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1. RESUMEN

Algunos cultivares de olivo y regiones productoras a nivel mundial, aunque pueden
proporcionar aceites de oliva de buena calidad, pueden no cumplir la normativa comercial
vigente que establece los niveles aceptables ya sea de los compuestos mayoritarios (ej.:
acidos grasos) como minoritarios (ej.: esteroles) en los aceites de oliva virgen extra. El
presente estudio se basa en la hipotesis de que los ambientes de cultivo del olivo, que
difieren en las condiciones del régimen térmico, afectan los contenidos de los principales
acidos grasos, escualeno y esteroles de los frutos del olivo. Sobre la base de las diferencias
en las caracteristicas agronémicas y la composicion del aceite, se seleccionaron dos
cultivares de olivo (Arbequina y Coratina) y se tomaron muestras en diferentes fases de
desarrollo del fruto. Se examinaron varios modelos para buscar relaciones entre los
registros térmicos ambientales y los parametros quimicos mencionados; aquellos que
incluyeron el tiempo térmico acumulado (TTA) y las temperaturas minimas mostraron el
mejor ajuste. En ambos cultivares, los contenidos de oleico y linoleico se asociaron de
manera negativa con el TTA a lo largo de la fase de desarrollo y maduracion considerada
del fruto, siendo en el cultivar espafiol Arbequina mas notoria esta tendencia. Por su parte,
los contenidos de esteroles totales e individuales se asociaron positivamente con el TTA
a lo largo de todo el periodo de desarrollo y maduracion del fruto considerado. En todos
los casos, los datos de Arbequina se ajustaron mejor a los modelos que los de Coratina y
las diferencias entre cultivares en los contenidos de los compuestos mayoritarios y
minoritarios fueron mayores en los ambientes de cultivo méas calidos. En general, los
resultados indicaron un fuerte impacto del ambiente de cultivo en los contenidos de tales
compuestos. Este efecto se asocié a las caracteristicas térmicas especificas de los
ambientes de cultivo del olivo; observandose que las concentraciones de oleico, esteroles
totales e individuales eran menores y mayores en los lugares mas calidos del norte que en
los mas frios del sur, respectivamente. También se observo un efecto del cultivar, sobre
todo en los contenidos de palmitico, oleico, linoleico, p-sitosterol, campesterol y esteroles
totales. Estos ultimos resultados sugieren una mayor sensibilidad del metabolismo de los

acidos grasos y esteroles a la temperatura en el cv. Arbequina.

Palabras clave: Frutos de olivo, acidos grasos, escualeno, esteroles, régimen térmico,

ambientes de cultivo.



2. ABSTRACT

Some olive cultivars and production regions around the world, although they may provide
good quality olive oils, may not comply with the current commercial regulations
establishing acceptable levels of either major (e.g. fatty acids) or minor (e.g. sterols)
compounds in extra virgin olive oils. The present study was driven by the hypothesis that
olive growing environments, differing in thermal regime conditions, affect main fatty
acids, squalene and sterol contents of olive fruits. On the basis of differences in agronomic
characteristics and oil composition, two olive cultivars (Arbequina and Coratina) were
selected and sampled at different fruit development stages. Various models were
examined to look for relationships between environmental thermal records and
aforementioned chemical parameters; those including the accumulated thermal time
(ATT) and minimum temperatures showed the best fit. In both cultivars, oleic and linoleic
contents were negatively associated with ATT throughout the development and ripening
stage of the olive fruit, being this trend more noticeable in the Spanish cultivar. On the
other hand, the total and individual sterol contents were positively associated with ATT
over all the fruit development and ripening period considered. In all cases, the data from
Arbequina fit the models better than for Coratina and differences between cultivars in
major and minor compounds contents were greater in the warmest growing environments.
Overall, findings indicated a strong impact of the growing environment on the contents
of these compounds. Such an effect was associated with specific thermal characteristics
of the olive growing sites; it was observed that oleic, total and individual sterol
concentrations were found to be lower and higher in the warmer northernmost sites than
in the cooler southernmost ones, respectively. There was also an effect of the cultivar,
particularly on the contents of palmitic, oleic, linoleic, B-sitosterol, campesterol and total
sterols. These latter results suggest greater sensitivity of sterol metabolism to temperature

in cv. Arbequina.

Keywords: Olive fruits, squalene, fatty acids, sterols, thermal regime, growing

environments



3. INTRODUCCION

El olivo (Olea europaea L.) es un cultivo bien adaptado a las condiciones ambientales
que prevalecen en la Cuenca del Mediterraneo. La creciente demanda internacional de aceites
de oliva y aceitunas de mesa en las dos ultimas décadas han alentado la expansion del cultivo
en algunos paises del hemisferio sur, especialmente en Argentina, Chile, Pert y Australia
(Torres et al., 2017). En la mayoria de estos paises, las zonas de produccion se sitdan en
regiones que tienen precipitaciones y un régimen térmico que difieren ampliamente de
aquellas de las zonas del Mediterraneo (Torres et al., 2017). Como consecuencia, se han
observado algunas respuestas reproductivas, bioquimicas y fisioldgicas inusuales en algunos
cultivares de olivo cultivados en Argentina y Australia (Mailer et al., 2010; Rondanini et al.,
2014; Bodoira et al., 2016; Torres et al., 2017; Conde-Innamorato et al., 2019; Pierantozzi et
al., 2020).

En Argentina, en las dos Gltimas 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 afios la mayor superficie sembrada de olivos en América del Sur.
De esta manera, el area de cultivo del olivo se ha expandido mas alld de las regiones
tradicionales de produccion, abarcando actualmente un amplio gradiente latitudinal (ej.:
Neuqueén, Rio Negro, Pcia. de Buenos Aires; Censo Nacional Agropecuario, 2018). 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 las variedades
Arbequina y Manzanilla las mas utilizadas para este propdsito.

Una problematica que plantea el cultivo del olivo en la region noroeste de Argentina
guarda relacion con la adaptacion de los cultivares introducidos (la mayor parte de origen
europeo) a condiciones ambientales diferentes a las predominantes en paises de la cuenca
mediterranea (Torres et al., 2017). Una de las consecuencias mas importantes es la baja
productividad observada en algunos cultivares y ambientes, producto del bajo porcentaje de
floracion y/o de una marcada alternancia de la misma entre ciclos de cultivo (Searles et al.,
2011, Aybar et al., 2015; Hamze et al., 2022).

Otra dificultad a la que se enfrenta la olivicultura nacional, en relacion a la adaptacion

de los cultivares introducidos en las regiones calidas del noroeste, estd vinculada a la
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produccion de aceites de oliva y algunos parametros reglamentados de calidad (en especial
el contenido de &cido oleico y campesterol) los cuales pueden estar fuera de los limites
establecidos por el Consejo Oleicola Internacional (COIl) para aceite de oliva virgen extra.

Actualmente, no hay dudas sobre los innumerables beneficios nutricionales y
salutisticos del consumo del aceite de oliva. Los mismos se han atribuido principalmente al
alto contenido en acido oleico y a la presencia de varios compuestos minoritarios -como el
escualeno y derivados (esteroles y triterpenoides no esteroideos), tocoferoles y otros
compuestos fendlicos- con maltiples actividades bioldgicas (Sanchez-Rodriguez et al., 2018;
Lozano-Castellon et al., 2019). Algunos de ellos, ademas, contribuyen significativamente a
la calidad sensorial y a la estabilidad/conservacion de los aceites (Servili et al., 2014;
Bernardini y Visioli, 2016).

El aceite de oliva esta constituido fundamentalmente por triglicéridos (hasta un 98 %
del total del aceite) y en menor proporcion por compuestos bioactivos que representan
aproximadamente el 2-3 %.

Los acidos grasos principales presentes en el aceite de oliva son el oleico, el palmitico,
el linoleico, el palmitoleico y el estearico (Maestro Duran y Padilla, 1990; Fedeli, 1996;
Uceda y Hermoso, 1999). La composicion de acidos grasos esta determinada genéticamente
pero puede ser afectada por el ambiente y por las practicas culturales como la época de
recoleccion de los frutos o la tecnologia de elaboracion de los aceites. Esta fuerte componente
varietal se evidencia en la variacion porcentual del contenido de los &cidos grasos
mencionados (Pinelli et al., 2003; Sanchez Casas et al., 2003; Pardo et al., 2007; Torres y
Maestri, 2006; Torres et al., 2017; Contreras et al., 2023).

Con respecto a los compuestos minoritarios, una importante parte de ellos esta
constituida por fitoesteroles; siendo los mas abundantes aquellos de la fraccion 4-
dimetilesteroles, los cuales normalmente se refieren a los esteroles. En el aceite de oliva, la
concentracion total de esteroles ronda los 800 a 2600 mg/kg, y los compuestos predominantes
son B-sitoesterol (70-95 % de los esteroles totales), estigmaesterol, campesterol y A5-
avenaesterol (Stiti et al., 2010).

La temperatura durante la fase de sintesis activa de lipidos de almacenamiento en el
fruto afecta la calidad del aceite, entre otros parametros. Si bien parece claro que la

composicion de A&cidos grasos del aceite de oliva es una caracteristica regulada
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genéticamente, existen numerosas evidencias del efecto modulador del ambiente sobre su
sintesis (Ceci y Carelli, 2007; Torres et al., 2009; Mailer et al., 2010; Rondanini et al., 2011,
2014; Di Vaio et al., 2012; Bodoira et al., 2016; Torres et al., 2017; Contreras et al., 2023).
La incidencia del medio agro-ecoldgico resulta particularmente notable en los llamados
cultivares “plasticos”, tal como ‘Arbequina’ (Tous y Romero, 1994), donde la composicion
de &cidos grasos puede variar notablemente en funcion de la latitud y las condiciones
climaticas donde se desarrolla el cultivo (Torres et al., 2009; Mailer et al., 2010; Torres et
al., 2017; Contreras et al., 2023). Esta caracteristica se conoce como plasticidad fenotipica y
representa la capacidad de un genotipo determinado para expresar diferentes fenotipos en
diversas condiciones ambientales (Grogan et al., 2016). Actualmente, la plasticidad
fenotipica se considera un mecanismo clave para la adaptacion de las especies arboreas a los
cambios ambientales rapidos (Sadras y Trentacoste, 2011; Richter et al., 2012; Chin y Sillett,
2016).

Algunos estudios realizados en Argentina confirman un efecto modulador de la
temperatura sobre la sintesis del aceite, lo cual modifica la composicion de &cidos grasos,
manifestandose una correlacién negativa entre la temperatura ambiente durante la fase de
lipogénesis y la concentracion del acido graso oleico (Cattaneo et al., 1959; Rondanini et al.,
2011; Garcia-Inza et al., 2014; Bodoira et al., 2015; Torres et al., 2017; Contreras et al.,
2023).

En este sentido, también es oportuno mencionar las variaciones en la composicién de
acidos grasos observadas en otras regiones extra-mediterraneas. En estudios realizados en
Australia, abarcando un amplio gradiente latitudinal, Mailer et al. (2010) reportan
concentraciones de acido oleico marcadamente inferiores en aceites de ‘Arbequina’
producidos en zonas célidas del continente (54.5 % en promedio) con respecto a la de
aquellos provenientes de zonas mas frias (Tasmania, 81 % en promedio). Por otra parte,
Zarrouk et al. (2009), Dag et al. (2014) y Nissim et al. (2020) informan reducciones
significativas de la relacion acidos grasos monoinsaturados/poliinsaturados en variedades de
olivo cultivadas en regiones calidas del norte de Africa e Israel, respectivamente.

En relacion a los compuestos minoritarios, cabe mencionar que los limites se han
establecido principalmente sobre la base de un parametro de pureza, ya que podrian utilizarse

para la deteccién fraudulenta de aceite de oliva adulterado con otras grasas y aceites
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comestibles. Sin embargo, estas normativas se establecieron hace varios afos sin tener en
cuenta adecuadamente la posibilidad de variabilidad en las concentraciones de esteroles
debido a la introduccion de nuevos cultivares y, lo que es mas importante, a las condiciones
ambientales particulares de algunas regiones de cultivo que han demostrado afectar a la
composicion de esteroles. A pesar de que los aceites de oliva tienen una composicion de
esteroles relativamente estable, es bien sabido que puede variar segin las condiciones
agronomicas, climéticas y otras condiciones ambientales (Ben Temime et al., 2008; Lazzez
et al., 2008; Kycyk et al., 2016; Ghisoni et al., 2019; Hamze et al., 2022). Como resultado,
se ha encontrado, por ejemplo, que muchos aceites de variedades cultivadas en Australia y la
Unién Europea no cumplen el valor estandar internacional para el contenido de campesterol,
que no debe superar el 4,5% del contenido total de esteroles (Rivera del Alamo et al., 2004;
Sanchez Casas et al., 2004; Mailer et al., 2010). Los altos contenidos de campesterol se han
asociado a ambientes de cultivo mas calidos y suponen una gran preocupacion comercial para
algunos paises productores de aceitunas y variedades muy extendidas en el sur de Europa,
Sudamérica, norte de Africa y Australia. Debido al impacto altamente negativo sobre la
comercializacion del aceite de oliva, se modificd la normativa del COIl y del CODEX
alimentarius, aumentando la cantidad de campesterol del 4 al 4,5% (COI, 2008).

Como ocurre con muchos cultivos a nivel mundial, el cultivo del olivo también podria
ser sensible al cambio climético global. Se supone que las condiciones de crecimiento a altas
temperaturas son la razon principal de algunas composiciones de aceite inusuales que se han
observado en algunos cultivares de olivo que crecen en varias regiones de América del Sur,
Africa del Norte y Australia (Mailer et al., 2010; Rondanini et al., 2014; Bodoira et al., 2016;
Torres et al., 2017; Contreras et al., 2023). En este sentido, las respuestas observadas podrian
ser la base para entender algunas de las inesperadas respuestas bioquimicas del olivar al
cambio climatico. Los estudios de redes de campo son herramientas importantes para analizar
las respuestas de rendimiento y calidad en el olivo bajo diferentes ambientes de cultivo.
Ademas, pueden proporcionar datos Utiles para disefiar estrategias de manejo del cultivo
(Mousavi et al., 2019).

En este sentido, es importante mencionar que si bien se ha demostrado que el régimen
térmico emerge como una variable que podria explicar gran parte de las variaciones

cualitativas en los aceites de oliva en algunos cultivares de olivo que crecen en diferentes
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ambientes, aun falta informacién sobre la influencia o contribucion de cada dimension o
componente del régimen térmico. ;Qué componente/s podria/n tener mayor efecto en las
variaciones del contenido de esteroles en los frutos del olivo?

Sobre la base de las consideraciones anteriores, resulta de interés el estudio de la
regulacién ambiental (régimen térmico y sus componentes) sobre parametros bioquimicos
relacionados a la calidad de los aceites de oliva argentinos. Por una parte, este estudio
permitird generar conocimientos basicos que podran ser aplicados a programas de
mejoramiento del cultivo, con el objetivo de encontrar genotipos mejor adaptados a las
caracteristicas agro-climaticas que se observan en el gradiente latitudinal donde se desarrolla
el cultivo en Argentina; y por otro lado, estos resultados también pueden contribuir al disefio
de futuras estrategias de planificacion de la expansion olivicola hacia areas con regimenes
térmicos diferentes o extremos, y asimismo Servir como guia para la evaluacion del

patrimonio varietal del olivo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Modelar matematicamente la composicidn bioquimica de las fracciones mayoritarias y
minoritarias del fruto del olivo de interés nutricional y comercial, en relacion a factores

genéticos y ambientales (régimen térmico) de cultivo.

4.2. Objetivos especificos
1) Evaluar la composicion de compuestos mayoritarios (acidos grasos) y minoritarios
(escualeno y esteroles) del fruto del olivo en cultivares implantados en ambientes que abarcan
el rango latitudinal del cultivo en Argentina.
2) Analizar la composicion bioquimica en diferentes estadios de desarrollo de los frutos de
los cvs. Arbequina y Coratina.
3) Establecer correlaciones y modelos de regresién entre la composicion bioquimica y
parametros ambientales seleccionados (diferentes dimensiones o componentes del régimen

térmico) durante el desarrollo del fruto de los cvs. Arbequina y Coratina.

4.3. Hipotesis de trabajo
Hipdtesis 1. La concentracion de los principales acidos grasos varia de manera diferencial
con el tiempo térmico acumulado (TTA), en los tres estadios de maduracion del fruto (verde

maduro — VM, envero —E y maduro - M), en ambos cultivares.

Hipdtesis 2. La concentracion de escualeno (precursor biosintético de los esteroles y
triterpenoides no esteroideos presentes en el fruto del olivo) se relaciona negativamente con
el tiempo térmico acumulado (TTA), en los tres estadios de maduracion del fruto (verde

maduro — VM, envero —E y maduro - M), en ambos cultivares.

Hipdtesis 3. La concentracion de esteroles totales, al igual que la de los esteroles individuales
se relaciona positivamente con el TTA en los tres estadios de maduracion del fruto (EMF)

mencionados en ambos cultivares.

11



Hipotesis 4. Los cultivares modelo seleccionados exhiben patrones de respuesta bioquimicas

similares, siendo las magnitudes diferentes.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal, datos fenoldgicos y disefio de muestreo de los frutos

El estudio se llevé a cabo con las muestras procedentes de la red de ensayos
territoriales de olivo (RETO) a nivel nacional, integrada por distintos investigadores de INTA
y CONICET. Dichas muestras fueron conformadas por frutos de olivo (Olea europaea L.)
de plantaciones ubicadas en las provincias de Catamarca, La Rioja, San Juan, Mendoza y
Neuquén, abarcando latitudes comprendidas entre los 28° - 40° S durante dos campafias
productivas consecutivas (2014-15 y 2015-16). En cada sitio de estudio, se seleccioné una
parcela experimental para cada uno de los cultivares. Dentro de cada parcela, se escogieron
aleatoriamente 10 arboles, de los cuales se seleccionaron finalmente 3, en base a las
semejanzas que presentaban en sus niveles de carga. Estos se estimaron visualmente,
adjudicando a cada arbol un indice numérico en funcion del porcentaje de superficie de copa
ocupado por la fruta (COI, 2010). De esta manera, el nimero de repeticiones del ensayo fue
igual a 3. Se seleccionaron plantas con una edad aproximada de 10 afos, dispuestas en marcos
de plantacion de 6 m x 6 m, bajo regadio. Aunqgue las precipitaciones variaron entre 77 y 475
mm/afio, se proporciond riego suplementario por goteo para satisfacer el 100 % de la
evapotranspiracion del cultivo (ETc) durante toda la temporada de crecimiento en cada
localidad.
Se trabajé con los cultivares Arbequina y Coratina. Desde el punto de vista bioquimico, el
primero se considera de alta plasticidad fenotipica (Tous y Romero, 1994). Numerosos
antecedentes indican que la composicién de acidos grasos del aceite del cv. Arbequina puede
variar notablemente en funcién de la latitud y las condiciones climaticas donde se desarrolla
el cultivo (Ceci y Carelli, 2007; Uceda et al., 2008; Torres et al., 2009, 2017; Mailer et al.,
2010; Rondanini et al., 2011). La composicion del aceite del cv. Coratina, por el contrario,
muestra menor influencia del medio agro-ecolégico (Rondanini et al., 2014) por lo que, desde
este punto de vista, puede considerarse un cultivar de baja plasticidad fenotipica.

Para las determinaciones quimicas, se seleccionaron finalmente siete ambientes y tres
estadios fenoldgicos en base a las caracteristicas climaticas (especialmente registros
térmicos) relevadas en cada ambiente considerado, a saber:

| - frutos verdes recogidos entre 40 - 50 DDPF
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1 - frutos de piel verde-amarillenta (indice de Madurez -IM 1)
I11) frutos en envero (IM 3), (Figura 1). La informacion relativa a los ambientes se

resume en la Tabla 1.

Verde Verde amarillento Envero Neie Verde amarillento  Envero

Figura 1: Estadios de desarrollo/maduracién de los frutos seleccionados para el analisis
quimico. A)- Arbequina, B)- Coratina.

Tabla 1: Ambientes de cultivo considerados en los analisis quimicos.

Localidad Ciclo de cultivo =~ Cddigo Ambiente
de cultivo
Catamarca 2015-2016 CATb

La Rioja 2015-2016 LRb

Mendoza 2014-2015 MZAa

Los ambientes resaltados en gris son los que finalmente fueron considerados en el andlisis.
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Considerando el rango de temperaturas registradas en las cinco localidades analizadas en
cada camparia productiva, se seleccionaron solamente siete ambientes (localidad x afio) en
funcién de evidenciar marcadas diferencias en términos de registros térmicos a lo largo del
gradiente latitudinal contemplado. Asi, Catamarca, San Juan y Neuquén fueron los ambientes
considerados para el ciclo productivo (2014-2015), mientras que La Rioja, San Juan,
Mendoza y Neuquén fueron seleccionados para la segunda campafia productiva (2015-2016).
En cada sitio de cultivo se registraron las principales caracteristicas climaticas mediante
estaciones meteoroldgicas dispuestas a tal fin. Los datos de temperatura desde plena floracion
hasta el final del envero de los frutos se utilizaron para calcular el tiempo térmico acumulado
(en unidades °Cd) utilizando el método Unico sinusoidal con un corte horizontal, con
temperaturas criticas de 7 °C (limite inferior) y 40 °C (limite superior) segin metodologia
propuesta por Bodoira et al. (2016). Es importante mencionar que para desarrollar este trabajo
se conformo una red nacional de investigacion denominada RETO (Red Territorial de Olivo),
la cual comprende investigadores de distintas Instituciones de Ciencia y Tecnica desde el
norte al sur del pais (CONICET, INTA).

La toma de datos fenoldgicos se realizd para cada arbol, y se evaluaron los siguientes
parametros:

Floracion

Los sucesivos estados fenoldgicos por los que pasa la inflorescencia se determinaron de
acuerdo a la metodologia propuesta por COI (2010). Se registraron datos de fecha de inicio
de floracidn, duracion de plena floracion, duracion de la floracion y fecha de plena floracion.
Endurecimiento del endocarpo

Se considerd el momento en el que méas de la mitad de un minimo de 100 frutos por arbol
presentaron su endocarpo endurecido, determinado por la imposibilidad de penetrarlo por su
extremo pistilar (COI, 2010). La fecha de endurecimiento de endocarpo se registré tomando

como referencia la fecha de plena floracion.

Maduracion de los frutos
Se determiné el indice de madurez utilizando la metodologia propuesta por Beltran et al.

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

05000

Figura 2: Escala de coloracion de los frutos, clasificacion por clase desde 0 al 7, desde piel
verde intenso a totalmente morado (Torres et al., 2011).

o 1

El indice de madurez (IM) se obtuvo en base a la siguiente formula:
IM=(Ax0+Bx1+Cx2+Dx3+Ex4+Fx5+Gx6+HXx7)/100
siendo A, B, C, D, E, F, G y H, el nimero de frutos de las clases 0, 1, 2, 3, 4,5, 6y 7,

respectivamente.

A partir del inicio de la fase | de crecimiento de frutos (previo a endurecimiento del
endocarpo) y hasta finales del periodo de cosecha, a intervalos quincenales, se recolectaron
aleatoriamente alicuotas de frutos (aproximadamente 500 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. Posteriormente, los mismos se colocaron en nitrogeno
liguido y se mantuvieron a -80° C hasta el momento de su analisis. Dichas muestras se

destinaron a los siguientes analisis:
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Caracterizacion de la composicién de acidos grasos. En todos los casos, se analizo la
composicion de acidos grasos a partir de frutos descarozados. En el caso de los frutos
procedentes del primer estadio analizado (40-50 DDPF) las determinaciones se realizaron a
partir de aceites previamente extraidos con disolvente (n-hexano, Soxhlet). Para los restantes
estadios se utiliz directamente el fruto descarozado, cortado en laminas (200 mg). Cada
muestra de aceite o fruto se coloco en tubo de vidrio y se agregd 13.2 mL de una solucion de
metanol-tolueno-Dimetilsulfoxido (DMSO)-H2>SO4 (39:20:5:2) mas 6.8 mL de n-heptano. El
contenido del tubo se calenté a bafio de Maria (80 °C) durante 2 horas, agitando
periddicamente. Posteriormente, se dejo enfriar a temperatura ambiente hasta separacién de
fases. Se recuperd la fase superior (n-heptano) que contiene la mezcla de ésteres metilicos de
acidos grasos. La misma se diluyd convenientemente para su analisis por cromatografia
gaseosa. Se utilizéd una columna Supelcowax de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro
interno y 0.25 p de espesor de fase. Se empled Onitrégeno 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 &cidos 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 expres6 como valor porcentual en relacion al contenido total de los

mismos.

Extraccion y cuantificacion escualeno y esteroles individuales: se coloc6 una porcion de 200
mg de pulpa seca en tubos de propileno de 10 mL, y se afiadieron 200 pL de la solucion de
estandar interno (5a-colestan-3p-ol, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) en hexano. La
mezcla se sometié a hidrolisis alcalina afiadiendo 2 mL de KOH (2% p/v), y los tubos se
colocaron en un bafio de agua a 80°C durante 15 min. Tras afiadir 1 mL de hexano y 1.5 mL
de NaCl (1% p/v), los tubos se agitaron en vortex y se dejaron reposar. La capa superior de
hexano que contenia la fraccidn insaponificable se transfirié a viales de vidrio de 2 mL y se
conservd a -20° C hasta su posterior analisis, en las 24 h siguientes a su preparacion. Para la
cromatografia de gases (GC-FID) se utilizé una columna capilar ZB-5HT Inferno (15 m de

longitud x 0,32 mm de didmetro interno % 0,10 um de espesor de pelicula, Phenomenex,
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Torrance, CA, EE.UU.) y helio (flujo de columna 1,5 mL/min, relacién de division 1:100)
como gas portador. La temperatura del horno se programé de la siguiente manera: 0.5 min a
150° C, de 150° C a 240° C a 8°C/min, de 240°C a 370°C a 25°C/min, y finalmente se mantuvo
a 370 °C durante 5 min. Las temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 320° C y
350° C, respectivamente (Fernandez - Cuesta et al. 2013; Secmeler y Ustundag, 2017). Los
esteroles individuales se cuantificaron sobre la base de la concentracion del patron interno.
La determinacion del contenido total de esteroles se realiz6 mediante sumatoria del contenido
de los esteroles individuales identificados, expresandose como mg/kg (pulpa, peso seco). El
escualeno se cuantificé utilizando una curva de calibracion (R = 0.997) del patron comercial
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).

Cabe mencionar que todos los analisis quimicos fueron llevados a cabo en el Laboratorio de
aceites de la EEA San Juan perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

5.2. Anélisis estadistico de los resultados

Para establecer las relaciones entre las distintas fuentes de variacion y sus posibles
interacciones (fuentes de variacion o factores: cultivar, registros térmicos en cada ambiente
de cultivo, ambiente, fecha de muestreo) se llevd a cabo un anélisis estadistico mediante
andlisis de la varianza (ANOVA). En aquellos casos en donde se observaron diferencias
estadisticamente significativas, se utilizaron tests a posteriori: paramétricos de comparacion
multiple (DGC) o Tukey.

Los analisis de correlacion y regresion se realizaron para establecer relaciones entre los
registros térmicos y los parametros quimicos evaluados. Las bases informaticas utilizadas
fueron el programa INFOSTAT (InfoStat, http://www.infostat.com.ar), los softwares
GraphPad Prism version 5.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA, EE.UU.) y
OriginPro 2022 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion de los ambientes de cultivo

En la Figura 3 se muestran las distintas localidades consideradas en la Red, la cual
distintos abarca latitudes comprendidas entre los 28° - 40° S. Cabe destacar que, cada
combinacion de localidad x ciclo de cultivo se considerd un ambiente de cultivo, indicandose
en la Tabla 2 los respectivos codigos de las mismas.

El area de muestreo en la provincia de Catamarca se ubica en la finca comercial Cerro
Huacho, Departamento Valle Viejo. El clima predominante en Catamarca es semiarido
mesotermal de altura, con altos indices de continentalidad y grandes amplitudes térmicas
superiores a 14 °C. Las lluvias y las precipitaciones son en forma variada durante el afio,
incrementandose su cantidad en los meses de verano (desde noviembre a febrero). La
precipitacion media anual ronda los 500 y 700 mm en la region, mientras que hacia la region
oeste se observa una marcada disminucion (ej.: Puna Cordillerana presenta menos de 150
mm), compensada parcialmente por las precipitaciones niveas. Las temperaturas medias
anuales son de aproximadamente 20 °C en las regiones este y centro, registrandose hasta 45
°C en el verano.

En la provincia de La Rioja el sitio de muestreo correspondiente al primer periodo
de cultivo (2014-2015) se denomina ‘Nabasil S.A.” y se ubica en el pueblo Banados de
Pantano a 30 Km al norte de Aimogasta, Departamento Arauco; durante el segundo periodo
(2015-2016) los muestreos fueron realizados en la Finca ‘Pala Ateneas’ ubicada a 10 km al
este de Aimogasta. La provincia se encuentra influenciada bajo dos tipos de climas: el clima
arido de alta montafa, con temperaturas medias anuales inferiores a los 15 °C, amplitudes
térmicas diarias y anuales muy marcadas, y abundantes precipitaciones niveas; y el clima
arido de sierras y bolsones, con temperaturas medias anuales comprendidas entre 15 y 20
°C, amplitudes térmicas muy marcadas. En esta region, el clima es seco con lluvias escasas
en verano, y con una larga y fuerte sequia en el periodo invernal (Searles et al., 2011). La
region arida de La Rioja se caracteriza en general por presentar escasa humedad, fuerte
insolacion diaria, lluvias estacionales (violentas y torrenciales) y una fuerte evaporacion, asi
como vientos calidos y secos. Sin embargo, el caracter continental, hace que las noches sean
frias registrandose heladas entre los meses de junio y julio.

La zona de estudio en la provincia de San Juan se ubica en la Finca Zuelo, en Cafada

Honda, Departamento Sarmiento. El clima que predomina en el territorio sanjuanino es seco
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desértico. La provincia se encuentra influenciada por dos climas: hacia el oeste el clima
arido de alta montafia, con temperaturas medias anuales inferiores a los 12 °C, amplitudes
térmicas diarias y anuales muy marcadas, y abundantes precipitaciones nivales concentradas
en estacion invernal; y hacia el este, el clima arido de sierras y bolsones, con temperaturas
medias anuales comprendidas entre 14 y 18 °C, amplitudes térmicas muy marcadas tanto en
el dia como durante el afio, y precipitaciones escasas y torrenciales durante la estacion estival
(80 - 150 mm). Las temperaturas extremas se alcanzan en la zona baja en el valle del Tulum,
con valores superiores a los 45°C. En la zona baja de San Juan, la regién mas fria se sitGa en
la region del Encon con valores inferiores a los 11 °C bajo cero, mientras que la zona
protegida, Valle Fértil, presenta valores absolutos minimos cercanos a los -6 °C.

En la provincia de Mendoza el sitio de estudio se denomina ‘Adblick’ y se ubica en
el Distrito La Reduccion, Departamento Rivadavia. El clima de Mendoza en las partes mas
bajas, es continental semiarido. Esto implica la existencia de veranos muy secos e inviernos
méas humedos. La temperatura media anual es de 16.4 °C. En las montafias y el pedemonte
se producen nevadas todos los inviernos, mas cerca del llano la lluvia se precipita en forma
de granizo. Las precipitaciones son escasas en la provincia y alcanzan valores de 192 y 343
mm anuales en el este y sur, respectivamente. La zona de méxima aridez se registra en el
noreste, con valores inferiores a los 100 mm de precipitacion anual. EI régimen de lluvias es
estival, lo que significa que las mayores precipitaciones se registran en el periodo
noviembre-marzo, con mayor intensidad en el periodo diciembre-febrero. Las amplitudes
térmicas oscilan entre los 13° C en el noroeste, en Uspallata, y 16.3 °C en la zona llana del
este.

En la provincia de Neuquén, la toma de muestras se realizé en el establecimiento
olivicola ‘Praderas Neuquinas’, ubicado sobre Ruta 7 km 13,5 en Centenario. La provincia
de Neuquen presenta una importante heterogeneidad climatica natural. En la Regién Andina,
sobre el sector oeste de la provincia, el clima varia de Himedo y Perhiimedo a Subhdmedo-
Humedo, mediando entre las dos primeras distancias de so6lo 20 a 30 km. La temperatura
media anual varia entre 8 °C y 11 °C. En la Region Extrandina el clima varia de subhiimedo
seco a arido, las precipitaciones anuales varian de 300 mm a 150 mm, la temperatura media
anual entre 10 °C y 14 °C y las maximas medias entre 16 °C y 23 °C. Se registran grandes

amplitudes térmicas diurnas y anuales.
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Figura 3: Mapa del area de estudio que abarca las provincias de Catamarca, La Rioja, San
Juan, Mendoza y Neuquen. Con rojo se indica la localizacion geogréafica de los sitios
muestreados.

En cada sitio de cultivo se registraron datos meteorol6gicos mediante estaciones
meteorologicas dispuestas a tal fin. Los mismos corresponden a los meses comprendidos
entre el inicio de la floracion y la finalizacion de la fase de maduracion de los frutos; en
consecuencia, los meses informados pueden variar entre los ciclos de cultivo y entre los
ambientes estudiados. Finalmente, teniendo en cuenta las mayores diferencias observadas
en los registros térmicos a lo largo del gradiente latitudinal, se seleccionaron siete ambientes
de: (1) Catamarca (CAT), (2) La Rioja (LR), (3) San Juan a (SJa), (4) San Juan b (SJb), (5)
Mendoza (MZA), (6) Neuquén a (NQNa) y (7) Neuquén b (NQNb). Los registros se
presentan en la Tabla 2 donde se destacan los valores de temperaturas medias, maximas,

minimas y el tiempo térmico acumulado en cada ciclo de cultivo analizado.
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Tabla 2: Registros térmicos desde plena floracion hasta envero del fruto en los diferentes

ambientes de cultivo considerados.

Ambiente Meses T.mX T.mN T.mM TTA
Septiembre 29.8 15.1 22.0 3956
Octubre 33.9 20.4 26.5
Noviembre 31.9 19.0 25.2
Catamarca o
Diciembre 33.8 20.8 26.7
2014-2015
Enero 35.0 22.4 27.9
(28°32'24.91"S)
Febrero 324 21.3 26.2
Marzo 31.2 20.2 25.3
Abril 30.9 18.2 24.2
Octubre 26.4 10.9 18.6 3550
Noviembre 29.8 14.9 22.3
o Diciembre 34.6 18.0 26.3
La Rioja
Enero 35.2 27.2 31.2
2015-2016
Febrero 35.2 24.7 30.0
(28°33'43.32"S)
Marzo 30.3 15.3 18.5
Abril 25.0 11.3 18.1
Mayo 19.1 7.8 13.4
Octubre 321 14.9 23.1 3235
Noviembre 30.1 11.9 21.4
Diciembre 32.8 14.2 24.2
San Juan
Enero 34.4 24.1 26.6
2014-2015
Febrero 32.7 17.2 29.2
(32°1'51.97"S)
Marzo 30.5 15.8 22.7
Abril 26.6 11.5 18.8
Mayo 23.0 4.3 12.7
Octubre 27.2 11.4 19.6 3270
San Juan Noviembre 26.5 12.1 20.8
2015-2016 Diciembre 33.0 16.3 25.0
(32°1'51.97"S)  Enero 324 18.9 25.6
Febrero 341 18.4 26.1
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Marzo 29.3 13.6 20.9

Abril 21.0 8.6 14.3
Mayo 15.7 8.5 11.6
Noviembre 25.9 18.1 11.1 2635
Mendoza Diciembre 31.2 23.0 15.3
20152016 Enero 30.9 23.7 17.1
(33°1430.8575) Febrero 32.2 24.1 16.7
Marzo 28.0 18.8 10.4
Abril 20.3 12.2 4.9
Mayo 14.9 10.3 7.0
Noviembre 24.7 8.7 17.1 2299
Diciembre 28.4 11.6 20.6
Neuquén Enero 31.2 13.1 23.0
2014-2015 Febrero 29.1 12.7 21.0
(38°51'49.35"S) Marzo 28.7 9.2 18.8
Abril 21.9 7.9 14.4
Mayo 17.9 2.9 9.5
Noviembre 26.8 8.9 18.7 2349
Diciembre 29.0 12.1 214
Neuquén Enero 30.4 14.4 22.6
2015-2016 Febrero 29.7 13.3 21.6
(38°51'49.35"S) Marzo 27.2 9.4 18.3
Abril 18.4 5.1 11.6
Mayo 12.4 55 8.7

Abreviaturas y unidades: temperaturas (°C) media mensual (T.nM), temperatura maxima mensual
(T.mX) y), temperatura minima mensual (T.mN); TTA; tiempo térmico acumulado, (°Cd). Este Gltimo
corresponde a todo el periodo de desarrollo del fruto considerado (desde plena floracién hasta final

de envero del fruto).

De los datos presentados en la Tabla 2, cabe destacar las grandes diferencias entre
los ambientes seleccionados en la temperatura minima media mensual, asi como en los
registros de suma térmica (en adelante, el tiempo térmico acumulado, TTA) a lo largo de
todo el periodo de desarrollo considerado (plena floracién - final del envero del fruto). El

TTA mostr6 una diferencia de mas de 1500 °Cd entre el sitio mas al norte (Catamarca) y el
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mas al sur (Neuquén). En cuanto a las temperaturas minimas, las diferencias entre estos sitios
durante los dos meses més célidos (enero y febrero) fueron de casi 9 °C, mientras que las
diferencias hacia el final del periodo evaluado (abril y mayo) fueron cercanas a los 14 °C.
La amplitud térmica también varié ampliamente entre ambientes, con los registros mas bajos
(<10° C) y més altos (>25° C) en Mendoza y Catamarca, respectivamente, durante el periodo
estival-otofial. También hubo diferencias notables entre los ambientes en cuanto a las
temperaturas medias mensuales, particularmente en el momento de la Ultima fecha de
muestreo (abril, mayo). Finalmente, los ambientes de cultivo evaluados mostraron menores
variaciones en las temperaturas maximas medias mensuales durante los meses mas calidos

(enero y febrero), pero las diferencias se ampliaron en los meses posteriores.

6.2. Acumulacion diferencial de los acidos grasos en los lipidos del mesocarpo del
fruto en funcidn del cultivar, ambiente de cultivo y sus regimenes térmicos
relativos

Se consideraron los cuatro acidos grasos principales que componen los triglicéridos
del aceite de oliva: acido palmitico (C16: 0), &cido estearico (C18: 0), acido oleico (C18: 1)
y acido linoleico (C18: 2) (Tabla 3).

Se recogieron muestras de frutos en tres fechas sucesivas (42, 139 y 173 DDPF); sin
embargo, cabe sefialar que a los 42 DDPF, los frutos aun se encontraban en la fase de
crecimiento intenso, y la acumulacion de aceite en el mesocarpo ain no habia comenzado;
ademas los pocos lipidos presentes durante esta fase eran casi exclusivamente lipidos
constitutivos de membrana y no triacilglicéridos del aceite.

Los porcentajes de acido palmitico (AP) oscilaron entre el 11 % y el 31 % en todos
los puntos de muestreo y para ambos cultivares, aungue en el cv. Coratina, los contenidos
fueron casi siempre ligeramente inferiores a los del cv. Arbequina. Las diferencias
significativas fueron mas pronunciadas en ‘Arbequina’ entre los sitios mas calidos
(Catamarca y La Rioja) y aquellos con temperaturas minimas inferiores (NQNa), al menos
a los 42 y 139 DDPF, pero con una tendencia opuesta, a los 42 DDPF, los valores mas bajos
se observaron en los ambientes mas calidos, mientras que a los 139 DDPF, en estos
ambientes, el C16:0 mostro los valores mas altos. Ademas, los valores a los 173 DDPF
fueron muy similares entre ambientes y para ambos cultivares, siendo los valores del cv.

arbequina superiores a los del cultivar italiano coratina.
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El&cido estearico (AE) mostré mayor variabilidad y valores mas altos a los 42 DDPF,
cuando se alcanzaron porcentajes hasta casi el 11 % y con los valores méas bajos en los sitios
mas frios. Ademas, a los 139 y 173 DDPF los porcentajes se redujeron considerablemente,
oscilando entre el 0.5 y el 3.5 %, sin variaciones significativas para ninguna de las variedades
consideradas en el ultimo estadio (173 DDPF).

Como se presuponia, el &cido oleico (AO) alcanz6 porcentajes muy elevados de entre
aproximadamente el 50 y 75 % a los 139 DDPF en ‘Arbequina’, y entre el 68 y 80 % en el
cv. Coratina, permaneciendo casi invariable en torno a estos valores para la variedad italiana
a los 173 DDPF; mientras que en el cv. Arbequina, estos valores fueron siempre mas bajos,
de aproximadamente el 50 % en los ambientes mas célidos a los 139 DDPF, y alcanzandose
un minimo de 40 y 47 % a los 173 DDPF para los ambientes méas calidos de La Rioja y
Catamarca, respectivamente. En ambientes més frios, los valores se mantuvieron siempre
ligeramente por debajo a los del cv. Coratina pero ain superiores al 67 %. Ademas, a los 42
DDPF, los porcentajes de &cido oleico fueron menores, alcanzandose los valores mas altos
solo para el cv. Coratina en los ambientes mas frios de Neuquen. El contenido de acido oleico
en frutos a los 139 y 173 DDPF se correlaciond negativamente con el tiempo térmico
acumulado (r = -0,89; r = -0,86, respectivamente). Cabe destacar también que el contenido
final de acido oleico en los ambientes mas calidos estuvo por debajo del limite inferior
establecido por el Consejo Oleicola Internacional (55%) para la maxima categoria aceite de
oliva extra virgen.

El acido linoleico (AL) mostro la mayor variabilidad entre ambientes, con valores
que oscilaron entre el 5 % y 25 % a los 42 DDPF, para ambas variedades, con mayores
valores en ambientes intermedios y el valor minimo registrado para el cv. Coratina en
ambientes menos calidos (NQN). Con el inicio del proceso de sintesis del aceite (139
DDPF), los valores de &cido linoleico se redujeron en todos los ambientes, especialmente
para el cv. Coratina (5 — 10 %), mientras que para 'Arbequina’ en aquellos ambientes calidos
oscilaron entre el 14 % y 20 %, y se redujeron por debajo del 10 % en los ambientes de
cultivo méas frios. La misma tendencia se observo a los 173 DDPF, con valores més altos
para el cultivar espafiol Arbequina en los ambientes calidos, hasta casi el 30%, mientras que
para el cv. Coratina, las diferencias observadas no fueron significativas, excepto en los sitios
de LR y SJa, que registraron valores superiores (15.2 y 14.5 %, respectivamente).

Los andlisis de correlacién entre los porcentajes de AO y AL y TTA también

confirmaron este patron, con correlaciones negativas y positivas, respectivamente, durante
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los dos ultimos estadios fenoldgicos analizados en 'Arbequina’; esta observacion sélo se

evidenci6 en la etapa intermedia en el cv. Coratina.

Tabla 3: Porcentajes de los principales acidos grasos (palmitico, estearico, oleico y
linoleico) durante tres estadios fenoldgicos (42, 139 y 173 dias después de plena floracion
(DDPF)) en los cvs. Arbequina y Coratina en los siete ambientes de cultivo analizados
(Catamarca (CAT), 2014/15; La Rioja (LR),2015/16; San Juan (SJa), 2014/15; San Juan
(SJb), 2015/16; Mendoza (MZA) 2015/16; Neuquén (NQNa) 2014/15; y Neuquen (NQNDb),
2015/16).

42 DDPF Palmitico Estearico Oleico Linoleico
Cultivar
Arbequina 23.53 3.65 44.89 14.03
Coratina 20.82 5.18 51.81 16.88
Ambiente
CAT 2014-2015 18.72 4.28 58.65 58.65
LR 2015-2016 19.16 3.61 43.71 43.71
SJa 2014-2015 26.77 9.61 45.57 45.57
SJb 2015-2016 23.14 2.49 42.24 42.24
MZA 2015-2016 ~ 23.55 6.00 24.80 24.80
NQNa 2014-2015 24.02 3.73 59.77 59.77
NQNb 2015-2016  19.88 1.22 63.72 63.72
LSDcuttivar 1.85 NS 2.08 1.96
LSD ambiente 3.50 3.00 3.95 3.72
LSDnteraccion 4.99 NS 5.62 5.29
139 DDPF Palmitico Estearico Oleico Linoleico
Arbequina 19.20 1.93 64.40 11.80
Coratina 15.23 2.01 73.08 7.44
CAT 2014-2015

19.78 3.02 63.16 11.07
LR 2015-2016 19.98 2.19 59.09 15.64
SJa 2014-2015 18.76 2.74 65.55 10.28
SJb 2015-2016 16.65 0.94 70.84 9.21
MZA 2015-2016 ~ 16.22 2.10 71.60 6.72
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NQNa 2014-2015  14.57 2.12 74.46 7.52

NQNb 2015-2016  14.58 0.69 76.52 6.89
LSDcuttivar 0.96 NS 1.74 1.29
LSD ambiente 1.80 0.58 3.30 2.45
LSDinteraccion 2.56 0.83 4.69 3.47
173 DDPF Palmitico Estearico Oleico Linoleico
Arbequina 19.42 1.75 57.73 16.96
Coratina 12.36 2.01 72.60 10.71
Ambiente

CAT 2014-2015 16.89 2.00 60.24 16.55
LR 2015-2016 18.97 2.17 52.88 21.70
SJa 2014-2015 16.07 0.97 62.54 17.03
SJb 2015-2016 15.91 1.95 66.87 12.83
MZA 2015-2016 14.50 2.36 70.51 9.14
NQNa 2014-2015 14.78 1.49 72.53 8.91
NQNb 2015-2016 14.14 2.22 70.60 10.71
LSDcuttivar 1.45 NS 2.12 1.19
LSD ambiente 2.75 NS 4.01 2.24
L SDnteraccion NS NS 571 3.19

Todas las medidas corresponden a 3 muestras de frutos independientes y estan expresadas como mg
kg™ pulpa de fruto (BS, base seca). Los valores para las diferencias minimas significativas (LSD,
siglas en inglés) son mostrados cuando el ANOVA indica un efecto significativo (P < 0.05). NS =

no significativa (P > 0.05).

En la siguiente Figura 4 (a — c), se refleja de manera grafica los porcentajes relativos
de los principales acidos grasos analizados durante los tres estadios fenologicos y siete

ambientes de cultivo a lo largo del gradiente latitudinal de cultivo.
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Figura 4 a: Grafico de torta con los porcentajes de los principales acidos grasos (palmitico, estearico, oleico y linoleico) a los 42dias después de
plena floracion (DDPF) en los cvs. Arbequina y Coratina en los siete ambientes de cultivo analizados (Catamarca (CAT), 2014/15; La Rioja (LR),
2015/16; San Juan (SJa), 2014/15; San Juan (SJb), 2015/16; Mendoza (MZA) 2015/16; Neuquén (NQNa) 2014/15; y Neuquen (NQNDb), 2015/16).
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139 DDPF
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Figura 4 b: Grafico de torta con los porcentajes de los principales acidos grasos (palmitico, esterico, oleico y linoleico) a los 139 dias despues de
plena floracion (DDPF)) en los cvs. Arbequina y Coratina en los siete ambientes de cultivo analizados (Catamarca (CAT), 2014/15; La Rioja (LR),
2015/16; San Juan (SJa), 2014/15; San Juan (SJb), 2015/16; Mendoza (MZA) 2015/16; Neuquén (NQNa) 2014/15; y Neuguén (NQNb), 2015/16).
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173 DDPF
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Figura 4 c: Grafico de torta con los porcentajes de los principales &cidos grasos (palmitico, estearico, oleico y linoleico) a los 173 dias despueés de
plena floracion (DDPF)) en los cvs. Arbequina y Coratina en los siete ambientes de cultivo analizados (Catamarca (CAT), 2014/15; La Rioja (LR), 30
2015/16; San Juan (SJa), 2014/15; San Juan (SJb), 2015/16; Mendoza (MZA) 2015/16; Neuquén (NQNa) 2014/15; y Neuquen (NQNDb), 2015/16).



Los patrones de acumulacion de acido palmitico, en funcién del tiempo térmico
acumulado - TTA, principal 4cido graso saturado del aceite de oliva, registraron diferencias
importantes entre los dos cultivares analizados. En el cv. Arbequina, los datos se ajustaron
satisfactoriamente a un modelo de regresion bilineal (R? = 0.396). En una primera fase,
caracterizada por un descenso relativamente marcado, (desde valores iniciales comprendidos
entre 17y 36 % hasta valores de 14%, pendiente -0,00637), le siguid una fase de incremento
que culminé con valores entre 13 y 25 %, alcanzados a TTA comprendidos entre 4000-4500
°Cd. De esta manera, en ‘Arbequina’, la curva general de acumulacion de acido palmitico
refleja forma de V, aunque con pendientes poco pronunciadas (Figura 5).

En el cv. Coratina, por otra parte, los datos de concentracion de acido palmitico se
ajustaron a un modelo polinomial de segundo grado (R? = 0.501) (Figura 6). A partir de
valores iniciales comprendidos entre 17 y 31 %, se observo una fase de descenso moderado
hasta alcanzar valores mas o menos constantes a TTA cercanos a 3000 °Cd.

Es importante resaltar que en el caso del cv. Arbequina, en los Ultimos dos estadios
fenologicos analizados (139 y 173 DDPF) los valores de este acido graso saturado
registrados en los ambientes mas céalidos (CAT, LR, SJ) fueron superiores al limite maximo
establecido por la normativa COI; mientras que los porcentajes observados en Coratina se

mantuvieron dentro de los limites establecidos por este Consejo.

cv. Arbequina

Acido palmitico (%)
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Figura 5: Dindmica de acumulacion de acido palmitico (16:0) en mesocarpo de frutos del
cultivar Arbequina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas punteadas

horizontales indican los valores limites establecidos por la normativa COI para la categoria
virgen-extra.
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Figura 6: Dinamica de acumulacioén de acido palmitico (16:0) en mesocarpo de frutos del
cultivar Coratina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas punteadas
horizontales indican los valores limites establecidos por la normativa COI para la categoria
virgen-extra.

Con respecto a la evolucion del contenido de 4cido estedrico, los valores registrados
no se ajustaron a un modelo matematico definido en ambas variedades estudiadas. En el
cultivar Arbequina (Figura 7), el 14 % de los valores registrados se ubicaron por fuera de los
limites establecidos por el COI (0.5-5 %). E1 7 % de los valores iniciales, correspondientes
a drupas jovenes (42 DDPF), se registraron por encima del 5 % de 4cido esteédrico, mientras
que el 2.4 % de los valores finales obtenidos, para drupas maduras (aproximadamente 200
DDPF), se ubicaron por debajo del limite inferior. En estudios realizados con el cv.
Arbequina en la provincia de San Juan, Bodoira (2015) registr6 valores dentro de los rangos
establecidos por el COI para ambos acidos grasos saturados (7.5 — 20 % para el 4cido
palmitico, 0.5 — 5 % para el 4cido estedrico). Las diferencias pueden atribuirse al rango
latitudinal mucho mas amplio explorado en el presente estudio.

En el cv. Coratina (Figura 8), las concentraciones de acido estedrico fueron, en

promedio, significativamente mas bajas que en ‘Arbequina’.
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Figura 7: Dinamica de acumulacion de acido estearico (18:0) en mesocarpo de frutos
del cultivar Arbequina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas
punteadas horizontales indican los valores limites establecidos por la normativa COI para
la categoria virgen-extra.
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Figura 8: Dinamica de acumulacion de acido estéarico (18:0) en mesocarpo de frutos
del cultivar Coratina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas

punteadas horizontales indican los valores limites establecidos por la normativa COI para
la categoria virgen-extra.

En ambos cultivares estudiados (Arbequina y Coratina), la dinamica de acumulacion

del acido oleico se ajusto satisfactoriamente a modelos de regresion bi-lineal, con dos fases
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netamente definidas (Figuras 9 y 10), coincidiendo en general con resultados obtenidos por

Bodoira et al. (2016) en cultivos de olivo localizados en la provincia de San Juan.

cv. Arbequina
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Figura 9: Dinamica de acumulacion de acido oleico (18:1) del mesocarpo de frutos del cv.
Arbequina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas punteadas
horizontales indican los valores limites establecidos por la normativa COI para la categoria

virgen-extra. La linea punteada roja vertical indica el valor en TTA del momento de quiebre
o “break point” de esta variable.
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Figura 10: Dinamica de acumulacion de acido oleico (18:1) del mesocarpo de frutos del cv.
Coratina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas punteadas horizontales
indican los valores limites establecidos por la normativa COI para la categoria virgen-extra.

La linea punteada roja vertical indica el valor en TTA del momento de quiebre o “break
point” de esta variable.
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En los dos cultivares, al cabo de la primera fase, las concentraciones de acido oleico
maximas fueron similares, aunque se alcanzaron con valores muy diferentes de carga térmica
acumulada (1500 °Cd, Arbequina; 2000 °Cd, Coratina). Durante la segunda fase, la evolucion
de la concentracion mostrd dos tendencias disimiles, caracterizadas por amesetamiento (cv.
Coratina, pendiente = 0.0224) o disminucidn significativa (cv. Arbequina, pendiente =
0.037). En promedio, las concentraciones finales de acido oleico resultaron similares a los
informadas por Rondanini et al. (2011) para estos mismos cultivares.

En este punto, cabe mencionar que el 23 % de los valores finales de acido oleico
obtenidos para ‘Arbequina’ se encontraron comprendidos fuera del limite inferior
establecido por el COI para la maxima categoria virgen-extra (valor minimo no inferior al
55 %), correspondiendo dichos registros a las regiones calidas del NOA. Para el cv. Coratina,
en cambio, las concentraciones finales de 4acido oleico estuvieron por encima del
mencionado valor de referencia, en todos los ambientes evaluados. Analizada en su conjunto,
la evolucion del contenido de acido oleico en cada uno de los cultivares se correlaciono
positivamente con el TTA (R*> = 0.635 y 0.591 para ‘Arbequina’ y ‘Coratina’,
respectivamente).

Por otra parte, al modelar la dindmica de los cambios en el contenido de 4cido oleico
en funcion de la temperatura maxima registrada durante los dos periodos de muestreo (2014-
2015; 2015-2016), el mejor ajuste se logro utilizando ya sea regresion lineal (‘Arbequina’)
o bi-lineal (‘Coratina’). En el primer caso, se observo una relacion negativa entre el
contenido de oleico y las temperaturas maximas (valor de pendiente = -2.69, R? = 0.86),
alcanzandose a los 33°C valores de acido oleico por debajo del limite inferior establecido
por COI (Figura 11). Rondanini et al. (2011) han observado correlaciones negativas entre el
contenido de 4cido oleico y la temperatura media estacional durante el periodo de
acumulacion de aceite en cultivos de olivo (cv. Arbequina) implantados en diferentes
localidades de las provincias de La Rioja y Catamarca. En estos casos, los valores obtenidos
fueron inferiores al 55% de acido oleico para temperaturas estacionales superiores a 23.5 °C.

Para el cv. Coratina el modelo obtenido mostré una primera fase (coincidente con
valores de temperatura maxima proximos a los 30 °C) de disminucion lineal (valor de
pendiente = -1.83, R?= 0.610). En la segunda fase (valor de pendiente = 0.151, R?>= 0.610)
la concentracion de acidos oleico se mantuvo practicamente constante, con valores proximos

al 70% (Figura 12).
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Figura 11: Dinamica de acumulacién de acido oleico (18:1) del mesocarpo de frutos de
‘Arbequina’ en funcion de las temperaturas maximas registradas durante los periodos de
muestreo (2014-2015; 2015-2016). Las lineas punteadas horizontales indican los valores
limites establecidos por la normativa COI para la categoria virgen-extra.
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Figura 12: Dinamica de acumulacion de &acido oleico (18:1) del mesocarpo de frutos de
‘Coratina’ en funcion de las temperaturas maximas registradas durante los periodos de
muestreo (2014-2015; 2015-2016). Las lineas punteadas horizontales indican los valores
limites establecidos por la normativa COI para la categoria virgen-extra.
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La evolucion del contenido de 4cido linoleico presento ciertas similitudes en ambos
cultivares estudiados, aunque s6lo ‘Arbequina’ mostrd ajuste a un modelo determinado. En
los dos cultivares se observaron valores elevados de este 4cido graso en drupas jévenes, con
baja carga térmica acumulada. En el cv. Arbequina, con TTA entre 700 y 980 °Cd, las
concentraciones de 4cido linoleico variaron entre 9 y 27 %. Posteriormente, experimentaron
una disminucion abrupta (hasta valores proximos al 5 %) aproximadamente a los 1400 °C
(pendiente = -0.0157, R? = 0.628), seguida de incremento casi lineal (pendiente = 0.00578,
R? = 0.628). De esta manera, el patron observado mostr6 una curva en forma de V (Figura
13) con minimos que coinciden con la finalizacion de la fase de endurecimiento del
endocarpo. Respecto de la normativa del COI para este acido graso, en muchos casos se
observaron valores que superaron el maximo establecido (21%).

En relacion al cv. Coratina, los valores iniciales (5 — 25 %), correspondientes a TTA
entre 600 y 800 °Cd, descendieron hasta alcanzar minimos de entre 3 y 6%. Posteriormente,
se observaron incrementos hasta valores comprendidos entre 7 y 19 % (Figura 14). El patron
general obtenido no mostré ajuste a un modelo determinado. No obstante, es importante
destacar que, alin con cargas térmicas similares, las concentraciones maximas de acido
linoleico en ‘Coratina’ fueron significativamente mas bajas que en el cv. Arbequina, y en
ninguna etapa fenologica superaron el maximo establecido por el COI.

La dinamica de acumulacion de los &cidos oleico y linoleico en funcion de la carga
térmica acumulada, como asi también la del acido oleico en funcién de las temperaturas
maximas, reflejan un mejor ajuste en el cv. Arbequina que en ‘Coratina’. Estos datos podrian
indicar un posible efecto térmico sobre la sintesis de estos acidos grasos, el cual seria mas
marcado en la variedad espafola. Los resultados refuerzan asimismo la hipdtesis de una
modulacion diferencial de la temperatura sobre la acumulacion de é4cidos grasos en los

distintos cultivares de olivo (Rondanini et al., 2014; Bodoira et al., 2016).
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Figura 13: Dinamica de acumulacion de acido linoleico (18:2) en el mesocarpo de frutos
del cultivar Arbequina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas
punteadas horizontales indican los valores limites establecidos por la normativa COI para la
categoria virgen-extra.
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Figura 14: Dinamica de acumulacion de acido linoleico (18:2) en el mesocarpo de frutos
del cultivar Coratina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA). Las lineas punteadas

horizontales indican los valores limites establecidos por la normativa COI para la categoria
virgen-extra.
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7. CONCLUSIONES PARCIALES

A partir de los resultados encontrados en las dos variedades de olivo (Arbequina y
Coratina) cultivadas en un amplio gradiente latitudinal en Argentina, observamos una
acumulacion diferencial de los &cidos grasos oleico y linoleico desde las latitudes del norte
hacia las del sur. Al analizar el régimen térmico de los ambientes de cultivo, se encontr6 que
el tiempo térmico acumulado (TTA) podria ser un factor clave que afecta los contenidos de
los principales &cidos grasos (AG) del fruto. También se observo que las relaciones entre el
TTA y los AG resultaron mas evidentes en el cv. Arbequina que en 'Coratina’. Esto indica
que la composicidn de AG de ‘Arbequina’ podria ser mas susceptible a la temperatura que la
del cv. Coratina. En general, los resultados sugieren un efecto regulador de la temperatura
sobre la composicidn acidica, el cual parece depender de la variedad de olivo. A un nivel mas
bésico, estos resultados contribuyen a comprender la posible regulacion ambiental de los
factores implicados en la sintesis de los AG en el aceite de oliva. Desde un punto de vista
practico, los resultados obtenidos podrian sentar las bases para otros estudios en los que se
evallen los ambientes de cultivo o las condiciones para la implantacion de nuevos olivares y

para la seleccion de genotipos mejor adaptados.
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8. Dindmica de los cambios en la composicién de escualeno y esteroles totales e
individuales en el mesocarpo del fruto en funcion del cultivar, ambiente de cultivo
y sus regimenes térmicos relativos

La Tabla 4 muestra las concentraciones de los pardmetros quimicos analizados en tres
estados fenolodgicos del fruto de ‘Arbequina’ y ‘Coratina’ cultivados en los ambientes
considerados. Agrupando todos los ambientes de cultivo, se observa que los frutos de ambos
cultivares presentaron un contenido en escualeno (Esc) similar en la fecha de muestreo mas
temprana (42 DDPF), pero las diferencias se ampliaron notablemente en las dos fechas méas
tardias.

Se observo que los frutos de ‘Coratina’ en la fase de envero (173 DDPF) acumularon
mas del doble de escualeno que los de ‘Arbequina’. Por otra parte, hubo diferencias menores
pero significativas entre los cultivares en los contenidos de esteroles totales e individuales en
la fecha de muestreo mas temprana, pero de nuevo la diferencia se amplio en las fases de
desarrollo del fruto mas avanzadas. En este sentido, es interesante sefialar que el contenido
de esteroles totales (ET) aumentd a una tasa mucho mayor en los frutos del cv. Arbequina
que en los de ‘Coratina’ (919 vs 590 mg ET/kg de pulpa de fruto, respectivamente, en la

ultima fecha de muestreo).

Tabla 4: Contenido de escualeno, esteroles totales e individuales durante tres estadios
fenoldgicos (42, 139 y 173 dias después de plena floracion (DDPF)) en los cvs. Arbequina y
Coratina en los siete ambientes de cultivo analizados (Catamarca (CAT), 2014/15; La Rioja
(LR),2015/16; San Juan (SJa), 2014/15; San Juan (SJb), 2015/16; Mendoza (MZA) 2015/16;
Neuquén (NQNa) 2014/15; y Neuquen (NQND), 2015/16).

42 DDPF Esc Sit Estig Cam Ave ET
Cultivar

Arbequina 35.8 299.4 1.4 32.3 8.7 343.7
Coratina 34.1 392.3 3.2 22.7 3.9 420.3
Ambiente

CAT 2014-2015  36.5 181.1 3.1 38.1 8.0 230.3
LR 2015-2016 36.1 364.5 1.8 28.4 4.2 398.9
SJa 2014-2015 37.8 400.0 3.3 27.1 4.9 435.2
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SJb 2015-2016 34.8 376.8 5.2 24.9 4.8 411.6
MZA 2015-2016  35.5 391.3 0.3 27.2 7.2 426.0
NQNa 2014-2015 34.0 437.9 2.6 27.6 7.4 475.4
NQNb 2015-2016 30.3 269.2 0.3 19.0 8.0 296.4
LSDcuttivar Ns 29.9 0.6 2.4 0.7 31.7
LSD ambiente Ns 55.9 1.1 4.5 1.3 59.3
LSDinteraccion Ns ns 15 6.4 1.8 ns
139 DDFP Esc Sit Est Cam Ave ET
Cultivar

Arbequina 1222.4  695.7 25.0 54.4 24.0  799.0
Coratina 19209 602.7 11.5 33.8 152  663.2
Ambiente

CAT 2014-2015 1413.8  755.7 21.8 49.3 21.8 848.5
LR 2015-2016 1403.0 894.7 28.8 67.1 25.8  1016.3
SJa 2014-2015 12525 7614 13.6 48.7 17.2 840.9
SJb 2015-2016 17448 841.9 37.0 59.9 24.8  963.6
MZA 2015-2016  1398.7 480.2 11.0 29.0 16.4  536.6
NQNa 2014-2015 1807.0 383.3 8.4 24.2 16.5 4323
NQNb 2015-2016 1982.0 427.3 7.4 30.4 149  479.8
LSDcuttivar 146.9 57.4 3.4 3.7 3.1 62.8
LSD Ambiente 274.8 107.3 6.4 6.9 5.7 117.5
LSDnteraccion 388.6 151.8 9.1 9.8 8.1 166.1
173 DDPF Esc Sit Est Cam Ave ET
Cultivar

Arbequina 892.3 796.0 30.3 62.8 29.9 919.0
Coratina 2059.1 5325 6.6 324 18.1  590.0
Ambiente

CAT 2014-2015  1506.5 866.2 25.9 63.9 269  983.0
LR 2015-2016 997.5 933.8 30.1 73.7 23.0 1060.5
SJa 2014-2015 1380.8 860.3 29.5 58.6 259 9743
SJb 2015-2016 1167.8 703.4 27.5 48.4 314 8107
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MZA 2015-2016  1736.8 4284 8.3 37.4 18.6  492.6

NQNa 2014-2015 1882.8 477.7 4.7 24.0 18.1 524.5
NQNb 2015-2016 1657.5 380.3 3.3 27.4 24.1 435.0
LSDcuttivar 114.6 122.6 6.0 7.8 4.1 130.7
LSD ambiente 224.5 240.1 11.7 15.2 8.0 255.9
L SDinteraccion 317.4 339.5 16.6 215 ns 361.9

Abreviaturas: DDPF, dias después de plena floracion; Esc, escualeno; Sit, B-sitosterol; Est,
estigmasterol; Cam, campesterol; Ave, A°>-avenasterol; ET, esteroles totales; C, Catamarca; LR, La
Rioja; SJ, San Juan; M, Mendoza; N, Neuquén. Todas las medidas corresponden a 3 muestras de
frutos independientes y estan expresadas como mg kg™ pulpa de fruto (BS, base seca). Los valores
para las diferencias minimas significativas (LSD, siglas en inglés) son mostrados cuando el ANAVA
indica un efecto significativo (P < 0.05). NS = no significativa (P > 0.05).

Entre los diversos modelos examinados para analizar las relaciones entre los registros
térmicos y los parametros quimicos evaluados, aquellos que incluyeron TTA y Tmin
mostraron el mejor ajuste (Tabla 5). El modelado de Esc en funcion del TTA en los ambientes
de cultivo seleccionados evidencié que ambos cultivares alcanzaron los contenidos mas altos
aproximadamente a los 1900° Cd (Figura 15).

Particularmente, el contenido de escualeno en el cv. Arbequina se correlaciono
negativamente con todos los parametros térmicos considerados (Tmax, Tmin y ATT),
excepto con la amplitud térmica (AT), con la cual se correlaciond de manera positiva (Tabla
5). En cuanto a los resultados de los frutos de Coratina, las relaciones anteriores fueron mas

débiles y, en muchos casos, no significativas (Tabla 5).
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Arbequina: Y1 =1.192 + 0.05794x -778.4 + 75.50 (IF X<Xg; X=1900°C/d)
YatXq =1.192 + 0.05794X,, -778.4 + 75.50
Y2 = YatXq - 0,4918 £ 0,05165 (X — X;) (IF X>Xq; Xp=1900°C/d)

Y = Y1, Y2, X4=1900°C/d; R?=0.92; p <0.05

Coratina: Y1 =1,658 + 0.1071x -1088 + 140,1 (IF X<Xq; Xu=1900°C/d)
YatXq = 1.653 + 0,1071X, -1085 * 140.1
Y2 = YatXq - 0,09227 + 0,09442(X — Xp) (IF X>Xq; Xo=1900°C/d)

Y = Y1, Y2, X4=1900°C/d; R?=0.91; p <0.05

Figura 15: Patrones del contenido de escualeno (mg/kg de pulpa de fruto, BS) en los
cultivares de olivo Arbequina y Coratina en funcion del tiempo térmico acumulado (TTA,
°Cd) después de plena floracion. Los datos corresponden a todos los ambientes analizados.
Cada punto representa un arbol individual.

A partir de ese periodo, el contenido de Esc disminuyo linealmente, aungue a una tasa mucho
mayor en ‘Arbequina’ que en el cv. Coratina. Ademas, el contenido de ESC se relacioné con

la Tmin sélo en el cv. Arbequina (Figura 16).
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Figura 16: Patrones del contenido de escualeno (mg/kg de pulpa de fruto, BS) en los
cultivares de olivo Arbequina y Coratina en funcion de la temperatura minima (Tmin, °C).
Los datos corresponden a los puntos de muestreo 139 y 173 dias después de plena floracion
(DDPF) en todos los ambientes analizados. Cada punto representa un arbol individual.

Con respecto al contenido total de esteroles (ET), se observé un incremento lineal en relacion
a la carga térmica registrada en los sitios de estudios (en las dos ultimas etapas de desarrollo
y maduracion del fruto analizadas), siendo éste mas pronunciado en el cv. espafiol Arbequina

que en ‘Coratina’ (Figura 17).
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Arbequina: Y1 = 367.7 + 33.10 (IF X<Xg; Xy=1900°C/d)
Y2 = Y1 +0.54672 + 0.03848 (X — Xg) (IF X>Xo; Xo=1900°C/d)
Y = Y1, Y2, X,=1900°C/d; R?>=0.83; p <0.05

Coratina: Y1 =455.3 + 31.60(IF X<Xg; X=1900°C/d)
Y2 = Y1 +0.1782 + 0.03629 (X — Xg) (IF X>Xo; Xo=1900°C/d)
Y = Y1, Y2, X,=1900°C/d; R*=0.38; p <0.05

Figura 17: Patrones del contenido de esteroles totales (mg/kg de pulpa de fruto, BS) en los
cultivares de olivo Arbequina y Coratina en funcion del tiempo térmico acumulado (TT) Los
datos corresponden a los puntos de muestreo 139 y 173 dias después de plena floracion
(DDPF) en todos los ambientes analizados. Cada punto representa un arbol individual.

En cuanto a los esteroles individuales (Figura 18), las concentraciones de p-sitosterol
y campesterol se relacionaron estrechamente con el TTA durante todo el desarrollo del fruto,
mostrando patrones similares a los observados para ET. En contraste, los compuestos A5-
avenasterol y estigmasterol evidenciaron un incremento lineal durante todo el desarrollo del
fruto. En el caso del primero de estos compuestos, ambos cultivares mostraron incrementos
lineales con pendientes similares; para el segundo de éstos, las diferencias de pendiente entre
cultivares fueron notables, mostrando ‘Coratina’ datos bastante dispersos. En todos los casos,
los datos de Arbequina se ajustaron mejor a los modelos que los de Coratina, confirmandose
asi que Arbequina es un cultivar extremadamente sensible a la temperatura durante la fase de
enolicion en relacion a la calidad de sus aceites (Tabla 5). Los valores de R? oscilaron entre
0,65y 0,83 en el cv. Arbequina y entre 0.27 y 0.69 en ‘Coratina’. También es importante
destacar que las diferencias entre cultivares en los contenidos de cada uno de los esteroles

individuales fueron mayores en ambientes de cultivo que acumularon entre 3000 y 4000 -Cd
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(Catamarca, La Rioja, San Juan) que en aquellos que acumularon entre 2000 y 3000 -Cd
(Mendoza, Neuquén).

En cuanto a las relaciones entre las temperaturas minimas y los esteroles totales e
individuales, se registraron aumentos lineales para ambos cultivares evaluados (Figura 19).
Al igual que para el contenido de escualeno, el cv. Arbequina mostré un mejor ajuste que el
cv. Coratina (R? 0.64-0.79 vs 0.44-0.49, respectivamente; Tabla 5).

46



150+ 1500 ,
-o~ Arbequina -o- Arbequina
-&- Coratina -%- Coratina
§ 1004 § 10004
2 2
g g
IS »
8 501 @ 500
C T T T T 1 O T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
TT TT
Arbequina: Y1 = 29.68 *+ 3.045 (IF X<Xg; X;=1900°C/d) Arbequina: Y1 = 318.7 + 29.23 (IF X<Xg; X,=1900°C/d)
Y2 =Y1 +0.03403 + 0.0035 (X — Xp) (IF X>X,; X,=1900°C/d) Y2 =Y1+0.4719 + 0.0336 (X — Xp) (IF X>Xy; Xo=1900°C/d)
Y =Y1, Y2, X4=1900°C/d; R?=0.70; p <0.05 Y = Y1, Y2, X;=1900°C/d; R?>=0.83; p <0.05
Coratina: Y1 =23.92 + 2.004(IF X<Xg; Xy=1900°C/d) Coratina: Y1 =421.5 + 28.93 (IF X<X,; X;=1900°C/d)
Y2 =Y1+0.009576 + 0,002277 (X — Xy) (IF X>Xo; X;=1900°C/d) Y2 =Y1+0.1512 + 0.03287 (X — Xp) (IF X>X,; X,;=1900°C/d)
Y = Y1, Y2, X;=1900°C/d; R?=0.31; p <0.05 Y = Y1, Y2, X;=1900°C/d; R?=0.35; p <0.05
60~ )

- Arbequina -e- Arbequina
= . -%- Coratina -¥- Coratina
9] ©
[] B =
i .
= ©
2 5
b 2] &
<

O w T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
TT TT

Figura 18: Patron de variacion de las concentraciones de esteroles individuales (mg kg-1 pulpa de fruto) en los cvs. Arbequina y Coratina
en relacién al tiempo térmico acumulado (TT, °Cd) desde plena floracién.
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Tabla 5: Coeficientes de correlacién (r) entre los registros térmicos y los parametros
quimicos analizados en los frutos de las variedades de olivo Arbequina y Coratina cultivadas

en los diferentes ambientes considerados en el studio.

Parédmetro quimico

Registro
térmico

Escualeno

Tmax
Tmin
AT
TTA

B-Sitosterol

Tmax
Tmin
AT
ATT

Estigmasterol

Tmax
Tmin
AT
TTA

Campesterol

Tmax
Tmin
AT
TTA

A®-Avenasterol

Tmax
Tmin
AT
TTA

Esteroles totales

Tmax
Tmin
AT
TTA

r P
Coratina

0.13 ns
-0.25 ns
0.49 *
-0.43 ns
0.54 *x
0.68 Fxk
-0.57 *x
0.61 *x
0.60 *x
0.34 ns
-0.01 ns
0.43 ns
0.58 *x
0.70 Fxk
-0.57 *x
0.47 *
0.32 ns
0.28 ns
-0.16 ns
0.43 ns
0.58 *x
0.70 Fxk
-0.57 *x
0.63 *x

Abreviaturas: temperaturas maximas (!max) y minimas mensuales (!min); AT, amplitud térmica;
TTA, tiempo térmico acumulado; r, corresponde a valores de coeficientes de correlacion de Pearson
con significancia estadistica al P < 0.1*, P <0.05**, P < 0.01***, 0 no significativa (ns).
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Coratina; Y = 37.98 + 11.29x + 17.44 + 175.6; R%=0.49; p <0.05

Figura: Patrones de variacion de las concentraciones de esteroles individuales (mg kg™ pulpa de fruto) en los cvs. Arbequina y Coratina
en relacién a la temperatura minima (Tmin, °C) registrada desde 139 y 173 dias después de plena floracion (DDPF).
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De los resultados comentados anteriormente, se desprende que todas las fuentes de
variabilidad analizadas influyeron en todos los pardmetros quimicos evaluados. El estado
fenoldgico, los efectos del genotipo, el ambiente de cultivo y su interaccion (G x A) fueron
todos significativos (Tabla 6). Es importante destacar la utilizacion de este enfoque de red de
campo en un amplio gradiente latitudinal para analizar el impacto que los regimenes térmicos

tienen sobre la calidad de la fruta.

Tabla 6: Fuentes de variabilidad, espresada como porcentaje de la suma total de cuadrados,
para los pardmetros quimicos analizados en los frutos de los cvs. Arbequina y Coratina
procedentes de los diferentes ambientes de cultivo considerados.

Fuente de Esc Sit Est Cam Ave ET
variabilidad

C (¢ 13.0"" 267 17.3" 19.5™ 16.3" 4.3™
A (69 3.1 24.8" 21.8"" 2547 4.4 24.6™
EFF (69 66.8"" 29.7° 23.4 1497  51.5™ 30.4™
CxA(c?) 0.6™ 6.2 3.9™ 12.8 4.7 6.4
C x EFF (6?) 7.7 7.1 7.9™ 3.4™ 1.8 7.0™
A X EFF (¢?) 3.8 17.5" 12.4™ 11.3"™ 7.4 16.4™
C x A X EFF (6?) 1.7 4.4" 8.8 7.2 6.4 4.2"
Error (62) 3.3 7.7 4.5 5.5 75 6.7

Abreviaturas: C, cultivar; A, ambiente; EFF, estado fenoldgico del fruto; Esc, escualeno; Sit, p-
sitosterol; Est, estigmasterol; Cam, campesterol; Ave, A°-avenasterol; ET, esteroles totales.
Porcentajes de variabilidad con P < 0.05* P < 0.01** P < 0.001***, son estadisticamente
significativos.

Como ya se ha sefialado, los frutos de ‘Coratina” acumularon contenidos de escualeno
significativamente superiores a los del cultivar espafiol Arbequina. Teniendo en cuenta que
la biosintesis de esteroles utiliza el escualeno (el primer precursor con estructura triterpénica)
como sustrato, nuestro resultado puede resultar contradictorio, ya que los frutos de Coratina
tuvieron cantidades mas bajas de esteroles totales e individuales que aquellos de Arbequina.
Una posible explicacion a esto, seria considerar las diferencias genéticas en la regulacion del
flujo de carbono entre dos vias de biosintesis que compiten entre si. Dado que el 2,3-
oxidoescualeno (OS) -el primer derivado oxigenado del escualeno- sirve como sustrato para
la sintesis tanto de esteroles como de triterpenos no esteroideos (Stiti et al., 2010), es posible
que una mayor proporcién de OS se destine a la sintesis de esteroles en los frutos en

desarrollo de Arbequina en comparacion con los frutos de Coratina.
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También cabe destacar que el contenido de esteroles en Arbequina aument6 de la
segunda a la tercera fecha de muestreo, mientras que disminuyo en los frutos de Coratina.
En apoyo a nuestros resultados que muestran marcadas diferencias en los contenidos de
esteroles entre estos cultivares, un estudio previo revela contenidos significativamente méas
altos de ET en los aceites de Arbequina (1404-2457 mg kg-1) que en los de Coratina (1053-
1381 mg kg-1) obtenidos en un amplio rango de ambientes de cultivo en Argentina (Ceci y
Carelli, 2010).

Hay pocos datos publicados sobre el contenido de esteroles en los frutos del olivo. El
estudio de Stiti et al. (2010) menciona rangos comprendidos entre 230 y 500 mg kg™ (en peso
seco) de ET en frutos enteros (del cv. tunecino Chemlali) muestreados a las 18 y 21 semanas
después de la floracion. Estos momentos corresponden aproximadamente a las dos Gltimas
fechas de muestreo que hemos analizado en nuestro estudio. Aunque los datos no son
completamente comparables porque utilizamos la pulpa en lugar del fruto entero, el mayor
contenido de esteroles en los frutos de Arbequina (799 y 919 mg ET kg en las fechas
mencionadas) en comparacion con el cultivar tunecino parece mostrar grandes diferencias
genotipicas entre algunos cultivares. Un estudio reciente de Navas-LoOpez et al. (2020)
informa contenidos de ET entre 571-1020 mg kg de pulpa seca (no se informa de la madurez
del fruto) con un valor medio para el cv. Arbequina igual a 949 mg kg? siendo similar al
encontrado en nuestro estudio (919 mg kg™?) para frutos Arbequina en envero.

Entre los esteroles analizados, las concentraciones de [B-sitosterol y campesterol
fueron las que mostraron mayores diferencias entre los dos cultivares evaluados (Figuras 18
y 19). Ademas, presentaron las variaciones mas amplias entre ambientes, indicando mayores
cantidades en los sitios de cultivo mas calidos. EI aumento simultaneo de la concentracion
de ambos esteroles es un asunto de interés porgue se forman a partir de dos vias de biosintesis
alternativas y competitivas. La biosintesis de los esteroles es esencialmente lineal hasta la
formacién del 24-metilfenol. Después, atraviesa una bifurcacién que da lugar a dos vias
separadas que conducen a la formacion de B-sitosterol (y posteriormente estigmasterol) o
campesterol. Este punto de bifurcacién estd controlado principalmente por dos enzimas
competidoras denominadas esterol metil transferasas (SMT2/3, siglas en inglés) -que dirigen
el flujo de carbono hacia el B-sitosterol-, y esterol metil oxidasa (SMO2) que canaliza hacia

la rama del campesterol (Carland et al., 2010; Aboobucker y Suza, 2019). Hasta donde se
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tiene conocimiento, no existen evidencias experimentales que indiquen efectos reguladores
de la temperatura ambiental sobre los genes que codifican las enzimas nombradas. En base a
los resultados del presente estudio y de otros comentados anteriormente (Ceci and Carelli,
2010; Mailer et al., 2010; Li et al., 2019) se podria sugerir que la expresion de los genes
relacionados con las enzimas SMT2/3 y SMO?2 esté regulada por la temperatura de la misma
manera. Asi pues, en ambientes de cultivo méas calidos, el aumento de la expresion génica
(y/o de las actividades enziméticas) podria conducir a un aumento de los niveles tanto de -
sitosterol como de campesterol.

Ademas de las diferencias en los contenidos de esteroles atribuibles al factor genético,
también se han notificado variaciones significativas relacionadas con el ambiente de cultivo
del olivo. Por ejemplo, el estudio ya mencionado de Ceci y Carelli (2010) ha demostrado que
los aceites de Arbequina obtenidos en las regiones de cultivo més célidas de Argentina
presentan contenidos de ET mas elevados (unos 3000 mg kg? de aceite) que los de las
regiones mas frias (1400 mg kg? de aceite). Del mismo modo, los aceites de oliva
australianos de las regiones mas célidas del norte se caracterizan por tener un contenido de
ET significativamente mayor que los de las regiones mas frias del sur (Mailer et al., 2010).
En la misma linea, los aceites de oliva de las zonas mas célidas de California tienen mas de
2000 mg de ET kg de aceite, mientras que los de los ambientes mas frios no suelen superar
los 1800 mg de ET kg™ de aceite (Li et al., 2019). En consonancia con todos estos hallazgos,
nuestros resultados muestran un efecto ambiental muy significativo sobre el B-sitosterol, el
estigmasterol, el campesterol y los esteroles totales (Tabla 4), siendo sus contenidos mas
elevados en los lugares mas calidos del norte que en los mas frios del sur (Tabla 4).

Recientemente, un estudio realizado en Espafia ha examinado las variaciones en el
contenido de esteroles en genotipos de olivo cultivados bajo diferentes condiciones
ambientales (Navas-Lopez et al., 2020). Estos autores han evaluado cultivares tradicionales
y las selecciones de mejora avanzada cultivados en cinco localidades de Andalucia,
encontrando que los contenidos de ET, B-sitosterol y AS5-avenasterol fueron altamente y
significativamente afectados por el genotipo, el medio ambiente y su interaccion. En otro
estudio, el efecto del genotipo (cultivares Arbequina y Picual, y siete lineas de mejora
derivadas) fue significativo para todos los esteroles analizados, mientras que el efecto del

afio de cultivo solo fue significativo para el campesterol (Velazco et al., 2015). En ambos
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estudios, el cv. Arbequina mostré una mayor variabilidad en el contenido de ET entre afios y
ambientes.

En otro ensayo realizado también en Espafia, se observd que los frutos de Arbequina
acumulaban significativamente menor cantidad de escualeno, pero mayor cantidad de ET que
los frutos de Picual (Ferndndez-Cuesta et al., 2013). Estos resultados concuerdan con
nuestros hallazgos, en los que una mayor acumulacion de ET en frutos de Arbequina estuvo
relacionada con un menor contenido de Esc, contrariamente a que se observo para los frutos
de Coratina. Por otro lado, aceites de oliva de diferentes procedencias geogréficas de la
region de Apulia en Italia también mostraron variaciones significativas (desde 1184 a 1813
mg/kg de aceite) en los contenidos de ET (Longobardi et al., 2012). Del mismo modo, se
registraron interacciones significativas entre cultivar y campafias productivas para la mayoria
de los esteroles presentes en los aceites de oliva monovarietales de la provincia de Reggio
Calabria (sur de Italia) (Giuffré y Louadj, 2013). Luki’c et at. (2021) también mostraron que
el cv. Coratina presentd una de las relaciones mas bajas entre campesterol y estigmasterol,
que es un indice de la calidad del aceite de oliva.

Nuestros resultados muestran que las respuestas de los esteroles individuales a los
ambientes térmicos no fueron de igual intensidad y que hay que tener en cuenta las
diferencias entre los cultivares. En este sentido, las variaciones en los contenidos de esteroles
entre ambientes fueron mayores en el cv. Arbequina que en Coratina. Esto esta en linea con
los hallazgos que muestran que Arbequina es un cultivar con alta plasticidad fenotipica
(Rondanini et al., 2014; Torres et al., 2017; Mousavi et al., 2019; Contreras et al., 2023).

Resultados similares fueron encontrados por Hamze et al. (2022) para explicar las
variaciones en el contenido de esteroles totales e individuales, en los cvs. Arbequina y
Coratina, mediante experimentos manipulativos realizados en La Rioja, Argentina
(tratamiento control de aproximadamente 1°C por encima de la temperatura ambiente (T0) y
un tratamiento calentado (T+) con una temperatura objetivo de 4°C por encima del T0). En
términos generales, estos autores registraron mayores concentraciones de esteroles totales,
en el aceite, en el tratamiento calentado (T+) que, en el control al final del periodo de
acumulacion de aceite. Los esteroles individuales mostraron tanto aumentos como
disminuciones significativas debido a la T+, y se produjeron algunas diferencias en la

respuesta entre los dos cultivares.
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Asi, nuestros resultados y de otros colegas argentinos (Ceci y Carelli, 2010; Hamze
et al., 2021) indican un fuerte impacto del ambiente de cultivo sobre el contenido de esteroles
del fruto del olivo. Particularmente, nuestro estudio evidencia que este efecto se asocia a las
caracteristicas térmicas especificas de los sitios de cultivo del olivo. Entre los componentes
del régimen térmico, las temperaturas minimas durante la sintesis del aceite podrian ser el
factor mas importante que afecta a la acumulacion de esteroles en ambientes célidos (Figuras
18 y 19). También hay un efecto del cultivar, en particular sobre los contenidos de -

sitosterol, campesterol y esteroles totales (Tabla 6).
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8. CONCLUSIONES PARCIALES

En consonancia con las hipétesis planteadas, los resultados de este estudio muestran
un fuerte impacto del ambiente de cultivo en los contenidos de escualeno y esteroles del fruto
del olivo. Dicho efecto se asocio a las caracteristicas térmicas especificas de los lugares de
cultivo del olivo. Entre los componentes del régimen térmico, tanto la Tmin como el TTA
fueron los factores mas importantes que afectaron a la acumulacion de esteroles en los
cultivares de olivo estudiados. También hubo un efecto del cultivar, particularmente en los
contenidos de p-sitosterol, campesterol y esteroles totales. Estos resultados indican
diferencias entre los cultivares en su capacidad de sintesis de esteroles. En general, los
resultados sefialan la necesidad de revisar las normas comerciales reglamentarias relativas a
los niveles aceptables de esteroles en el AOV. Debido a las variaciones que se producen de
forma natural, algunos AOV pueden tener niveles de esteroles diferentes de los establecidos
por la normativa comercial vigente. Dado que estos compuestos estan reconocidos como
saludables, los estudios que muestran sus variaciones genéticas y ambientales deberian
tenerse en cuenta no solo para redefinir las normas reguladoras, sino también para maximizar
el valor nutricional y saludable de los aceites de oliva. Desde una perspectiva practica, los
modelos que utilizan el TTA podrian ser herramientas Utiles para estimar los niveles de
esteroles del aceite de oliva en distintos entornos de cultivo, en vista del aumento de las
temperaturas debido al calentamiento global. A un nivel mas basico, los estudios futuros
deberian centrarse en comprender el posible papel de la regulacion térmica sobre los genes o

las enzimas claves del metabolismo de los esteroles en el fruto del olivo.
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9. CONCLUSIONES FINALES

Los hallazgos del presente estudio han permitido observar que la concentracion de
los principales acidos grasos del fruto del olivo de ‘Arbequina’ son muy versétiles frente a
las distintas cargas térmicas ambientales analizadas, especialmente el palmitico, oleico y
linoleico; mientras que los valores de estos acidos grasos se mantuvieron practicamente
estables en los distintos ambientes en el cv. Coratina. En este sentido, ‘Arbequina’ representa
el genotipo mas susceptible al factor ambiental, sugiriendo una mayor plasticidad fenotipica
en este cultivar respecto de ‘Coratina’. Estos resultados permiten aceptar la Hipotesis 1 “La
concentracion de los principales &cidos grasos varia de manera diferencial con el tiempo
térmico acumulado (TTA), en los tres estadios de maduracion del fruto (verde maduro — VM,
envero —E y maduro - M), en ambos cultivares” e Hipotesis 4 “Hipotesis 4. Los cultivares
modelo seleccionados exhiben patrones de respuesta bioquimicas similares, siendo las
magnitudes diferentes”.

Por otra parte, los contenidos de los compuestos minoritarios evaluados (escualeno y
esteroles) también fueron afectados de manera diferencial por el registro térmico en ambos
cultivares durante el periodo de desarrollo y maduracion del fruto. En el caso particular del
escualeno, se acepta la Hipotesis 2 planteada “La concentracion de escualeno (precursor
biosintético de los esteroles y triterpenoides no esteroideos presentes en el fruto del olivo)
se relaciona negativamente con el tiempo térmico acumulado (TTA), en los tres estadios de
maduracion del fruto (verde maduro — VM, envero —E y maduro - M), en ambos cultivares”.
Asimismo, si bien la tendencia observada en ambos cultivares fue similar la magnitud de la
misma fue sustancialmente diferente, siendo mas notable la disminucién de la concentracion
de este compuesto en el cultivar espafiol Arbequina. Esto ultimo confirma lo planteado en la
Hipotesis 4.

Finalmente, el contenido esteroles totales e individuales mostraron una tendencia
opuesta a la descripta anteriormente para el escualeno, es decir que se observé un aumento
lineal en el contenido de los mismos en funcion del incremento en el TTA, siendo este
fenomeno mas pronunciado en ‘Arbequina’. Ademas, es importante remarcar que las
diferencias entre cultivares en los contenidos de cada uno de los compuestos mayoritarios y

minoritarios resultaron mayores en ambientes de cultivo que acumularon mayor carga
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térmica (entre 3000 y 4000 -Cd; Catamarca, La Rioja, San Juan) que en aquellos que menos
acumularon (entre 2000 y 3000 °Cd; Mendoza, Neuquén). En funcién de lo expuesto, se
aceptan las Hipétesis 3 “La concentracidn de esteroles totales, al igual que la de los esteroles
individuales se relaciona positivamente con el TTA en los tres estadios de maduracion del
fruto (EMF) mencionados en ambos cultivares” e Hipotesis 4.
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10.FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

El cultivo de olivos se ha expandido considerablemente en las Gltimas décadas fuera
de la cuenca mediterranea hacia regiones de cultivo no tradicionales en el hemisferio sur. En
Argentina, una problematica a la que se enfrenta la olivicultura, en relacion a la adaptacion
de los cultivares introducidos en regiones calidas del noroeste y centro-oeste del pais, esta
vinculada a algunos parametros reglamentados de calidad de los aceites y, por ende, a la
categorizacion de los mismos como extra-virgenes, pudiendo esto constituir un obstaculo
para su comercializacion sobretodo en el mercado internacional.

Los estudios de composicion de &cidos grasos y algunos compuestos minoritarios
(escualeno, esteroles, entre otros) en aceites de oliva de Argentina indican una clara
interaccion genotipo x ambiente, con un posible efecto modulador de la temperatura sobre la
sintesis de los mismos, resultando en muchos casos en correlaciones negativas entre dicho
factor ambiental y la concentracion de los principales compuestos mencionados.

En su conjunto, los resultados del presente trabajo aportan mas evidencias sobre la
influencia del régimen térmico (y sus principales componentes) sobre la composicion de
acidos grasos, escualeno y esteroles del fruto del olivo, los cuales son parametros regulados
por las normativas comerciales nacionales e internacionales. El conocimiento de la
modulacion ambiental en la regulacion de los genes y/o enzimas implicadas en las rutas
biosinteticas adquiere importancia a los fines de establecer ambientes o condiciones para la
implantacion de nuevos olivares y para la seleccion de cultivares. Esto permite contar bases
mas solidas para la planificacion de nuevos escenarios de cultivo, teniendo en cuenta los
registros térmicos de cada zona, y para la eleccion de genotipos mejores adaptados.

En relacion a futuras lineas de investigacion, resulta de interés avanzar en el estudio
de posibles mecanismos de regulacion traduccionales implicados en la regulaciéon de las
familias genicas consideradas las rutas de sintesis de los compuestos mayoritarios o
minoritarios del fruto. Los ARNm una vez traducidos a proteinas, pueden sufrir numerosas
modificaciones quimicas en su estructura que pueden generar cambios en su funcion
bioldgica, alteracion en su localizacion celular o en su capacidad para interaccionar con otras

proteinas. Estos estudios permitirian dilucidar si otros mecanismos de regulacion estan
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involucrados. Resulta también de interés conocer si la modulacién de la expresion génica se
traduce en diferencias a nivel de la actividad de las enzimas relacionadas.

Finalmente, es importante subrayar la conformacién de esta red de investigacion
denominada RETO (Red Territorial de Olivo), la cual abarca investigadores de distintas
Instituciones de Ciencia y Técnica desde el norte al sur del pais. Esta red constituye la base
para la futura red publico-privado argentina destinada a la evaluacion multiambiental de
nuevos cultivares de olivo. De esta manera, se podra ampliar el espectro varietal a nivel
regional y nacional teniendo en cuenta los posibles escenarios como consecuencia del cambio
climatico global. En este sentido, es importante remarcar la importancia de este tipo de
estudios ya que muchas zonas de cultivo mediterraneas (principales regiones de produccion
mundial) que actualmente logran tener perfiles de acidos grasos o esteroles acorde a la
normativa vigente, en un futuro cercano probablemente tendran problemas similares a los de
Argentina, considerando también la difusion en las ultimas décadas de cultivares que son
méas sensibles a los cambios de parametros de calidad del aceite en funcion de las

temperaturas.
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