um de
diametro. En el cv. Arauco, en fases tempranas de la maduracién (IM = 1, 160 DDPF), el
aceite se acumula en forma de una uUnica gota, de forma casi esférica, con un area
promedio de un valor proximo a 1300 um? y un diametro de hasta 41 ym, que ocupa gran
parte del volumen de la célula (Figs. 4 y 5).

En la Figura 4 se muestra el patron de acumulacion de aceite, expresado como
g/100 g materia seca (% SBS). En los primeros estadios de desarrollo, hasta los 60 — 70
DDPF, se registra una baja tasa de sintesis, coincidiendo con la fase de endurecimiento
del endocarpo. La fase de acumulacién mas intensa se observa entre los 80 y 160 DDPF.
La duracion de esta fase resulta similar a la observada en otros cultivares de olivo (Conde
et al., 2008; Breton et al., 2009; Sakouhi et al., 2011).

Vista en su conjunto, la dinamica de la acumulacién de aceite en el cv. Arauco
sigue una curva de tipo sigmoide, con un incremento casi lineal durante el periodo de
sintesis activa mencionado (aproximadamente entre 80 - 160 DDPF). Posteriormente, la
biogénesis de aceite se ralentiza y alcanza una meseta en los inicios del periodo de

maduracién de los frutos. Estos datos indican que la sintesis del aceite esta completa en
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una fase muy temprana de la maduracion. En este sentido, los resultados mencionados
difieren de los observados en otros cultivares de olivo, tales como Picual, Frantoio y
Cornicabra, donde la acumulacion de aceite continia durante etapas avanzadas de la

maduracién de los frutos (Salvador et al., 2001; Beltran et al., 2004).
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Figura 3: Evolucion del indice de madurez (IM), peso y contenido de materia seca de los
frutos del cv. Arauco en funcion de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracion
(DDPF). Los datos representan el promedio de 5 arboles y las mediciones se realizaron
en 100 frutos/arbol.
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Figura 4: Evolucién del area de oleosomas (um?) en células de la seccion media del
mesocarpo y dinamica de la acumulacién de aceite (g/100 g mesocarpo, segun base
seca) del cv. Arauco en funciodn de dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracion
(DDPF). Los datos representan el promedio de 5 arboles. Las mediciones del area de
oleosomas se realizaron en 10 frutos/arbol.
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Figura 5: Células del mesocarpo, conteniendo un unico glébulo de aceite, de frutos del cv.
Arauco obtenidos a partir de 150 dias posteriores a la fase fenoldgica de plena floracion.
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Evolucién de la composicion de acidos grasos totales

En las figuras 6 y 7 se muestra la evolucién del contenido de los acidos grasos
(AG) principales de los aceites en los estadios de desarrollo y maduracién analizados.

El patron general de variacion de la concentracion de los dos AG saturados
presenta tendencias muy similares. En etapas tempranas del desarrollo de los frutos y
hasta aproximadamente 60 — 80 DDPF se observa una disminucion significativa de sus
concentraciones. En este periodo, el contenido de acido palmitico se reduce desde
valores del 27 % a concentraciones proximas al 20 %. Posteriormente y hasta los 200
DDPF (IM 2), su contenido no registra variaciones significativas. Finalmente, con IM
superior a 2 se observa una leve disminucién a valores cercanos al 17 %.

Para el acido estearico la reduccion va del 3,8 al 2,3 % (60 — 70 DDPF). A
continuacion se registra un aumento gradual y significativo que resulta en porcentajes
proximos al 3 % a los 110 DDPF. A partir de este momento, la concentracion se mantiene
practicamente estable.

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 COIl (7,5 — 20 % para el acido palmitico, 0,5 — 5 % para el acido
estearico) para aceites de oliva extra virgen.

En general, las tendencias mencionadas anteriormente difieren parcialmente de
aquellas descriptas para otros cultivares (Beltran et al., 2008; Baccouri et al., 2008; Menz
y Vriesekoop, 2010), en los cuales los niveles de los dos acidos saturados disminuyen
durante la maduraciéon de los frutos. Gomez-Gonzalez 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.

En relaciéon a la evolucion del contenido de acido palmitoleico, el cual se forma a
expensas del acido palmitico, se observa un aumento gradual, practicamente lineal, hasta
los 200 DDPF.

La dindamica de acumulacién del acido oleico presenta dos fases netamente
definidas. La primera, de incremento rapido, culmina aproximadamente a los 80 DDPF
con porcentajes cercanos al 70 % antes del inicio del periodo de maduracion de los
frutos. Posteriormente, se observa una fase de decrecimiento en la cual la concentracion
disminuye gradualmente y se estabiliza en valores préximos al 62 % luego de 180 DDPF.
Entre los 60 - 70 DDPF y hasta el final del periodo de muestreo evaluado, las
concentraciones de acido oleico se mantienen dentro del rango establecido por el COI
(55 - 83 %) para aceites de oliva extra virgen.

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
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provincia de La Rioja. Estos investigadores observaron que durante el desarrollo del fruto
el acido oleico alcanza valores similares, cercanos al 70 %, en el aceite de todas las
variedades evaluadas (Arauco, Arbequina, Barnea, Coratina, Frantoio y Manzanilla Fina).
Sin embargo, su contenido se reduce marcadamente en los cultivares Arbequina y
Arauco, hasta valores por debajo del 50 % antes del inicio de la maduracion de los frutos.

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 o6rganos 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 jévenes (30 - 35
DDPF), las proporciones de los dos acidos poli-insaturados es relativamente alta (21 %
para acido linoleico, 17 % para acido linolénico). A continuacidn, experimentan una
disminucion rapida y abrupta hasta llegar a valores proximos al 6 % (acido linoleico) y al
1,5 % (acido linolénico), aproximadamente a los 80 DDPF. Posteriormente, la
concentracién del acido linoleico se incrementa de manera casi lineal hasta llegar a
valores constantes, proximos al 15 %, luego de 190 DDPF. De esta manera, la evolucion
que experimenta el contenido de este acido graso sigue una curva en forma de V con un
minimo que coincide con el maximo de acumulacion de acido oleico.

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 tendencia opuesta entre las concentraciones de los acidos oleico y linoleico,
ampliamente documentada en lipidos de reserva de semillas (Maestri et al., 1998;
Martinez y Maestri, 2008; Werteker et al., 2010), también se observa en el aceite del
mesocarpo del fruto del olivo. Al considerar las concentraciones de ambos acidos grasos
durante las fases de desarrollo y maduracion evaluadas, la evolucion de las mismas se

ajusta a una regresion lineal con un valor de R* = 0,77 (fig. 8).
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Figura 6: Evolucion del contenido de los acidos grasos totales mayoritarios (palmitico,
16:0; oleico, 18:1; linoleico, 18:2) del aceite del cv. Arauco en funcion de dias posteriores
a la fase fenolodgica de plena floracién (DDPF). Los datos representan el promedio de 5

arboles.
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Figura 7: Evolucion del contenido de los acidos grasos totales minoritarios (palmitoleico,
16:1; estearico, 18:0; linolénico, 18:3) del aceite del cv. Arauco en funcién de dias

posteriores a la fase fenoldgica de plena floracién (DDPF). Los datos representan el
promedio de 5 arboles.
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Figura 8: Andlisis de regresion entre las concentraciones (% respecto del total de acidos
grasos del aceite) de los acidos oleico y linoleico en el aceite del cv. Arauco.

301
25

201

Acido Linoleico (%)
>

" : : " : : : .
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Acido Oleico (%)

25



Dinamica de los cambios en la composicion de glicéridos

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 (Fig.
2). En la primera de ellas, la acilacién del glicerol-3-fosfato da lugar a la formacién del
acido lisofosfatidico correspondiente. Esta reacciéon es mediada por la enzima glicerol-3-
fosfato aciltransferasa (G3PAT) (Salas et al., 2000). 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 1). Esta caracteristica se mantiene
en las drupas cosechadas aproximadamente hasta los 65 DDPF, aunque su contenido
sigue siendo elevado hasta los 80 DDPF. A partir de los 50 DDPF, la composicién de esta
fraccion refleja una disminucién gradual en el contenido de acido palmitico, y al mismo
tiempo, un aumento progresivo del contenido de acido oleico, el cual sobrepasa al del
acido palmitico al finalizar la fase de endurecimiento del endocarpo, aproximadamente 80
DDPF. 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 andlisis estereoespecifico de sus glicéridos ha revelado que la posicién 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).

El analisis de la composicion de acidos grasos totales muestra que hasta los 70 —
80 DDPF la evolucion del contenido de los acidos palmitico y oleico presenta tendencias
opuestas (Fig. 6). La concentracion del primero registra valores proximos al 30 % en
drupas obtenidas a los 33 DDPF y disminuye significativamente hasta valores cercanos al
20 % a los 80 DDPF. En este mismo periodo, el contenido de acido oleico se incrementa
casi linealmente hasta alcanzar su maxima concentracion (72 %). Si bien las
concentraciones iniciales (medidas a los 33 DDPF) de estos acidos grasos en el aceite
total resultan muy similares, la predominancia de &cido palmitico en la fraccion de
lisofosfatidato constituye una evidencia a favor de la hipétesis que sostiene una mayor
selectividad de la enzima G3PAT por palmitato antes que por oleato. Sin embargo, a
partir de los 80 DDPF, la composicion de esta fraccion muestra predominio de acido
oleico. Este resultado es concordante con estudios realizados en diversas especies

donde se ha observado que G3PAT puede incorporar acido oleico cuando el mismo
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alcanza una proporcién 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 incorporacion de un
nuevo grupo acilo a la posicion sn-2 del lisofosfatidato, la segunda escinde el enlace éster
fosforico dando lugar a la liberacién 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 &cidos
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 fraccién de diglicéridos 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; Sakouhi et al.,, 2011; Ollivier et al., 2014) dan cuenta de la elevada
proporcion de acido oleico en la posicion sn-2 de los mismos. Estas evidencias sugieren
que LPAAT presente en frutos del olivo tendria un comportamiento similar al observado
en 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 concentracion
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 incorporacion de acidos
grasos saturados e insaturados (Ichihara et al.,, 1988). Por dultimo, 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 en el presente estudio no permite conocer

especificamente el o los acido/s grasos que se incorporan en la ultima fase de la
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biosintesis de los glicéridos, se observa que: a) el acido oleico predomina marcadamente
en la fraccion de triglicéridos en todos los estadios de desarrollo y maduraciéon evaluados,
b) a partir de los 110 DDPF esta fraccion experimenta un incremento en las proporciones
relativas de los acidos palmitico y linoleico, c) a los 170 DDPF la composicién de
triglicéridos refleja aproximadamente la composicion del aceite total (Figs. 6 y 7). 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 posicién 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 acilacién, ésta parece estar influenciada por la
abundancia relativa de los sustratos (los grupos acilo de los diferentes acidos grasos)
presentes en las distintas fases de la biogénesis del aceite. Esta hipétesis es soportada
por resultados obtenidos en experimentos realizados bajo condiciones 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 formacion de acidos grasos
(sintesis de novo) y su posterior incorporacién al glicerol-3-fosfato segun la secuencia ya

descripta (“Kennedy pathway”) (Ramli et al., 2002).
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Tabla 1: Variacién de la composicion de acidos grasos de las fracciones de acilglicéridos
en el aceite del cv. Arauco obtenido a partir del mesocarpo de frutos en distintos estadios
de desarrollo.

Acidos grasos®

DDPF® Fraccion® C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
1 69,9+164 Tr 1,75+150 21,7+188 521+7,21 1,43 +1,18

33 2 10,2+1,15 Tr 0,60+0,01 89,5+1,01 0,13+0,02 0,55+0,01
3 532+050 Tr 0,30+0,01 839+152 10,6+1,04 0,30+0,01
1 79,1+55 Tr 0,90 +0,62 16,9 +371 2,70 £+1,73 0,40 +0,19

50 2 10,6 +0,39 Tr 0,60+001 892+280 0,15+0,07 0,60+0,05
3 15.0+6.12 Tr 208+125 753+11,0 4,59+0,78 4,02+355
1 574+289 Tr 0,13+0,04 423+291 0,17 +0,02 0,60+0,07

65 2 10,4+0,30 Tr 0,14 +0,02 889+440 0,22+020 0,17 +0,10
3 16,3 £ 4,32 Tr 2,00+1,20 73,9+7,90 515 +1,11 1,68 + 0,64
1 37,3+19,6 Tr 747 £+1,12 46,5+ 4,06 8,30 + 3,22 0,47 +£0,71

80 2 10,0+0,26 Tr 0,195+0,11 89,3+058 0,23+020 0,190,111
3 16.3+577 Tr 3,22+148 725+128 6,26+214 0,69+0,44
1 18,1+205 Tr 7,55+092 67,6+421 5,33+1,13 1,34+0,22

96 2 14,1+341 Tr 579+1,02 70,1+325 6,07+0,80 3,93+1,15
3 179+064 Tr 443 +0,93 70,1+4,60 5,92 +1,72 0,41 +0,16
1 17,5+£149 Tr 8,19+096 62,8+122 9,95+0,09 1,52+0,32

111 2 15,3+1,49 Tr 8,12+349 715+0,38 3,14 +063 1,98+0,59
3 220+383 091+020 520+273 64,0+709 555+172 3,19+0,91
1 ND

127 2 1,50+023 Tr 0,15+0,08 98,1+042 0,23+0,1 0,06 +0,02
3 20,4 +171 1,01+001 578+214 644+660 7,59+321 1,53+0,96
1 ND

142 2 1,29+0,06 Tr 0,09+005 984+019 0,14 +0,07 0,04 £0,02
3 21,3 £ 3,17 1,50 £ 0,77 3,69+0,38 63,0 +3,44 9,07 £1,27 1,41 £ 0,42
1 ND

156 2ND
3 219+184 097+036 2,79+216 617+195 11,7+111 1,09 +0,41
1 ND

170 2ND
3 209+257 1,39+028 203+049 613+112 13,0+184 1,06+0,32
1 ND

186 2ND
3 204+279 1,28+088 244+144 620+186 13,2+104 0,76 £0,38

Referencias: @ dias después de plena floracion; ° 1, lisofosfatidato; 2, diacilglicerol; 3,
triacilglicerol; ¢ 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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CONCLUSIONES

En el cv. Arauco, la dinamica de acumulaciéon de aceite durante el desarrollo del
mesocarpo se adapta a una curva de tipo sigmoide con tres fases mas o menos
definidas. La primera, de acumulacion lenta, caracteriza a los frutos recién formados y
tiene lugar hasta la finalizacién del periodo de endurecimiento del endocarpo,
aproximadamente a los 80 DDPF. La segunda fase, de acumulacién rapida, se extiende
hasta los 160 DDPF. Durante la misma tiene lugar una sintesis activa de triglicéridos. En
la tercera fase se produce una ralentizacion y finalmente la paralizacion de la sintesis
lipidica. El inicio de esta fase practicamente estacionaria coincide con los primeros
cambios de coloracién de la epidermis que marcan el inicio de la maduracién. Durante la
misma, no se observan diferencias en el contenido de aceite de los frutos. El proceso de
acumulacion de aceite culmina con la formacién de una unica gota que ocupa gran parte
del volumen de la célula.

La informacion que proporciona el estudio de la composicion de acidos grasos de
las diferentes fracciones de glicéridos, junto con el analisis estereoquimico de triglicéridos
de diversos aceites de oliva, aportan evidencias sobre la selectividad de las enzimas que
participan en la biosintesis de estos ultimos. De esta manera, en el aceite del cv. Arauco,
la secuencia de incorporaciéon de acidos grasos en los glicéridos parciales parece ocurrir
segun un patron donde la transferencia de palmitil-CoA, mediada por G3PAT, prevalece
en la primera fase de la biosintesis (la formacion del acido lisofosfatitico), en estadios
tempranos de desarrollo de los frutos (aproximadamente hasta 65 DDPF). A la vez, su
tasa de incorporacion se reduce al mismo tiempo que se incrementa la del acido oleico.
Este ultimo no so6lo 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 proporcion 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 maduracién 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 incorporacion de los tres acidos
grasos principales a los glicéridos de los aceites analizados se puede resumir segun la
secuencia indicada en la Figura 9.

Desde un punto de vista practico, el comienzo precoz de la fase de disminucién en
el contenido de acido oleico que tiene lugar en el periodo previo al inicio de la maduracion
de los frutos, antes de alcanzar la maxima concentracion de aceite, representa un

inconveniente a los fines de establecer una época 6ptima de cosecha para la produccion
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de este ultimo. Sobre la base de la evolucion de estos dos parametros, el periodo de
recoleccién apropiado podria establecerse antes del inicio del envero (IM < 2), momento
en el cual finaliza la fase de sintesis activa del aceite y el contenido de acido oleico no

muestra su maxima declinacion.
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Figura 9: Esquema propuesto para la incorporacion de los tres acidos grasos principales
(palmitico, oleico, linoleico) a los glicéridos del aceite del cv. Arauco.
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