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Figura 1.1. Diagrama conceptual describiendo las principales variables de interés
evaluadas en la tesis a diferente nivel de organizacion (6rgano, planta y cultivo) y su
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Figura 2.1. a) Vista general de la disposicion de cdmaras sin techo (OTCs). LaOTC en
el primer plano izquierdo es una OTC con calentamiento activo con la puerta abierta y
muestra la falda del polietileno utilizada para extender las paredes laterales de la camara
hasta el nivel del suelo, el dispositivo de calentamiento del tdnel de plastico (que se
proyecta desde el lado izquierdo de la OTC), la apertura superior parcialmente
restringida en la parte superior del OTC (i.e., techo), y la carcasa del calentador (a la
derecha de la puerta). La OTC en el primer plano central es un control, y muestra la
posicidon del tubo de entrada de aire (a la derecha de la OTC), sin falda de polietileno y
con la parte superior completamente abierta. b) Interior de una OTC con calefaccion
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Figura 2.2. Vistas frontal y superior de una camara sin techo (OTC) control con
calentamiento pasivo y con sistema de renovacion de aire (a) y de una OTC con
calentamiento activo con dos métodos complementarios, un tanel de plastico con
piedras negras + un caloventor eléctrico (b). Las camaras tenian una forma de prisma
rectangular con una altura total de 2,0 m y una longitud y anchura de 1,5 m. EI material
de cubierta de la pared fue polietileno blanco transltcido con proteccion UV y baja
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superior. Las flechas muestran la posicion de los ventiladores utilizados para inyectar
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Figura 2.3. Dinamica diaria promedio de la temperatura del aire durante trece dias de
verano (a) y nueve dias de otofio (b) bajo cuatro configuraciones de camara sin techo
(OTC) y temperatura ambiente. Las cuatro configuraciones de OTC fueron: 1) OTC
control calentada pasivamente y sin la falda de polietileno en las paredes laterales; 2)
OTC control calentada pasivamente con la falda de polietileno en las paredes laterales;
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activamente por el tanel de plastico y un caloventor eléctrico. Los datos son promedios
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Figura 2.4. Diferencias de temperatura promedio diaria (24 h), diurna (7:30 - 19:30 h
hora solar) y nocturna (19:30 - 7:30 h, hora solar) en verano y otofio entre las OTC con
calentamiento activo con el tanel de plastico + un caloventor eléctrico y las OTCs
control, con calentamiento pasivo sin la falda de polietileno en las paredes laterales. Las
barras representan los promedios + 1 error estandar (n = 4 OTCs). Las diferentes letras
sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre las
configuraciones de OTC para los diferentes periodos del dia y las estaciones
determinadas utilizando el test de Fisher LSD (p < 0,05). La linea horizontal punteada
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Figura 2.5. Humedad absoluta (g m) en las OTCs control con calentamiento pasivo o
en las OTCs con calentamiento activo con el tunel de plastico + el caloventor eléctrico
en comparacion con las condiciones ambientales del aire exterior durante 2015-16. Cada
punto representa la relacion entre el valor registrado en en una OTC TO o T+ y el
respectivo valor en el ambiente exterior (n = 1). Los puntos se registraron a intervalos
de 30 min durante un periodo de cuatro dias de verano. La linea de puntos representa la
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Figura 2.6. Dindmica del déficit de presion de vapor (a) y la temperatura del aire (b) en
las OTCs control, calentadas pasivamente y las OTCs calentadas activamente con el
tunel de pléastico y el caloventor eléctrico. Las mediciones se tomaron durante seis dias
consecutivos de verano en febrero de 2016. EI fondo gris indica la noche (19:30 - 7:30
h, hora solar) y el fondo blanco indica el dia (7:30 - 19:30 h, hora solar). Los datos son

promedios de 8 repeticiones por configuracion de OTC (N =8).....cccccvvveviviiiiicve e

Figura 2.7. Concentracién de CO, promedio (de 9:00 a 15:00 h, hora solar) en las OTCs
control calentadas pasivamente y las OTCs calentadas activamente por el tanel de
plastico y el caloventor eléctrico durante 2014-15 (a) y 2015-16 (b). Las mediciones se
realizaron periddicamente durante el verano y el otofio de cada afio. Los simbolos
s6lidos y vacios indican las medidas de verano y otofio, respectivamente. Cada punto
representa la relacion entre valor registrado en una OTC TO y su respectiva T+ (n = 1).
Los valores se registraron a intervalos de 30 min. La regresion lineal de los puntos en
cada temporada (lineas s6lidas) no fue estadisticamente diferente (p > 0,05) a una
funcién x=y, con pendiente = 1 y ordenada al origen = 0 (i.e., relacion 1:1; lineas de
puntos). Se indica ademas el coeficiente de determinacion (r?) para las regresiones
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Figura 3.1. Fotosintesis neta de la hoja a saturacion luminica (Amax; a, b), transpiracion
(E; c, d) y eficiencia de uso del agua (EUA; e, f) en hojas de olivo control (T0) y
calentados (T+) de los cvs Arbequina (Arb) y Coratina (Cor) durante dos temporadas
de crecimiento (2014-15, 2015-16). Las mediciones se realizaron en la tarde (Tar.) y/o
en la mafiana (Mafi.) en 2014-15 y en la tarde en 2015-16. Cada barra representa una
media + 1 error estandar (n = 4). Se evaluaron las diferencias estadisticas para los
factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) en cada periodo de medicion
utilizando un ANOVA de dos vias (* = significativo en p < 0,05; ns = no significativo).
La interaccion entre los factores no fue significativa en ninguna de las fechas evaluadas.

Figura 3.2. Dindmica diaria del flujo de savia en base al area foliar (a), déficit de presion
de vapor (DPV; b) y temperatura del aire (c) del cv Arbequina en las OTCs control (TO)
y calentadas (T+). Los datos corresponden a periodos de 3 dias a fines de enero y marzo
de 2016. Las lineas representan la media de cuatro repeticiones por tratamiento (n = 4).
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Figura 3.3. Fotosintesis neta a saturacion luminica (Amax) en funcion de la tasa de
transporte de electrones (ETR) de hojas de olivos cvs Arbequina (Arb) y Coratina (Cor)
bajo los tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+). En 2015-16 las hojas
formadas en las OTCs TO o T + se midieron a 35 °C y 39 °C. Los valores corresponden
a la medicion de febrero de 2016. Cada punto representa una repeticion para cada
combinacion de cultivar x tratamiento térmico x tempertura de medicion (n=4). El ajuste
independiente de cada tratamiento térmico x temperatura de medicion se compar6 con
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Figura 3.4 Densidad de estomas (a, b) y tricomas (c, d) en hojas de olivos cvs Arbequina
y Coratina formadas bajo los tratamientos control (T0) y calentado (T +) en dos
temporadas de crecimiento (2014-15: a y ¢; 2015-16: b y d). Se muestran los valores
medios + 1 error estandar (n = 4). Se evaluaron las diferencias estadisticas para los
factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) en cada temporada de crecimiento
utilizando un ANOVA de dos vias (* = significativo en p <0,05; ns = no significativo).
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Figura 4.1. Incremento del area foliar (m? arbol™) en arboles de olivo cvs Arbequina y
Coratina bajo dos tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+). Los tratamientos
se aplicaron desde cuaje hasta el final de la fase de acumulacién de aceite (diciembre a
mayo), durante una temporada, en 2014-15 (a) y 2015-16 (b), o dos temporadas
consecutivas (evaluando solo el incremento de la segunda temporada, c). Los valores
corresponden al promedio £ 1 error estandar (n = 4) para cada cultivar y tratamiento
térmico. Se indica el p-valor para los factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv)
y la interaccion (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y altamente
significativo (p < 0,01) en negrita; marginalmente significativo (p <0,1) en normal; ns,
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Figura 4.2. Componentes del rendimiento de aceite de arboles de olivo cvs Arbequina
y Coratina bajo los tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+), durante uno
(en 2014-15: a, d, g; en 2015-16: b, e, h,) y dos periodos de calentamiento, (2015-16,
evaluando solo los frutos de la segunda temporada; c, f, i). Los tratamientos térmicos
fueron aplicados desde cuaje de frutos hasta el final de la fase de acumulacion de aceite
(diciembre a mayo). Las barras representan el valor promedio del tratamiento térmico
para cada cultivar + 1 error estandar (n = 4). Se indica el p-valor para los factores
tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) y la interaccion (int.) entre ambos. P-valor
significativo (p < 0,05) y altamente significativo (p < 0,01) en negrita; marginalmente
significativo (p < 0,1) en normal; ns, no significativo. Las letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre las combinaciones de factores

determinadas mediante la prueba Duncan (P < 0,05)......cccccciiiiiiiiiiiiciise e

Figura 4.3. Rendimiento de aceite (g arbol?) de arboles de olivo cvs Arbequina y
Coratina bajo los tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+), durante uno
(2014-15: a, d, g; 2015-16: b, e, h,) o dos periodos de calentamiento, evaluando sélo la
segunda temporada (2015-16: c, f, i,). Los tratamientos térmicos fueron aplicados desde
cuaje de fruto hasta el final de la acumulacion de aceite (diciembre a mayo). Las barras
representan el valor promedio del tratamiento térmico para cada cultivar + 1 error
estandar (n = 4). Se indica el p-valor para los factores tratamiento térmico (trat.) y
cultivar (cv) y la interaccion (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y
altamente significativo (p < 0,01) en negrita; marginalmente significativo (p < 0,1) en
normal; ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
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Figura 4.4. Longitud de brotes (principal + laterales, en cm) vegetativos (a, b, ¢) y
reproductivos (d, e, f) de arboles de olivo cvs Arbequinay Coratina bajo los tratamientos
térmicos: control (TO) y calentado (T+), durante uno (en 2014-15: a, d; en 2015-16: b,
e) o dos periodos de calentamiento, evaluando solo el crecimiento del segundo periodo
(2015-16: c, e). Cada periodo de calentamiento se establecid desde cuaje final de frutos
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en la temporada 2015-16 (b). El cultivar fue significativo (p < 0,05) en los brotes

reproductivos de arboles calentado durante dos periodos (f)......c.cccceveveiieve i,

Figura 5.1. Temperatura media del aire en el interior de las OTCs control (T0) y
calentada (T+), durante la primera (2014-15, a) y segunda (2015-16, b) temporada de
experimento. Las OTCs fueron utilizadas en la temporada durante la fase de
acumulaciéon de aceite del fruto (diciembre a mayo). Cada simbolo representa el
promedio * 1 error estandar (n = 8) del valor medio diario del tratamiento térmico. La
segunda temporada, no se registrd la temperatura de las OTCs los dias entre 7-17 de
febrero y 1-3 de mayo, debido a un problema en el almacenador de datos, pero los
sistemas de calentamiento y ventilacién estuvieron funcionando. También, se indican
los valores de la temperatura del aire fuera de las cAmaras (Amb) con una linea de puntos
y las fechas de endurecimiento de carozo para cada cultivar (flechas negras) y de
muestreos de frutos dentro de las OTCs (cosechas parciales, flechas vacias; y cosecha
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luego del cuaje final, durante toda la fase de acumulacién de aceite (diciembre a mayo),
en 2014-15 (ay c) 0 2015-16 (b y d). EI momento de endurecimiento de carozo (EC) en
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Figura 6.1 Diagrama conceptual describiendo las principales variables de interés
evaluadas en la tesis a diferente nivel de organizacién (6rgano, planta y cultivo) y su
respuesta al incremento de la temperatura desde ocurrido el cuaje y hasta el final de la
sintesis de acumulacion de aceite. En rojo se indican las respuestas directas e indirectas.
Con signo negativo (-) se indica una respuesta de disminucion (o efecto negativo)
mientras que + indica incremento. El cero indica que no hay respuesta. GXT sefiala
interaccion genotipo (cultivar) x temperatura. El signo ? acompafiado de signo + o -
sefiala posibles efectos (de incremento o disminucion, respectivamente) no
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RESUMEN

Respuestas ecofisioldgicas al incremento de la temperatura durante la
fase de acumulacidn de aceite en arboles jovenes de olivo (Olea

europaea)

Los efectos de la temperatura elevada sobre la ecofisiologia y produccion del olivo
han sido escasamente estudiados y mas aun a partir de experimentos manipulativos a nivel
de arbol entero. El calentamiento global y la expansion del cultivo a nuevas regiones han
despertado el interés por abordar estas tematicas. En este sentido, el objetivo de la tesis
fue analizar las respuestas de la fotosintesis y transpiracion, la produccién y particion de
biomasa, y el rendimiento del aceite y su calidad, a incrementos de la temperatura durante
la fase de acumulacion de aceite en dos cultivares de olivo. Para ello se disefié un sistema
con camaras sin techo con o sin calentamiento activo para establecer los tratamientos
térmicos calentado (3-4 °C) y control, respectivamente. Los olivos, cvs Arbequina y
Coratina, fueron calentados desde cuaje final a cosecha de frutos (5 meses) durante una o
dos temporadas. Luego de una temporada, la fotosintesis neta no cambi6 por el
incremento de 3-4 °C pero la transpiracion de la hoja aument6. Aunque la produccion de
biomasa total por arbol fue similar entre tratamientos, los arboles calentados tuvieron
menor peso seco y % de aceite por fruto que los controles. Como consecuencia, el
rendimiento de aceite se redujo en los arboles calentados y hubo una mayor particion de
la glucosa producida hacia 6rganos vegetativos que en los controles, que incluyé mayor
area foliar por arbol. En contraste, luego de dos temporadas, ademas del efecto sobre el
rendimiento, el calentamiento redujo la biomasa total producida. En relacion a la calidad

del aceite, el % de &cido oleico disminuy6 con la temperatura, en especial en cv



XX

Arbequina, mientras que la concentracion de a-tocoferoles en el aceite aumentd. Como
consecuencia del calentamiento global el rendimiento del olivo y la calidad de su aceite
podrian verse reducidos, mientras que los requerimientos hidricos del cultivo podrian

aumentar por mayor area foliar y demanda atmosférica.

Palabras claves: calentamiento activo, cv Arbequina, cv Coratina, fotosintesis neta,

transpiracion, produccion de biomasa, rendimiento de aceite, concentracion de aceite,

acido oleico, a-tocoferol.
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ABSTRACT

Ecophysiological responses to the increase in temperature during the
oil accumulation phase in young olive trees (Olea europaea).

The effects of elevated temperature on olive tree ecophysiology and production
have been poorly studied, especially in terms of manipulative experiments at the whole
tree level. Global warming and crop expansion to new regions have led to interest in
addressing these issues. Thus, the objective of this thesis was to analyze the responses of
photosynthesis and transpiration, the production and partition of biomass, and the yield
of the oil and its quality to temperature increases during the oil accumulation phase in
two olive tree cultivars. A system with open top chambers with or without active heating
was designed to establish the heated (3-4 °C) and control treatments, respectively. Olive
trees, cvs Arbequina and Coratina, were heated from final fruit set to harvest (5 months)
for one or two seasons. After one season, net photosynthesis did not change due to the
increase of 3-4 °C, but leaf transpiration increased. Although total biomass production
per tree was similar between the treatments, the heated trees had lower dry weight and oil
% per fruit than the control. As a consequence, oil yield in the heated trees was reduced
and there was a greater partition of the glucose produced towards vegetative organs than
in the control, which included greater leaf area per tree. In contrast, after two seasons, as
well as the effect on oil yield, heating reduced the total biomass produced. In relation to
oil quality, oleic acid % decreased with increasing temperature, especially in cv
Arbequina, while the a-tocopherols concentration in oil increased. As a consequence of
global warming, olive tree yield and its oil quality could be reduced, while crop water

requirements could increase due to greater leaf area and atmospheric demand.
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Keywords: active heating, cv Arbequina, cv Coratina, net photosynthesis, transpiration, biomass

production, oil yield, oil concentration, oleic acid, a-tocopherol.
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Introduccion general



1.1 El calentamiento global y la agricultura

1.1.1 Aspectos generales: las tendencias mundiales

El actual calentamiento del sistema climatico se evidencia en los aumentos
observados de la temperatura promedio mundial del aire y de los océanos, el derretimiento
generalizado de la nieve y hielo y el aumento del nivel medio del mar, en los ultimos afios
(IPCC, 2014). EI calentamiento se produce por alteraciones en el balance energético del
sistema climatico, originadas principalmente por el incremento de las concentraciones de
los gases de efecto invernadero (GEI) por causas antropicas, fundamentalmente a partir
de 1975. El reporte del IPCC (2007) predice que las emisiones de CO2 antropogeno, tanto
pasadas como futuras, seguirdn coadyuvando al calentamiento y al aumento de nivel del
mar durante mas de un milenio, debido a las escalas de tiempo necesarias para detraer ese
gas de la atmdsfera. Por esto, se espera que el calentamiento siga en aumento y que
durante el corriente siglo experimentemos diversos cambios en el sistema climatico,
posiblemente mayores a los observados el pasado siglo XX.

Esta ampliamente aceptado que la temperatura es la variable mas afectada por el
cambio climatico y sus variaciones son, en cierta medida, las mas faciles de predecir
(Jarvis et al., 2010). A nivel global, la temperatura del aire aumento cerca de 1 °C con
respecto a la era preindustrial y se espera que, de continuar la tasa actual de calentamiento,
en 2040 el incremento alcance los 1,5 °C (IPCC, 2018) y para finales de siglo entre 1,1°C
y 6,4 °C, en los escenarios mas contrastantes de GEI (IPCC, 2014). Ademas, el
calentamiento continuard mostrando una variabilidad interanual y decenal y no sera
uniforme entre las regiones. Se predice, también, que los eventos meteoroldgicos
extremos, como sequias, aumentaran de frecuencia e intensidad. Por otro lado, el IPCC
(IPCC, 2007; 2014) identifico a la agricultura como un sector critico y destacé el impacto

que tendra el incremento de la temperatura sobre la productividad en las distintas regiones



del mundo. A nivel mundial, el potencial de produccion alimentaria serda altamente
afectado si se producen aumentos en la temperatura por encima de los 2 °C (IPCC, 2007;
2014; Brown y Funk, 2008; Lobell et al., 2008).

La temperatura es uno de los factores mas importantes que regula el crecimiento
y desarrollo de la planta (e.g., Grace, 1987; Semenov y Porter, 1995; Porter y Gawith,
1999; Kozlowski y Pallardy, 2002; Gray y Brady, 2016) y afecta la mayoria de los
procesos involucrados en la determinacién del rendimiento, por lo que su efecto sobre el
rendimiento final es complejo y dificil de predecir. El impacto del pronosticado aumento
de las temperaturas sobre los cultivos puede variar ampliamente entre especies y regiones
geograficas. Conocer como diferentes especies podrian ser afectadas, a nivel de planta 'y
cultivo es, por lo tanto, de suma importancia para poder optimizar las estrategias de
manejo, elegir los genotipos mas convenientes para cada region, determinar las mejores
zonas de produccion, entre otras cuestiones. En general, los estudios sobre el tema no han
sido suficientes y se han enfocado principalmente en cultivos de cereales y semillas
oleaginosas de regiones frias de latitudes medias a altas del hemisferio norte, donde se
estima que el incremento de la temperatura sumado al aumento de la concentracion del
COo, tendria un efecto beneficioso (IPCC, 2007). Poco se ha estudiado sobre el impacto
en otras especies, sobre todo lefiosas (e.g. en vid, Sadras y Soar, 2009) y en regiones mas
calidas y aridas, donde la temperatura tiene un efecto mas limitante sobre la produccién
y se cree que su incremento afectard negativamente la agricultura (e.g., en olivo, Ponti et

al., 2014; en almendro, olivo y duraznero, El Yaacoubi et al., 2014).

1.1.2 La produccién de olivo en Argentina bajo un escenario de calentamiento

global



En Argentina las tendencias térmicas en relacion al calentamiento global son
similares a las observadas en el resto del mundo. En la provincia de La Rioja, desde 1962
al 2013 se registro un aumento de la temperatura media del aire de 0,4 °C y modelos
predicen aumentos aun a tasas mayores para los proximos 50 afios. A su vez, los
incrementos fueron mas acentuados en la primavera (1,07 °C, para el mismo periodo de
analisis) y el verano (0,51 °C) que en el invierno y el otofio, siendo el incremento de la
temperatura nocturna del verano, mayor que la diurna (R. De Ruyver, INTA-Castellar,
comunicacion personal). La provincia se encuentra dentro de la region del pais que
presenta los mayores riesgos por el cambio climéatico debido a que se pronostican los
mayores incrementos de temperatura y se esperan condiciones de mayor aridez (i.e.,
mayor temperatura y déficit de presion de vapor, DPV) (Penalba y Rivera, 2013; SADSN,
2015; Zaninelli et al., 2019). La region no so6lo esta muy alejada del mar, sino que sus
caracteristicas continentales se ven agudizadas por estar encerrada entre las Sierras
Pampeanas (por el este), por los Andes (al oeste) y por la Puna (al norte), lo que aumenta
su aislamiento de las masas de aire provenientes del mar y genera una compleja gama de
caracteristicas climaticas. Sin embargo, debido a esta compleja orografia existen
incertidumbres en las predicciones futuras respecto al transporte de humedad y la
precipitacion (Penalba y Rivera, 2013).

El olivo es una de las especies frutales més cultivadas mundialmente en
agroecosistemas de zonas aridas y semi-aridas. En esta direccion, es una de las especies
de arboles frutales de mayor importancia en Argentina, cultivandose principalmente en
Cuyo (Mendoza, San Juan) y el Chaco Arido (La Rioja y Catamarca) (Gomez-del-Campo
etal., 2010; Searles et al., 2011). En esta Gltima region, donde la temperatura media anual
es elevada (20-21 °C), la precipitacion escasa (100-400 mm) y la humedad relativa es baja

(40-60 %), el cultivo adquiere relevancia econdmica y crece bajo condiciones climaticas



que difieren marcadamente de aquellas del Mediterraneo, donde la mayoria de los
cultivares fueron originados (Rousseaux et al., 2008), generando caracteristicas
particulares en el crecimiento vegetativo y la produccion de aceite (Correa-Tedesco et al.,
2010; Rondanini et al., 2014). Sin embargo, las variables climaticas (e.g., temperatura,
precipitacion y altitud) que podrian estar asociadas con estas respuestas no fueron bien
estudiadas. Bajo el escenario del calentamiento global, los actuales sistemas productivos
olivicolas en Argentina podrian verse severamente afectados. En esta regién la
temperatura juega un papel limitante importante para la produccion agricola, por la
ocurrencia de temperaturas supra-Optimas para el desarrollo de los cultivos. En este
sentido, se estima que el efecto del incremento de la temperatura en cultivos de zonas
aridas y semi-aridas de latitudes bajas del hemisferio sur, sera negativo para la produccién

agricola.

1.2 Métodos para investigar el efecto de la temperatura en plantas

En los ultimos afios debido al calentamiento global hubo un aumento en el interés
por estudiar los efectos de la temperatura en la produccién agricola. Hasta la fecha, los
estudios sobre el tema se realizaron principalmente de manera indirecta mediante
correlaciones basadas en informacion obtenida a partir de variaciones de la temperatura
procedentes de variabilidad espacio-temporal. A pesar de basarse en el uso de
herramientas estadisticas sofisticadas, el uso de correlaciones no permite ser muy
concluyentes sobre el efecto de la temperatura en la planta porque muchas veces
confunden sus efectos con los de otros factores (como tipo de suelo, manejo del cultivo,
altitud, precipitacion, radiacion, déficit de presion de vapor). De todas maneras, son una
herramienta util para dilucidar las tendencias en ambientes contrastantes (Bonada y

Sadras, 2015). Resultados inequivocos requieren métodos directos que implican la



manipulacion experimental de la temperatura en invernaderos, en camaras de crecimiento
0 en condiciones de campo, con camaras abiertas o cerradas. Aunque estos métodos
directos tampoco estan exentos de errores.

Los sistemas de calentamiento a campo incluyen estructuras con distinto grado de
cerramiento (i.e., desde mayormente abiertos a completamente cerrados). Los sistemas
abiertos que usan calentadores infrarrojos espaciados en un anillo hexagonal tienen la
ventaja de que los factores microclimaticos como la circulacion del aire no se ven
afectados, pero obtener aumentos significativos de temperatura puede ser un desafio en
condiciones de viento (Kimball et al., 2018). Los sistemas cerrados con camaras portatiles
han permitido elevar la temperatura que rodea a toda la planta (Cicchino et al., 2010;
Rattalino Edreira et al., 2011) o calentar partes de plantas (Petrie y Cliengeleffer, 2005),
mediante el uso de dispositivos adecuados. Los principales inconvenientes de estos
sistemas son compartidos con las cdmaras de crecimiento y los invernaderos, como por
ejemplo el enriquecimiento de CO> de la atmosfera si no se garantiza un correcto
intercambio gaseoso con el ambiente exterior. Ademas, el material usado para la cubierta
puede reducir la intensidad de la radiacion y cambiar la composicién espectral. Por otro
lado, la velocidad del aire se reduce en la camara alterando la capa limite y el balance
energético de la planta; la pobre disipacion de calor en condiciones mas calmas puede
causar un excesivo calentamiento de los tejidos vegetales. Debido a la estrecha relacion
entre temperatura y humedad, se altera el DPV, un indicador preciso de la capacidad
evaporativa del aire. Conjuntamente, condiciones de bajo DPV y turbulencia atmosférica
reducida en la camara pueden alterar el intercambio gaseoso y la asimilacion de CO.,
confundiendo asi los efectos térmicos. Estos inconvenientes pueden ser superados si son

incorporados complejos sistemas de control de temperatura, DPV y ventilacion (Barton



et al., 2010). Sin embargo estos sistemas encarecen el uso de las estructuras
completamente cerradas por sus elevados costos de fabricacion y funcionamiento.

Los sistemas abiertos, como las camaras sin techo (OTC) se usan frecuentemente
en estudios en ecosistemas de campo abierto o forestales de latitudes altas (e.g., articos y
antarticos) (e.g., Danby y Hik, 2007; De Frenne et al., 2010). En general, este sistema se
utilizé sobre comunidades de bajo porte y calentando de manera pasiva, sin control
directo sobre el flujo de energia, basdndose principalmente en la captura de energia solar
gracias al material de cubierta (Marion et al., 1997). Esto no permite tener un adecuado
control sobre la marcha diaria de la temperatura, el viento, el intercambio gaseoso y la
humedad relativa dentro de la OTC. Ademas, las temperaturas nocturnas dentro de las
OTC, bajo estas condiciones, pueden ser menores que las del exterior, debido al fenémeno
de inversion térmica (Wada et al., 1998). La OTC con calentamiento pasivo, por otro
lado, obliga a usar el ambiente exterior como control.

Bien disefiados, los sistemas OTC podrian ser utilizados para calentar arboles
jévenes de olivo y otros frutales sin modificar otras variables, como concentracion de
CO. y otros gases, si adicionalmente se incorpora un sistema de ventilacion que garantice
el intercambio de aire con el ambiente externo. Paralelamente al calentamiento pasivo, el
calentamiento activo a través de artefactos adecuados permitiria lograr aumentos de
temperatura cercanos a 4 °C sostenidos a lo largo del dia, consiguiendo el seguimiento
diario y de los ciclos estacionales de la temperatura y el mantenimiento de la humedad
(por lo tanto permite incrementos en DPV). Los sistemas OTC tienen efectos bioldgicos
secundarios minimos, tales como la interaccién de radiacion y temperatura y una escala
tal que permite un disefio experimental apropiado y toma de muestras (Bonada y Sadras,
2015). Por otro lado, los efectos secundarios potenciales de las OTCs incluyen el secado

del suelo, los cambios en la distribucidn de las precipitaciones y la alteracion de la capa



limite del cultivo (Marion et al., 1997; Sadras et al., 2012a). A pesar de sus posibilidades,
las OTCs no han sido muy empleadas en frutales por lo que se necesitaria realizar
evaluaciones més profundas sobre su desempefio e idoneidad en plantas de mayor tamafio
(mayor volumen de aire a calentar).

Los pocos estudios manipulativos de la temperatura realizados en especies frutales
lefiosas muestran fallas en el disefio, ya que utilizan camaras con techo y laterales de
polietileno sélo en el caso de las tratamientos calentados, no contando con un control
adecuado (e.g., Sadras et al., 2012a; Vuletin Selak et al., 2013; Benlloch-Gonzales, 2018;
2019). Ademas no compararon otras variables ambientales que pueden confundir o
enmascarar el efecto de la temperatura, como la concentracion atmosférica de CO2. Por
otro lado, al calentar solo de manera pasiva, no lograron mantener la diferencia de
temperatura a lo largo del dia, permaneciendo la temperatura nocturna dentro de las
camaras calentadas igual o mas baja a la temperatura del exterior, usado como control.
Este ultimo punto es particularmente importante porque se ha demostrado que, tanto en
olivo (Garcia-Inza et al., 2016) como en otros cultivos (e.g., en girasol, Izquierdo et al.,
2002) no todas las temperaturas a lo largo del dia tienen el mismo efecto en determinados
procesos de la planta, por ejemplo, en la determinacion de la calidad de aceite. En otros
trabajos publicados, utilizando cAmaras con calentamiento activo en plantas enteras, no
lograron aumentos sustanciales de temperatura (e.g., en vid, Sadras et al., 2012b), lo que
no permitio ver respuestas claras al incremento de la temperatura. Posteriormente, en
olivo, Garcia-Inza et al. (2014), calentando ramas fructiferas a campo establecieron que
una funcién lineal decreciente explicaba las respuestas de la concentracion de aceite y la
composicion de acidos grasos a la temperatura. Sin embargo, el tamafio reducido de las
unidades experimentales impidié analizar otras respuestas a la temperatura del arbol de

olivo. Recientemente, Benlloch-Gonzales (2018; 2019) us6 OTCs con calentamiento



activo a través de un método con resistencias eléctricas para calentar arboles enteros de
olivo durante toda la temporada vy, al igual que Vuletin Selak et al. (2013), arboles

creciendo en el ambiente exterior como control.

1.3 Impacto del calentamiento global en el olivo

1.3.1 Aspectos generales

Es esperable que la temperatura afecte muchos aspectos de la biologia del olivo,
como su tasa de desarrollo, fotosintesis y respiracion, la tasa de produccion de las
subunidades (hojas, tallos, raices), senescencia y mortalidad, entre otros (e.g., Bongi y
Long, 1987; Diaz-Espejo et al., 2006; Pérez-Lopez et al., 2008; Benllock-Gonzélez et al.,
2016). Ademas, algunos estudios correlativos (espaciales y/ o temporales) sugieren que
podria modular la produccion y calidad de aceite (Ceci y Carelli, 2010; Rondanini et al.,
2011; Orlandi et al., 2012; Rondanini et al., 2014). Sin embargo, la respuesta del olivo a
la temperatura ha sido un tema escasamente desarrollado, encontrandose muy pocos
estudios manipulativos publicados que demuestren el rol directo de la temperatura en
estos aspectos de su biologia y en la produccion de aceite de oliva. En los Gltimos afios,
las publicaciones sobre repuestas del olivo a la temperatura se concentraron
principalmente en aspectos relacionados a la fenologia de la floracién (Vuletin Selak et
al., 2013; Aybar et al., 2015), y determinacién de temperatura base de crecimiento
vegetativo y reproductivo (Pérez-Lopez et al., 2008). Manipulando la temperatura en
porciones de ramas fructiferas de olivo, Garcia-Inza et al. (2014) demostraron que
incrementos de temperatura durante el periodo de sintesis y acumulacién de aceite

resultan negativos para la produccion y calidad del mismo, pero estudios manipulativos
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calentando plantas enteras permitiran un entendimiento méas profundo sobre los procesos
involucrados en ésta y otras posibles respuestas ecofisioldgicas.

Por otro lado, el calentamiento global podria alterar la distribucion geogréafica y
abundancia del olivo como sefialan algunos trabajos basados en modelos de simulacion y
series climaticas de regiones del hemisferio norte, como la Cuenta del Mediterraneo,
Africa del Norte, Medio Oriente y California. Estos trabajos destacan que en las zonas
mas calidas y desérticas evaluadas, como el sur de California (Gutierrez et al., 2009) y el
Medio Oriente (Ponti et al., 2014), la produccion olivicola podria verse restringida por
las altas temperaturas, obligandola a desplazarse progresivamente hacia zonas mas
nordicas (y frias). Estos modelos se basan principalmente en los requerimientos de horas
de frio para floracion y asi establecen fechas de floracién y zonas productivas. Sin
embargo, la temperatura del invierno es la que mas estable ha permanecido los ultimos
afios, y se espera que los mayores incrementos térmicos ocurran en primavera-verano.
Ademas, estos modelos consideran umbrales térmicos éptimos de desarrollo y produccién
del olivo (considerando principalmente las tasa de fotosintesis y respiracion) pero no
brindan informacién concreta de como responde el olivo al incremento de la temperatura.
En el hemisferio sur, la informacion disponible sobre el efecto del calentamiento global
y la distribucion de las especies es mas limitada, y se desconoce qué podria pasar en este
sentido, con la produccion olivicola.

Paralelamente, se desarrollaron modelos de simulacion para predecir el impacto
de las condiciones ambientales, incluidas condiciones de temperatura creciente, y
practicas agrondmicas sobre distintos aspectos del rendimiento del olivar (Tanasijevic et
al., 2014; Morales et al., 2016; Lopez-Bernal et al., 2018; Lorite et al., 2018). Muchos de
estos modelos contienen componentes de economia de carbono o de uso del agua. Sin

embargo, como los autores de estos trabajos sefialan, experimentos manipulativos de la
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temperatura en el campo son necesarios para proporcionar informacion mecanistica para
mejorar los modelos existentes y poder identificar estrategias de adaptacion para la

produccién de olivos en diferentes escenarios de cambio climatico.

1.3.2 Efectos del calentamiento global sobre la fotosintesis y economia del agua en

olivo

La asimilacion neta de carbono es afectada por la temperatura como consecuencia
de su efecto sobre la duracion de la estacion de crecimiento y sobre el intercambio neto
de carbono (INC). Esta tltima, de acuerdo a Lin et al. (2012) es un elemento central de la
respuesta de las plantas al calentamiento global. La temperatura actda tanto a nivel de la
bioquimica fotosintética, de la respiracion y de la sensibilidad estomatica, por lo que cada
uno de estos procesos debe ser cuantificado para predecir la respuesta de la fotosintesis
al incremento de la temperatura.

En general, se ha sugerido que las temperaturas mas altas reducen la ganancia neta
de carbono mediante el aumento de la respiracién de la planta (DeMatta et al., 2010). En
ese sentido, Bongi y Long (1987), observaron en el laboratorio que en olivo la tasa
fotosintética a saturacion luminica es maxima con temperaturas de hoja entre los 15-32
°C, mientras que Diaz-Espejo et al. (2006), en experimentos a campo, reportaron la
maxima tasa con temperaturas de hoja de 35 °C. Estudios de olas de calor a corto plazo
(i.e., uno 0 mas dias de aumentos repentinos de temperatura alrededor de 10 °C) tambien
indican que temperaturas superiores a 35 °C reducen significativamente la conductancia
estomatica y la fotosintesis neta (Koubouris et al., 2015; Haworth et al., 2018). Por otro
lado, Bongi et al. (1987), encontraron diferente grado de dependencia térmica de la
fotosintesis segun el genotipo evaluado. Asi, olivos de zonas mas frias 0 medianamente

calidas como cv Coratina, tuvieron una disminucion mas marcada (del 50 %) de la
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fotosintesis entre la temperatura 6ptima y los 40 °C en comparacion a cultivares de zonas
calidas como cv Manzanilla, que a esa misma temperatura mantenia el 80 % de su
fotosintesis a maxima tasa. Asi, podria esperarse que incrementos en la temperatura que
impliquen una alta tasa de ocurrencia de eventos de temperaturas mayores a 32-35 °C
generen una menor produccion de biomasa debido a una menor fotosintesis y mayor
respiracion, aunque la intensidad de la respuesta podria estar condicionada por el
genotipo. Sin embargo, ninguno de estos supuestos ha sido probado bajo condiciones de
campo Yy existen incertidumbres acerca de las posibles compensaciones entre los efectos
de la temperatura sobre la fotosintesis neta.

Los resultados arriba mencionados se basan en respuestas instantaneas de la
fotosintesis al incremento de la temperatura sin considerar mecanismos de adaptacién
fisioldgica que podrian ocurrir al aumentar la temperatura de crecimiento de manera
prolongada. La mayoria de las plantas, sobre todo perennes lefiosas que experimentan un
aumento en las temperaturas de la temporada de crecimiento a lo largo de su vida,
muestran una capacidad considerable para ajustar sus caracteristicas fotosintéticas a sus
temperaturas de crecimiento (temperatura de aclimatacion) (Berry y Bjérkman, 1980;
Yamori et al., 2013; Vico et al., 2019). Sin embargo en olivo, como en otros frutales de
interés, las respuestas de aclimatacion no han sido evaluadas hasta la fecha por lo que se
desconoce si algun tipo de aclimatacion fisiologica puede ocurrir ante un escenario de
calentamiento global.

Por otro parte, los estomas juegan un importante rol en la fijacion de carbono al
regular el intercambio gaseoso, ademéas de cumplir otras funciones fisiologicas de
importancia, como la modulacion térmica del canopeo y la prevencion del embolismo. La
conductancia estomatica depende tanto del grado de apertura del poro como de la

densidad y tamario de los estomas. Mientras que el grado de apertura del poro se ajusta
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reversiblemente en respuesta al medio ambiente (interno y externo) actual de la planta
(Aphalo y Jarvis, 1991; Damour et al., 2010), la densidad y el tamafio de los estomas
responden a las condiciones ambientales (Bosabalidis y Kofidis, 2002) durante el
desarrollo foliar y son invariantes después que la hoja queda completamente expandida.
En vides bien regadas y expuestas a breves periodos de alta temperatura en el campo,
Sadras y Soar (2009) observaron que la conductancia estomatica y el enfriamiento
evaporativo aumentaron a expensas de la eficiencia en el uso del agua. Ademas, Sadras
et al. (2012b) concluyeron que esta mayor conductancia en hojas de plantas calentadas se
debia a un mayor tamafio de estomas (i.e., estomas mas largos y anchos). En olivo, ante
situaciones ambientales estresantes como sequia, la densidad de estomas (y tricomas)
responden de manera diferente segun el cultivar analizado, evidenciando una posible
dependencia genotipica (Bosabalidis y Kofidis, 2002; Ennajeh et al., 2010). Sin embargo,
ante condiciones de arboles bien regados, podria esperarse una respuesta comdn entre
cultivares que favorezca la pérdida de agua para mantener la refrigeracién de la hoja y la
tasa de fotosintesis. En olivo, la conductancia estomatica es uno de los principales
controles sobre la tasa fotosintética (Togneti el al., 2004) y es altamente dependiente del
déficit de presion de vapor (DPV), produciéndose un cierre estomatico cuando el mismo
supera los 3 kPa (Fernandez et al., 1997; Rousseaux et al., 2008). Como una de las
consecuencias del aumento de la temperatura es el aumento DPV podria esperarse que,
bajo estas condiciones, en ambientes calidos los estomas se cierren y como consecuencia
alcancen un menor INC.

Por un efecto indirecto del calentamiento global puede producirse el aumento de
la demanda de agua de la planta debido a un aumento de la transpiracion a temperaturas
mas altas, lo que potencialmente podria reducir la produccién (Asseng et al., 2009; Peng

et al., 2004). En el NOA, actualmente el sector agricola extrae anualmente mucha mas



14

agua para el riego del cultivo de la que se repone, considerando la baja precipitacion anual
de la zona y los altos valores de evapotranspiracion (ETo, 1400-1700 mm). En los
préximos afios, este problema podria acentuarse debido a las implicancias del cambio
climatico (Penalba y Rivera, 2013; Zaninelli et al., 2019). Si una region se vuelve mas
seca Yy caliente, la disminucion en la disponibilidad de agua (por la disminucion de la
precipitacion), sera exacerbada por un aumento de la demanda de agua, expresada como
evapotranspiracion de referencia (ETo) (Doll, 2002; Moratiel et al., 2011, Tanasijevic et
al., 2014). Se espera que la ETo aumente directamente con el aumento de temperatura y
debido a los cambios en la radiacién neta (aumento de la radiacion de onda larga por
efecto de los GEI y disminucion de la radiacion de onda corta por aumento de la
nubosidad) (Tanasijevic et al., 2014). Esta menor disponibilidad de agua en el suelo y
aumento de la ETo podrian generar que las necesidades netas de riego del cultivo
aumenten.

Evaluar el flujo de savia es una buena medida para estimar la transpiracién del
arbol, y con ello el uso de agua de todo el cultivo (Rousseaux et al., 2009). El flujo de
savia por unidad de area foliar depende en gran medida de la conductividad hidraulica y
la conductancia estomatica, por lo que podria ser afectado por la temperatura, al actuar
sobre el DPV y la demanda de agua de la planta, como fuera mencionado anteriormente.
En arboles jovenes de olivo, Tognetti et al. (2004) encontraron una buena correlacion
entre el flujo de savia y el DPV. Tambien Rousseaux et al. (2009) hallaron una respuesta
curvilinear entre flujo de savia y DPV para arboles de mayor porte. En este escenario de
aumento global de la temperatura y necesidad de un uso racional del agua de riego,
estudiar la respuesta de la fotosintesis, conductancia foliar, y el flujo de savia, ayudara a
comprender el rol de la temperatura sobre el consumo de agua y la eficiencia en su uso

por parte del cultivo.
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1.3.3 Efectos del incremento de la temperatura sobre el crecimiento y la produccién

de biomasa en olivo

El crecimiento vegetativo aéreo del olivo, incluyendo el incremento en el diametro
del tronco, elongacién de ramas, y aumento en la volumen de copa ocurre principalmente
en primavera conjuntamente con el aumento de temperatura al fin del invierno (Ferreyra
et al., 2001). Como la floracion también ocurre tempranamente en la estacion, el
crecimiento vegetativo y el reproductivo ocurren en simultdneo por varios meses durante
la temporada, lo que puede conducir a la competencia por los recursos entre los 6rganos
de la planta. El crecimiento vegetativo se reduce con el cuajado de frutos, porque los
frutos son el destino prioritario de los fotoasimilados, principalmente en afios de alta carga
(e.g., Fernandez et al., 2015). Sin embargo, un segundo flujo de crecimiento vegetativo
puede ocurrir en el otofio con aportes hidricos de riego o precipitacion (Rallo et al., 1994).

En La Rioja y Catamarca el nivel de crecimiento vegetativo observado en los
olivos es alto y los arboles forman setos (i.e., filas continuas de vegetacién) de gran
tamafio debido a la combinacion de clima calido y practicas de manejo (e.g., riego y poda)
(Gomez-del-Campo et al., 2010). Este crecimiento vegetativo excesivo genera
reducciones en la radiacion fotosintéticamente activa en el interior del seto que limita el
desarrollo de los frutos y la acumulacion de aceite (Cherbiy-Hoffmann et al., 2012), e
implica grandes gastos de podas anuales. Ademas, es probable que estos altos niveles de
crecimiento reduzcan la vida Gtil de las fincas, como ocurre en otros frutales (Chalmers
et al., 1981). Seria esperable que con los pronosticados aumentos de temperatura estos
problemas de excesivo vigor se vean exacerbados. El crecimiento vegetativo es

claramente dependiente de la temperatura, al estar implicada en la division, expansion y
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diferenciacion celular, ademas de modular la fotosintesis, modificando el intercambio de
neto de carbono.

La temperatura también afecta la particion de carbono, modificando la relacién
fuente/destino. Por ejemplo, en maiz el estrés térmico se asocié con una disminucion de
la particion al grano y este efecto varid entre genotipos tropicales y templados (Rattalino
Edreira et al., 2011). En la mayoria de los frutales perennes, la simultaneidad del
crecimiento vegetativo y reproductivo puede originar competencia entre ambos por los
recursos disponibles si éstos no son suficientes para mantener la tasa potencial de
crecimiento (e.g., Grossman y Delong, 1995). Por eso, se podria esperar que ante
temperaturas muy elevadas, la fotosintesis disminuya y, ante reducciones en el
intercambio de carbono neto que limiten los carbohidratos disponibles, la particién de
carbono se vea modificada. Sadras y Moran (2013) encontraron en vid que con aumentos
en la temperatura aumenta la relacion rendimiento de frutos-peso de poda (en kg kg?).
Esto se debe a que, si bien el peso por rama aumentd y con ello el peso de la poda, también
lo hizo, y en mayor proporcion, el peso de los frutos. Paralelamente observaron una
reduccion en la concentracion de almidén en el tronco (i.e., carbohidratos de reserva),
siendo tanto la relacion fuente/destino, como la concentracion de almiddn en tronco dos
elementos importantes en el balance de carbono. En olivo, no hay informacién del efecto
de temperatura sobre la particion de biomasa, aunque hay algunas estimaciones generales

sobre particion a distintos organos (e.g., Villalobos et al., 2006; Searles et al., 2009).

1.3.4 El rol de la temperatura sobre el rendimiento y la calidad del aceite de oliva

Las regiones de cultivo de olivo de todo el mundo utilizan cultivares de la Cuenca
mediterranea, pero se observo que el rendimiento y calidad del aceite de oliva obtenido

en algunos de estos lugares muchas veces difieren marcadamente del obtenido de los
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mismos cultivares creciendo en la Cuenca del Mediterraneo (Ceci y Carelli, 2010; Mailer
et al., 2010; Rondanini et al., 2014; Borges et al., 2017). Esto probablemente esté
relacionado con las caracteristicas climaticas (temperatura principalmente) asociadas a la
latitud y altitud de las zonas no mediterraneas de produccion olivicola, que difieren de las
correspondientes a la regiones mediterraneas tradicionales, aunque estudios
manipulativos de los factores implicados no se han desarrollado en profundidad.

El peso seco del fruto es un factor critico en la calidad de la aceituna de mesa, por
su relacion con el calibre de la misma (Fernandez et al., 2015), y esta implicado
indirectamente en la produccion de aceite, al ser uno de los determinantes del contenido
de aceite (gramos de aceite) por fruto. En general, en olivo el 50 % del peso seco de los
frutos a cosecha es aceite, aunque esta proporcion es variable entre genotipos y ambientes.
El tamafio final del fruto puede describirse como la acumulacién de biomasa a una
determinada tasa multiplicada por la duracion del periodo de crecimiento (Loomis y
Connor, 2002). Algunos estudios correlativos en olivo han demostrado que las
variaciones en el peso seco del fruto se relacionarian mas fuertemente con su tasa de
crecimiento que con la duracion de su periodo de crecimiento (Rondanini et al., 2014),
pero el papel regulatorio de los factores ambientales (e.g., temperatura) detras de esta
respuesta es todavia incierto y las respuestas observadas del peso del fruto al aumento de
la temperatura en olivo son contradictorias. Por un lado, Rondanini et al. (2014)
reportaron menor tamafo de fruto en algunos cultivares evaluados (e.g., cvs Arauco y
Arbequina) en zonas de menor elevacion altitudinal (y mas calidos) con respecto a zonas
de mayor altitud (y menor temperatura) del noroeste argentino, en un rango de
temperaturas medias durante la temporada de crecimiento entre 23-27 °C. En la misma
direccion, Garcia-Inza et al. (2014) encontraron que el peso seco de frutos disminuia

linealmente cuando la temperatura media diaria superaba los 25 °C, al calentar ramas
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reproductivas de cv Arauco. Contrariamente, en un estudio correlativo, Trentacoste et al.
(2012), no encontraron relacion entre el peso fresco del fruto y la temperatura en diez
cultivares analizados en un rango de temperatura mas bajo y acotado (18,9-19,7 °C) y
Garcia-Inza et al. (2016), reportaron que la temperatura media del aire no tuvo efecto
sobre el peso seco del mesocarpo, al calentar ramas fructiferas por periodos cortos de
tiempo durante el desarrollo del fruto.

El rol de la temperatura en el control de la sintesis de aceite y la composicion de
acidos grasos fue ampliamente estudiado en semillas oleaginosas de cultivos anuales (en
soja: Wolf et al., 1982; Thomas et al., 2004; en girasol: Ploschuk y Hall, 1995; Villalobos
et al., 1996; Izquierdo et al., 2002; Rondanini et al., 2003; en lino: Green, 1986). En
términos generales se observd que aumentos de la temperatura se asociaron
negativamente con la concentracién de aceite. Con respecto a la composicion de acidos
grasos, aumentos en la concentracion de acido oleico se han atribuido al incremento de la
temperatura en oleaginosas anuales (e.g., en girasol: Seiler y Brothers, 1999; Izquierdo et
al., 2002; Rondanini et al., 2003; en soja: Maestri et al., 1998). Una de las caracteristicas
distintivas del aceite de oliva es que el acido oleico es el principal acido graso (55-83 %)
y esto se asocia con caracteristicas positivas desde el punto de vista nutricional como asi
también con la longevidad de almacenamiento. Por este motivo el % de oleico es uno de
los pardmetros quimicos que mas afecta la calidad del aceite y sus valores para la
comercializacion estan regulados por el Consejo Oleicola Internacional (COI; 100C,
2013). En el NOA, los acidos grasos de los aceites de algunos cultivares, muchas veces
quedan fuera de los limites establecidos por el COIl para aceite de oliva extra virgen y
esto estaria asociado a las altas temperaturas de la region (Rondanini et al., 2011;

Rondanini et al., 2014).
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El genotipo es el principal determinante de la composicion de acidos grasos en el
aceite de oliva pero tambien estd fuertemente influenciado por el ambiente, siendo uno
de los aspectos de la calidad del aceite que pareceria ser mas afectado por la temperatura.
Estudios correlativos (e.g., Orlandi et al., 2012; Rondanini et al., 2014) y manipulativos
(Garcia-Inza et al., 2014) en olivo han demostrado que la respuesta de la composicion de
acidos grasos a la temperatura es opuesta a lo conocido para oleaginosas anuales y esta
diferencia podria deberse a las distintas estructuras del fruto implicadas. El aceite de oliva
proviene principalmente del mesocarpo del fruto (cerca del 95 %) y de pequefias
contribuciones de la semilla, mientras que la mayoria de los cultivos oleaginosos anuales
acumulan aceite principalmente en el embrion de la semilla. En un estudio manipulativo
en ramas fructiferas, Garcia-Inza et al. (2014) observaron que en cv Arauco el porcentaje
de aceite y el de acido oleico disminuyen linealmente al aumentar la temperatura media
durante el periodo de sintesis de aceite. Mas aln, esa respuesta a la temperatura se explica
por la respuesta de la composicion de acidos grasos del mesocarpo, mientras que la
semilla presenta una respuesta a la temperatura curvilinea, similar al de otros aceites de
semilla. A su vez, analizando la variabilidad en la dindmica de acumulacién de aceite y
su composicion entre cultivares y zonas de produccién, Rondanini et al. (2014) reporto
una caida promedio de la concentracién de aceite del 3 % por cada °C de incremento de
la temperatura media diaria en seis cultivares de olivo y cambios en el perfil de acidos
grasos de diferente magnitud segun el cultivar. Mientras que los cultivares Arauco y
Arbequina fueron los mas sensibles a las variaciones en el ambiente (afios y localidades),
en produccion y composicion del aceite, cv Coratina no mostro variaciones significativas
en la composicion de acidos grasos en todo el gradiente altitudinal y térmico evaluado.

La interaccion genotipo x ambiente observada al comparar diferentes localidades y afios
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posiblemente esté explicada por diferencias en la respuesta a la temperatura, siendo cv
Arbequina mas sensible que cv Coratina.

Los tocoferoles son uno de los componentes menores mas importantes en la
determinacion de la calidad del aceite por ser considerados antioxidantes naturales y estar
implicados en la preservacion del aceite durante el almacenamiento. El a-tocoferol es
tradicionalmente considerado el principal antioxidante del aceite de oliva (mas del 90 %
de la proporcidn total) (Pérez et al., 2019). La concentracion de tocoferoles en el aceite
de oliva es altamente variable y depende fuertemente del cultivar (Pérez et al., 2019). Sin
embargo, se ha sugerido que posibles interacciones genotipo x ambiente (temperatura)
pueden modificar su concentracién y composicion (Bodoira et al., 2015). No hay
bibliografia disponible en relacion a la dinamica de la acumulacion de los principales
tocoferoles y su contenido final en el fruto de olivo en respuesta a la temperatura.

Resumiendo, los factores ambientales y las interacciones genotipo x ambiente
adquieren importancia relevante cuando los diferentes genotipos son producidos fuera de
su zona de origen. Diferencias entre cultivares en la produccién y particion de biomasa
como respuesta al incremento de la temperatura, podrian ser la explicaciéon a las
diferencias entre cultivares del rendimiento graso y muchas veces también en vigor. En
este sentido, estudios manipulativos de la temperatura en plantas enteras, en dos genotipos
contrastantes, durante gran parte o todo el periodo de desarrollo del fruto y sintesis y
acumulacion de aceite podrian ser de ayuda para dilucidar como la temperatura afecta el

rendimiento y la calidad del aceite en olivo.
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1.4 Objetivos e Hipotesis

Objetivo General: Analizar las respuestas de la fotosintesis y la transpiracion, la

produccién y particion de biomasa, y el rendimiento del aceite y su calidad, a
incrementos de la temperatura durante la fase de acumulacion de aceite en dos

cultivares de olivo (Olea europaea cvs Arbequina y Coratina).

Objetivo Especifico 1: Disefiar y testear un sistema de calentamiento activo utilizando

dos métodos de calentamiento complementarios que se pueda usar para evaluar las

respuestas de arboles frutales jovenes como el olivo al calentamiento.

H1OEL1: El uso de energia solar y/o resistencia eléctrica permite aumentar la temperatura
del aire dentro de OTCs lo suficiente como para simular escenarios de calentamiento

global futuros.

H20E1: El aumento de la temperatura usando aire calentado con energia solar y/o
resistencia eléctrica dentro de cdmaras suficientemente ventiladas no modifica el
contenido de humedad del aire, la concentracién de CO2 ni la radiacion incidente, pero

provoca un incremento de la demanda atmosférica de vapor de agua.

Predicciones: La temperatura media diaria dentro de la OTC T+ sera 4 °C mayor que en
laOTC TO. La concentracion de CO> y la humedad absoluta seran similares en las OTCs
TOy T+, pero el DPV sera mayor en T+ que en TO. La radiacion PAR sera igual en los
dos tipos de OTC y correspondera a 75-90 % de la radiacion PAR incidente en el ambiente

exterior.
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Objetivo Especifico 2: Analizar las respuestas de los parametros de intercambio gaseoso

de la hoja (Amax, Os Y E), el flujo de savia de toda la planta y algunas caracteristicas morfo-
anatomicas de la hoja, como la densidad y el tamafio de los estomas, a la temperatura de

crecimiento durante un periodo prolongado en olivos jovenes.

H1OE2: El intercambio neto de carbono del olivo durante el verano se ve limitado al
superar los 35 °C de temperatura del aire como consecuencia de una menor conductancia
estomatica en respuesta al incremento del déficit de presion de vapor (DPV) y/o la
temperatura. Por el contrario, olivos a mayor temperatura y bien regados tienen mayor

transpiracion, mediado por una mayor demanda atmosférica (DPV).

H20E2: La temperatura a la cual se alcanza la mayor tasa fotosintética maxima a
saturacion luminica en hojas de olivo depende de las temperaturas experimentadas
durante su desarrollo (aclimatacion térmica de la hoja). Esto se sustenta en la bibliografia
existente donde se sefiala que numerosas especies lefiosas evidencian algin tipo de
capacidad de aclimatacion térmica de la fotosintesis que les permite manteneter su
eficiencia fotosintética a temperatura elevada (Berry y Bjorkman, 1980; Yamori et al.,

2013; Vico et al., 2019).

H3OE2: A una misma temperatura del aire el cv Coratina presenta una mayor resistencia
fisica de la hoja al intercambio gaseoso que cv Arbequina por una mayor presencia de
tricomas en su cara abaxial. Por otro lado, las hojas desarrolladas a mayor temperatura y
bajo condiciones de buena disponibilidad hidrica presentan menor nimero de tricomas
que las desarrolladas a menor temperatura independientemente del cultivar, lo que facilita

la pérdida de agua por transpiracion.
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Predicciones: Cuando la temperatura del aire en OTC TO esté alrededor de los 30 °C y en
T+ alrededor de los 35 °C, Amax Y gs Seran mayores en las hojas TO que en las T+ pero
cuando la temperatura durante las mediciones supere los 35 °C en TO (y 39 °C en T+),
acompafada de altos valores de DPV, Amax Y gs Caeran en ambos tratamientos. Por otro
lado, la transpiracion de la hoja aumentara en las OTC T+ debido al mayor DPV y en
paralelo el flujo de savia de los arboles calentados tendra una dinamica diaria similar entre
tratamientos térmicos pero en T+ sera mayor que en los arboles a menor temperatura. Al
cruzar las temperaturas de medicién (i.e., medir TO a la temperatura actual de T+ y
viceversa) Amax Sera menor en ambos tratamientos en comparacion al valor determinado
a su temperatura actual debido a la aclimatacion de la fotosintesis a la temperatura de
crecimiento de la hoja durante el verano. En las hojas creciendo a mayor temperatura el
namero de tricomas serd menor, independientemente del cultivar. En ambos tratamientos
térmicos, la transpiracién de la hoja en cv Coratina sera menor que en cv Arbequina

debido a una mayor cantidad de tricomas en la cara abaxial de la hoja.

Objetivo Especifico 3: Determinar el efecto del incremento de la temperatura sobre el

crecimiento vegetativo, la produccion de biomasa y su particién, y el rendimiento de

aceite.

H1OE3: El incremento de la temperatura durante la fase de acumulacion de aceite
(verano- principios de otofio) disminuye el peso seco y la concentracion de aceite en el
fruto, siendo destinados menos recursos a los frutos y mas a los 6rganos vegetativos

incluidos los brotes en desarrollo.
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H20OE3: El incremento de temperatura en mas de una temporada tiene un efecto
acumulado sobre los arboles de olivo, acentuado por el crecimiento exponencial entre

temporadas tipico en arboles jovenes.

Predicciones: En los arboles T+ el crecimiento de brotes y el incremento de biomasa de
los drganos vegetativos serdn mayores, mientras que su biomasa reproductiva y
rendimiento de aceite seran menores con respecto a TO. Los equivalentes glucosa de los
frutos serdn menores en los arboles T+ y la relacion entre la glucosa destinada a 6rganos
vegetativos vs la destinada a frutos serd mayor en los arboles T+. El area foliar por arbol
sera mayor en los arboles calentados. Plantas calentadas la primera y segunda temporada
de mediciones presentaran mayores diferencias de produccion de biomasa y crecimiento
con respecto a los controles, que plantas coetaneas calentadas solo durante la segunda

temporada.

Objetivo Especifico 4: Evaluar la respuesta de los principales componentes de la calidad

del aceite (acidos grasos y tocoferoles principales) y de algunas caracteristicas del fruto

a cosecha al incremento de la temperatura del aire durante el desarrollo del fruto.

H1OE4: El calentamiento disminuye la tasa de crecimiento del fruto y esto genera frutos
de menor tamafio. Ademas, debido al crecimiento asincronico entre la pulpa (mesocarpo)
y el carozo (endocarpo + semilla), el incremento de la temperatura alrededor de la sintesis
y acumulacion de aceite disminuye mas el crecimiento de la pulpa que del carozo, que

ocurre mas tempranamente.
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H20OE4: La respuesta del perfil de &cidos grasos al incremento de la temperatura en olivo
es cultivar dependiente, siendo en cv Arbequina la proporcién de los principales acidos
grasos, como el &cido oleico, muy dependiente de la temperatura mientras que en cv
Coratina el perfil es mas estable. Esto se sustenta en estudios correlativos previos que
sugieren gue algunos cultivares como cv Arbequina varian su perfil de cidos grasos mas
sensiblemente que otros como cv Coratina al aumentar la temperatura media durante la

sintesis y acumulacién de aceite (Rondanini et al., 2014).

H3OE4: Los tocoferoles tienen su concentracién maxima en los primeros estadios de
desarrollo del fruto cuando se produce una activa divisién celular, ya que se encuentran
asociados a las membranas celulares y a medida que el aceite se acumula en el fruto la
concentracion disminuye por un efecto de dilucién. Asi, al reducirse la concentracion de
aceite del fruto por el calentamiento durante el periodo de acumulacion de aceite, la
concentracion de tocoferoles en aceite aumenta por un efecto de “concentracion” (efecto

indirecto).

Predicciones: Se espera que al analizar las dinamica de crecimiento y de acumulacion de
aceite de los frutos, aquellos creciendo a mayor temperatura (T+) tengan menor tasa de
crecimiento (en peso seco) y de acumulacion de aceite (en % de aceite) que los frutos
TO. Ademas, la relacion pulpa/ carozo serd menor en T+ que en TO en ambos cultivares.
La proporcién de acido oleico sera menor en los frutos a mayor temperatura en el cv
Arbequina, pero se mantendra similar a los controles en cv Coratina. Los a- y -
tocoferoles (principales tocoferoles en el aceite de oliva) tendran una concentracion en el
aceite decreciente a media que avanza la fase de acumulacion de aceite. Entre

tratamientos, los tocoferoles tendran una concentracion en aceite mayor en los frutos T+
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que en los TO, pero al expresar la cantidad de tocoferoles por unidad de fruto el valor sera

similar entre tratamientos térmicos.

A modo de resumen, en la figura 1.1 se detalla un diagrama conceptual de las
principales variables de interés evaluadas como asi también las hipdtesis correspondientes

a los Objetivos Especificos 2 al 4 puestas a prueba en la tesis.
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TEMPERATURA ELEVADA DURANTE LA ACUMULACION DE ACEITE
(diciembre-mayo)
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Figura 1.1. Diagrama conceptual describiendo las principales variables de interés evaluadas en la tesis a diferente nivel de organizacion (6rgano, planta y
cultivo) y su respuesta al incremento de la temperatura desde ocurrido el cuaje y hasta el final de la sintesis de acumulacion de aceite. En rojo se indican las
respuestas directas e indirectas derivadas de las hipétesis planteadas en los Objetivos Especificos 2, 3 'y 4. Con signo negativo (-) se indica una respuesta de
disminucion (o efecto negativo) mientras que + indica incremento. El cero indica que no hay respuesta. GXT sefiala interaccion genotipo (cultivar) x temperatura.
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1.5 Estructura de la tesis

Para cumplir con los objetivos planteados y poner a prueba las hipotesis
formuladas, primero se disefi0 y tested un sistema de calentamiento con cdmaras sin techo
(OTCs) con dos métodos de calentamiento activo complementarios y una OTC control,
con un sistema de ventilacion y renovacion de aire solamente (primer experimento).
Ademas, arboles de olivo de los cultivares Arbequina y Coratina fueron colocados dentro
de las OTCs durante dos temporadas una vez determinado el cuaje de los frutos y durante
todo el periodo de acumulacion de aceite (diciembre a mayo) para poder hacer las
evaluaciones de las variables fisioldgicas y/o productivas pertinentes a cada objetivo
especifico planteado (segundo experimento). En el Capitulo Il de la tesis se describe
detalladamente el disefio del sistema de OTCs utilizados para lograr los tratamientos
térmicos, como asi también se presentan los principales resultados obtenidos de las
pruebas de su funcionamiento. Este capitulo permite cumplir con el Objetivo Especifico
1y sus resultados permiten poner a prueba las hip6tesis planteadas en relacion a éste. Por
su parte, la metodologia especifica implementada para medir/calcular las variables
fisiologicas o productivas de interés y analizar los datos se describe en la seccion
“materiales y métodos” de cada capitulo de resultados siguiente (Capitulos IlI-V).
Ademas del Capitulo II, la tesis se compone de tres capitulos de resultados. En el
Capitulo 111, se evalua la respuesta del intercambio de gases de la hoja, de la anatomia
foliar y de la traspiracion de la planta al incremento sostenido de la temperatura entre
verano y otofio. Los resultados de este capitulo permiten cumplir con el Objetivo
Especifico 2 y poner a pruebas las hipotesis asociadas a este objetivo. En el Capitulo 1V
se evaluan las respuestas de la produccion de biomasa a nivel de arbol entero, su particion
hacia los distintos 6rganos y el rendimiento de aceite al incremento de la temperatura

durante el periodo de acumulacion de aceite en arboles bajo tratamiento térmico una o
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dos temporadas. Los resultados derivados de este capitulo corresponden al Objetivo
Especifico 3 y permite poner a prueba las hipotesis planteadas. En el Gltimo capitulo de
resultados (Capitulo V) se evalUan las respuestas de los principales componentes de la
calidad del aceite (acidos grasos y tocoferoles principales) y de algunas caracteristicas del
fruto a cosecha al incremento de la temperatura del aire durante el desarrollo del fruto, en
correspondencia con el Objetivo Especifico 4 y los resultados permiten poner a prueba
sus hipdtesis. Finalmente, en el Capitulo VI se realiza la confrontacion de las hipotesis,
se discute los aportes novedosos al conocimiento cientifico y el alcance de los resultados

obtenidos en esta tesis y su posible aplicacidn o abordaje en investigaciones futuras.
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CAPITULO II

Métodos complementarios de calentamiento activo para

evaluar las respuestas de olivos jovenes al calentamiento”

“El contenido de este capitulo fue publicado en la revista Scientia Horticulturae: Miserere,
A., Searles, P.S., Hall, AJ., Garcia-Inza, G.P., Rousseaux, M.C., 2019. Complementary
active heating methods for evaluating the responses of young olive trees to warming. Sci.
Hortic. 257, 108754.
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2.1 Introduccién

El interés por determinar los efectos del calentamiento global sobre la produccion
agricola crecio en las Gltimas décadas debido a las predicciones de modelos que indican
un aumento promedio de la temperatura del aire entre 1,0 y 3,7 °C para finales de siglo
(Winkler et al., 2013; IPCC, 2014; Gray y Brady, 2016). Las estimaciones mundiales
sugieren que la produccion de alimentos se vera afectada negativamente por los aumentos
de temperatura por encima de 2-3 °C, incluidas las regiones calidas, semiaridas y aridas
(IPCC, 2007; Brown y Funk, 2008; Challinor et al., 2009). Los arboles frutales se cultivan
comunmente en tales regiones, pero hay poca informacién disponible sobre sus posibles
respuestas de rendimiento al calentamiento (Luedeling et al., 2011; Ponti et al., 2014).

Existen muchos métodos posibles para evaluar las respuestas a la temperatura en
arboles y otras plantas. Estos métodos pueden clasificarse principalmente como métodos
indirectos o directos. Los métodos indirectos a menudo usan correlaciones entre las
variables agricolas de respuesta y la temperatura del aire a lo largo de un gradiente
espacial o durante varios afios. Por ejemplo, Rondanini et al. (2014) observaron que el
aumento de la temperatura generalmente disminuyo el peso seco del fruto de olivo y la
concentracion de aceite y cambid la composicion de acidos grasos del aceite al analizar
diferentes ubicaciones a lo largo de un gradiente altitudinal durante dos afios en el céalido
y arido noroeste argentino. Debido a que separar el efecto de la temperatura per se de
otros factores que pueden variar entre localidades como suelos, humedad relativa o
radiacion solar puede ser dificil en el campo (Oishi et al., 2010; Rutishauser et al., 2012),
los resultados de tales estudios indirectos no son necesariamente concluyentes (Levin,
1992). Sin embargo, esta metodologia es ampliamente utilizada porque los estudios son
econdmicos y generan resultados relativamente rapidos, caracteristicas que lo convierten

en una herramienta valiosa (EImendorf et al., 2015).
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En contraste, los métodos directos exponen las plantas a diferentes condiciones de
temperatura de crecimiento manipulando directamente la temperatura en camaras de
crecimiento, invernaderos o en condiciones de campo. Los estudios con camaras de
crecimiento e invernaderos han recibido algunas criticas debido a dindmicas de
temperatura diarias y estacionales poco realistas, al igual que la humedad, radiacion solar
y viento (Bonada y Sadras, 2015). Por otro lado, la mayoria de los sistemas de
manipulacion de la temperatura a campo calientan los cultivos de forma activa y / o pasiva
dentro de estructuras. Estas estructuras pueden ser desde mayormente abiertas hasta
completamente cerradas. Los sistemas abiertos que usan calentadores infrarrojos
espaciados en un anillo hexagonal tienen la ventaja de que los factores microclimaticos
como la circulacién del aire no se ven afectados, pero obtener aumentos significativos de
temperatura puede ser un desafio en condiciones de viento (Kimball et al., 2018). Por el
contrario, los sistemas cerrados permiten mas facilmente mayores aumentos de
temperatura, aunque las variables microclimaticas difieren en los sistemas cerrados en
comparacion con las condiciones del ambiente exterior (Kellomaki et al., 2000; Barton et
al., 2010).

Las cdmaras sin techo (OTCs,) proporcionan un punto intermedio entre los
sistemas de manipulacion de campo abiertos y completamente cerrados y se han disefiado
con éxito para estudiar la biologia de plantas durante més de 20 afios (Norby et al., 1997).
En estos sistemas, la parte superior abierta (i.e., techo) reduce el sombreado que ocurre
en los sistemas mas cerrados que estan cubiertos con laminas de plastico, y permite
ventilar las cadmaras para evitar aumentos de humedad y disminuciones en la
concentracion de CO, ambiental (Corelli-Grappadelli y Magnanini, 1993; Long et al.,
2005; Bonada y Sadras, 2015). En los sistemas de campo con OTC calentadas

pasivamente, la absorcion y reemision de radiacion solar por las paredes laterales de la
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OTC proporciona una fuente de calor para aumentar la temperatura del aire dentro de la
camara en comparacion con las condiciones del ambiente exterior. Desafortunadamente,
el nivel de calentamiento en estos sistemas pasivos depende fuertemente de las
condiciones meteoroldgicas prevalecientes, incluidas la nubosidad, la velocidad del
viento y el angulo solar (Marion et al., 1997). En contraste, los sistemas OTC con
calentamiento activo con calentadores de resistencia eléctrica ademés del calentamiento
pasivo de la pared lateral, permiten aumentos de temperatura programables y sostenidos
durante el dia y la noche. Ademas, se pueden comparar con OTCs usadas como control,
con las mismas paredes laterales y, por lo tanto, con condiciones microclimaticas
similares a las OTCs calentadas activamente.

A pesar del impacto potencial del calentamiento en la fisiologia y produccion de
los arboles frutales, se ha prestado poca atencion al disefio y prueba de sistemas de
manipulacion de temperatura a campo adecuados en los arboles frutales. Por ejemplo, el
olivo es una especie cultivada en aproximadamente 11 millones de hectéreas en regiones
semiaridas y aridas bajo una variedad de condiciones ambientales (Lucena et al., 2017;
Torres et al., 2017). Sin embargo, como lo mencion6 Garcia-Inza et al. (2014) en un
estudio manipulativo a nivel de rama, se realizaron pocos estudios de campo sobre como
los olivos enteros responden al calentamiento. Se utilizaron camaras de campo cerradas
y calentadas pasivamente para evaluar el impacto del aumento de la temperatura durante
varios dias en la polinizacion y la produccion de frutos (Vuletin Selak et al., 2014).
Ademas, las OTC equipadas con calentamiento activo por resistencia eléctrica se
emplearon para estudiar el crecimiento vegetativo y reproductivo del olivo durante ciclos
anuales completos (Benlloch-Gonzalez et al., 2018). En ambos estudios, las respuestas de
los arboles calentados en las camaras se compararon con los arboles en condiciones de

ambiente exterior.



34

Por todo lo anterior, el objetivo de este capitulo fue disefiar y probar un sistema
de calentamiento activo con dos métodos de calentamiento complementarios que se
puedan utilizar para evaluar las respuestas de arboles frutales jovenes, como el olivo, al
calentamiento. Los dos metodos de calentamiento complementarios incluyeron un
método de resistencia eléctrica comdn similar al de Benlloch-Gonzalez et al. (2018) y un
disefio de tunel de plastico transparente bastante novedoso con piedras ennegrecidas en
el interior, a través de las cuales se forzo el aire usando ventiladores para calentar la OTC.
Un método de tdnel sin piedras se utilizo previamente para calentar arroz en OTCs (Chiba
y Terao, 2014). Los métodos de tunel con capacidad de almacenamiento térmico (i.e.,
piedras) podrian proporcionar un amplio calentamiento durante el dia de una manera facil

y a bajo costo (Saxena et al., 2015).

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Descripcién del sitio y disefio experimental

El estudio se realizé en el campo experimental de CRILAR-CONICET en
Anillaco, La Rioja, Argentina (lat. 28° 48' S, longitud 66° 56' O; 1325 msnm). En la figura
2.1 se puede ver una descripcidn general de la disposicion de las OTCs. Dieciséis camaras
sin techo se construyeron en la primavera de 2014. Ocho OTCs se utilizaron como
controles, s6lo con calentamiento pasivo por el material de la cubierta de las paredes
laterales. Las otras ocho OTCs fueron similares a las OTCs control, pero se calentaron
activamente. Las OTCs se asignaron en bloques experimentales (4 u 8 bloques segun el
experimento), y la evaluacion de las OTCs se realizd con y sin olivos en su interior

dependiendo de las variables a evaluar. Las evaluaciones se realizaron en diferentes
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(@) (b)

Figura 2.1. a) Vista general de la disposicion de camaras sin techo (OTCs). La OTC en el primer plano izquierdo es una OTC con calentamiento activo con la
puerta abierta y muestra la falda del polietileno utilizada para extender las paredes laterales de la cAmara hasta el nivel del suelo, el dispositivo de calentamiento
del tunel de plastico (que se proyecta desde el lado izquierdo de la OTC), la apertura superior parcialmente restringida en la parte superior de la OTC (i.e.,
techo), y la carcasa del calentador (a la derecha de la puerta). La OTC en el primer plano central es un control, y muestra la posicién del tubo de entrada de aire
(a la derecha de la OTC), sin falda de polietileno y con la parte superior completamente abierta. b) Interior de una OTC con calefaccion activa con olivos de dos

afios en su interior.
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fechas de medicion durante los periodos de verano y otofio de las temporadas de

crecimiento 2014-15 y 2015-16.

2.2.2 Estructura de las cAmaras sin techo

La camara tenia forma de prisma rectangular con una altura total de 2 m y una
longitud y anchura de 1,5 m. Se utiliz6 cafio metélico de seccidn cuadrada para construir
el marco de la estructura. Las secciones de las paredes de la cdmara tenian 1,7 m de alto
x 1,5 m de ancho y estaban montadas sobre una base rectangular a 30 cm del suelo, que
a su vez estaba unida a cuatro patas de soporte de 30 cm de largo. Como material de
cubierta de las paredes se usé polietileno blanco transllcido con proteccién UV y baja
transmitancia infrarroja (150 um de espesor; Premium Thermal Agrotileno PLDT221510,
AgroRedes, Argentina). Las paredes laterales de polietileno se extendian desde la parte
superior de la estructura a la base rectangular o se extendian hasta la superficie del suelo
por medio de una falda de polietileno (i.e., una extension de polietileno desde la base
rectangular hasta el suelo), segin fue necesario. Una de las paredes laterales incluia una

puerta para facilitar la entrada a la OTC.

2.2.3 OTCs control calentadas pasivamente

Las OTCs calentadas pasivamente estaban completamente abiertas en la parte
superior y no tenian una falda de polietileno que cubriera el espacio de 30 cm desde los
bordes inferiores de las paredes laterales hasta la superficie del suelo, algo que permitid
cierta ventilacion convectiva pasiva. También se conectd un sistema de renovacion de
aire forzado a cada OTC calentada pasivamente (figura 2.2a). El aire del exterior de la

camara se introdujo en cada OTC a través de una tuberia de cloruro de polivinilo (PVC;
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110 mm de didmetro) mediante un ventilador axial (92 x 92 x 25 mm, SUNON MagLev
2, China). La toma de aire se ubico a una altura de 1,0 m sobre el suelo en el lado sur de
cada OTC para evitar el calentamiento del aire ambiental por el suelo desnudo. La salida
de aire estaba en el centro de la camara cerca de la superficie del suelo con un deflector
de aire situado a 10 cm por encima de la salida y 30 cm por encima de la superficie del

suelo para distribuir el aire entrante dentro de la camara.

2.2.4 OTCs calentadas activamente

El sistema de calentamiento activo constaba de dos métodos complementarios: 1)
un tunel de pléastico transparente de 6 m de largo con piedras ennegrecidas en el interior
a través de la cual se obligaba al aire a calentar las OTCs en dias soleados; y 2) un
caloventor eléctrico conectado a un ventilador para calentar en dias nublados y durante la
noche (figura 2.2b). El aire calentado fue conducido a traves de una tuberia de PVVC hacia
el centro de la OTC y un deflector de aire por encima de la salida de aire calentado facilitd
la distribucion del aire dentro de la camara, de manera similar a la configuracion para la
OTC control. Con el fin de aumentar ain mas el calentamiento de la OTC, las paredes
laterales se extendieron hasta el nivel del suelo utilizando una falda de polietileno.
Ademas, se unieron tiras de acetato transparente de 30 cm de ancho (80 pm de espesor,
alta transmitancia UV) a la parte superior de la estructura para reducir la abertura de 2,25
m? a 0,81 m? (figura 2.2b).

El método de calentamiento activo utilizando el novedoso tunel de plastico con
piedras ennegrecidas fue disefiado para aprovechar la radiacion solar como fuente de calor
durante las horas diurnas con poca nubosidad. EI tunel de polietileno de 6 m de largo para
cada OTC contenia 20-25 piedras pintadas de negro con diametros de 30-40 cm. Las

piedras ennegrecidas absorbian la radiacion solar y calentaban el aire, por contacto directo
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y por reemision de radiacion de onda larga, que luego era forzado a entrar en la cdmara.
El tunel se colocd perpendicularmente a la cara norte de cada OTC para recibir la maxima
carga de radiacion solar posible en este sitio del hemisferio sur (figura 2.2b). El
polietileno del tanel fue apoyado en arcos semicirculares con un radio de 0,45 m. El piso
del tanel se cubrid con lana de fibra de vidrio para reducir la pérdida de calor en el suelo,
y se coloco papel de aluminio sobre la lana para reflejar la luz solar hacia las piedras. El
aire fue forzado a través del tdnel hacia el centro de la OTC a una velocidad de 1,4 m?
min utilizando un ventilador axial en la entrada del tinel y otro en la salida. Los
ventiladores fueron programados para funcionar solo durante las horas del dia (7:30 a
19:30 h, hora solar, en verano; 8:30 a 18:30 h a principios de otofio).

El segundo método de calentamiento activo fue un caloventor eléctrico, que se
utilizé para producir una diferencia de temperatura sostenida entre las OTCs control y
calentada durante todo el dia y la noche, independientemente de la nubosidad, el angulo
solar y las horas de luz solar. El caloventor eléctrico utilizado (modelo AX-CA-1900 W,
Axel, Argentina) generd calor al pasar corriente eléctrica a través de un elemento de
resistencia metalico. El caloventor se coloc6 dentro de una carcasa de metal y se ubicé en
el lado sur de la OTC (figura 2.2b). El aire calentado se condujo desde el caloventor
eléctrico através de una tuberia de PVC y se expulsé al centro de la OTC por un ventilador
axial. Para evitar el calentamiento excesivo de las OTCs, se utilizaron dos sistemas de
controlador electronico centralizado (Cavadevices, Argentina) con 4 pares de sensores de
temperatura cada uno (TC1047A, Microchip Inc., China). Un sensor de cada par se coloco
dentro de una OTC calentada a una altura de 1,0 my el otro se colocé dentro de una OTC
control a la misma altura. Cada controlador se program0 para mantener la diferencia de
temperatura entre las OTCs control y calentada activamente cerca de 4 °C, encendiendo

0 apagando los caloventores eléctricos. Los dos metodos de calentamiento fueron
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complementarios, ya que el caloventor solo contribuyé al calentamiento cuando el aire

del tanel de plastico no estaba lo suficientemente caliente como para alcanzar el objetivo

de 4 °C.

(a) OTC control calentada pasivamente

Vista frontal

Vista superior

=0

(b) OTC calentada activamente

At

Vista superior

Figura 2.2. Vistas frontal y superior de una camara sin techo (OTC) control con calentamiento
pasivo y con sistema de renovacion de aire (a) y de una OTC con calentamiento activo con dos
métodos complementarios, un tanel de plastico con piedras negras + un caloventor eléctrico (b).
Las cAmaras tenian una forma de prisma rectangular con una altura total de 2,0 m y una longitud
y anchura de 1,5 m. EI material de cubierta de la pared fue polietileno blanco translGcido con
proteccion UV y baja transmision infrarroja, y se unieron tiras de acetato transparente de 30 cm
de ancho a la parte superior de la OTC con calentamiento activo para reducir el tamafio de la
abertura superior. Las flechas muestran la posicion de los ventiladores utilizados para inyectar

aire en la OTC control (un ventilador) y con calentamiento activo (tres ventiladores).
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2.2.5 Contribucion relativa del calentamiento pasivo y activo

Las contribuciones térmicas de los sistemas de calentamiento pasivo y activo se
determinaron usando cuatro configuraciones diferentes de las OTCs: 1) una OTC control
calentada pasivamente sin la falda de polietileno en las paredes laterales; 2) una OTC
calentada pasivamente con la falda de polietileno en las paredes laterales; 3) una OTC
calentada activamente utilizando solo el calentamiento del tanel de plastico; y 4) unaOTC
calentada activamente con el tanel de plastico y un caloventor eléctrico. Se utilizaron un
total de 16 OTCs para esta evaluacion (4 configuraciones de OTCs x 4 bloques). La
evaluacion se realizé durante varios dias durante el verano y el otofio en OTCs vacias sin
arboles.

Ademas de los sensores de temperatura en cada una de las OTCs, se colocd un
sensor al aire libre cerca de las OTCs a la misma altura que los otros sensores para
determinar la temperatura del aire del ambiente exterior (i.e., fuera de las OTCs). Las
temperaturas se registraron cada 15 minutos durante 9 dias consecutivos de otofio en 2015
y durante 13 dias en el verano de 2016 utilizando un almacenador de datos (Cavadevices,
Argentina). Luego se calcularon los valores promedios para las temperaturas diarias (24
h), diurnas (7:30 a 19:30 h, hora solar) y nocturnas (19:30 a 7:30 h, hora solar) para cada

configuracién de OTC.

2.2.6 Gradientes de temperatura dentro de las OTC

Los gradientes de temperatura horizontal y vertical dentro de las OTCs vacias se
determinaron utilizando nueve posiciones a dos alturas diferentes (0,3 y 1,5 m). Las
mediciones se realizaron en condiciones de cielo despejado entre las 13:00 y las 13:30 h,

hora solar, el 27 de mayo de 2015, utilizando lecturas instantaneas de un sensor de
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temperatura portatil (Hygroskop Al, Rotronic ag, Suiza). Las posiciones horizontales a
cada altura consistian en una matriz cuadrada con la posicion central ubicada sobre el
deflector de aire. El gradiente horizontal se estim¢é utilizando las diferencias de
temperatura promedio entre el punto central en cada nivel horizontal y las ocho posiciones
horizontales equidistantes restantes. El gradiente vertical se determindé como el valor

medio de la diferencia de temperatura entre las dos alturas en cada posicion horizontal.

2.2.7 Evaluacion de otras variables microcliméaticas

Las dinamicas diarias, semanales y estacionales de humedad relativa (HR) y
temperatura se registraron durante el verano y el otofio durante dos afios consecutivos
para determinar el contenido absoluto de vapor de agua y la dindmica del déficit de
presion de vapor (DPV) en las OTCs. Para estas mediciones, se utilizaron las OTCs
control calentadas pasivamente sin la falda de polietileno y las OTCs calentadas
activamente con el tanel de plastico + el caloventor eléctrico. Se usaron un total de 16
OTCs (2 configuraciones de OTCs x 8 bloques) con cada OTC conteniendo cuatro olivos
bien regados en su interior, para incluir posibles efectos de microclima mediados por la
vegetacion que crece bajo diferentes regimenes de temperatura. Los arboles tenian de 2 a
3 aflos de edad y crecian en macetas de 30 I, que se insertaron en cavidades de 30 cm de
profundidad en el suelo, de modo que la parte superior de la maceta estaba a nivel de la
superficie del suelo. La HR se registro cada 30 minutos con un almacenador de datos
colocando un sensor de humedad (Cavadevices, Argentina) a una altura de 1,0 m en el
centro de una OTC calentada activamente, un sensor en una OTC calentada pasivamente
y otro fuera de las OTCs. Después de unos dias, los sensores fueron rotados a otro par de

OTCs. En contraste, todas las OTCs contenian sensores de temperatura. El contenido
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absoluto de vapor de agua del aire y DPV se calcularon a partir de los datos de los sensores
de acuerdo con la ecuacion general de gases y Allen et al. (1998), respectivamente.

Durante 2014-15 y 2015-16, se evaluaron las diferencias potenciales en las
concentraciones de CO; entre las OTCs calentadas activa y pasivamente con condiciones
ambientales fuera de las OTCs para las horas de luz diurna, cuando se considera que la
asimilacion de COz de la hoja esta cerca de los valores maximos (9:00 a 15:00 h, hora
solar). Se coloco un sensor infrarrojo de CO2, no dispersivo (Cavadevices, Argentina) en
una OTC calentada activamente y una OTC control calentada pasivamente, asi como en
condiciones ambientales a una altura de 1,0 m durante periodos de aproximadamente 7
dias. Al igual que las mediciones de HR, los sensores se trasladaron a otro par de OTCs
después de cada periodo de medicion, y las OTCs contenian olivos jovenes. Las
concentraciones de COz se registraron cada 30 minutos con un almacenador de datos.

La radiacién fotosintéticamente activa incidente (PAR, 400-700 nm) se midio
dentro (1) y afuera (lo) de tres cAmaras vacias (una calentada pasivamente y dos calentadas
activamente) al comienzo y al final del primer afio. Las mediciones se realizaron a las
8:00, 10:00 y 13:00 h, hora solar, dentro de las cAmaras en cinco posiciones horizontales
a una altura de 30 cm sobre la superficie del suelo utilizando una barra de luz de
integracion lineal de 1 m de largo (BAR-RAD 100, Cavadevices, Argentina). También se
tomo una medicion fuera de cada OTC al mismo tiempo. La transmitancia PAR se

determin6 como | / I, en cada OTC.

2.2.8 Respuestas de crecimiento y rendimiento

Para probar ain més el funcionamiento de las OTC, olivos de tres afios de cv
Arbequina se colocaron en OTCs control calentadas pasivamente y OTCs calentadas

activamente poco después del endurecimiento del carozo, el 1 de diciembre de 2015
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cuando el cuaje de frutos finalizo, y permanecieron en las OTC hasta el 3 de mayo de
2016, hasta el final del periodo de acumulacion de aceite. Estos arboles presentaban
similar tamafio y desarrollo foliar al momento de colocarse en las OTCs y se usaron para
determinar algunas respuestas basicas de crecimiento y rendimiento. Se asignaron cuatro
arboles por OTC a cuatro OTCs control, cuatro OTCs calentadas activamente, y cuatro
arboles fuera de las OTCs, bajo condiciones ambientales. Los arboles se regaron
diariamente utilizando emisores de goteo para satisfacer completamente sus necesidades
de agua. Para més detalles sobre las condiciones de crecimiento (e.qg., fertilizacion, riego,
etc.) de estos arboles ver seccion 3.2.1 del capitulo siguiente (Capitulo I11).

Se realizaron algunas determinaciones de crecimiento y rendimiento al final de la
temporada en uno de los cuatro arboles por OTC y en los cuatro arboles bajo condiciones
ambientales. Se midio el diametro del tronco usando un calibre digital a una altura de 20
cm sobre la superficie del suelo y se calcul6 el area seccional del tronco (AST) como el
area de un circulo. Se obtuvo la masa foliar especifica (MFE; g m) sobre la base de peso
seco de una muestra de 50 hojas, con un disco de hoja tomado de cada hoja con un
sacabocados. El area foliar por arbol se calcul6 como el peso seco total de la hoja por
arbol dividido por su MFE. El indice de madurez de la fruta (IM) se calculd para una
muestra de 50 frutos basandose en la evaluacion estandar del color de la piel y la pulpa
usando una escala de 0 a 7 (Uceda y Hermoso, 2001). La concentracion de agua de la
fruta se calculd en base a los pesos frescos y secos de la misma muestra. La concentracion
de aceite (%) de la pasta seca se determino utilizando un equipo de espectroscopia de
resonancia magnética (SLK AC-100, Spinlock SRL, Cérdoba, Argentina). El contenido
de aceite del fruto se calculé como g de aceite fruto basado en el peso seco del fruto
individual y la concentracion de aceite del fruto (%). Finalmente, se determin0 la relacion

pulpa/carozo en peso seco para una muestra de 30 frutos.
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2.2.9 Andlisis estadistico

Las diferencias en la temperatura del aire, los gradientes de temperatura horizontal
y vertical y las concentraciones de CO> entre las configuraciones de OTCs se analizaron
utilizando ANOVA para efectos fijos y pruebas LSD de Fisher para comparaciones de
medias mdaltiples (p < 0,05). Las respuestas agricolas al calentamiento se analizaron
mediante ANOVA de una via y LSD de Fisher. Todos estos analisis se realizaron con el

software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2016).

2.3 Resultados

2.3.1 Contribucion del calentamiento pasivo y activo

El curso diario de la temperatura del aire en las OTCs fue muy similar al de la
temperatura ambiente (figura 2.3). Durante los periodos de medicion, la temperatura
ambiente promedio diaria del aire fue de 24,5 y 14,6 °C en verano y otofio,
respectivamente (cuadro 2.1). La temperatura diaria promedio en las OTCs control
calentadas pasivamente con o sin la falda de polietileno unida a las paredes laterales fue
menos de 1,0 °C mayor que el aire ambiente, y no se produjeron diferencias
estadisticamente significativas en la temperatura entre estas configuraciones de OTCs
(cuadro 2.1). Durante el dia, las paredes laterales de plastico calentaron las OTCs casi 2
°C al comparar las OTCs calentadas pasivamente sin la falda y el aire ambiente, pero
enfriaron ligeramente las OTCs durante la noche. Las OTCs calentadas activamente solo
con el tanel de plastico mostraron temperaturas diarias mas altas (aproximadamente 1 a
2 °C) y diurnas (aproximadamente 3 °C) que las de ambas configuraciones de OTCs

control en el verano, pero no en el otofio (cuadro 2.1). Como era de esperar, el efecto
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térmico del tunel fue casi cero durante la noche debido a que no habia radiacion solar para

calentar.

Ambiente exterior
= Control sin falda

10 v Control con falda
A Calentamiento activo con tunel
Calentamiento activo, tinel +

caloventor

50
(b)

Temperatura (°C)

40
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0 T T T T T T
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 0:00

Tiempo solar (h)

Figura 2.3. Dinamica diaria promedio de la temperatura del aire durante trece dias de verano (a)
y nueve dias de otofio (b) bajo cuatro configuraciones de camara sin techo (OTC) y temperatura
ambiente. Las cuatro configuraciones de OTC fueron: 1) OTC control calentada pasivamente y
sin la falda de polietileno en las paredes laterales; 2) OTC control calentada pasivamente con la
falda de polietileno en las paredes laterales; 3) OTC calentada activamente s6lo por el tlnel de
plastico; y 4) OTC calentada activamente por el tinel de plastico y un caloventor eléctrico. Los
datos son promedios de 4 OTCs por configuracion (n = 4). La temperatura se registro a intervalos
de 15 minutos.

Las OTCs calentadas activamente con el tinel de pléastico y el caloventor eléctrico
registraron temperaturas sustancialmente mayores que las OTCs sdlo con el
calentamiento del tanel. La contribucidn térmica diaria del caloventor eléctrico, calculada
como la diferencia de temperatura entre la OTC calentada activamente con el tinel de

plastico y el caloventor eléctrico y la OTC calentada activamente sélo con el tanel, fue
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de aproximadamente 2,5 °C tanto en verano como en otofio. El calentamiento activo por
el caloventor durante el dia también fue similar entre las estaciones (i.e., 2,4°Cy 2,3 °C
en verano y otofio, respectivamente). Por la noche, el caloventor proporciond sélo 2.0 °C
de calentamiento en verano, pero un promedio de 3,6 °C en otofio. Las OTCs calentadas
activamente con el tunel de plastico y el caloventor eléctrico tuvieron temperaturas diarias
aproximadamente 4,5 °C mayores que la temperatura ambiente en ambas estaciones

(cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Promedio de temperaturas diarias (24 h), diurnas (7:30 - 19:30 h, hora solar) y
nocturnas (19:30 -7:30 h, hora solar) (°C) durante trece dias de verano y nueve dias de otofio bajo
cuatro configuraciones de camara sin techo (OTC) y temperatura ambiente. Las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre las configuraciones de OTC para el
mismo periodo del diay la temporada determinadas utilizando la prueba LSD de Fisher (p <0,05).
Los valores son promedios + 1 error estandar (n = 4 OTCs).

Tratamiento

Estacion _
delafioy pasivamente Pasivamente  Activamente  CUvamente .
MOMento  cajentada  calentada con  calentada s6lo cal/e ntada  Ambiente
del dia sin falda falda con ttnel (ttnel + exterior
caloventor)
Verano
Diaria 254+02c 249+0,3c 266+04b 289+0,2a 24.5
Diurna 30,8+0,3c 30,1+0/4c 335+06hb 359+0,2a 28,9
Nocturna 20,2+0,1b 20,0+£0,3b 20,1+0,2b 22,1+0,3a 20,8
Otofio
Diaria 154+0,2¢c 158+0,2bc 16,3+0,1b 19,0+0,4a 14,6
Diurna 22,6+06b 235%+060b 249+04b 27,1+04a 21,0
Nocturna 8,1+0,2b 83+0.2Db 76+0,3b 11,2+0,6a 9,2

La diferencia de temperatura entre las dos configuraciones de OTCs principales,
que fueron la OTC control calentada pasivamente sin la falda de polietileno en las paredes
laterales y la OTC calentada activamente con el tunel de plastico y el caloventor eléctrico,

se evalud durante los periodos de verano y otofio (figura 2.4). La diferencia de
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temperatura diaria entre las dos configuraciones fue muy similar entre temporadas con
promedios de aproximadamente 3,5 °C. Estos valores se acercaron al objetivo elegido de
4,0 °C. Durante el dia, la diferencia fue algo mas alta que el valor objetivo, mientras que

fue mas baja durante la noche (particularmente en el verano cuando sélo fue 1,9 °C).

a HEE Diaria

E3 Diurna
BB Nocturna

Diferencia de temperatura

conla OTC control (°C)

0 T T
Verano Otofio

Estacion del afio

Figura 2.4. Diferencias de temperatura promedio diaria (24 h), diurna (7:30 - 19:30 h, hora solar)
y nocturna (19:30 - 7:30 h, hora solar) en verano y otofio entre las OTC con calentamiento activo
con el tanel de plastico + un caloventor eléctrico y las OTCs control, con calentamiento pasivo
sin la falda de polietileno en las paredes laterales. Las barras representan los promedios + 1 error
estandar (n = 4 OTCs). Las diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas entre las configuraciones de OTC para los diferentes periodos del dia y las
estaciones determinadas utilizando el test de Fisher LSD (p < 0,05). La linea horizontal punteada
indica la diferencia objetivo entre las configuraciones.

2.3.2 Gradientes de temperatura

Los gradientes de temperatura horizontal para las tres OTCs probadas fueron
inferiores a 1,0 °C m™, mientras que los gradientes de temperatura vertical fueron
inferiores a 0,2 °C m™ en todos los casos (cuadro 2.2). No hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los disefios OTC.
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Cuadro 2.2. Gradientes de temperatura horizontal y vertical (°C m™) dentro de las
configuraciones de OTC seleccionadas. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre las configuraciones de OTCs para un gradiente de temperatura dado,
determinado mediante la prueba LSD de Fisher (p < 0,05). Los valores son promedios + 1 error
estandar (n =4 OTCs).

Tratamiento

Gradiente de OTC con OTC con
temperatura OTC control . ) .
p ] calentamiento calentamiento activo
sin falda . , ,
activo con tunel con tunel + caloventor
Horizontal 0,31+0,25a 0,91+0,41a 0,58 +0,36 a
Vertical 0,17 £ 0,09 a -0,04 £ 0,13 a 0,11+0,10a

2.3.3 Evaluacion de otras variables microclimaticas

Baséandose en la linea de regresion 1:1, la humedad absoluta calculada de las OTCs
control, pasivamente calentadas y las OTCs calentadas activamente con el tinel de
plastico y el caloventor eléctrico fueron similares a los valores medidos fuera de las OTCs
(figura 2.5). Por lo tanto, los disefios OTC no influyeron en la cantidad de agua por unidad
de volumen de aire con olivos jovenes en las cdmaras bajo nuestras condiciones
climaticas. La dinamica diaria de DPV fue conducido por la temperatura, con valores mas
altos de DPV en las OTCs calentadas activamente que en las OTCs control calentadas

pasivamente (figura 2.6).
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Figura 2.5. Humedad absoluta (g m®) en las OTCs control con calentamiento pasivo o en las
OTCs con calentamiento activo con el tinel de plastico + el caloventor eléctrico en comparacion
con las condiciones ambientales del aire exterior durante 2015-16. Cada punto representa la
relacion entre el valor registrado en en una OTC TO o T+ y el respectivo valor en el ambiente
exterior (n = 1). Los puntos se registraron a intervalos de 30 min durante un periodo de cuatro
dias de verano. La linea de puntos representa la relacion 1:1.
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Figura 2.6. Dinamica del déficit de presion de vapor (a) y la temperatura del aire (b) en las OTCs
control, calentadas pasivamente y las OTCs calentadas activamente con el tinel de pléstico y el
caloventor eléctrico. Las mediciones se tomaron durante seis dias consecutivos de verano en
febrero de 2016. El fondo gris indica la hoche (19:30 - 7:30 h, hora solar) y el fondo blanco indica
el dia (7:30 - 19:30 h, hora solar). Los datos son promedios de 8 repeticiones por configuracion
de OTC (n=8).
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La concentracion media de CO (9:00 - 15:00 h, hora solar) con olivos jovenes
dentro de las camaras no difirié entre las dos configuraciones principales de OTC en
ninguno de los dos afios. Las OTCs control calentadas pasivamente tuvieron promedios
de 427 ppm en 2014-15 y 422 ppm en 2015-16, mientras que las OTCs calentadas
activamente tuvieron un promedio de 424 ppm en ambos afios. Se encontr6 una relacion
1:1 en las concentraciones de CO> dentro de cada una de las dos configuraciones de OTC

en ambos afios (figura 2.7).
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[CO,]delaOTC
calentada activamente (ppm)

400

380
380 400 420 440 460 480 380 400 420 440 460 480

[CO,]dela OTC control, calentada pasivamente( ppm)

Figura 2.7. Concentracién de CO, promedio (de 9:00 a 15:00 h, hora solar) en las OTCs control
calentadas pasivamente y las OTCs calentadas activamente por el tinel de plastico y el caloventor
eléctrico durante 2014-15 (a) y 2015-16 (b). Las mediciones se realizaron periédicamente durante
el verano y el otofio de cada afio. Los simbolos sélidos y vacios indican las medidas de verano y
otofio, respectivamente. Cada punto representa la relacion entre valor registrado en una OTC T0O
y su respectiva T+ (n = 1). Los valores se registraron a intervalos de 30 min. La regresion lineal
de los puntos en cada temporada (lineas sélidas) no fue estadisticamente diferente (p > 0,05) a
una funcion x=y, con pendiente = 1 y ordenada al origen = 0 (i.e., relacion 1:1; lineas de puntos).
Se indica ademas el coeficiente de determinacion (r?) para las regresiones lineales en cada
temporada.

Al comienzo de la temporada, el PAR medido dentro de las OTCs calentadas
pasiva y activamente fue el 78 % del PAR fuera de las OTCs debido a las paredes laterales
de polietileno y la estructura metalica de las camaras. La reduccion en la abertura en la

parte superior de las OTCs calentadas activamente usando acetato transparente no afectd

significativamente la transmitancia de PAR (Apéndice 1). Después de 7 meses, la
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transmitancia de PAR fue solo ligeramente menor (75 %) que al comienzo de la

temporada.

2.3.4 Respuestas de crecimiento y rendimiento

El &rea foliar y la masa foliar especifica fueron similares al final del periodo de
acumulacion de aceite entre los arboles de las OTCs calentadas activa y pasivamente, asi
como los bajo condiciones ambientales exteriores (cuadro 2.3). El area seccional del
tronco (AST) no mostré una diferencia significativa debido al calentamiento entre los
arboles jovenes de las OTCs, aunque AST fue estadisticamente mayor (16 %) en las OTCs
calentadas activamente en comparacion con las condiciones al aire libre.

El nimero de frutos por arbol fue similar entre los tres grupos experimentales como
se esperaba, dado que el calentamiento se realizé durante el periodo de acumulacion de
aceite después de que se produjo el cuaje de frutos. El rendimiento por arbol no se vio
afectado significativamente por el calentamiento, pero el contenido de aceite por fruto y
la concentracion de aceite del fruto fueron significativamente menores en las OTCs
calentadas activamente en comparacion a los de las OTCs calentadas pasivamente y los
bajo el ambiente exterior. El peso individual del fruto fue significativamente menor en
las OTCs calentadas activamente en comparacion con las OTCs calentadas pasivamente,
y fue intermedio en las condiciones de ambiente exterior. EI IM y la concentracion de
agua de los frutos fueron similares entre los tres grupos experimentales. Finalmente, la
relacion pulpa/carozo fue un 50 % mayor en TO que en T+ y el ambiente exterior, mientras

que no hubo diferencias entre estos ultimos dos grupos.
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Cuadro 2.3. Respuestas vegetativas y reproductivas de olivos jovenes al calentamiento en
cadmaras sin techo (OTCs) calentadas activamente en comparacion con las OTCs control
calentadas pasivamente durante el periodo de acumulacién de aceite (1 de diciembre de 2015 a 3
de mayo de 2016). También se muestran valores para los arboles bajo las condiciones ambientales
al aire libre. Se muestran los promedios + 1 error estandar (n = 4). Las letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales segun lo determinado
mediante la prueba LSD de Fisher (p < 0,05). Los éarboles presentaban similar tamafio (i.e.,
didmetro de tronco y volumen de copa) al iniciar los tratamientos y las variables de crecimiento

vegetativo se evaluaron al finalizar el calentamiento.

Condiciones experimentales

Respuestas agricolas Fuera de las _OTCs _OTCs
OTCs pasivamente activamente
calentada calentada
Crecimiento vegetativo
Area seccional del tronco (cm?) 5,20+ 0,20 a 5,78+ 0,20ab 596+0,20b
Area foliar (m? arbol™) 2,07 +0,20 a 1,89+0,20a 2,07+0,10a
Masa foliar especifica (gm?) 240 +6,0a 242 +65a 235+113a
Rendimiento
Numero de frutos (# arbol™?) 644 + 134 a 726 £ 58 a 776 £ 86 a
Rendimiento de frutos frescos (g arbol™?) 1528 + 111 a 1657 + 68 a 1301 + 153 a
Peso seco del fruto (g fruto) 0,88+0,12ab 0,95+ 0,06 a 0,63+£0,05b
Contenido de aceite del fruto (g fruto *) 0,35+ 0,06 a 0,41+0,03a 0,20+0,02 b
Concentracion de aceite del fruto (%) 39,0+1,68a 429+108a 30,8+1,30b
indice de Madurez 2,7 +0,68 a 38+055a 33+0,33a
Concentracion de agua del fruto (%) 59,1+0,6a 585+ 0,6a 61,7+24a
Pulpa/carozo (en peso seco) 1,9+0,19b 25+0,15a 1,4+£0,09b

2.4 Discusion

2.4.1 Disefio y prueba de un sistema de calefaccion activo con dos métodos de

calefaccion complementarios

El uso complementario del tdnel de plastico con piedras ennegrecidas y el
caloventor eléctrico permitio mantener una diferencia de temperatura del aire diaria (24
h) de casi 4 °C entre la OTC control pasivamente calentada y la OTC activamente
calentada, tanto en verano como en otofio (figura 2.4). El calentamiento pasivo en las

OTCs control dio como resultado un aumento diario de temperatura de solo 1 °C en
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comparacion con el ambiente exterior. Sin embargo, se reconoce que las paredes laterales
aumentaron la temperatura del aire durante el dia (07:30 — 19:30 h, hora solar) dentro de
las OTCs en casi 2 °C en comparacion con la temperatura del aire del ambiente exterior,
pero enfriaron ligeramente las OTCs durante la noche (cuadro 2.1, figura 2.3) El
enfriamiento nocturno es un fenémeno comun (conocido como inversion térmica) en
invernaderos sin calefaccion, especialmente en noches despejadas con baja velocidad del
viento (Montero et al., 1985; Mesmoudi et al., 2012).

El método de calentamiento activo utilizando el tanel de plastico con piedras
ennegrecidas fue muy util en el verano durante el dia, cuando aporté 3,4 °C de la
diferencia objetivo de 4 °C entre las OTCs control pasivamente calentadas y las OTCs
activamente calentadas (cuadro 2.1). Durante la noche sin radiacién solar para calentar
las piedras, el tunel obviamente tuvo poco o ningun efecto. En otofio, el tnel sélo aportd
1,3 °C durante el dia y tendi6 a enfriar la camara por la noche (cuadro 2.1). Este
enfriamiento podria deberse a que las piedras lograron temperaturas mas bajas que la
temperatura ambiente exterior en las largas y frescas noches de otofio y al ventilador axial
dentro de la OTC, que aspira aire del tunel y lo inyecta en la OTC. El disefio final de la
OTC elimind este efecto no deseado al usar entradas de aire separadas en la camara desde
el tanel y el caloventor eléctrico (figura 2.2), lo que permitié que los ventiladores
asociados con el sistema de tunel se apagaran por la noche.

Este método de calentamiento con tunel con piedras no se ha informado
previamente en los disefios de OTCs hasta donde sabemos, aunque se han contemplado
disefios similares para invernaderos de plastico (Saxena et al., 2015). Ademas, Chiba y
Terao (2014) usaron tuneles de plastico sin piedras para introducir aire caliente en las
OTCs en arrozales. El calentamiento solar del aire es economico, facil de realizar y

consume poca electricidad. Sin embargo, tiene un uso muy limitado en regiones con
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condiciones de nubosidad frecuente. La seleccion de piedras segun sus propiedades
térmicas (dada su composicion mineral y la relacion superficie/volumen) podria ser un
criterio util para mejorar la eficiencia en los dias soleados, pero estas propiedades no se
evaluaron en esta tesis. En nuestro caso, se usaron grandes piedras de granito
principalmente debido a su disponibilidad en la region.

El calentamiento activo utilizando el caloventor eléctrico fue un complemento
necesario para el método de calentamiento del tanel (cuadro 2.1). Por supuesto, este fue
particularmente el caso durante la noche cuando los caloventores proporcionaron todo el
calentamiento. Sin embargo, su contribucion térmica fue menor de lo previsto en la noche
en el verano porgue a menudo se activaba un interruptor de seguridad para evitar el
sobrecalentamiento y posterior dafio de los caloventores. Durante la noche en otofio con
bajas temperaturas del aire ambiente, los caloventores rara vez se apagaron y la diferencia
de temperatura en comparacion con las OTCs control estaba cerca del objetivo de 4 °C.
Al mediodia, el aumento de la temperatura en algunos dias calurosos y soleados a menudo
superd la diferencia en la temperatura objetivo entre las OTCs calentadas activamente y
las OTCs control, calentadas pasivamente (figura 2.3a). Este efecto no deseado podria
haber ocurrido debido a un retraso en el apagado de los caloventores por el sistema del
controlador después de alcanzar el aumento de temperatura de +4 °C. Agregar un
controlador secundario para apagar los ventiladores del sistema de tanel durante el dia
cuando la temperatura en las OTCs excede la temperatura objetivo podria mejorar esta
situacion.

En general, el uso complementario de los méetodos de tunel plastico y caloventor
eléctrico demostro ser una forma econdmica y viable de aumentar la temperatura diaria
(4 °C) entre las OTC control, calentadas pasivamente y las OTCs calentadas activamente

(figura 2.4). Si bien un aumento de 4 °C esta en el extremo superior de las predicciones
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del calentamiento global, dicho aumento proporciona cierto margen de error en el disefio
del sistema, y las diferencias de temperatura de varios grados son comunes entre las zonas
de produccidn en nuestra region montafiosa debido a altitud (Rondanini et al., 2014;
Aybar et al., 2015). Estudios recientes con olivos también emplearon un aumento de
temperatura similar (Benlloch-Gonzélez et al., 2018, 2019), lo que puede ayudar a

facilitar la comparacion entre los estudios.

2.4.2 Evaluacion de otras variable microclimaticas

Las estructuras OTCs fueron disefiadas para minimizar las diferencias en la
humedad del aire entre las OTCs control, calentadas pasivamente y las OTCs calentadas
activamente usando un sistema de ventilacion y renovacion de aire. Con los olivos en las
camaras para simular mejor las condiciones experimentales, la humedad absoluta en
ambos tipos de OTCs fue similar a la humedad medida en el ambiente exterior (i.e., al
aire libre) (figura 2.5). Algunos disefios de OTCs agregan vapor de agua al sistema de
ventilacion de los controles pasivamente calentados para mejorar el enfriamiento durante
el dia (Norby et al., 1997), lo que puede aumentar la humedad absoluta, pero en nuestras
OTCs no se realizé un control activo del vapor de agua de control. Dada la humedad
absoluta similar en nuestras dos configuraciones de OTC, el DPV fue mayor en las OTCs
calentadas activamente durante el dia y la noche (figura 2.6). Estudios previos con OTCs
también han reportado un mayor DPV con mayor temperatura en las OTCs calentadas
activamente (Marion et al., 1997; Sadras et al., 2012a), y un mayor DPV forma
esencialmente una parte intrinseca de tales sistemas. En nuestra region andina, los
modelos climaticos regionales predicen que la aridez aumentara a mediados de siglo

(Penalba y Rivera, 2013; SADSN, 2015; Zaninelli et al., 2019).
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La importancia de evaluar posibles alteraciones en las concentraciones de gases
como el CO> en los sistemas experimentales de calentamiento ha sido recomendada
durante mucho tiempo (Marion et al., 1997). El agotamiento de [CO2] por las plantas
dentro de sistemas de tuneles largos incluso se ha utilizado como una metodologia
experimental para crear un gradiente de [CO.] sub-ambiente para evaluar las respuestas
de las plantas a diferentes condiciones de este gas, como lo revisaron Gerhart y Ward
(2010). Con nuestro disefio, no se observaron cambios significativos en la [CO2] entre las
OTCs control y las calentadas activamente durante la parte critica del dia de alta
irradiancia (9:00 a 15:00 h, hora solar), cuando ocurre la mayor parte de la fotosintesis de
los cultivos, con la [CO2] manteniéndose alrededor de 420 ppm en ambas estaciones
(figura 2.7). Por lo tanto, el uso de ventiladores axiales tanto en los conductos de salida
de aire calentado en la OTC calentada activamente como en el sistema de ventilacién y
renovacion de aire de la OTC calentada pasivamente fue ampliamente efectivo. Ademas,
la radiacion fotosintéticamente activa en las OTCs fue superior al 75 % de los valores
incidentes al aire libre, lo que esta por encima del nivel de saturacién de luz fotosintética

para arboles frutales jovenes (e.g., Bongi et al., 1987; Rosati et al., 1999; Greer, 2018).

2.4.3 Respuestas de crecimiento y rendimiento

Para probar més a fondo el disefio OTC, el crecimiento vegetativo y el rendimiento
de olivos cv Arbequina fueron evaluados al final del periodo de acumulacion de aceite en
las OTCs calentadas pasiva y activamente, asi como en condiciones ambientales al aire
libre. No se observaron diferencias importantes entre las OTCs calentadas pasivamente y
el aire libre para las variables medidas (cuadro 2.3). Estudios anteriores también han
sefialado que la biomasa a menudo no se ve afectada por la presencia o ausencia de una

camara (Drake et al., 1989; Kellomé&ki et al., 2000). Sin embargo, variables fisioldgicas
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como el flujo de savia pueden verse afectadas si la humedad u otros factores no estan bien
controlados en la camara (Kellomaki et al., 2000). Aunque el rendimiento de frutos por
arbol no fue significativamente diferente entre las OTCs calentadas pasiva y activamente
en este estudio, algunos componentes del rendimiento como el contenido de aceite por
fruto y la concentracion de aceite del fruto fueron mas bajos en las OTCs calentadas
activamente. Otras observaciones iniciales en nuestro sitio experimental con las mismas
configuraciones de OTCs mostraron disminuciones similares en los parametros del aceite
con un cultivar adicional, cv Coratina (Miserere et al., 2018). Ademas, al comparar olivos
grandes cv Picual en OTCs calentadas activamente con arboles al aire libre durante tres
afios en Andalucia (Espafia), tanto el rendimiento de frutos como la concentracion de
aceite se redujeron por el calentamiento (Benlloch-Gonzélez et al., 2019). Si bien las
diferencias significativas en nuestro estudio parecen ser poco comunes debido a la cdmara
en si, el uso de las OTCs control con la misma estructura que las OTCs calentadas
activamente proporciona la garantia de que las variables de microclima no afectaran las

respuestas de la planta.

2.5 Conclusién

Los resultados de la evaluacion detallada de los sistemas de calentamiento de
OTCs mostrados en este capitulo proporcionan una base metodoldgica para futuros
estudios agricolas y fisiologicos de las respuestas de los arboles frutales jovenes al
calentamiento. Las OTCs control, pasivamente calentadas tuvieron promedios diarios de
temperatura dentro de 1 °C superior a la de las condiciones ambientales exteriores, y el
uso complementario de dos meétodos de calentamiento activo permitié mantener de
manera confiable un aumento fijo de temperatura diaria en comparacion con estos

controles.
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CAPITULO III

Efectos de la temperatura elevada prolongada en el
intercambio de gases en las hojas, el flujo de savia a nivel de

arbol entero y los estomas en olivos jovenes

“ Los resultados de este capitulo incluyeron datos de anatomia foliar de olivo adaptados
de las tesis de grado de Matias Curcio (Facultad de Agronomia, UBA) bajo la direccion
de G.P. Garcia Inza y P.S. Searles y de Romina Zabaleta (Facultad de Ingeniera,
Universidad Nacional de San Juan) bajo la direccion de P.S. Searles.
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3.1 Introduccidn

La respuesta de la fotosintesis de las hojas y la transpiracion a los aumentos
prolongados de la temperatura se ha evaluado en un gran nimero de especies lefiosas
comunes tanto de ecosistemas naturales como usadas en las plantaciones forestales (e.g.,
Tranquillini et al., 1986; Gunderson et al., 2000; Cunningham y Read, 2002; Pons y
Welschen, 2003; Doughty y Goulden, 2008; Clark et al., 2010; Gunderson et al., 2010;
Linetal., 2012, Way et al., 2013; Reich et al., 2015; Sendall et al., 2015; Marchin et al.,
2016). Estos estudios han demostrado que bajo un escenario de calentamiento climatico
especies de altas latitudes o altitudes pueden beneficiarse de un calentamiento moderado
(e.g., aumentando la fotosintesis en mayor medida que la respiracion oscura, Rdark),
mientras que especies de regiones mas calidas, como bosques tropicales o subtropicales,
no lo haran (ver revisién por Way y Oren, 2010). No obstante, parece que la respuesta del
intercambio neto de CO> al aumento de la temperatura depende de muchos factores,
incluido el tipo funcional de la planta, la temperatura inicial, la proximidad de los arboles
a su umbral fisiologico optimo y la capacidad de aclimatacion térmica de la especie. En
vid (Vitis vinifera), una importante trepadora lefiosa, su ecofisiologia en condiciones de
temperatura elevada se ha estudiado ampliamente (Greer y Weston, 2010; Greer y
Weedon, 2012; Sadras et al., 2012b; Salazar-Parra et al., 2015). Sin embargo, en especies
de éarboles frutales no hay informacién disponible sobre como la fotosintesis y la
transpiracion pueden responder a los aumentos prolongados de la temperatura a nivel de
la hoja o de arbol entero, incluyendo si se produce la aclimatacion térmica, a pesar de su
considerable importancia econémica.

El olivo (Olea europaea), originario de la Cuenca Mediterranea, es una de las
especies lefiosas cultivadas mas antiguas del mundo (Zohary y Spiegel-Roy, 1975;

Besnard et al., 2011; 2018). Sus pequefias hojas perennes con su orientacion vertical y su



60

alta reflectividad, debido a la presencia de tricomas en la superficie de la cara abaxial,
contribuyen a que los olivos se adapten bien a los veranos calidos y secos del
Mediterraneo (Connor, 2005; Fernandez, 2014). Debido al aumento de la demanda
internacional de aceite de oliva, la produccion de olivo se ha extendido a nuevos entornos
de cultivo, incluidas las regiones del hemisferio sur que a menudo tienen temperaturas
anuales medias mas altas que el Mediterrdneo mismo (Torres et al., 2017). Ademas, es
probable que el cambio climatico global incremente las temperaturas en la mayoria de las
regiones en las proximas décadas, con resultados muy diferentes a escala regional (IPCC,
2014; Seneviratne et al., 2018).

La temperatura es uno de los principales factores ambientales que controlan la
fenologia, la fisiologia, el crecimiento y el rendimiento de los cultivos (Berry y Bjorkman,
1980; Bita y Gerats, 2013). Por este motivo, se han desarrollado varios modelos de
simulacion para predecir diferentes aspectos del rendimiento del olivar en condiciones de
temperatura creciente, usando componentes de economia de carbono o de uso del agua
(Tanasijevic et al., 2014; Morales et al., 2016; Lopez-Bernal et al., 2018; Lorite et al.,
2018). Sin embargo, faltan experimentos manipulativos de la temperatura en el campo
para comprender como la fotosintesis y la transpiracion responden a los aumentos de la
temperatura a largo plazo e identificar posibles mecanismos de aclimatacion térmica de
la hoja. Es probable que dichos estudios proporcionen informacion para mejorar los
modelos de prediccion existentes y, de este modo, permitan identificar estrategias de
adaptacion para la produccion de olivos en diferentes escenarios de cambio climatico.

Los estomas desempefian un papel clave en la fotosintesis y la transpiracion de las
hojas porque regulan el intercambio de dioxido de carbono y de agua. La conductancia
estomatica depende tanto del grado de apertura de los poros como de la densidad y tamafio

de los estomas, los cuales estdn influenciados por factores ambientales como la
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temperatura, la humedad y la concentracion de didxido de carbono (Aphalo y Jarvis,
1991; Damour et al., 2010; Urban et al., 20173, b). En olivo, una gran cantidad de estudios
experimentales han evaluado las respuestas del intercambio de gases en las hojas al déficit
de agua (ver revisiones de Connor y Fereres 2005; Fernandez, 2014). Bajo estrés hidrico
leve a moderado la fotosintesis disminuye, principalmente debido a las reducciones en la
conductancia estomatica, mientras que con el estrés hidrico grave las limitaciones
bioquimicas no estomaticas se hacen evidentes.

Las respuestas del intercambio de gases en las hojas de olivos a la temperatura
elevada han sido menos abordadas. Las respuestas instantdneas a corto plazo a la
temperatura en condiciones controladas en camara de crecimiento indican que la
fotosintesis neta maxima se obtiene a aproximadamente 35 °C cuando las concentraciones
intercelulares de didxido de carbono no son limitantes (Diaz-Espejo et al., 2006). Cuando
se aumento la temperatura en otro experimento de respuesta instantanea sin controlar
estrictamente el déficit de presion de vapor (DPV), una temperatura 6ptima mas baja de
30 °C fue observada debido a las reducciones en la conductancia estomatica, que parecian
ser cultivar dependientes (Bongi et al., 1987). Se sabe que la conductancia estomatica
disminuye en la mayoria de los cultivares de olivo al aumentar el DPV (Fernandez et al.,
1997; Moriana et al., 2002; Rousseaux et al., 2008). Estudios de olas de calor a corto
plazo, en los que los olivos fueron expuestos durante uno o mas dias a aumentos
repentinos de temperatura alrededor de 10 °C, también han indicado que las temperaturas
por encima de 35 °C reducen considerablemente la conductancia estomética y la
fotosintesis neta (Koubouris et al., 2015; Haworth et al., 2018). Sin embargo, no se han
informado los efectos de un aumento prolongado de la temperatura de crecimiento en el

intercambio de gases de la hoja de olivo.
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A su vez, la forma de la respuesta a corto plazo de la tasa de fotosintesis neta a
saturacion luminica (Amax) a la temperatura depende de las temperaturas que experimenta
la hoja en escalas de tiempo mas largas (dias a estaciones; Vico et al., 2019). Las
temperaturas experimentadas por la hoja inducen la aclimatacion térmica, un conjunto de
ajustes en las hojas de tipo fisioldgicos, estructurales y bioquimicos, que afectan el
intercambio gaseoso de la hoja (Kattge y Knorr, 2007; Slot y Kitajima, 2015; Yamori et
al., 2013). Muchas especies lefiosas muestran una capacidad considerable para ajustar,
por ejemplo, las caracteristicas fotosintéticas a su temperatura de crecimiento y, por lo
tanto, mantienen una fotosintesis eficiente a la nueva temperatura de crecimiento (Berry
y Bjorkman, 1980; Yamori et al., 2013; Vico et al., 2019). La aclimatacion térmica se
produce en las hojas preexistentes. Sin embargo, cambios en la anatomia de la hoja
también pueden ser parte del proceso de aclimatacion, por lo que hojas que se desarrollan
bajo nuevas condiciones de temperatura estdn mas aclimatadas que las hojas que se
desarrollaron antes del cambio de temperatura. En especies lefiosas, la aclimatacion
térmica de la fotosintesis se ha explorado principalmente en arboles forestales (Way y
Oren, 2010; Crous et al., 2011; Crous et al., 2013) y no hay estudios que indiquen que
este tipo de ajuste ocurra en olivo.

Las mediciones de flujo de savia de todo el arbol han demostrado ser una
estimacion confiable e integrada de la transpiracion diaria en olivos (Fernandez et al.,
1997; Fernandez et al., 2006; Lopez-Bernal et al., 2017a). El flujo diario de savia también
estd bien relacionado con la temperatura media diaria del aire, ya que aumenta
linealmente por encima de 13 °C en arboles adultos en condiciones de campo (Rousseaux
et al., 2009). Desde la perspectiva de una escala de analisis superior, las mediciones de
flujo de savia de toda la planta son una herramienta Gtil para proporcionar una

confirmacion de las respuestas de intercambio de gases a nivel de la hoja (L6pez-Bernal
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et al., 2015, Hernandez-Santana et al., 2016; 2018), aunque los fendmenos como las
oscilaciones estomaticas deben considerarse cuidadosamente (LOpez-Bernal et al.,
2017b). Mecanisticamente, se puede obtener una mayor comprension de las mediciones
de intercambio gaseoso de la hoja a partir de las mediciones de la densidad y el tamafio
de los estomas y otras caracteristicas morfoldgicas de la hoja. El riego deficitario en olivos
aumento la densidad de estomas y tricomas en diferente grado en dos cultivares (Ennajeh
et al., 2010). Dicha adaptacion podria explicar, al menos en parte, la mayor fotosintesis
de la hoja y la menor transpiracion bajo estrés hidrico en el cultivar mas fenotipicamente
plastico. Por otro lado, cuando en vid se calentdé 1-2 °C durante toda la temporada de
crecimiento para simular el calentamiento global, la densidad estomatica no se vio
afectada pero la longitud y el ancho de los estomas aumentaron en las hojas formadas en
condiciones de temperatura elevada (Sadras et al., 2012b). Este estudio concluyé que tales
respuestas deberian incorporarse en los modelos actuales de conductancia foliar. Estas
respuestas a temperaturas elevadas atn no han sido evaluadas en olivos.

Los objetivos de este capitulo fueron: 1) evaluar las respuestas de la fotosintesis y
la transpiracion de las hojas a una temperatura de crecimiento elevada prolongada (+4
°C) en olivos jovenes; y 2) evaluar el flujo de savia de toda la planta y las caracteristicas
de las hojas, como la densidad y el tamafio del estoma, en estas mismas condiciones. Para
ello, dos cultivares de olivo se cultivaron en camaras sin techo (OTCs) control y
calentada, 4 °C por encima del TO, durante el verano- principio de otofio. Ademas, un
aumento moderado en el DPV acompafié el aumento de la temperatura en las OTC
calentadas, en concordancia con las predicciones climaticas de la region que indican que

la aridez aumentara a mediados de siglo en nuestra region andina (SADSN, 2015).

3.2 Materiales y métodos
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3.2.1 Material vegetal, tratamientos de temperatura y disefio experimental

El experimento se llevd a cabo durante el verano y el otofio, desde el cuaje final
de frutos (principios de diciembre) hasta el final del periodo de acumulacién de aceite
(principios de mayo) durante dos temporadas de crecimiento (2014-15, 2015-16) en el
campo experimental de CRILAR- CONICET, en La Rioja, Argentina (28° 48' S, 66° 56
O; 1325 m.s.n.m). Se utilizaron olivos de los cultivares Arbequina y Coratina de dos
(2014-15) y tres afios de edad (2015-2016) que estuvieron bajo tratamiento durante la
temporada de medicion solamente. El area foliar por arbol al comienzo del experimento
fue de alrededor de 0,5 m? en la primera temporada y 1,5 m? la segunda. Todos los arboles
se obtuvieron de un vivero comercial (San Gabriel S.A.P.E.M; La Rioja, Argentina) y se
trasplantaron a macetas de plastico de 30 | apenas un afio antes de la primera temporada.
Los arboles se irrigaron diariamente durante el experimento utilizando riego por goteo
para satisfacer sus necesidades de agua en funcion de la temperatura diaria promedio del
tratamiento calentado utilizando las funciones de flujo de savia corregida por area foliar
obtenidas previamente (Rousseaux et al., 2009). La fertilizacion se realiz6 manualmente
a intervalos mensuales con macronutrientes (15 N: 15 P: 15 K) y una vez por semana
desde floracion hasta cosecha con micronutrientes (B, 0,02 % en peso; Cu, 0,01 %; Fe, 3
%; Mn, 1 %; Zn, 1 %, Mo 0,007 %) + nitrégeno (2,8 %) + magnesio (0,5 %)
(Aminoquelant minors, Brometan, Spain).

Para los tratamientos de temperatura se utilizaron camaras sin techo (OTCs) que
incluian un control (T0), que estaba ~1 °C por encima de la temperatura ambiente exterior,
y un tratamiento calentado (T+), a 4 °C por encima de TO. El disefio de las camaras y la
descripcion del funcionamiento del sistema de calentamiento fueron detallados en el
Capitulo 1. En cada temporada de tratamiento, los arboles estuvieron dentro de las OTCs

desde final de cuaje (diciembre) hasta final de la acumulacion de aceite (principios de
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mayo). El resto del afio todos los arboles permanecieron bajo las mismas condiciones
ambientales afuera, en el vivero del campo experimental.

La temperatura del aire dentro de cada OTC se midi6 cada 15 min usando sensores
de temperatura (TC1047S, Microchip Inc. China) conectados a un registrador de datos
(Cavadevices, Argentina). Los sensores se colocaron a una altura de 1,0 m dentro de
abrigos para evitar la radiacion directa. La humedad relativa (HR) se registré cada 30
minutos utilizando un par de sensores conectados a un registrador de datos. Se coloco un
sensor dentro de una OTC T+ y otro en una TO. Después de unos dias, los sensores se
movieron a otro par de OTCs. EIl déficit de presidn de vapor (DPV) se calcul6 en funcion
de la humedad relativa y la temperatura (Allen et al., 1998).

El disefio experimental fue en bloques completos al azar, con dos factores (cultivar
y temperatura) a dos niveles cada uno (i.e., un total de 16 OTCs). Se utilizaron bloques
de modo de controlar el potencial efecto de problemas eléctricos en sectores de la parcela
experimental y probables diferencias de presion en las mangueras de riego asociadas a la
posicién en el terreno. Cada OTC contenia cuatro arboles en macetas colocadas dentro de
cavidades individuales de 30 cm de profundidad en el suelo, quedando la parte superior
a la misma altura que el suelo circundante, con el fin de no calentar las raices. Ademas,
en la base de estos pozos, se colocaron ladrillos para ayudar al buen drenaje de las macetas
y evitar la proliferacion de las raices de los arboles mas alla del fondo de la maceta. Se

utilizaron uno o dos arboles por OTC para los objetivos de este estudio.

3.2.2 Fotosintesis de hojas, conductancia estomatica, transpiracion y eficiencia en

el uso del agua

Las tasas de fotosintesis bajo irradiacion de saturacion (Amax), de conductancia

estomatica (gs) y de transpiracion (E) se midieron en una hoja por OTC que estuviera
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totalmente expandida. Las mediciones en 2014-15 se realizaron durante la mafiana (3 h
antes del mediodia solar) y la tarde (2 h después del mediodia solar) en tres ocasiones
durante el transcurso de la temporada utilizando un sistema de fotosintesis portatil (Li-
6400, Li-Cor, Lincoln, NE, USA). En 2015-16, las mediciones se realizaron solo en la
tarde, para acomodar mediciones mas detalladas de fluorescencia de clorofila en la
segunda temporada. Con la excepcion de las mediciones de diciembre en 2014-15, todas
las hojas medidas se desarrollaron en las OTCs bajo condiciones de tratamiento.

La temperatura dentro de la camara de la hoja se ajusté en funcion de las
temperaturas del aire en las OTCs al momento de realizar las mediciones, de manera que
las OTCs T+ tenian una temperatura 4 °C mas alta que las OTCs T0. EIl aumento de la
temperatura de la camara de la hoja para el tratamiento T+ se obtuvo utilizando un sistema
doble Peltier. Cuando fue necesario, el enfriamiento de la camara se logré con
ventiladores asociados con el sistema Peltier y la cAmara de hojas. Debido al considerable
tiempo necesario para cambiar la temperatura de la cdmara de la hoja, las hojas se
midieron en cuatro OTCs a la temperatura TO, luego las hojas de ocho OTCs a la
temperatura T+ y, finalmente, las hojas de las cuatro OTCs TO restantes.

Para obtener con precision Amax, Se proporciono una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD) de 1500 pmol m~2 s mediante diodos emisores de luz que
entremezclaron 90 % de luz roja'y 10 % de luz azul. El flujo de aire dentro del sistema y
la concentracion de CO; de referencia se controlaron automaticamente a 300 umol sy
400 ppm, respectivamente. Se tomaron lecturas cuando se alcanz6 una condicion de
estado estacionario, aproximadamente un minuto después de que la hoja se colocé en la
camara. A partir de los datos de Amax Y E, se calcul? la eficiencia del uso del agua (EUA)

mediante la siguiente ecuacion:

EUA= Amax/ E (31)
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Por dltimo, el intercambio gaseoso de hojas formadas en condiciones TO o T+ se
midié en las temperaturas tanto de las OTCs TO y como de las T+ en dos ocasiones en
2015-16, para evaluar las posibles respuestas de aclimatacion a la temperatura de Amax,

0s, Ey EUA.

3.2.3 Fluorescencia de clorofila

Los parametros de fluorescencia de clorofila modulados se midieron
simultdneamente con los pardmetros de intercambio de gas del Li-Cor durante ambas
estaciones (2014-15 y 2015-16). La tasa de transporte de electrones (ETR), se calcul6

como:
ETR = ®psii X PPFDaps X 0,5 (3.2)

donde ®pg); es el rendimiento cuéntico efectivo del fotosistema 11, PPFDaps €s la fraccion
de PPFD absorbido (0,85), y 0,5 es la constante que explica la particion de electrones
entre el PSIl y el PSI. El rendimiento cuéntico efectivo de PSII se estimd utilizando:
®pspy = (Fm' — Ft) / Fm' (3.3)

donde Fm” es la intensidad de fluorescencia maxima producida por un flash de saturacién
de 1 s (7000 pmolm™2 st PPFD) y Ft es la intensidad de fluorescencia a estado
estacionario de la fotosintesis bajo un PPFD de 1500 pmolm™ s~ 1. La eficiencia
intrinseca de PSII (Fv’ / Fm’), parametro que describe la eficiencia cuantica si todos 10s
centros de PSII estuvieran abiertos, se calculé como:

Fv’ / Fm’= (Fm’- Fo’) / Fm’ (3.4)
donde Fo 'es la intensidad de fluorescencia minima después de un pulso oscuro de 6 s 'y

2

un pulso de rojo lejano de 10 pmol m ~2s ~* durante 5 s (que comenzd 1 s antes de que se

apague la luz).
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El rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) se estimo en la mafiana (10:00
—11:00 h, hora solar) siguiente a las mediciones de intercambio gaseoso de la tarde en el
segundo afio (2015-16). Las hojas se mantuvieron durante 30 minutos en la oscuridad
dentro de sobres de papel de aluminio segun lo recomendado por Murchie y Lawson

(2013). El célculo de Fv/Fm fue:
Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm (3.5)
donde Fm es la intensidad maxima de fluorescencia producida por un flash de saturacién

de 1 s (7000 umol m~2 s~ ! PPFD) en la oscuridad y Fo es la fluorescencia minima antes

del pulso de flash.

3.2.4 Flujo de savia del &rbol entero

El flujo de savia se midié en cuatro arboles TO y cuatro arboles T+ cv Arbequina
(i.e., un arbol por OTC) durante tres dias consecutivos en febrero y tres dias consecutivos
en marzo de 2016 utilizando el método de balance de calor (Flow 32, Dynamax Inc., TX,
EE. UU.). El método consiste en aplicar una cantidad conocida de calor (Pin) en todo el
perimetro del tronco y medir la disipacion de calor vertical (i.e., hacia arriba y abajo; Qu
y Qd) y radial (Qr) utilizando termocuplas. El calor disipado por el flujo de la savia (Qf)
se calcula descontando de Pin los valores de Qu, Qd y Qr, mientras que la tasa de flujo
(F) es Qf dividida por la diferencia promedio de temperatura (dT) entre las termocuplas
de flujo ascendente y descendente y la capacidad calorifica del agua (Cp). El flujo de
savia no se midio en cv Coratina debido a limitaciones en el tamafio de sensores
disponibles. Los sensores (modelos SGB16 y SGB25) se instalaron en el tronco principal
a una altura de 20 cm por encima del suelo, y el didametro del tronco varié entre 21,4 y
25,0 mm. Los troncos se limpiaron antes de la instalacion, pero no se modificaron de otro

modo. La potencia suministrada a los sensores se ajusté diariamente cambiando la entrada
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del calentador (se utilizaron 5 W 0 menos) para evitar el calentamiento del tronco, lo que
puede provocar el agrietamiento de la corteza y otros dafios (Rousseaux et al., 2009). Los
sensores se conectaron a un registrador de datos Campbell CR10X (Campbell Scientific,
Logan, UT, EE. UU.) y se obtuvieron promedios de 15 min de datos que se registraron
cada 60 s. El flujo de savia (g h™*) de cada arbol se corrigi6 luego por su éarea foliar total
(g h't m?). Ademas, se llevo a cabo un breve experimento durante un dia completo en
arboles cv Arbequina de similar tamafio y edad para evaluar si los valores de flujo de
savia promediados cada 5 min indicaban si se habian producido oscilaciones estomaticas

en estos arboles jovenes.

3.2.5 Caracteristicas de los estomas y area foliar

Se tomaron muestras en la madrugada de un par de hojas completamente
expandidas del mismo nudo y de dos arboles por OTC para determinar sus caracteristicas
morfo-anatomicas. Estas hojas se desarrollaron bajo los tratamientos térmicos, TO y T+,
y las muestras se tomaron durante los veranos de 2014-15 y 2015-16. Una de las hojas
del par se usé para determinar la densidad estomética, las dimensiones estomaticas
(longitud, anchura y su relacidon) y la densidad del tricomas en la superficie abaxial de la
hoja. La otra hoja se uso para determinar la masa foliar especifica y area foliar. En el
laboratorio en condiciones de oscuridad, los tricomas se retiraron utilizando cinta
adhesiva para facilitar la aplicacion de una capa delgada de esmalte de ufias transparente
para obtener improntas de hojas. El esmalte de ufias se aplicd en el centro de la hoja, a
ambos lados de la nervadura central. Se uso una pinza de punta fina para despegar la
impronta una vez seca. Las improntas se observaron utilizando un microscopio
compuesto con un aumento de 500x (microscopio DMLB LEICA, Leica Inc., Buffalo,

NY, EE. UU.). Se capturaron tres imagenes de area foliar conocida por impresion de hoja
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utilizando el software Leica QWin, a las que se le contaron todos los estomas y las bases
de todos los tricomas eliminados. La longitud y anchura del estoma se midieron en cinco
estomas por imagen para un total de 15 estomas por impronta de hoja.

Para determinar la masa foliar especifica y el area foliar se obtuvieron dos discos
de area conocida (33,16 mm?) de cada hoja usando un sacabocados. Los discos y el resto
de la hoja se secaron en un horno a 75-80 °C hasta alcanzar un peso constante y luego se
pesaron con una balanza de precision. El area de la hoja (cm?) se calculé dividiendo el

peso seco de toda la hoja por la masa especifica de la hoja (mg cm).

3.2.6 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando ANOVA para efectos fijos y una prueba de
Duncan posterior, para evaluar las diferencias entre las medias de tratamiento (p < 0,05)
con el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2018). Los supuestos de
homogeneidad de varianzas y normalidad de los datos se confirmaron previamente
mediante las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente. Los datos de la

relacion ancho/largo de estomas y de la transpiracion de la hoja correspondientes a la
. . ., .- . 1
medida de aclimatacion de febrero se transformaron utilizando las funciones -y Ix

respectivamente ya que la distribucion no era normal. Sin embargo en los cuadros 3.5 y
3.6 se muestran los valores promedios sin transformar para cada combinacion de
tratamientos para una mejor interpretacion de los datos. Adicionalmente, a partir de las
mediciones simultaneas de intercambio gaseoso y fluorescencia obtenidos de las
mediciones de aclimatacion se evaluo la relacion entre Amax Y ETR ajustando la mejor
regresion lineal para cada combinacidn de tratamiento térmico x temperatura de medicion

y, a partir de la prueba F de suma de cuadrados extra, se compararon los ajustes
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independientes vs un ajuste global usando utilizando el software Graph-Pad Prism version

6.01 (GraphPad Prism Software, Inc., LaJolla, CA, EE. UU.).

3.3 Resultados
3.3.1 Temperaturas diarias del aire durante las mediciones de intercambio gaseoso

Durante las mediciones de intercambio de gases, la temperatura del aire y el DPV
en la cdmara de la hoja fueron mayores en el tratamiento T+ que en TO para todas las
fechas de medicion (p < 0,01; cuadro 3.1), imitando las condiciones térmicas dentro de
las OTCs. La temperatura del aire durante las mediciones de verano en la cdmara de la
hoja para TO fue de 30 a 35 °C, mientras que la de T + fue de 33 a 40 °C. Por lo tanto, la
temperatura de la cdmara de la hoja en el tratamiento T+ fue de 3-5 °C superior a la de
TO. En la medicién de otofio del segundo afio, los valores de temperatura de la camara
foliar fueron mucho mas bajos (15 a 20 °C), pero se mantuvo la diferencia significativa

entre las temperaturas para TO y T+.
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Cuadro 3.1. Temperatura media del aire y déficit de presion de vapor de la camara de la hoja
durante las mediciones de intercambio de gases de hojas control (TO) y calentadas (T+). Todas
las hojas se formaron durante el periodo experimental en las OTCs, con excepcion de las hojas
de diciembre de 2014. Se muestran los valores medios + 1 error estandar (n = 8). Se evaluaron
las diferencias estadisticas entre los tratamiento térmicos en cada fecha de medicion utilizando
un ANOVA de efectos fijos. En todas las fechas se detectaron diferencias altamente significativas
(p <0,01) entre tratamientos en ambas variables analizadas.

M ¢ Temperatura del aire Déficit de presion de vapor
Temporada  Meses omento C) (kPa)

del dia TO T+ TO T+

2014-2015 Diciembre Mafiana 30,4+05 33.0%0,3 165+0,07 1,97+0,04
Febrero Tarde 354+02 404+04 2,92+0,07 3,94+0,12

Mafiana 31,4+0,2 36,4+0,6 1,88+0,09 2,54+0,05

Marzo Tarde 295+0,1 33,7+0,2 1,57+0,01 2,35+0,05

Mafiana  30,0+0,5 34,7+0,3 1,96+0,04 2,65%0,07

2015-2016  Febrero Tarde 345+0,1 39,1+0,1 2,12+0,02 3,35+0,03
Marzo Tarde 345+0,0 39,1+0,0 3,04+0,04 3,71+0,06

Mayo Tarde 152+0,0 20,6%0,2 097+0,02 1,48+0,03

3.3.2 Fotosintesis de hojas, transpiracion y eficiencia en el uso del agua

No se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en Amax entre las hojas de
TO y T+ en ninguna de las fechas evaluadas (figura 3.1a y b). Con la excepcion de las
mediciones de diciembre de 2015, todas las hojas medidas se formaron durante el periodo
experimental. Cv Arbequina tuvo valores de Amax Significativamente mas altos que cv
Coratina por la tarde a mediados del verano (febrero de 2015 y 2016), pero no mas tarde
en la temporada. Los valores promedio mas altos registrados en el verano para ambos
cultivares fueron de aproximadamente 25 pmol m? s?. Los valores de Amax fueron
consistentemente mas bajos en ambos cultivares cuando se midieron en otofio (mayo del
afo 2) a temperaturas mas bajas.

A diferencia de Amax, la tasa de transpiracion de las hojas (E) fue mayor en las
hojas T+ que en las hojas TO en la mayoria de las fechas evaluadas durante el verano

figura 3.1c v d). Las tasas de transpiracion fueron bajas (~2 mmol m™ s1) en el otofio
g y p i
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(mayo) debido a las bajas temperaturas (cuadro 3.1), y no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos. No se encontraron diferencias en E entre los
cultivares (p < 0,05) en el afio 1, aunque E fue més alta en cv Arbequina que en cv
Coratina durante el verano del segundo afio.

Debido a la mayor E en las hojas del tratamiento T+, la EUA (Amax/E) fue mas
baja en las hojas calentadas T+ que en las hojas de control TO en todas las mediciones de
verano (figura 3.1e y f). En el otofio, la EUA fue mucho mas alta que en el verano debido
a la baja E, pero no hubo diferencias entre las hojas TOy T+.

La conductancia estomatica fue similar entre los tratamientos, excepto en las
mediciones realizadas en la mafiana de febrero en el afio 1, donde T+ tuvo valores méas
altos que TO, y en mayo en el afio 2, donde el patron fue el inverso (cuadro 3.2). En
adicion, gs fue similar entre cultivares excepto en las mediciones realizadas en febrero y

marzo en el afio 2, donde cv Arbequina tuvo valores mas altos que cv Coratina.
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Figura 3.1. Fotosintesis neta de la hoja a saturacion luminica (Amax; &, b), transpiracion (E; c, d)
y eficiencia de uso del agua (EUA; e, T) en hojas de olivo control (TO) y calentados (T+) de los
cvs Arbequina (Arb) y Coratina (Cor) durante dos temporadas de crecimiento (2014-15, 2015-
16). Las mediciones se realizaron en la tarde (Tar.) y/o en la mafiana (Mafi.) en 2014-15y en la
tarde en 2015-16. Cada barra representa una media £ 1 error estandar (n = 4). Se evaluaron las
diferencias estadisticas para los factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) en cada periodo
de medicion utilizando un ANOVA de dos vias (* = significativo en p < 0,05; ns = no
significativo). La interaccion entre los factores no fue significativa en ninguna de las fechas
evaluadas.
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Cuadro 3.2. Conductancia estomatica (gs, mmol m2 s™) en hojas control (TO) y calentadas (T+)
de olivo cvs Arbequina y Coratina durante dos temporadas de crecimiento (2014-15, 2015-16).
Las mediciones se realizaron en la tarde y la mafiana en 2014-15 y en la tarde en 2015-16. Cada
valor representa una media £ 1 error estandar (n = 4). Se evaluaron las diferencias estadisticas
para los factores tratamiento térmicos (trat.) y cultivar (cv) en cada periodo de medicién utilizando
un ANOVA de dos vias (* = significativo en p < 0,05; ns = no significativo). No se detectd
interaccion entre los factores en ninguna de las fechas de medicion.

Momento cv Arbequina cv Coratina p-valor
Temporada Mes .
del dia TO T+ TO T+ Trat. cv
2014-2015 Diciembre Mafana 202+8 261+22 231+28 240+ 29 ns ns
Febrero Tarde 235+37 182+29 132 £33 162+ 36 ns ns

Mafana 276 +35 361 +39 208 +12 343+34 *

Marzo Tarde 298+26 270+38 200 +24 309 + 22 ns
Mafana 394+28 332+48 315+40 404 +27 ns

2015-2016 Febrero Tarde 297 +43 240+ 25 154 +15 170 +48 ns
Marzo Tarde 273+20 231+23 138+ 26 156 +49 ns
Mayo Tarde 175+18 126+10 186 +22 103 +30 *

ns

ns
ns

*

*

ns

3.3.3 Fluorescencia de clorofila

Similar a Amax, N0 se encontraron diferencias en el rendimiento cuantico efectivo
de PSII (®psin) y la tasa de transporte de electrones (ETR), de TO y T+ durante el verano
de 2014-15 (datos no mostrados) y 2015-16 (cuadro 3.3). Cv Arbequina también tuvo
valores de ®@psi Yy ETR significativamente més altos que el cv Coratina en la tarde de
febrero de 2016 como ocurrié con Amax. En el verano, la relacion Fv/Fm, que se midio
temprano en la mafiana, fue de alrededor de 0,80, independientemente del tratamiento
térmico y el cultivar. Sin embargo, en el otofio (mayo), Fv/Fm fue significativamente
mayor en las hojas T+ de ambos cultivares que en las hojas TO, probablemente debido a
las temperaturas frias limitantes en las hojas TO (aprox. 1,5 °C) en comparacion con las

hojas T+ (~5,0 °C).
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Cuadro 3.3. Fluorescencia de la clorofila en hojas control (TO) y calentadas (T+) de olivos cvs
Arbequina y Coratina durante la segunda temporada (2015-16). Los valores medios = 1 error
estandar (n=4) se muestran para cada fecha de medicion. Se evaluaron las diferencias estadisticas
para los factores tratamiento térmico (trat.) o cultivar (cv) en cada periodo de medicion utilizando
un ANOVA de dos vias (* = significativo en p < 0,05; ns = no significativo). No se observo
interaccion entre los factores.

Hojas adaptadas a la luz Hojas adaptadas a la oscuridad

Cultivar/
Mes Temperatura Dpg! ETR? Ev/Em? Fo Temp. noi:he
anterior (°C)

Febrero  Arbequina TO 0,32+0,02 203+12 0,80+0,01 383+46 29,4+0,3
T+ 0,31+0,02 193+14 0,77+0,01 429+66 31,3+04
Coratina TO 0,26+0,03 167+19 0,79+0,00 358+88 29,7+0,1
T+ 0,22+0,04 138+26 0,72+0,05 570+12 31,2+04

p trat. ns ns ns ns *

pCcv * * ns ns ns
Marzo Arbequina TO 0,27+0,02 174+14 0,81+0,01 384+46 20,9+0,3
T+ 0,28+0,01 179+ 9 0,80+0,01 344+90 22,4+0,4
Coratina TO 0,25+0,01 160+ 7 0,81+0,01 5308 21,3+0,1
T+ 0,19+0,04 122+27 0,79+0,01 532+25 23.4+05

p trat. ns ns ns ns *

p cv * ns ns * ns
Mayo Arbequina TO 0,12 +0,01 5+7 0,63+0,03 478+27 1,3+0,2
T+ 0,16 £0,01 99+5 0,68+0,01 375+92 53+1,1
Coratina TO 0,13+0,01 84+3 0,59+0,02 402+63 16+0,1
T+ 0,12+0,03 74+16 0,68+0,02 336+128 49+04

p trat. ns ns * ns *

pCcv ns ns ns ns ns

3.3.4 Flujo de savia del arbol entero

El flujo de savia a nivel del arbol entero proporcioné una medicién integrada de
la transpiracién. El flujo de savia por unidad de area foliar durante dos periodos de 3 dias
consecutivos durante el verano de 2015-16 siguidé un dinamica similar que el DPV vy la
temperatura en ambos tratamientos térmicos, con los mayores valores durante las horas
diurnas (figura 3.2). En promedio, el flujo de savia diario en T+ fue alrededor de 20 %
mayor en enero y 80 % en marzo que en TO, aunque estas diferencias entre tratamientos
no fueron estadisticamente significativas (cuadro 3.4). Ademas, el flujo de savia diario

fue mayor tanto en los arboles TO y T+ durante el periodo de enero que en marzo debido
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a las mayores temperaturas y el DPV en enero. Por Gltimo, un breve experimento con una
alta frecuencia de medicion del flujo de savia (i.e., cada 5 min) no indicdé ninguna
oscilacion pronunciada en el flujo de savia en las condiciones experimentales (Apéndice

I1), lo cual afianza la confiabilidad en las determinaciones de gs.
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Figura 3.2. Dindmica diaria del flujo de savia en base al area foliar (a), déficit de presion de vapor
(DPV; b) y temperatura del aire (c) del cv Arbequina en las OTCs control (TO) y calentadas (T+).
Los datos corresponden a periodos de 3 dias a fines de enero y marzo de 2016. Las lineas
representan la media de cuatro repeticiones por tratamiento (n = 4). Los datos fueron registrados
cada 15 min por un datalogger.
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Cuadro 3.4. Flujo de savia diario (kg dia® m2) en olivos cv Arbequina creciendo en OTCs
control (T0) y calentada (T+). Los datos se registraron a intervalos de 15 minutos durante tres
dias consecutivos en enero y marzo de 2016. Se muestran los valores promedios + 1 error estandar
(n=4) para cada tratamiento térmico.

Flujo de savia diario ( kg dia m?)

Mes Dia del afio To Tr

Enero 27 1,02 £ 0,09 1,32 +£0,27
28 1,11 +0,13 1,28 +0,29

29 0,97 +£0,17 1,14 + 0,24

Promedio 1,04 £0,12 1,25 +0,27

Marzo 78 0,54 + 0,05 0,96 + 0,19
79 0,43 +0,04 0,93+0,18

80 0,60 + 0,06 1,03+0,22

Promedio 0,53 + 0,05 0,97 £ 0,20

3.3.5 Aclimatacion térmica del intercambio de gases de la hoja

En febrero y marzo de la segunda temporada, Amax, gs Y E se midieron en las hojas
TOy T+ a 35 °C (i.e., la temperatura del aire en las OTCs TO en el momento de la
medicion) y también a 39 °C (i.e., la temperatura del aire de las OTCs T+) (cuadro 3.5).
En febrero, Amax de TO y T+ fueron mayores cuando se evaluaron a sus respectivas
temperaturas de medicion (i.e., T0a 35 °Cy T+ a 39 °C) en comparacién a las mediciones
con las temperaturas cruzadas (i.e., T0a 39 °Cy T+ a 35 °C) (p trat x temp. medicion <
0,05). Contrariamente, E fue estadisticamente mayor en T+ en comparacion con el control
TO, independientemente de la temperatura de medicion. Como consecuencia, EUA fue
mayor en TO medido a 35 °C seguido por TO a 39 °C, mientras que T+ tuvo los valores
mas bajos y no hubo diferencia entre las mediciones a 35y 39 °C en T+ (p trat x temp
medicion < 0,05). En cuanto a gs, se detectaron diferencias significativas entre las dos
temperaturas de medicion, siendo gs a 35 °C mayor que a 39 °C, independientemente del
tratamiento térmico y cultivar. En adicion, hubo diferencias significativas en Amax, gs Y E,

siendo los valores en cv Arbequina mayores que en cv Coratina.
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Cuadro 3.5. Aclimatacion térmica de la tasa de fotosintesis neta a saturacion luminica (Amax,
umol m2 s, la conductancia estomatica (gs, mmol m2 s?), la transpiracion (E, mmol m?s?) y
eficiencia de uso del agua (EUA, i.e., Amax/E) en hojas control (T0) y calentadas (T+) de olivos
cvs Arbequina y Coratina durante la segunda temporada (2015-16). Las hojas formadas en las
OTCs TO o T+ se midieron a 35 °C y 39 °C. Se muestran los valores medios + 1 error estandar
(n = 4). Las diferencias estadisticas para los factores tratamiento térmico (trat.), cultivar (cv),
temperatura de medicion (temp. medicion) o las interacciones entre los factores se evaluaron en
cada temporada de crecimiento utilizando un ANOVA (* = significativo a p < 0,05; ns = no
significativo). No se observo triple interaccion entre los factores.

Temp.

de

Parametros fotosintéticos de intercambio

Mes  Cultivar medicion o de gases
(oC)l Amax Os E EUA
Febrero  Arbequina 35 TO 252+42 297 +43 96+12 26+0,1
35 T+ 190+14 282+35 105+09 1800
39 TO 196+1,8 147 + 22 87+10 23%01
39 T+ 262+12 24025 12,7+13 21+0,2
Coratina 35 TO 16,719 154 + 15 52+05 3202
35 T+ 11,1+35 176 £50 65+16 1602
39 TO 14022 114 + 20 59+£10 2402
39 T+ 155+39 170 + 48 93+£25 1,7+00
p trat. ns ns * *
p cv * * * ns
p temp. medicion ns * ns ns
p trat. X cv ns ns ns *
p trat. x temp. medicion * ns ns *
p cv x temp. medicién ns ns ns ns
Marzo  Arbequina 35 TO 247x17 273x20 127+09 19x0,0
35 T+ 241+24 277+£30 129+13 19x0,2
39 TO 258+17 215+29 128+15 21+0,2
39 T+ 249+19 231+23 136+x13 18%0,1
Coratina 35 TO 18,728 138 + 26 6611 29%0.2
35 T+ 16,6 £ 2,2 164 + 40 7,717 2303
39 TO 26,0+1,2 167+30 100x16 28x04
39 T+ 19957 156 + 49 96+£32 22%0,2
p trat. ns ns ns *
p cv * * * *
p temp. medicion ns ns ns ns
p trat. x cv ns ns ns ns
p trat. X temp. medicion ns ns ns ns

p cv X temp. medicion

ns

ns

ns

ns

! Temperatura del aire de la camara de la hoja durante las mediciones.
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En marzo se encontraron diferencias entre los cultivares para Amax, s Y E, pero no
se encontraron entre el tratamiento térmico, la temperatura de medicion o la interaccion
entre ambos factores (cuadro 3.5). La EUA fue mas baja en T+ que en TO a cualquier
temperatura de medicion y también se detectaron diferencias entre los cultivares, pero no
hubo interacciones entre ninguno de los factores evaluados.

Paralelamente a las mediciones de intercambio de gases de febrero, Fv’/Fm’ no
fue afectado ni por el tratamiento térmico ni por la temperatura de medicion pero si hubo
diferencias significativas (p < 0,05) entre cultivares. La relacion Fv’/Fm’ fue 0,51 en cv
Arbequina y 0,41 en cv Coratina. La relacion entre Amaxy ETR ajusté en una misma
regresion lineal en todas las combinaciones de tratamiento térmico x temperatura de
medicion (r> = 0,69), con excepcion de TO a 39 °C que tuvo una regresion

significativamente diferente (p < 0,05, r>= 0,70) e independiente del resto (figura 3.3).
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Figura 3.3. Fotosintesis neta a saturacion luminica (Amax) en funcion de la tasa de transporte de
electrones (ETR) de hojas de olivos cvs Arbequina (Arb) y Coratina (Cor) bajo los tratamientos
térmicos: control (T0) y calentado (T+). En 2015-16 las hojas formadas en las OTCs TO o T+ se
midieron a 35 °Cy 39 °C. Los valores corresponden a la medicion de febrero de 2016. Cada punto
representa una repeticion para cada combinacion de cultivar x tratamiento térmico x tempertura
de medicién (n = 4). El ajuste independiente de cada tratamiento térmico x temperatura de
medicién se compar6 con un ajuste global mediante una prueba F de suma de cuadrados extra.
Los parametros de ajuste de T+y TO a 35 °C y T+ a 39 °C no fueron estadisticamente diferentes
(p > 0,05) por lo que un modelo lineal (r>= 0,69 y = 0,13 * x - 2,4) caracterizd a estas
combinaciones de tratamientos, mientras TO a 39 °C tuvo una regresion independiente (r?=0,70;
y=0,14 * x - 11,4).
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3.3.6 Caracteristicas de los estomas y area foliar

El &rea foliar de hojas individuales mostré una interaccion entre factores
significativa la primera temporada de crecimiento, con las hojas de cv Coratina que se
formaron en las OTCs TO+ con menos &rea que las hojas de las OTCs T0, mientras que
en cv Arbequina el area de las hojas fue similar entre tratamientos térmicos (cuadro 3.6).
En contraste, no se observo interaccion en la segunda estacion de crecimiento. La masa
foliar especifica fue muy similar entre cultivares y estaciones de crecimiento, y no se
encontro respuesta a la temperatura en ninguna de las estaciones.

Los estomas en la superficie abaxial de la hoja tendieron a ser méas largos y méas
anchos en las hojas formadas en las OTCs T+ que las hojas de las OTCs TO en cada
cultivar durante las dos estaciones de crecimiento (cuadro 3.6), con diferencias
estadisticamente significativas detectadas para el ancho en la primera estacién de
crecimiento y la longitud y el ancho en la segunda temporada de crecimiento. Ademas, la
relacion entre longitud y anchura del estoma fue menor en las hojas T+ que en las TO en
la primera temporada.

La densidad de estomas y tricomas también se determind en ambas estaciones
(figura 3.4). En la primera temporada, no hubo diferencias significativas en la densidad
estomatica entre los tratamientos de temperatura o los cultivares (figura 3.4a). Sin
embargo, la densidad estomatica fue mayor en las hojas T+ que en las hojas TO de la
segunda temporada en ambos cultivares (2015-16, figura 3.4b). En contraste, la densidad
de tricomas fue menor en las hojas T+ en ambos cultivares en la primera temporada, pero
no se encontraron diferencias significativas en la segunda temporada (figura 3.3c y d). En
ambas temporadas, cv Coratina tuvo una mayor densidad de tricomas que en cv

Arbequina.



82

Cuadro 3.6. Area foliar individual, masa foliar especifica y caracteristicas estomaticas en hojas de olivos cvs Arbequina y Coratina que se formaron bajo los
tratamientos control (TO) y calentado (T+) en dos temporadas de crecimiento (2014-15y 2015-16). Se muestran los valores medios + 1 error estandar (n = 4).
Se evaluaron las diferencias estadisticas para los factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) y la interaccidn entre ambos factores (int.) en cada temporada
de crecimiento utilizando un ANOVA de dos vias (* = significativo a p < 0,05; ns = no significativo). Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre las combinaciones de factores determinadas mediante la prueba Duncan (p int < 0,05).

Caracteristicas anatdmicas

Temporada Cultivar Tra,tam_iento i HOjaMasa foliar . =stome .
termico Area . Longitud Anchura  Relacién
(cm?) especifica (um) (um) largo/ancho
(mg cm?)

2014-2015 Arbequina TO 3,03+0,24c  16,5%0,3 20,3+0,3 11,3+£0,3 1,80+0,08
T+ 320+0,16¢c 148+1,0 20,8+0,3 13,1+0,1 158+0,01
Coratina TO 481+0,35a 159+0,6 21,3+0,5 123+0,4 1,73+0,03
T+ 357+0,28b 155+0,7 223+1,0 134+09 1,67+0,05

p trat. * ns ns * *

pcv ns ns ns ns ns

pint. * ns ns ns ns
2015-2016 Arbequina TO 468+031 165%0,3 22,3+0,5 152+0,3 1,47+0,02
T+ 5,01+0,17 158+0,7 234 £04 161+0,5 1,45+0,04
Coratina TO 529+0,32 155+0,6 224+0,4 149+0,2 150+0,01
T+ 468+061 157+05 23,3+0,2 154+0,3 152+0,02

p trat. ns ns * * ns

pcv ns ns ns ns *

p int.

ns

ns

ns

ns

ns
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Figura 3.4 Densidad de estomas (a, b) y tricomas (c, d) en hojas de olivos cvs Arbequina y
Coratina formadas bajo los tratamientos control (T0) y calentado (T+) en dos temporadas de
crecimiento (2014-15: a 'y c¢; 2015-16: b y d). Se muestran los valores medios + 1 error estandar
(n = 4). Se evaluaron las diferencias estadisticas para los factores tratamiento térmico (trat.) y
cultivar (cv) en cada temporada de crecimiento utilizando un ANOVA de dos vias (* =
significativo en p < 0,05; ns = no significativo). No se observo interaccion significativa entre los
factores.

3.4 Discusion

En las dltimas décadas crecio el interes por comprender como el aumento de la
temperatura debido al calentamiento global podria impactar en la produccién de olivo en
areas aridas y semiaridas, pero existen datos limitados a partir de experimentos de campo
sobre esta tematica. Ademas, acompafando el incremento de la temperatura se espera un
incremento del DPV debido a condiciones de mayor aridez en algunas regiones, como
por ejemplo en la region Andina (Penalba y Rivera, 2013; Zaninelli et al., 2019). Un
primer paso para este propdsito seria entender como la temperatura alta y el DPV afectan

los parametros de intercambio de gases de la hoja. Durante el experimento realizado para
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este capitulo, los arboles calentados de olivo cvs Arbequina y Coratina de 2-3 afios fueron
expuestos a altas temperaturas durante el verano y principios de otofio, alcanzando
aproximadamente 40 °C en los meses mas calidos. Ademas, hubo un moderado
incremento del DPV en las OTCs T+ (cuadro 3.1) con la excepcidn de algunos mediodias
de fines de febrero, donde el DPV alcanzo valores altos de 6-7 kPa (e.g., figura 3.2b).

El intercambio de agua y de carbono de la hoja son dos procesos estrechamente
interrelacionados y tienen el potencial de limitar el crecimiento y el rendimiento de las
plantas. Ambos procesos son muy sensibles al estrés abidtico, como la alta temperatura,
y los mecanismos estomaticos y no estomaticos podrian estar detras de las respuestas de
las plantas. Ademas, los efectos de la alta temperatura en los parametros de intercambio
gaseoso en hojas de olivo podrian variar segun el grado de estrés térmico, pero esta bien
documentado que también varian segun el estado hidrico de la planta (Haworth et al.,
2018; Marino et al., 2018). En nuestro estudio, los olivos bien regados, expuestos a altas
temperaturas (3-5 °C por encima del control) no mostraron una disminucién aparente en
la actividad de la fotosintesis, a pesar de haber estado expuestos a una temperatura del
aire de alrededor de 40 °C durante algunas mediciones (figura 3.1a y b; cuadro 3.1). De
hecho, los valores de Amax fueron de alrededor de 20 pmol m s en todo el rango de 30-
40 °C cubierto durante las mediciones de ambos afios. En contraste, Ben Ahmed et al.
(2007) informaron que olivos cv Chemlali en campo e irrigados con 66 % de ETc tenian
una Amax maxima a 30 °C, pero llegaron a casi cero a 40 °C. Los valores de fotosintesis
mostrados en este capitulo estan en concordancia con los informados por Marino et al.
(2018), Albarracin et al. (2017) en cv Arbequina y Angelopoulos et al. (1996) en el cv
Coratina, en un rango de temperatura y DPV similar al de los controles TO expuestos en
nuestros resultados. De manera similar, bajo nuestras condiciones el calentamiento no

afectd gs, que estuvo alrededor de los 240 mmol m? s? (cuadro 3.2). Similar a la
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fotosintesis, los valores de gs aqui reportados fueron moderados a altos, comparables a
los reportados por Trentacoste et al. (2018) y Albarracin et al. (2017) en cv Arbequina en
condiciones bien irrigadas y fuera de OTCs.

La energia de la luz absorbida por las moléculas de clorofila puede: conducir la
fotosintesis (fotoquimica), volver a emitirse como calor (“Quenching no fotoquimico”,
NPQ) o ser reemitida como luz (fluorescencia); los tres procesos compiten entre si. Por
lo que el rendimiento de la emision de fluorescencia de la clorofila proporciona
informacién valiosa sobre la eficiencia cuantica de la etapa fotoquimica y la disipacion
de calor (ver revisiones de Murchie y Lawson 2013). En consistencia con la medicion de
la asimilacion de carbono, en verano no se encontraron diferencias en los parametros de
fluorescencia de la clorofila entre las hojas de arboles creciendo a mayor temperatura en
comparacion con los controles (cuadro 3.3). La medicion de Fv/Fm es una técnica
ampliamente utilizada para medir el estrés en hojas adaptadas a la oscuridad ya que este
parametro es un buen indicador del rendimiento cuantico maximo de la quimica del PSII
(ver revisiones de Murchie y Lawson, 2013; Adams y Demmig-Adams, 2004). En
presencia de cualquier condicidn estresante, se espera una reduccion de Fv/Fm debido a
la fotoinhibicion del PSII o la induccion de “quenching” sostenido. Sin embargo, en este
estudio, tanto las hojas de los olivos calentados como las de los controles mostraron un
alto Fv/Fm, alrededor de 0,8 en verano, valor esperable en condiciones no estresantes.
Ademas, el rendimiento cuantico efectivo de PSII y la tasa de transporte de electrones de
las hojas adaptadas a la luz no mostraron cambios como consecuencia del aumento de la
temperatura, lo que fortalece los resultados anteriores. En oposicion, en otofio (i.e., en la
medicion de mayo) los parametros Fv/Fm, ®ps; y ETR fueron mas bajos que en verano,

indicando condiciones de crecimiento estresantes para las hojas, probablemente debido a
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las bajas temperaturas del aire, principalmente en la noche cuando estuvieron por debajo
de 2 °Cenlas OTCs TO y alrededor de 5 °C en las OTCs T+ (cuadro 3.3).

A pesar de que la temperatura elevada sostenida no afectd Amax ni gs, los olivos a
mayor temperatura tuvieron una mayor E y, como consecuencia, una menor EUA, y una
tendencia similar se observo en el flujo de savia (figura 3.1b y c; figura 3.2a y cuadro
3.4). Dado que el calentamiento no afectd gs, la mayor traspiracion y flujo diario de savia
en estos arboles calentados esta explicado, al menos en parte, por el mayor DPV asociado
a la temperatura mas alta. Resultados similares fueron reportados en vides (vitis vinifera)
bien regadas, donde un calentamiento moderado de 1-2 °C dio como resultado un mayor
flujo de savia debido a una area foliar mayor y un DPV ligeramente mas alto mientras
que la conductancia estomatica se mantuvo similar que en el control (Bonada et al., 2018).
En condiciones de alta temperatura y disponibilidad limitada de agua en el suelo, esta
bien documentado que los olivos muestran una estrategia de uso del agua conservativa
que reduce la conductancia de los estomas y, por lo tanto, reduce la tasa de fotosintesis.
Sin embargo, bajo las condiciones de campo del experimento de este capitulo con arboles
bien regados y DPV moderado a alto, a medida que aumenta la temperatura, gs no se ve
afectado mientras que tasa de transpiracion foliar aumenta y con ello la demanda de agua
del cultivo.

Las respuestas a nivel de hoja a los cambios en el entorno térmico se producen en
un rango de escalas temporales que van desde minutos a temporadas. A escalas de tiempo
corto (e.g., minutos a horas), la temperatura del aire (y de la hoja) afecta directamente
muchos procesos fisiologicos como la fotosintesis y la respiracion. Las caidas de Amax
observadas en este trabajo al cambiar la temperatura instantanea de medicion (cuadro 3.5)
no estuvieron relacionadas con aumentos de fluorescencia (i.e., Fv/Fm) ni cambios en la

relacion Fv’/Fm’, parametro que describe la eficiencia cuantica si todos los centros de
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PSII estuvieran abiertos. Este ultimo parametro refleja cambios en la proporcién de NPQ,
pero bajo nuestras condiciones este valor se mantuvo estable indicando que la energia
absorbida fue destinada a los procesos fotoquimicos de la fotosintesis y no fue reemitida
como calor. En contraste, la distinta relacién entre Amax Y ETR encontrada en TO al
cambiar su temperatura instantanea de 35 a 39 °C (figura 3.3) proporciona evidencia de
que cuando se somete a los arboles de olivo a una temperatura mas elevada que aquella a
la cual esta aclimatado, pueden ocurrir transporte de electrones a destinos alternativos
como la fotorrespiracion, el metabolismo del nitrégeno y la donacion de electrones al
oxigeno (i.e., reaccion de Mehler). Asi los olivos TO medidos a 39 °C destinaron 25 %
menos electrones a fotosintesis neta que cuando fueron medidos a 35 °C. Ademas,
aunque no se encontré una interaccion entre tratamiento térmico y temperatura de
medicion, gs se redujo a la mitad (en cv Arbequina) o un cuarto (en cv Coratina) en hojas
TO medidas a 39 °C con respecto a hojas de los mismos arboles medidas a 35 °C sefialando
una limitacion estomatica de Amax al aumentar la temperatura instantanea. Por otra parte,
las causas del aumento de la fotosintesis de T+ al aumentar la temperatura de medicién
(cuadro 3.5) son desconocidas en este experimento, pero no parecerian ser las mismas
que para TO.

Las temperaturas de crecimiento pueden impulsar la aclimatacién térmica de
variables fisiologicas, estructurales, bioquimicas y, también, cambios en la anatomia de
las hojas que en su conjunto pueden influir sobre el intercambio de gases. La aclimatacion
térmica de los procesos fisiologicos es un rasgo comun en las plantas que les permite
hacer frente a su nueva temperatura de crecimiento sin péerdida de eficiencia fisiologica.
Un estudio previo indicd que dentro de las especies C3, las plantas lefiosas perennifolias
muestran una mayor homeostasis de la fotosintesis que las lefiosas caducifolias (e incluso

las plantas C4 y CAM), y propuso que la aclimatacion fotosintética podria ser



88

particularmente importante en las especies perennes lefiosas que podrian experimentar un
aumento en las temperaturas de la temporada de crecimiento a lo largo de su vida (Yamori
et al., 2013), como el olivo. Los resultados presentados en este capitulo indican que en
verano, la fotosintesis en cada tratamiento térmico (i.e., TOy T+) fue mas eficiente cuando
la medicién se realiz6 a su correspondiente temperatura, sugiriendo algun tipo de
aclimatacion térmica (cuadro 3.5), pero los mecanismos detras de esta respuesta no son
del todo claros. En un trabajo reciente sobre 75 géneros y 111 especies de plantas,
incluidas las especies C3 y C4, el corrimiento de la temperatura 6ptima de fotosintesis
fue el cambio relacionado con la aclimatacion mas comunmente observado en la
fotosintesis neta, y de esta forma el desempefio del intercambio de CO; de la hoja no se
vio afectado por el incremento de 4 °C de la temperatura de crecimiento (Vico et al.,
2019). En mayo (otofio) la temperatura del aire en ambos tratamientos no representaba el
ambiente térmico en el que se habian desarrollado las hojas en las que se midid la
fotosintesis (i.e., eran temperaturas mas bajas que en los meses anteriores). Esto podria
ser la causa por la que en la medicion de mayo no se observaron respuestas de
aclimatacion térmica de la fotosintesis como las observadas en la medicion de febrero. La
escala de tiempo en que se produce la aclimatacion térmica de la hoja (i.e., la velocidad
de aclimatacién) es todavia incierto en los diferentes grupos funcionales de plantas,
particularmente cuando se consideran condiciones naturales donde la temperatura fluctla
en mdltiples escalas de tiempo (segundos, dias, estaciones, etc.) (Sendall et al., 2015;
Vico et al., 2019).

La plasticidad de las caracteristicas morfoldgicas y anatomicas de la hoja al
entorno de crecimiento ha sido ampliamente reportada en plantas (e.g., en Arabidopsis,
Stewart et al., 2016; en Populus, Schumaker et al., 1997; en roble, Rodriguez-Calcerrada

et al., 2008; en vid, Sadras et al., 2012b). En olivo, los cambios morfo-anatdmicos, como
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una reduccion en el tamafio de las hojas, un aumento en la densidad de los tricomas, una
disminucion del tamafio de las células epidérmicas y mesdfilas, se han explorado
ampliamente en condiciones de estrés hidrico, solo 0 combinado con alta temperatura o
salinidad (Bosabalidis y Kofidis, 2002; Bacelar et al., 2004; Bacelar et al., 2006; Ennajeh
et al., 2010; Trentacoste et al., 2018), pero no hay informacién disponible sobre lo que
sucede solo al alterar la temperatura. En todos estos casos, bajo sequia ocurren
alteraciones morfo-anatémicas (genotipo dependiente), para ahorrar agua en detrimento
de la fotosintesis. Por el contrario, en olivos cv Arbequina y cv Coratina bien regados a
medida que aumenta la temperatura, se producirian ciertas modificaciones morfo-
anatomicas de las hojas que podrian favorecer la pérdida de agua (transpiracion),
relacionadas, como por ejemplo, con una mayor densidad de estomas o una menor
densidad de tricomas y algunos cambios en el tamafio de los estomas o su relacion
largo/ancho (figura 3.4 y cuadro 3.6), aunque los resultados no son concluyentes y se

necesita mayor analisis sobre estas posibles repuestas.

3.5 Conclusion

En este capitulo se mostr6 que el aumento de la temperatura asociado a un DPV
mas alto podria aumentar la tasa de transpiracion del olivo y el requerimiento de agua
necesario para su produccion. Sin embargo, nuestra comprension sobre los mecanismos
detras de esta respuesta a la temperatura elevada sostenida esta fragmentada. Asi, por un
lado, en condiciones de buen riego, la temperatura elevada aumenta la tasa de
transpiracion foliar sin cambios importantes en la fotosintesis y conductancia estomatica,
y como consecuencia, reduce la eficiencia en el uso del agua del olivo. Ademas, se
producirian algunas modificaciones anatomicas y morfologicas de las hojas para

favorecer la pérdida de agua de manera irreversible. Estos mecanismos ayudarian a
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mantener el enfriamiento evaporativo de la hoja. La aclimatacion de la fotosintesis a la
temperatura pareceria ocurrir en olivo, aunque estudios mas profundos y concluyentes
son necesarios para determinar los mecanismos detras de esta respuesta. Por otro lado,
independientemente de la temperatura instantanea, hojas de olivos creciendo a mayor
temperatura presentan mayor tasa de transpiracion foliar y menor EUA que hojas
creciendo a menor temperatura, sugiriendo que algunas modificaciones anatomico-
morfologicas al menos a nivel de hoja (e.g., mayor densidad o tamafio de estomas)
posibilitan la mayor pérdida de agua sin modificar la conductancia estomatica. Estos
resultados sugieren que el calentamiento global implicaria una mayor demanda de agua

del olivo en las proximas décadas para la produccion del cultivo.
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CAPITULO IV

Respuestas del crecimiento vegetativo y reproductivo del olivo
(cvs Arbequina y Coratina) al incremento de temperatura

durante la fase de sintesis y acumulacion de aceite del fruto”

“Parte de los resultados de este capitulo fueron publicados en la revista Acta Horticultura:
Miserere, A., Searles, P.S., Garcia-Inza, G.P., Rousseaux, M.C., 2018. Elevated
temperature affects vegetative growth and fruit oil concentration in olive trees (Olea
europaea). Acta Hortic., 1199: 523-528.
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4.1 Introduccion

La produccion de olivo (Olea europea) podria verse afectada por el calentamiento
global en las préximas décadas (Garcia Inza et al., 2014; 2016; Benllock-Gonzales et al.,
2018; 2019; Miserere et al., 2018). Tradicionalmente, el cultivo del olivo se ha
desarrollado en la Cuenca del Mediterraneo, sin embargo, en las ultimas décadas se ha
ido desplazando a regiones mas calidas del hemisferio sur, como consecuencia del
incremento de la demanda mundial de aceite de oliva (Gomez del campo et al., 2010;
Torres et al., 2017). Hacia finales de este siglo, la temperatura media del aire podria
incrementar entre 2y 5 °C (IPCC, 2014), con resultados muy diferentes a escala regional,
debido a las variaciones en el ritmo del cambio climatico entre regiones (Seneviratne et
al., 2018). Bajo este escenario, en las regiones aridas o semiaridas con veranos calidos,
como aquellas donde se desarrolla el cultivo de olivo, se espera que el calentamiento
tenga un impacto negativo sobre la agricultura (Giorgi y Lionello, 2008; IPCC, 2014). En
este sentido, entender como el incremento de la temperatura podria afectar la produccién
de biomasa y su particion hacia los érganos vegetativos y reproductivos resulta de interés
agronémico.

El efecto del incremento de la temperatura de crecimiento sobre la produccién de
biomasa y el crecimiento de lefiosas ha sido ampliamente estudiado en especies forestales
(e.g., Cunningham y Read, 2002; Clark et al., 2010; Wertin et al., 2011; Way et al., 2013).
Por ejemplo, usando datos de 63 estudios manipulativos de calentamiento, Way y Oren
(2010) examinaron la respuesta de crecimiento de 58 especies lefiosas a cambios en la
temperatura de crecimiento. Los autores encontraron que temperaturas elevadas
incrementan el crecimiento (i.e., longitud del brote, didmetro del tallo y biomasa) en
especies de hoja caduca mas que en arboles de hoja perenne. Por otro lado, las especies

de zonas templadas o boreales tienden a ver favorecido su crecimiento ante aumentos de
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temperatura, mientras que las especies tropicales, creciendo cerca de a su limite superior
de temperatura, son mas susceptibles a disminuciones del crecimiento por el
calentamiento. Ademas, observaron que los arboles que se desarrollaron a temperaturas
elevadas no sélo tuvieron cambios en su tasa de crecimiento, sino que tuvieron una
particion de biomasa diferente que a su temperatura de referencia, asignando mas biomasa
a las hojas y menos a las raices y creciendo mas alto para un diametro de tallo dado.

En especies frutales, hay numerosas publicaciones con el foco de atencion puesto
sobre el efecto del incremento de la temperatura en la floracion y el corrimiento de la
fenologia (e.g., en olivo: Vuletin Selak et al., 2013; 2014; en duraznero: Hedhly et al.,
2005; en vid: Sadras y Moran, 2013; en manzano y peral: Guédon y Legave, 2008; Legave
et al., 2015), pero el efecto del calentamiento sobre el crecimiento y la produccion de
biomasa ha sido poco estudiado, y menos aln con experimentos manipulativos de la
temperatura a campo Y a nivel de arbol entero. En arboles jévenes de naranjo creciendo
en camaras de gradiente de temperatura, se observé un incremento de la biomasa total al
aumentar la temperatura de crecimiento hasta 6 °C por encima de la temperatura
ambiental de Gainesville, FL, USA (Allen y Vu, 2009). Ademas de los cambios en
biomasa total, cambios en la particion entre crecimiento vegetativo/reproductivo en
respuesta al aumento de la temperatura podrian ocurrir en frutales lefiosos con
consecuencias sobre la produccion y el manejo del cultivo. Por ejemplo, en vid, Sadras y
Moran (2013) observaron que con aumentos de la temperatura del aire aumenta la relacion
rendimiento de frutos/peso de poda (en kg kg?), ya que si bien ambos parametros
aumentan, el peso de los frutos, lo hace en mayor proporcion.

Especificamente en olivo, hay un gran desconocimiento sobre como el incremento
prolongado de la temperatura podria afectar la produccion de biomasa, el crecimiento

vegetativo y reproductivo y, consecuentemente, el rendimiento. A partir de un trabajo
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previo, se ha establecido un umbral minimo de temperatura de crecimiento de 7 °C para
el tronco, de 13-14 °C para los brotes y volumen de la copa y de 15 °C para los frutos
(Pérez-Ldpez et al., 2008). Ademas, con temperaturas superiores a 35 °C el crecimiento
podria verse limitado por una caida en la tasa neta de fotosintesis (Diaz-Espejo et al.,
2006), pero esto no ha sido verificado en estudios a campo. Recientemente, en un trabajo
manipulativo a campo usando camaras sin techo, se relacioné un incremento de 4 °C en
la temperatura ambiente a lo largo del ciclo reproductivo con un mayor crecimiento
vegetativo y una reduccion en el rendimiento de frutos (Benlloch-Gonzélez et al., 2019).
Sin embargo, estas respuestas estuvieron en gran parte asociadas a una significativa
reduccion en el numero de frutos cuajados en los arboles calentados y no a un efecto de
la temperatura sobre los otros componentes del rendimiento (peso y concentracién de
aceite) y particion de biomasa (Benlloch-Gonzalez et al., 2018).

La produccion de olivo, al igual que en otros frutales, depende del equilibrio entre
la biomasa que se destina a crecimiento vegetativo y reproductivo. El crecimiento
vegetativo aéreo ocurre principalmente en primavera, al aumentar la temperatura al final
del invierno (Ferreyra et al., 2001). Ademas, la floracion también ocurre tempranamente
en la estacion. Finalmente, un segundo flujo de crecimiento vegetativo puede ocurrir en
el otofio con aportes hidricos de riego o precipitacion (Rallo et al., 1994). Como
consecuencia, el crecimiento vegetativo y el reproductivo ocurren en simultaneo por
varios meses durante la temporada, lo que puede conducir a la competencia por los
recursos entre los 6rganos de la planta, sobre todo si estos son limitados. Asi, la reduccion
del crecimiento vegetativo en arboles jovenes y adultos con elevada carga se ha atribuido
a la competencia por los asimilados entre brotes y frutos (Connor y Fereres, 2005;

Castillo-Llanque y Rapoport, 2011; Fernandez et al., 2015; Rosati et al., 2018).
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Considerando todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
del incremento de la temperatura durante la fase de acumulacion de aceite sobre el
crecimiento, la produccion de biomasa total y su particion a los distintos 6rganos en
arboles jovenes de olivo. Para ello utilizamos olivos de 2-3 afios de edad, de los cvs
Arbequina y Coratina, elegidos por presentar tasas de crecimiento contrastantes. Los
olivos fueron sometidos a calentamiento (3-4 °C por encima del control) utilizando
camaras sin techo (OTCs) a campo, durante una o dos temporadas consecutivas. El
tratamiento térmico se aplicd una vez establecido el cuaje final de frutos para no generar
diferencias entre tratamientos en el nimero de frutos por arbol, y consecuentemente sobre
el crecimiento vegetativo y reproductivo en respuesta a la carga. La informacién obtenida
en este estudio brinda un enfoque general importante sobre la produccion de aceite del

olivo asociada al calentamiento global.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

El material vegetal y las condiciones de crecimiento de las plantas fueron
previamente descriptas en el capitulo anterior (Capitulo Ill) por tratarse del mismo
experimento. Los dos cultivares de olivo (Olea europea) utilizados presentan diferencias
en su habito de crecimiento: cv Arbequina es de lento crecimiento, mientras que cv
Coratina es de rapido crecimiento (Vivaldi el al., 2015). Los arboles presentaban similar
diametro de tronco, altura y densidad de copa al momento de su seleccion y todas sus
flores fueron removidas el afio previo al inicio del experimento, de modo de asegurar una

alta floracion de retorno similar entre arboles.
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4.2.2 Tratamientos térmicos y disefio experimental

Se establecieron dos niveles de tratamiento térmico usando camaras sin techo
(OTCs): el tratamiento control (T0), a 1 °C por encima de la temperatura del aire del
ambiente exterior, y el tratamiento calentado (T+), programado para mantenerse a 4 °C
por encima de TO. El momento de aplicacion de los tratamientos y el disefio experimental
fueron descriptos en el Capitulo 111, por tratarse del mismo experimento. El disefio de las
camaras Y la descripcion del sistema de funcionamiento fueron detallados previamente en
el Capitulo 11. En 2014-15 se logro una diferencia promedio de casi 3 °C entre T+ y TO
mientras que en 2015-16 la diferencia fue de casi 4 °C.

Para los objetivos de este estudio se evaluaron arboles que estuvieron bajo
tratamiento térmico solo una de las temporada (durante 2014-15 o0 2015-16) y arboles que
lo estuvieron las dos temporadas. Para ello, dentro de cada OTC se usaron dos arboles
por temporada. Al final de la primera temporada, uno de los arboles se cosechd para
determinar biomasa y el otro se movié al vivero hasta el inicio de la segunda temporada.
En la segunda temporada, estos arboles que ya estuvieron bajo tratamiento térmico la
primera temporada regresaron a sus correspondientes OTCs y un nuevo grupo de arboles
de la misma edad fueron asignados a las OTCs para evaluar el efecto de una temporada
de tratamiento sobre arboles de 3 afios de edad. Los arboles permanecieron en vivero a

temperatura ambiente cuando no estuvieron bajo tratamiento térmico dentro las OTCs.

4.2.3 Produccion de biomasa vegetativa y su particion a los distintos 6rganos

La produccion de biomasa (g arbol™) total y por 6rgano se determin6 en arboles
bajo una y dos temporadas de tratamiento. Para ello, se estimo la biomasa por arbol antes

de iniciar el periodo de calentamiento (biomasa inicial) y al final del periodo de
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calentamiento (biomasa final), y por diferencia se obtuvo el incremento de biomasa en
ese periodo, para cada tratamiento. La biomasa inicial se estimé de diferentes maneras,
segun la temporada y periodos de calentamiento. En 2014-15, se uso el valor promedio
para cada cultivar obtenido a partir de la biomasa de 4 arboles (n = 4) sin tratamiento
previo, que fueron cosechados en diciembre de 2014. En 2015-16, se uso el valor
promedio para cada cultivar obtenido a partir de la biomasa de los 4 arboles (n = 4)
controles (TO) al finalizar la temporada anterior. Por otro lado, en los arboles con dos
temporadas de calentamiento se usé como biomasa inicial el correspondiente valor
promedio de los 4 arboles (n = 4) de cada cultivar y tratamiento (TO o T+) obtenido al
finalizar la temporada anterior, ya que so6lo se evaluo la biomasa producida durante el
tratamiento en la segunda temporada. La biomasa final se determind en todos los casos al
final del periodo de calentamiento (principios de mayo), ya sea de arboles bajo una o dos
temporadas de tratamiento. En todos los caso, se cosechd un arbol entero por repeticién
(n = 4), separando sus diferentes drganos vegetativos (i.e., raices, tronco, ramas, hojas) y
frutos. La biomasa de cada dérgano se secO en estufa a 75 °C hasta obtener un peso
constante y luego se obtuvo el peso seco por érgano y total.

Paralelamente, se evalud el incremento de area foliar (AF, m? arbol™) en estos
arboles bajo una o dos temporadas de tratamiento. Para ello se utiliz6 el mismo criterio
que para el incremento de biomasa, utilizando un valor estimado de AF inicial y otro final,
obtenido una vez finalizado el periodo de calentamiento. Para calcular el AF de cada
arbol cosechado, una muestra de 50 discos de hojas de superficie conocida fueron
Ilevados a estufa a 75 °C para determinar su peso seco Y estimar la masa foliar especifica.
El AF se calculé como el producto entre el peso total de las hojas cosechadas y la masa

foliar especifica.
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4.2.4 Rendimiento de aceite y sus componentes

El rendimiento de aceite por arbol (g) y sus componentes (i.e., nimero de frutos,
peso seco por fruto y concentracion de aceite) se determinaron a partir de los frutos
cosechados al final de cada periodo de calentamiento en las temporadas 2014-15 y 2015-
16. Para ello todos los frutos de los dos arboles por OTC fueron cosechados y secados en
estufaa 75 °C para obtener el peso seco. La primera temporada, como los dos arboles por
OTC tuvieron un sélo periodo de calentamiento, los frutos de ambos fueron usados como
sub-muestras. EI namero de frutos por arbol se estimd a partir del peso seco de una
muestra de 50 (2014-15) o 100 (2015-16) frutos, y su relacion con el peso seco total de
los frutos. Luego, la misma muestra se uso para determinar la concentracion de aceite en
base seca (% BS) por resonancia magnética nuclear (RMN; modelo SLK200, Spinlock,
Argentina). El rendimiento de aceite por arbol se obtuvo del producto entre el rendimiento
de frutos (g frutos arbol™®) y la concentracion de aceite del fruto (% BS). Adicionalmente,
en 2015-16 se determino la relacion pulpa/carozo de los frutos cosechados, a partir de una
muestra de 30 frutos por arbol. En los arboles bajo dos periodos de calentamiento, el
namero de frutos de las muestras de cv Coratina empleadas en cada analisis fue inferior

(i.e, entre 10 y 20 frutos) debido a la baja carga que presentaron la segunda temporada.

4.2.5 Costo energetico de la produccion de biomasa y la relacion biomasa

vegetativa/frutos

Para comparar el costo de produccion de los distintos 6rganos vegetativos y frutos
con una misma base energética, se calcularon los equivalentes glucosas (EG) de la
biomasa producida por los arboles con a una o dos temporadas de calentamiento. Para

ello, se utilizaron los datos del incremento de biomasa seca (g) por érgano vegetativo y
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el peso seco final de los frutos y un valor de conversion (i.e., cantidad de biomasa seca
producida por gramo de glucosa, g g) calculado para los distintos érganos. El valor de
conversion utilizado para la biomasa vegetativa se determind a partir de valores
fraccionarios para proteinas, carbohidratos, lignina y minerales, obtenidos de la
bibliografia existente (Penning de Vries et al., 1974; Mariscal et al., 2000) y diferentes
segun la composicion bioquimica del érgano (Apéndice VI). Debido a que los arboles
tenian 2-3 afios de edad segun la temporada, se considerd que todas las ramas y raices
eran jovenes y tenian la misma composicion. Por esto, sélo se usé un valor de conversion
especifico para el tronco (i.e., 0,650), otro para las hojas (i.e., 0,672) y un tercer valor
para raices y ramas (i.e., 0,698). Del mismo modo, para estimar los EG de los frutos, la
cantidad de glucosa necesaria para construir aceite, proteinas, carbohidratos, lignina y
minerales se estimé para el mesocarpo y el endocarpo utilizando valores fraccionarios de
la composicion bioquimica obtenidos de la bibliografia (Heredia-Moreno et al., 1987,
Conde et al., 2008; Rapoport, 2008; Ghanbari et al., 2012; Apéndice VI) y nuestros
valores de las relaciones pulpa/carozo y concentraciones de aceite del fruto (%). Debido
a que en la temporada 2014-15 no se determind la relacion pulpa/carozo de los frutos, se
utilizaron los valores obtenidos en 2015-16, de los arboles sometidos a s6lo un periodo

de tratamiento.

4.2.6 Crecimiento de brotes vegetativos y reproductivos

La longitud (cm) de brotes vegetativos y reproductivos como medida de
crecimiento se determind en cada temporada a lo largo de todo el periodo de
calentamiento. La primera temporada, los dos arboles colocados en cada OTC fueron
utilizados como sub-muestras para determinar el crecimiento bajo un periodo de

calentamiento, mientras que la segunda temporada uno de los arboles se utilizo para
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evaluar el crecimiento vegetativo bajo un periodo de calentamiento y el arbol restante
para evaluar el crecimiento luego de dos periodos de calentamiento. Para ello, al inicio
de cada periodo de calentamiento, se seleccionaron dos (2014-15) o tres (2015-16) brotes
vegetativos (i.e., brotes jovenes sin frutos que se formaron al final de la temporada de
crecimiento anterior o en la primavera de la temporada de crecimiento actual) y dos o tres
brotes reproductivos (i.e., crecimiento nuevo a partir de yema apical de ramas de 1 afio,
con frutos) de los dos arboles colocados en cada OTC. Al momento de la seleccion, los
brotes elegidos no presentaban brotes laterales, se encontraban distribuidos en todo el
arbol, estaban bien expuestos al sol y tenian el apice vegetativo terminal en activo
crecimiento. Ademas, los brotes reproductivos tenian similar carga de frutos. Luego de
identificados, se determind longitud inicial de estos brotes, desde su base (i.e., a la altura
de la insercién sobre la rama de orden anterior) hasta la mitad del apice terminal y se
contabiliz6 el nimero de nudos con hojas completamente desarrolladas. Una vez iniciado
el periodo de calentamiento, cada 35-40 dias se midio la longitud de esos brotes y de los
brotes anticipados que fueron desarrollandose sobre sus yemas laterales, como asi
también el numero de nudos con hojas completamente desarrolladas, hasta finalizar la

fase de acumulacion de aceite y la aplicacidn de los tratamientos térmicos.

4.2.7 Andlisis estadistico

Los datos de incremento de biomasa y area foliar por arbol, los de equivalentes
glucosas, como asi también los datos de rendimiento de aceite y sus componentes, se
analizaron para cada temporada usando ANOVA de dos vias. Se utilizo el test de Duncan
para discriminar entre medias cuando se detectaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en la interaccion entre ambos factores. El largo de los brotes

vegetativos y reproductivos se analizé siguiendo un modelo lineal mixto (ANOVA para



101

medidas repetidas en el tiempo). Los supuestos de homogeneidad de varianza y
normalidad de los datos fueron previamente verificados en todas las variables analizadas
usando las pruebas de Levene y Shapiro-Wilks, respectivamente. Se transformaron los
datos correspondientes a la biomasa seca de tronco y ramas de plantas calentadas s6lo un
periodo (en las dos temporadas) y del nimero de frutos bajo tratamiento una temporada
en 2015-16 usando la funcion i/x, y los datos de EG de la biomasa vegetativa de las
plantas bajo tratamiento dos temporadas usando la funcion Ln x, ya que el supuesto de
homogeneidad de varianza no se cumplia en estas variables. Sin embargo, en el cuadro
4.1y figura 4.2 se presentan los valores promedio sin transformar de estas variables para
una mejor interpretacion de los mismos. Los ANOVA se realizaron en el software
estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2018) y los gréficos presentados en las diferentes
figuras se realizaron utilizando el software Graph-Pad Prism versiéon 6.01 (GraphPad

Prism Software, Inc., LaJolla, CA, EE. UU.).

4.3 Resultados
4.3.1 Produccion de biomasa y su particion a los distintos 6rganos del arbol

Las respuestas de la produccién de biomasa total, vegetativa y reproductiva al
incremento de la temperatura fue diferente en ambas temporadas y segun se tratara de
arboles de olivo bajo uno o dos periodos de calentamiento (cuadro 4.1). Bajo una
temporada de tratamiento, no se encontraron diferencias significativas en la produccién
de biomasa total por arbol en ninguna de las dos temporadas analizada. En 2014-15,
ademas, no se encontraron diferencias entre tratamientos en la biomasa de los 6rganos
vegetativos ni de frutos. Asimismo, tampoco se encontraron diferencias entre los

cultivares, con excepcion de la biomasa de tronco, que fue mayor en cv Coratina, y en la
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biomasa de hojas, que tuvo una tendencia (p = 0,07) a ser mayor en cv Arbequina.
Contrariamente, en la temporada 2015-16 cuando los arboles tenian 3 afios de edad, la
biomasa de frutos fue cerca de un 30 % menor en T+ que TO en ambos cultivares. Ademas,
T+ tendid a producir mayor cantidad biomasa de hojas que TO en ambos cultivares (p =
0,06). Paralelamente, en estos arboles tanto la biomasa total y la biomasa por 6rgano
vegetativo (i.e., raices, tronco, ramas y hojas) fue mayor en cv Coratina que en cv
Arbequina y la misma tendencia, aunque no significativa, se observé en los frutos (p =
0,06).

Por otro lado, en los arboles con dos temporadas de tratamientos, la biomasa total
producida en el segundo periodo de calentamiento (2015-16) tendio a ser inferior en T+
que en TO (cuadro 4.1; p = 0,07). Ademas, en el caso de las hojas, el calentamiento redujo
un 95 % el incremento de la biomasa en cv Coratina con respecto a su control, mientras
que en cv Arbequina no hubo diferencias entre tratamientos térmicos. En el caso de los
frutos, los arboles cv Arbequina T+ tuvieron 73 % menos biomasa que TO, mientras que
en cv Coratina no se observaron diferencias entre tratamientos, aunque la biomasa fue
muy inferior a la de sus coetaneos calentados solo una temporada. Finalmente, en la
produccién de biomasa de raices, tronco y ramas sélo se detectaron diferencias
estadisticas entre cultivares.

El incremento del area foliar de los arboles calentados tuvo una respuesta diferente
segun se tratara de arboles sometidos a uno o dos periodos de calentamiento (figura 4.1).
Por un lado, los arboles T+ sometidos a un periodo de calentamiento tuvieron mayor
incremento de area foliar que los TO, tanto en la primera como en la segunda temporada
(figura 4.1a y b). Por otro lado, en los arboles T+ sometidos a dos temporadas de

calentamiento, el incremento de area foliar fue similar a TO en cv Arbequina, mientras
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Cuadro 4.1. Incremento de biomasa seca por 6rgano y total (g) de arboles de olivo cvs Arbequina y Coratina bajo dos tratamientos térmicos: control (TO) y
calentado (T+). Los tratamientos térmicos se aplicaron durante un periodo, desde cuaje hasta final de la fase de acumulacion de aceite (diciembre a mayo), en
2014-15 o0 2015-16, o dos periodos consecutivos (evaluando solo el incremento de biomasa de la segunda temporada, 2015-16). Los valores corresponden al
promedio * 1 error estandar (n = 4) para cada cultivar y tratamiento térmico. Se indica el p-valor para los factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) y la
interaccion (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y altamente significativo (p < 0,01), en negrita; marginalmente significativo (p < 0,1) en normal;
ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las combinaciones de factores determinadas mediante la prueba
Duncan (p < 0,05).

Temporada/ _ _ Biomasa por 6rgano (g) Biomasa total
Periodos de Cultivar Tratamiento ]
calentamiento Raices Tronco  Ramas Hojas Frutos 9)
2014-2015 Arbequina TO 74 +£20 37+4 126+17 15311 308 + 46 697 + 64
(1 periodo de T+ 127 +£13 44+5 167+33 192+38 264 £ 21 794 £ 73
calentamiento)  Coratina TO 133+ 25 63+10 184+30 115+22 290 £ 42 786 + 62
T+ 124 +5 53+7 174+31 13717 322 +42 809 + 83
p trat. ns ns ns ns ns ns
p cv ns <0,05 ns 0,07 ns ns
p int. 0,08 ns ns ns ns ns
2015-2016 Arbequina T0 451+9 62+6 249+20 145+33 688 +25 1596 + 39
(1 periodo de T+ 415+ 41 70+4 277+28 174+16 497 £58 1432 +81
calentamiento)  Coratina TO 853+71 118+19 400+61 201+16 826 £80 2397 +192
T+ 867 £243 142+39 526+125 29765 588+78 2421 +449
p trat. ns ns ns 0,06 <0,01 ns
p cv <0,05 <0,01 <0,01 <0,01 0,06 <0,01
pint. ns ns ns ns ns ns
2015-2016 Arbequina TO 434 + 35 45+5 181+32 167+40ab 547+36a 137472
(2 periodos de T+ 557 + 92 41+5 197+42 156+55ab 148+30b 1098 +181
calentamiento)  Coratina TO 786+ 135 123+24 570+186 303+125a 41+9c 1823 +461
T+ 686 + 64 81+6  277+56 14+12b 30+10c 1088+ 110
p trat. ns ns ns <0,05 <0,01 0,07
pcv <0,05 <0,01 <0,05 ns <0,01 ns

p int ns ns ns <0,05 <0,01 ns
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que en cv Coratina hubo marcadas diferencias con TO, debido a que en T+ no hubo
incremento de area foliar la segunda temporada (figura 4.1c).

2014-2015 2015-2016 2015-2016
1 periodo de calentamiento 1 periodo de calentamiento 2 periodos de calentamiento

- 2,5 2,5 2,5
s @) 3 70 piat< 0,05 (®) 5 trat. < 0,05 (©) p trat. < 0,05
2 2,07 B T+ pev=006 | 2,01 pov< 0,01 20 pov=ns
g i pint.=ns pint. = ns pint.< 0,05
«_rs S 1,57 1,57 1,57
v Q
s =

© 4 i i
ow 10 1,0 1,0
c E
o i _ u
€ 0,5 0,5 0,5
(0]
u 0.0 . | 0,0 T . 0,0 . "
- Arbequina Coratina Arbequina Coratina Arbequina Coratina

Cultivar

Figura 4.1. Incremento del area foliar (m? arbol) en arboles de olivo cvs Arbequina y Coratina
bajo dos tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+). Los tratamientos se aplicaron desde
cuaje hasta el final de la fase de acumulacion de aceite (diciembre a mayo), durante una
temporada, en 2014-15 (a) y 2015-16 (b), o dos temporadas consecutivas (evaluando sélo el
incremento de la segunda temporada, c). Los valores corresponden al promedio (n = 4) + 1 error
estandar para cada cultivar y tratamiento térmico. Se indica el p-valor para los factores tratamiento
térmico (trat.) y cultivar (cv) y la interaccién (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05)
y altamente significativo (p < 0,01) en negrita; marginalmente significativo (p < 0,1) en normal;
ns, no significativo.

4.3.2 Rendimiento de aceite y sus componentes

Como era esperado, un periodo de calentamiento durante la fase de acumulacion
de aceite no afect6 el nimero de frutos por arbol, en ninguna de las dos temporadas
evaluadas (figura 4.2a y b). En contraste, en los arboles bajo dos temporadas de
tratamientos, el nimero de frutos en 2015-16 se redujo un 66 % en T+ con respecto a TO
en cv Arbequina, mientras que en cv Coratina la carga fue muy baja (i.e., 94 % inferior
al de los arboles sometidos a s6lo un periodo de calentamiento en esa misma temporada)

y no se observaron diferencias entre los tratamientos (figura 4.2c).
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Figura 4.2. Componentes del rendimiento de aceite de arboles de olivo cvs Arbequinay Coratina
bajo los tratamientos térmicos: control (T0) y calentado (T+), durante uno (en 2014-15: a, d, g;
en 2015-16: b, e, h,) y dos periodos de calentamiento, (2015-16, evaluando sélo los frutos de la
segunda temporada; c, f, i). Los tratamientos térmicos fueron aplicados desde cuaje de frutos hasta
el final de la fase de acumulacion de aceite (diciembre a mayo). Las barras representan el valor
promedio del tratamiento térmico para cada cultivar £ 1 error estandar (n = 4). Se indica el p-
valor para los factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) y la interaccion (int.) entre ambos.
P-valor significativo (p < 0,05) y altamente significativo (p < 0,01) en negrita; marginalmente
significativo (p < 0,1) en normal; ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre las combinaciones de factores determinadas mediante la
prueba Duncan (p < 0,05).
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El peso individual de los frutos fue menor en T+ que en TO, tanto en arboles con
una o dos temporadas de calentamiento y en ambos cultivares, con excepciéon de cv
Arbequina en arboles calentados dos temporadas (figura 4.2d, e, ). Entre cultivares, como
era esperado, los frutos de cv Arbequina fueron mas livianos que los de cv Coratina.

La concentracion de aceite del fruto fue menor en los arboles T+ con respecto al
control, tanto en arboles con uno o dos periodos de calentamiento (figura 4.2g, h, i). Por
ultimo, lo frutos provenientes de arboles T+ con dos periodos de calentamiento fueron
los que mayores reducciones en el % de aceite tuvieron con respecto a su control,
alrededor de 14 y 16 puntos porcentuales menos en cv Arbequina y cv Coratina,
respectivamente (figura 4.2i).

El rendimiento de aceite fue menor en los arboles T+ comparado a TO en ambas
temporadas, tanto en olivos sometidos a uno o dos periodos de calentamiento (figura 4.3).
En la primera temporada la diferencia entre tratamientos fue marginalmente significativa
y, en general, el rendimiento fue bajo, menor a 154 g arbol?, en ambos cultivares y
tratamientos (figura 4.3a; p < 0,1), principalmente debido al reducido tamafio de los
arboles y el bajo numero de frutos. En la segunda temporada, los arboles T+ calentados
solo una temporada, tuvieron una reduccion del 47 % y 39 % en el rendimiento de aceite,
en cv Arbequina y cv Coratina, respectivamente (figura 4.3b). En ambas temporadas,
hubo una tendencia a que cv Coratina tuviera mayor rendimiento que cv Arbequina (p <
0,1). En los arboles T+ con dos periodos de calentamiento el rendimiento de aceite en
2015-16 se redujo un 82 % en los arboles de cv Arbequina, mientras que en cv Coratina
no hubo diferencias significativas entre tratamientos y el rendimiento fue muy bajo en
comparacion con sus contemporaneos con sélo una temporada de calentamiento (figura

4.3c).
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Figura 4.3. Rendimiento de aceite (g arbol ™) de arboles de olivo cvs Arbequina y Coratina bajo
los tratamientos térmicos: control (T0) y calentado (T+), durante uno (2014-15: a, d, g; 2015-16:
b, e, h,) o dos periodos de calentamiento, evaluando s6lo la segunda temporada (2015-16: c, f, i,).
Los tratamientos térmicos fueron aplicados desde cuaje de fruto hasta el final de la acumulacién
de aceite (diciembre a mayo). Las barras representan el valor promedio del tratamiento térmico
para cada cultivar + 1 error estandar (n = 4). Se indica el p-valor para los factores tratamiento
térmico (trat.) y cultivar (cv) y la interaccién (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05)
y altamente significativo (p < 0,01) en negrita; marginalmente significativo (p < 0,1) en normal;
ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
las combinaciones de factores determinadas mediante la prueba Duncan (p < 0,05).

4.3.3 Costo energético de la biomasa producida y relacidn vegetativa/reproductiva

En los arboles con una temporada de calentamiento durante 2014-15, los EG
estimados de las biomasas vegetativa, reproductiva y total producidas fueron similares
entre tratamientos térmicos y entre cultivares (cuadro 4.2). En 2015-16, los EG de las
biomasas vegetativa y total tampoco se vieron afectados por el tratamiento térmico.
Contrariamente, los EG estimados de la biomasa de frutos se redujo en T+ con respecto
a TO, en ambos cultivares. Como consecuencia, la relacion biomasa vegetativa/
reproductiva aumento significativamente en los arboles T+, en un 62 % en cv Arbequina
y un 74 % en cv Coratina. Asimismo, los EG de la biomasa vegetativa y total producida
fueron mayores en cv Coratina que en cv Arbequina. En forma similar, el costo en glucosa
de los frutos tendié a ser mayor en cv Coratina que en cv Arbequina, siendo la relacion

vegetativa/ reproductiva también mayor en ese cultivar.
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Cuadro 4.2. Equivalentes glucosa (g glucosa) de la biomasa total, vegetativa y de los frutos, y relacion equivalentes glucosas de biomasa vegetativa / frutos de
arboles de olivo cvs Arbequina y Coratina bajos los tratamientos térmicos: control (T0) y calentado (T+), que se aplicaron durante un periodo, desde cuaje hasta
el final de la fase de acumulacién de aceite (diciembre a mayo), en 2014-15 o 2015-16, o dos periodos consecutivos, (evaluando sélo el incremento de biomasa
de la segunda temporada, 2015-16). La biomasa vegetativa producida antes del periodo de tratamiento térmico no fue tenida en cuenta para el analisis. Los
valores corresponden al promedio + 1 error estandar (n = 4) para cada cultivar x tratamiento térmico. Se indica el p-valor para los factores tratamiento térmico
(trat.) y cultivar (cv) y la interaccion (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y altamente significativo (p < 0,01), en negrita; marginalmente
significativo (p <0,1), en normal; ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las combinaciones de factores
determinadas mediante la prueba Duncan (p < 0,05).

Temporada/

eriodos de Glucosa (g)
|O| . Cultivar  Tratamiento - -
calentamiento Vegetativa Frutos Total Vegetativa/frutos
2014-2015 Arbequina TO 570 + 67 653 + 95 1223 + 98 0,93+0,16
(1 periodo de T+ 774 +128 502 + 37 1276 + 106 1,61+0,38
calentamiento)  Coratina TO 722 +119 639+108 1361 +99 1,29 +0,39
T+ 711 +82 685 + 88 1396 + 148 1,06 £ 0,11
p trat. ns ns ns ns
p cv ns ns ns ns
p int. ns ns ns 0,07
2015-2016 Arbequina T0 1315+ 81 1437 £ 54 2752 £ 42 0,93 £ 0,09
(1 periodo de T+ 1357 + 88 949+ 118 2306 + 139 1,51+0,24
calentamiento)  Coratina T0 2274 + 238 1694 + 160 3968 + 310 1,38+ 0,20
T+ 2657 + 652 1150 £ 157 2855+ 1222 2,40 £ 0,70
p trat. ns <0,01 ns <0,05
pcv <0,01 0,07 <0,01 <0,05
p int. ns ns ns ns
2015-2016 Arbequina TO 1198 + 138 1161+x77a 2359101 1,07x0,19¢c
(2 periodos de T+ 1375 + 249 280+56b 1655+ 261 6,03£2,10b
calentamiento)  Coratina TO 2582 + 668 85+£20c 2668 £671 35,09+ 8,65a
T+ 1472 + 184 55+22c¢ 1527 +157 43,70+ 21,48 a
p trat. ns <0,01 <0,05 <0,01
p cv 0,06 <0,01 ns <0,01
p int. ns <0,01 ns <0,01
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En el caso de los arboles bajo dos temporadas consecutivas de calentamiento, los
EG estimados de la biomasa vegetativa fue similar entre tratamientos térmicos (cuadro
4.2). Por el contrario, la cantidad de glucosa destinada a frutos se vio severamente
afectada por el calentamiento en cv Arbequina (i.e., un 75 % menos de glucosa), mientras
que no se detectaron diferencias entre tratamientos en cv Coratina, ya que tanto en T+
como en TO la glucosa destinada a sus frutos fue muy baja en relacion a sus coetaneos
bajo un periodo de calentamiento. Como consecuencia, la relacion vegetativa
/reproductiva aument6 en los arboles T+ de cv Arbequina en comparacion con sus TO,
mientras que en cv Coratina no hubo efecto del tratamiento. Finalmente, los EG de la

biomasa total fueron menores en T+ que en TO para ambos cultivares.

4.3.4 Crecimiento de brotes vegetativos y reproductivos

A pesar de que el crecimiento de los brotes estuvo activo durante la fase de
acumulacién de aceite, tanto en arboles bajo una o dos temporadas de calentamiento, no
se detectaron diferencias significativas debidas al tratamiento térmico en ningdn tipo de
brote (i.e., vegetativos y reproductivos; figura 4.4). En los arboles bajo un periodo de
tratamiento, los brotes vegetativos y reproductivos crecieron durante la mayor parte de la
fase de acumulacion de aceite en ambas temporadas del experimento (figura 4.4a, b, d, e;
p <0,01). Paralelamente, sélo se detectaron diferencias significativas entre cultivares en
los brotes reproductivos en la temporada 2015-16, debido a que, a partir de la medicion
de febrero cv Arbequina tuvo mayor longitud de brote que cv Coratina (figura 4.4e; p cv
x fecha < 0,01). Por ultimo, en estos arboles, la longitud de los brotes reproductivos

(figura 4.4d y e) fue menor que la de los vegetativos (figura 4.4ay b).
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Figura 4.4. Longitud de brotes (principal + laterales, en cm) vegetativos (a, b, ¢) y reproductivos (d, e, ) de &rboles de olivo cvs Arbequina y Coratina bajo los
tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+), durante uno (en 2014-15: a, d; en 2015-16: b, €) o dos periodos de calentamiento, evaluando sélo el
crecimiento del segundo periodo (2015-16: c, e). Cada periodo de calentamiento se establecié desde cuaje final de frutos hasta el final de la fase de acumulacion
de aceite (diciembre a mayo). Cada punto representa el valor promedio del tratamiento térmico para cada cultivar £ 1 error estandar (n = 4) en la fecha evaluada.
Se encontraron diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre fechas de medicién (mes del afio) en todos los casos (a-f). Ademas, la interaccion cultivar x
fecha de medicion fue altamente significativa (p < 0,01) en los brotes vegetativos de los arboles sometidos a un periodo de calentamiento en la temporada 2015-
16 (b). El cultivar fue significativo (p < 0,05) en los brotes reproductivos de &rboles calentado durante dos periodos (f).
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Por otro lado, en los arboles que estuvieron bajo dos temporadas de tratamiento,
el crecimiento de los brotes vegetativos y reproductivos durante la fase de acumulacion
de aceite fue mucho mas moderado, aunque igualmente significativo (figura 4.4c y f).
Asimismo, los brotes reproductivos de cv Arbequina tuvieron mayor longitud que los de
cv Coratina, pero esta diferencia fue significativa incluso en la fecha inicial de medicién

(figura 4.4f).

4.4 Discusion

A medida que el calentamiento global se hace méas evidente, resulta de mayor
interés entender como el incremento de la temperatura del aire podria afectar el
crecimiento del olivo y su produccion en las distintas regiones del mundo donde se
cultiva. En la regién del NOA, la principal region olivicola de Argentina, este
conocimiento es atin mas relevante debido a que las temperaturas son mas elevadas que
en la zona de origen del cultivo (Searles et al., 2011; Torres et al., 2017). A pesar de esto,
la bibliografia disponible sobre el tema es muy escasa, sobre todo basada en experimentos
manipulativos de la temperatura a campo.

Los estudios a campo sobre crecimiento han estado principalmente relacionados
al efecto de la carga de frutos (e.g., Proietti y Tombesi, 1996; Castillo-Llanque y
Rapoport, 2011; Fernandez et al., 2015; Rosati et al., 2018) y/o el deficit hidrico (e.g.,
Martin-Vertedor et al., 2011a y b; Hernandez-Santana et al., 2017; Trentacoste et al.,
2019). En olivo, es bien sabido que el crecimiento vegetativo y el reproductivo compiten
por los recursos disponibles a lo largo de gran parte de la estacion de crecimiento y que
el balance entre ambos esta en gran medida en funcion de la carga de la temporada (Rallo
et al., 1994; Lavee, 2007; Fernandez et al., 2015). Por ejemplo, Fernandez et al. (2015)

observaron que en arboles adultos, la elongacion del brote apical ocurre sélo al principio
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de la temporada cuando la carga es media o alta, pero puede continuar durante la mayor
parte de la temporada cuando la carga es baja. Consecuentemente, la carga es un aspecto
que siempre debe ser tenido en cuenta en los estudios de crecimiento y produccion de
biomasa en olivo, y frutales en general. Adicionalmente, tal vez por la complejidad que
implica evaluar arboles enteros, la mayoria de los trabajos de crecimiento han estado
restringidos solo a evaluar partes del arbol, principalmente érganos aereos (e.g., ramas
enteras o brotes previamente seleccionados, didmetro de tronco, etc.). No obstante, debido
a la imposibilidad de extrapolar estos resultados a un nivel de arbol, resultan cruciales los
estudios integradores a nivel de planta entera para poder entender la complejidad de los
procesos involucrados en las respuestas.

Considerando todo lo anterior, en este estudio analizamos el impacto de la
temperatura en arboles enteros bajo tratamiento una temporada, donde la carga fue similar
entre tratamientos, y arboles bajo tratamiento dos temporada, donde la primera temporada
tuvo un impacto negativo sobre el nimero de frutos de la segunda temporada (figura 4.2).
En arboles bajo tratamiento térmico una temporada, el calentamiento no afect6 la biomasa
de los 6rganos vegetativos, o su equivalente en unidades glucosa, ni en el crecimiento
total (apical + lateral) de los brotes vegetativos y reproductivos en ninguna de las dos
temporada, es decir, con arboles de 2 y 3 afios de edad (cuadros 4.1y 4.2; figura 4.4). A
pesar de que no se observé un efecto del calentamiento sobre la elongacion de brotes, el
area foliar por arbol fue mayor en las plantas calentadas en ambos cultivares (figura 4.1),
debido principalmente a un aumento en el nimero de hojas desarrolladas (Apéndice I11).
Sin embargo, estas diferencias en area foliar no se tradujeron en diferencias significativas
en la biomasa foliar entre tratamientos (cuadro 4.1), debido a que el mayor nimero y
tamano individual de las hojas estuvo acompafiado por una menor masa foliar especifica

(Apendice I11). En especies forestales perennifolias, Way y Oren (2010), asociaron un
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incremento del area foliar especifica (la inversa de la masa foliar especifica) con una
temperatura del dia mas calida. En olivo, la mayor parte del crecimiento vegetativo ocurre
en primavera-verano temprano y, en este estudio, los tratamientos térmicos se aplicaron
tarde en la temporada. Por lo que son necesarios estudios complementarios manipulando
la temperatura en primavera a fin de poder entender mejor la respuesta del crecimiento
vegetativo al incremento de la temperatura.

En los arboles que estuvieron bajo tratamiento una temporada y que tenian una
carga alta y similar entre tratamientos, el calentamiento tuvo un fuerte impacto negativo
sobre el peso individual de los frutos y la concentracion de aceite en ambos cultivares
(figura 4.2), lo que se tradujo en un menor rendimiento de aceite en ambas temporadas,
(figura 4.3). Respuestas similares en el peso y % aceite del fruto al incremento de la
temperatura del aire fueron reportados previamente por Garcia-Inza et al. (2014) al
calentar ramas fructiferas de olivo cv Arauco durante la fase de acumulacion de aceite.
En adicion, al calentar 4 °C arboles adultos enteros del cv Picual usando OTCs el peso
seco de los frutos y su contenido de aceite disminuyeron en comparacion con los
controles, aun cuando los arboles calentados tenian una carga significativamente menor
y un efecto compensatorio hubiera sido esperable en ambas variables (Benllock-Gonzélez
et al., 2018; 2019). En olivo, la carga no s6lo afecta el crecimiento vegetativo, sino que
ademaés condiciona el tamafio del fruto y su concentracion de aceite (Fernandez et al.,
2018; Miserere et al., 2019).

En este estudio, los cambios hallados en las caracteristicas del fruto no estuvieron
asociados a una diferencia en el nimero de frutos por arbol ni tampoco a una menor
disponibilidad de glucosa/fruto debidas al calentamiento ya que la glucosa total producida
por arbol a lo largo del periodo de calentamiento fue similar entre tratamientos (cuadro

4.2). El hecho de que los tratamientos no tuvieron impacto sobre la tasa fotosintética
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(Capitulo 111) sustenta estos resultados. Se sabe que la temperatura puede actuar sobre el
crecimiento indirectamente al afectar la produccion de fotoasimilados por arbol (Taiz y
Zeiger, 2002) pero en nuestro caso, los resultados indicarian que el impacto del
calentamiento estaria asociado a procesos que ocurren directamente en los frutos. En
girasol se observo que la temperatura tiene un impacto negativo sobre el peso de los
granos que no pudo adjudicarse a diferencias en la respiracion sino al efecto de la
temperatura sobre la duracion del llenado (Ploschuk y Hall, 1997). Por otro lado, existen
evidencias de que la sintesis de triglicéridos en olivo es fuertemente reducida cuando la
temperatura de los frutos supera los 30 °C (Ramli et al., 2002; Salas et al., 2000), algo
que ocurrié con alta frecuencia en las plantas calentadas (i.e., en ambas temporadas
evaluadas, alrededor de 140 dias en las OTCs T+ y 125 en las OTCs TO registraron
temperaturas mayores a 30 °C en algin momento del dia). Es por ello, que son necesarios
estudios que evallen la temperatura experimentada por los frutos al incrementar la
temperatura del aire y su relacion con la acumulacion de aceite. En este sentido las
diferencias en tamafio y forma del fruto entre cultivares pueden condicionar el
intercambio térmico entre el fruto y el ambiente y, por lo tanto, su temperatura.

Los resultados sugieren, ademas, que esta disminucion en el tamafio y % aceite de
los frutos por el calentamiento permitié un crecimiento vegetativo adicional a partir de
los fotoasimilados no destinados al crecimiento reproductivo. Asi, los arboles calentados
destinaron alrededor de 60 % mas glucosa a 6rganos vegetativos que a frutos modificando
el balance entre el crecimiento vegetativo y reproductivo, salvo en cv Coratina durante la
primera temporada, potencialmente debido a que pequefias diferencias (no significativas)
en el numero de frutos (figura 4.2) tuvieron mucho impacto en estos arboles pequefios.
Esta respuesta pareceria ser similar a lo que ocurre al variar la carga de frutos. Por

ejemplo, en olivos jovenes, Rosati et al. (2018) observaron una fuerte relacion lineal
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inversa entre la biomasa seca (0 sus EG) vegetativa y reproductiva producida durante dos
temporadas en arboles con distinto nivel de carga pero igual biomasa seca total producida.
Este es un aspecto importante a tener en cuenta ya que modelos predictivos del impacto
del cambio global sobre la produccion de olivo se sustentan sobre predicciones de
aumento o disminucion de la produccion de fotoasimilados (sea que consideren 0 no un
impacto positivo del aumento del COz) sin cambios en la particion de asimilados (e.g.,
Lopez-Bernal et al., 2018).

Contrariamente, en lo arboles calentados durante dos temporadas consecutivas, el
crecimiento pareceria haber limitado fuertemente la produccién de asimilados puesto que
los arboles T+ tuvieron una menor biomasa total y EG totales que los TO, sobre todo en
cv Coratina. Los resultados de este trabajo arrojaron que el calentamiento provocé una
gran disminucién en el crecimiento reproductivo y rendimiento de aceite (figura 4.3) pero
esto no se tradujo en un mayor crecimiento en ningin 6rgano vegetativo, como ocurrio
en los arboles calentados s6lo una temporada (cuadros 4.1 y 4.2). De hecho, el
crecimiento de los brotes, vegetativos y reproductivos, tuvo un ritmo mucho menor que
el de sus coetaneos bajo una temporada de calentamiento (figura 4.4). En cv Coratina los
EG de la biomasa vegetativa fueron un 43 % inferior en T+, aunque no significativos,
principalmente por una menor biomasa de hojas. De hecho, en estos arboles calentados
no hubo incremento de AF (figura 4.1), porque se cayo la misma proporcion de hojas que
las que se formaron en la temporada. Sin embargo, hubo un pequefio incremento de la
biomasa foliar debido a que las nuevas hojas producidas tenian mas masa foliar especifica
que las hojas caidas (Apéndice 1V). Desafortunadamente, a partir de estos resultados no
es posible establecer cuales fueron los motivos que llevaron a una reduccion de asimilados

disponibles en los arboles calentados. Mecanismos vinculados a la produccion y/o
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transporte de asimilados, como por ejemplo brotacion de yemas limitada por falta de frio,
fallas hidraulicas, caida prematura de hojas, entre otros, podrian estar detras de esto.

Es importante resaltar que el crecimiento reproductivo en los arboles bajo dos
temporadas de calentamiento estuvo restringido desde temprano en la temporada 2015-
16 por un menor namero de frutos cuajados en relacion a sus coetaneos calentados solo
un periodo (figura 4.2). Las diferencias en el nimero de frutos observadas en este trabajo
estuvieron asociados a una menor intensidad de floracion y cuaje, y no a una caida de
frutos durante los tratamientos (Apéndice V). El calentamiento temprano en la temporada
anterior (los primeros meses del periodo otofio-invierno, abril-mayo de 2015) podria
haber afectado el ndmero de inflorescencias a antesis en la primavera 2015.
Llamativamente, a pesar de lo ocurrido en la carga, los arboles calentados dos temporadas
también tuvieron una reduccién en al menos uno de los otros dos componentes del
rendimiento de aceite (figura 4.2). En cv Arbequina no se detecté una reduccion
significativa en el peso del fruto de T+ en comparacion con su control TO (aunque fueron
un 20 % mas livianos que T0), probablemente debido a un efecto compensatorio por un
menor numero de frutos en el tratamiento calentado. Sin embargo, se observd una
reduccion del % de aceite en similar proporcion que la ocurrida en los frutos de arboles
bajo sélo un periodo de calentamiento. En cv Coratina, por otro lado, a pesar de la muy
baja cantidad de frutos, se produjo una reduccion de su peso de proporcion similar a la de
sus coetaneos con alta carga, mientras que el % de aceite cayo en mayor proporcion. De
hecho, en cv Coratina el bajisimo numero de frutos en ambos tratamientos fue el principal
componente determinante del rendimiento en ambos tratamientos, siendo la biomasa
reproductiva y sus EG muy bajos en ambos tratamientos (i.e., sélo un 2-3 % de la biomasa
total producida), representando solo el 5 % de la biomasa reproductiva de sus coetaneos

con una temporada de calentamiento.
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4.5 Conclusion

El calentamiento durante la fase de sintesis y acumulacion de aceite, bajo las
condiciones ambientales exploradas en este trabajo, reduce el rendimiento de aceite al
afectar el peso individual de los frutos y su % de aceite. EI menor costo energético de los
frutos posibilita una mayor particion de asimilados destinados al crecimiento vegetativo
durante ese periodo, como por ejemplo, incremento del area foliar. De esta forma, el
balance entre la biomasa vegetativa/reproductiva aumenta al incrementar la temperatura
en 3-4 °C durante este periodo. Sin embargo, en arboles calentados durante mas de una
temporada la carga de frutos es afectada, probablemente debido al calentamiento tardio
en la temporada anterior. A pesar de eso, el efecto directo sobre la concentracion de aceite
del fruto también ocurre en estos arboles. En paralelo, el peso seco del fruto también se
ve reducido si no hay un efecto compensatorio por el menor nimero de frutos, como
ocurrié en cv Arbequina. Pero ademas del efecto directo de la temperatura sobre el fruto,
pareceria producirse una fuerte limitacion por fuente tanto en el crecimiento vegetativo
como reproductivo, aunque los mecanismos detrds de esto y su relacion con la
temperatura son desconocidos. Como consecuencia, el rendimiento de aceite se ve

severamente reducido por el efecto acumulado del calentamiento.
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CAPITULO V

Respuestas de la calidad del aceite y del fruto al incremento
de temperatura durante la fase de sintesis y acumulacién de

aceite en olivo
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5.1 Introduccién

El olivo (Olea europaea) es un cultivo bien adaptado a las condiciones
ambientales prevalecientes en la Cuenca del Mediterraneo en donde fue domesticado
(Besnard et al., 2011; 2018) y su principal destino productivo es la obtencion de aceite de
oliva de calidad para consumo humano. En las Ultimas tres décadas su produccion se
expandié hacia paises extra mediterraneos en el hemisferio sur, principalmente Argentina,
Chile, Pert y Australia (Torres et al., 2017), donde las condiciones climéticas son
diferentes de aquellas en su zona de origen. En estas nuevas zonas productoras predomina
el uso de cultivares espafioles e italianos y se ha observado que el rendimiento de aceite
es menor y su calidad quimica (e.g., el perfil de acidos grasos) diferente del aceite
obtenido en sus areas de origen. Es bien sabido que los factores ambientales como la
temperatura y las interacciones genotipo x ambiente se vuelven relevantes cuando los
genotipos son producidos fuera de su ambiente de origen. A razdn de esto, se efectuaron
estudios correlativos (espaciales y/o temporales) que relacionaron caidas en el acido
oleico y otros cambios en el perfil de acidos grasos con una mayor temperatura media
durante el desarrollo del fruto (en Argentina: Ceci y Carelli, 2010; Rondanini et al., 2011;
2014).

El entendimiento de como el desarrollo del fruto, la dinamica de sus componentes
relacionados con la calidad quimica y sus caracteristicas a cosecha (e.g., tamafio,
composicién) responden al incremento de la temperatura es particularmente importante
en este contexto regional extra mediterraneo. Esto permite entender las variaciones
observadas en la produccién y la calidad del aceite, y también puede aportar informacién
valiosa que ayude a predecir el comportamiento agronémico y el rendimiento (cantidad
y calidad) del cultivo en un escenario de calentamiento global, tanto en zonas

tradicionales como no tradicionales de produccion.
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Entre los parametros de calidad quimica, los mas importantes en el aceite de oliva
son la composicidn de acidos grasos (en especial la concentracion de acido oleico) y los
compuestos insaponificables menores, entre ellos esteroles, tocoferoles y escualeno.
Estos compuestos hacen que el aceite de oliva sea valorado a nivel mundial por sus
beneficios a la salud humana (Conde et al., 2008). Ademas, su extraccion del fruto de
manera fisica (e.g., prensado) evita procesos agresivos y permite mantener la integridad
de sus constituyentes menores (Sanchez y Harwood, 2002). A diferencia de cultivos
oleaginosos anuales donde el aceite es extraido de la semilla mediante el uso de solventes,
el aceite de oliva proviene principalmente del mesocarpo (pulpa; ~95 %) con una muy
pequefia contribucion de la semilla y el endocarpo lefioso (carozo) (Conde et al., 2008).
En general, el 50 % del peso seco del fruto a cosecha es aceite, aunque esta proporcion (y
su composicion) es variable entre genotipos y ambientes y esta relacionado, en parte, con
la relacion pulpa/carozo del fruto.

El crecimiento y la maduracion del fruto se producen como consecuencia de la
combinacion de procesos bioquimicos y fisicos, bajo estricto control genético y
ambiental, que desencadenan cambios en su tamafio, composicion, color, textura y sabor
(Connor y Fereres, 2005). El desarrollo del fruto sigue un patrén similar a una curva
doble-sigmoidea con 5 fases y dura entre 4-6 meses (Conde et al., 2008). Ocurrido el
cuaje, se produce un rapido crecimiento del embrién y la semilla debido a la activa
division y expansion celular, con acumulacion de aceite en sus tejidos (fases 1y 2).
Luego, la esclerificacion de las células del endocarpo con un lento crecimiento del fruto
(i.e., endurecimiento de carozo; fase 3) precede el comienzo del periodo de mayor
expansion celular y acumulacion de aceite del mesocarpo (fase 4). Por ultimo ocurre la
madurez (fase 5), con un pequefio aumento del contenido de aceite en el mesocarpo a una

tasa de acumulacion mucho menor.
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El tamafio del fruto a cosecha es una caracteristica importante relacionada
indirectamente con la produccion y calidad del aceite, ya que junto con la concentracion
de aceite (%) determinan el contenido de aceite y de otros componentes menores del fruto
(g componente fruto). El tamafio final del fruto (y su peso) es consecuencia de la
acumulacién de biomasa a una determinada tasa y durante un periodo de tiempo, ambos
parametros controlados genéticamente y modulados ambientalmente. En olivo, algunos
estudios correlativos demostraron que las variaciones en el peso del fruto se relacionan
méas fuertemente con su tasa de crecimiento que con la duracién del periodo de
crecimiento (Trentacoste et al., 2012; Rondanini et al., 2014), similar que en cultivos
anuales (e.g., en maiz: Wang et al., 1999; en girasol: Echarte et al., 2006). Sin embargo,
el papel de control de los factores ambientales, como la temperatura, sobre estos
parametros es incierto y las respuestas observadas del peso del fruto al aumento de la
temperatura son contradictorias. Por un lado, Rondanini et al. (2014) relacionaron un
menor tamafio de fruto en algunos cultivares (como Arauco y Arbequina) creciendo en
zonas calidas en comparacion a los mismos cultivares creciendo en zonas mas frescas (en
un gradiente de temperaturas medias entre 23-27 °C), con menores tasas de crecimiento
en los primeros. En la misma direccion, Garcia-Inza et al. (2014) calentando ramas
reproductivas encontraron que el peso seco del fruto de cv Arauco cae linealmente al
superar la temperatura media los 25 °C, sin efecto por debajo de ese umbral térmico.
Contrariamente, Trentacoste et al. (2012), no hallaron relacion entre el peso fresco y la
tasa de crecimiento del fruto con la temperatura en diez cultivares, en un rango de
temperatura mas bajo y acotado (18,9-19,7 °C). Recientemente, en olivos cv Picual
calentados 4 °C por encima de la temperatura ambiental de Cordoba (Espafia), Benlloch-
Gonzales et al. (2019) observaron una disminucion del peso seco del fruto en dos de los

tres afios evaluados junto a una reduccion en la relacion pulpa/carozo. Sin embargo, el
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tratamiento calentado tuvo menos frutos cuajados (Benlloch-Gonzéles et al., 2018) y la
diferencia de carga entre tratamientos térmicos imposibilita resultados concluyentes,
porque el nimero de frutos también influye en el tamafio y la composicion del fruto.

En relacién a la concentracion de aceite, en olivo algunos estudios correlativos y
posteriormente manipulativos asociaron negativamente el % de aceite del fruto con
incrementos de temperatura (e.g., Trentacoste et al., 2012; Rondanini et al., 2014; Garcia-
Inza et al., 2014; Miserere et al., 2018; Benlloch-Gonzéles et al., 2019), al igual que en
algunos cultivos anuales donde el tema esta extensamente estudiado (e.g., en girasol:
Ploschuk y Hall, 1995; Rondanini et al., 2003). Sin embargo, el papel regulatorio de la
temperatura sobre la tasa y duracion de la acumulacion de aceite no es claro. Evaluando
diferentes cultivares en un mismo ambiente pero entre diferentes afios Trentacoste et al.
(2012) encontraron que el % de aceite disminuia con el aumento en la temperatura
méaxima diaria y que serian los cambios en la duracion de la fase (en tiempo térmico) y
no la tasa el factor que lo explicaria. Por otro lado, Rondanini et al. (2014) encontraron
que la tasa de acumulacion de aceite se asociaba negativamente con la temperatura media
al evaluar 5 cultivares en un gradiente de altura y sefialaron que seria la tasa y no la
duracion el factor que explicaria los cambios en la concentracion de aceite. Sin embargo,
en ambos estudios no todos los cultivares respondieron en forma similar a la temperatura.
Por ejemplo, algunos como cv Coratina mostraron un % de aceite similar entre
localidades con diferencias térmicas y altitudinales marcadas (Rondanini et al., 2014).

El perfil de acidos grasos del aceite de oliva es un importante atributo de calidad
usado para verificar su genuinidad y, aunque el genotipo es su principal determinante,
pareceria ser uno de los aspectos de la calidad més afectados por la temperatura. El acido
oleico es el principal acido graso (55-83 % del total) y esto se asocia positivamente con

el valor nutricional y la longevidad de almacenamiento del aceite. En general, en regiones
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o0 afios calidos, los frutos de olivo presentan menor contenido de &cido oleico y mayor
contenido de otros acidos como el palmitico y el linoleico (Tous et al., 1997; Ceci y
Carelli, 2010; Mailer et al., 2010; Orlandi et al., 2012; Rondanini et al., 2014). De hecho,
algunos cultivares como Arbequina ni siquiera alcanzan el valor minimo de acido oleico
(i.e., 55 %) establecido por el Consejo Oleicola Internacional para aceite virgen (COl,
IOOC 2013). Esto es contrario a lo que ocurre en oleaginosas anuales como el girasol,
donde el aceite se extrae principalmente del embrién de la semilla y aumentos de
temperatura se relacionan positivamente con el % de acido oleico (lzquierdo et al., 2006).
Por otro lado, hay indicios de que la respuesta del perfil de acidos grasos a la temperatura
en olivo es genotipo dependiente. Asi, mientras que cultivares como Arbequina y Arauco
muestran una gran respuesta frente a variaciones en la temperatura, otros como cvs
Coratina y Frantoio presentan mayor estabilidad fenotipica (Rondanini et al., 2011; 2014;
Garcia-Inza et al., 2014; 2016) sefialando la relevancia de la interaccion genotipo X
ambiente en este aspecto, aunque estudios mas profundos son necesarios.

Otro atributo importante del aceite de oliva es la presencia de compuestos menores
como tocoferoles, polifenoles y clorifenoles considerados antioxidantes naturales e
implicados en la preservacion del aceite durante el almacenamiento, al igual que el &cido
oleico. El a-tocoferol es el principal antioxidante del aceite de oliva (Sherwin, 1976;
Pérez et al., 2019) representando mas del 90 % del total de tocoferoles de este aceite,
seguido por el y-tocoferol. La concentracion de tocoferoles en el aceite de oliva es
altamente variable y depende fuertemente del cultivar (Pérez et al., 2019). Sin embargo,
posibles interacciones entre genotipo x ambiente (temperatura) pueden modificar su
concentracion y composicion (Bodoira et al., 2015). La literatura en relacion a la dindmica
de la acumulacién de los principales tocoferoles y su contenido final en el fruto de olivo

en respuesta al aumento de la temperatura es inexistente.
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En resumen, en olivo a la fecha hay poca informacion sobre la dinamica de
crecimiento del fruto y de algunos de sus principales componentes de calidad en relacion
a la temperatura del aire. Esta informacion surge principalmente de correlaciones
espaciales y/o temporales que vinculan a la temperatura con las variaciones observadas,
pero otros factores ambientales no considerados pueden estar detras de estas respuestas.
Sumado a esto, la interaccidn genotipo x ambiente no ha sido muy explorada. Es por ello
que experimentos manipulando la temperatura que ayuden a un mejor entendimiento de
su papel regulatorio sobre estos aspectos son necesarios. Por consiguiente, en este
capitulo se realiz6 un experimento con el objetivo de determinar la respuesta de los
principales componentes de la calidad del aceite y de algunas caracteristicas del fruto a
cosecha al incremento de 4 °C de la temperatura del aire durante el desarrollo del fruto.
Ademas, se utilizaron olivos de dos cultivares con aparente respuestas contrastantes al
incremento de la temperatura, cvs Arbequina y Coratina, para evaluar las posibles
interacciones genotipo x ambiente. Para ello, en un grupo de arboles de similar tamafio y
carga se evaluo la dindmica de crecimiento del fruto, de la acumulacion de aceite, y de a-
y y- tocoferoles en el periodo comprendido entre cuaje de frutos y fin del periodo de
acumulacién de aceite en dos temporadas. Paralelamente, una vez determinado el fin de
la acumulacidn de aceite se evaluaron algunas caracteristicas del fruto como asi también
de la calidad final del aceite en otro grupo de arboles bajo tratamiento térmico durante
una o dos temporadas. Adicionalmente, la informacion surgida a partir de los resultados
de este capitulo ayuda a un mejor entendimiento de los mecanismos involucrados en las
respuestas productivas al incremento de la temperatura, presentadas en el capitulo anterior

(IV).

5.2 Materiales y Métodos
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5.2.1 Sitio experimental y material vegetal

Para cumplir con los objetivos de este estudio el experimento realizado fue el
mismo detallado en el Capitulo 111, el cual se repitié durante dos temporadas (2014-15y
2015-16) y en el que se utilizaron arboles de olivo de los cvs Arbequina y Coratina, como
fuera mencionado previamente. En la temporada 2014-15, la floracion (i.e., plena
floracion, > 50 % de flores en antesis) de estos arboles fue el 01/10/14, en cv Arbequina,
y el 06/10/14, en cv Coratina; mientras que el endurecimiento de carozo (EC; momento
en que el endocarpo ya no pudo ser cortado por cuchillo) ocurrié 73 y 78 dias después de
plena floracion (DDPF), en el primer y segundo cultivar, respectivamente. En 2015-16,
la floracion ocurrié 17-16 dias mas tarde que en la primera temporada (i.e., 18/10/15 y

22/10/15), y el EC se detectd a los 70 y 71 DDPF.

5.2.2 Tratamientos térmicos y disefio experimental

Como se explico en detalle en el Capitulo 11, se usaron camaras sin techo (OTCs)
para establecer los tratamientos térmicos: control (TO), similar a la temperatura ambiente,
y calentado (T+), programado para mantenerse a 4 °C por encima de TO. Los tratamientos
se aplicaron luego de ocurrido el cuaje, durante la fase de sintesis y acumulacion de aceite
del fruto (diciembre a mayo) en 2014-15 y 2015-16. Para este estudio, la primera
temporada se usaron cuatro arboles por OTC de similares caracteristicas (i.e., tamafio y
carga). La segunda temporada, uno de esos arboles fue usado nuevamente (i.e., arbol
sometido a dos temporadas de calentamiento) junto a dos arboles nuevos, que la primera
temporada permanecieron en el vivero a temperatura ambiente. El disefio experimental

fue descripto previamente en el Capitulo I11.
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5.2.3 Dinamica de crecimiento del fruto, de la acumulacion de aceite y de la

concentracion de tocoferoles

La dinamica del crecimiento del fruto (i.e., peso seco), de laacumulacién de aceite
(i.e., concentracion en base seca) y de la concentracion de tocoferoles (o y y) en funcion
de los DDPF se determinG a partir de muestreos sucesivos de frutos (i.e., cosechas
parciales) a lo largo del periodo de calentamiento, en arboles bajo tratamiento térmico
solo una temporada, en 2014-15 o0 2015-16. En cada fecha se muestred sélo un arbol por
OTC (cultivar x tratamiento). Para tal fin, en 2014-15, dos arboles por parcela (OTC)
fueron necesarios en toda la temporada, debido a que por su corta edad (dos afios)
presentaban bajo numero de frutos, siendo usado un arbol en las dos primeras fechas de
muestreos y el restante para las fechas posteriores. Asimismo, en 2015-16, un arbol (3
afios de edad) por parcela fue suficiente para los muestreos en las distintas fechas a lo
largo del periodo de calentamiento. Ademas de los muestreos en los arboles dentro de las
OTCs (bajo tratamiento), a principios de noviembre de 2014 se realiz6 un muestreo inicial
de frutos a un grupo de cuatro arboles por cultivar (n = 4) de similares caracteristicas (i.e.,
tamafo y carga) que los seleccionados para las camaras. A partir de estas muestras se
obtuvo un valor inicial en 2014-15, para cada cultivar.

Para determinar el peso seco del fruto y su concentracion de aceite, en cada fecha
y parcela, se cosechd una muestra de aproximadamente 20 frutos arbol™, en cv Arbequina,
y 10 frutos arbol?, en cv Coratina. Luego, en el laboratorio la muestra fue secada en estufa
a 75 °C hasta obtener un peso constante y se obtuvo el peso seco promedio por fruto (g
fruto) para cada cultivar x tratamiento. Posteriormente, los frutos de la muestra fueron
molidos y por resonancia magnética nuclear (RMN, modelo SLK-200, Spinlock,

Argentina) se obtuvo la concentracion de aceite en base seca (% BS).
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Para la determinacion de la concentracion de o- y y-tocoferol (mg kg aceite), en
cada fecha se cosech6 una muestra por parcela de similar nimero de frutos que para peso
seco Y % de aceite. Estos frutos se colocaron inmediatamente en un freezer a -80 °C hasta
su envio al Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (CONICET/ Universidad
Nacional de Codrdoba) donde se realizaron las determinaciones. Brevemente, se
liofilizaron las muestras de frutos y se extrajo el aceite con n-hexano a temperatura
ambiente en la oscuridad. Se determino la composicion de tocoferol a partir de alicuotas
de 1 g de aceite. Luego, los tocoferoles se identificaron y cuantificaron mediante HPLC
(Perkin-Elemer, Shelton, CT, EE.UU.) de acuerdo con el procedimiento de Lazzez et al.
(2008) con algunas modificaciones reportadas por Bodoira et al. (2015). Asi, se
identificaron los tocoferoles individuales al comparar sus tiempos de retencion con los de
los estandares auténticos (ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA). Los tocoferoles

individuales se cuantificaron mediante el método estandar externo.

5.2.4 Valores finales de los parametros de la calidad de aceite

Una vez finalizada la fase de sintesis y acumulacién de aceite (principios de mayo)
se determinaron algunas caracteristicas del fruto en arboles bajo una (2014-15 0 2015-16)
0 dos (2014-16) temporadas de tratamiento. Para tal fin, se utilizaron dos arboles por
parcela y por temporada. En 2014-15 estos arboles tenian similar tamafio e igual carga
entre tratamientos respectivos al iniciar el periodo de calentamiento y no se les realizaron
cosechas parciales de frutos durante el crecimiento de los mismos. La segunda temporada,
uno de esos arboles se usd nuevamente en el experimento (arbol con dos temporadas de
calentamiento) junto con un arbol nuevo, sin previo tratamiento aunque coetaneo. Los
arboles con una temporada previa de calentamiento presentaron diferencias de carga entre

tratamientos, en el caso del cv Arbequina, o similar carga en cv Coratina, aunque con
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muy bajo numero de frutos. Mientras que, los arboles sin tratamiento previo, al igual que
en 2014-15, fueron seleccionados por tamafio y carga similar. En cada temporada, se
cosecharon todos los frutos de cada arbol. En 2014-15 la fecha de cosecha fue el
13/04/15, mientras que en 2015-16 fue el 28/04/16 tanto en los arboles bajo una y dos
temporadas de tratamiento.

En el laboratorio, a partir de una muestra de 100 frutos por arbol se determiné de
manera visual el indice de Madurez (IM), clasificando cada fruto de la muestra dentro de
ocho clases (0 a 7) segun el color de su piel y pulpa (Uceda y Hermoso, 2001). De esta
forma el IM se calculé como la sumatoria de los productos del nimero de frutos de cada
clase por el valor numérico de cada clase, dividido por el nimero total de frutos de la
muestra (i.e., 100). Luego, se determinaron el contenido de aceite por fruto (g fruto) y
la composicidn de acidos grasos del aceite. Para ello, primero los frutos de la muestra
fueron secados en estufa a 75 °C y se determind su peso seco; seguidamente los frutos
fueron molidos, se determind la concentracion de aceite en base seca (% BS) por RMN
(modelo SLK-200, Spinlock, Argentina) y se estimé el contenido de aceite por fruto a
partir del producto del peso seco individual del fruto (cociente entre el peso seco vy el
namero de frutos de la muestra) y su % aceite. Por otro lado, a la muestra seca y molida
se le extrajo el aceite con n-hexano a temperatura ambiente y una alicuota de aceite se
metilo en frio en un medio basico (I00C, 2013) para luego determinar la composicion de
acidos grasos del aceite por separacion mediante cromatografia de gases (PerkinElmer
Pregisely Claurus 500, USA) equipado con una columna (ZB-WAX , Zebron USA) de
30 m longitud, 0,25 mm ID y 0,25 micrones de Film Thickness. Se uso el inyector split y
el detector FID, hidrogeno como gas portador y las temperaturas del inyector y del
detector se fijaron en 240 y 300 °C, respectivamente. La temperatura del horno se

programé a 180 °C por 5 min, incrementando de 180 °C a 240 °C a razon de 4 °C min?y
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se mantuvo a 240 °C por 10 min. Los principales acidos grasos individuales se
determinaron por comparacién con los tiempos de retencion de estandares conocidos
(AOCS-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y expresados como porcentaje del total.

A partir de otra muestra de 30 frutos por arbol se determinoé el peso seco del
mesocarpo (pulpa) y endocarpo (carozo; incluida la semilla) y la relacion entre ambos.
Para ello, primero los frutos se secaron en estufa a 75 °C y se obtuvo su peso seco (g)
usando una balanza de precision. Luego los frutos fueron hervidos hasta que fue posible
separar el carozo de la pulpa. Los carozos fueron limpiados, colocados en estufa a 75 °C
hasta peso constante y luego pesados con una balanza de precision. De la diferencia entre
el peso seco de la muestra y el de los carozos se obtuvo el peso seco del mesocarpo.
Finalmente, a partir de la relacion entre el peso seco de mesocarpo y el del endocarpo, se
determino la relacion entre ambos. Ademas, se estimo la concentracion de aceite del
mesocarpo a partir de la relacion mesocarpo/endocarpo, la concentracion de aceite del
fruto (% BS) y considerando que el 4,5 % del aceite total del fruto proviene del endocarpo
+ semilla (Conde et al., 2008).

La concentracion final de a- y y-tocoferol se obtuvo a partir de la Gltima muestra
de frutos cosechada para determinar la dindmica de acumulacion de estos tocoferoles (ver
seccidn anterior). A partir de otra muestra de las mismas plantas y fecha se estimo el
contenido de aceite del fruto a partir de la concentracion de aceite y el peso seco del fruto,
de la misma manera anteriormente descripta para otras muestras. Finalmente, de la
relacion entre la concentracion de tocoferoles y el contendido de aceite del fruto y el peso
seco del fruto se obtuvo la concentracion de tocoferoles (en mg kg PS fruto?) y el

contenido de tocoferoles (en mg fruto®), respectivamente.
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5.2.5 Anadlisis estadistico

Se ajustd un modelo lineal o bilineal entre los valores medios de cada variable
analizada a lo largo de cada periodo de calentamiento en funcion de los DDPF. Las
funciones significativas presentadas en las figuras 5.2-5.4 y cuadro 5.1 corresponden al
valor r> méas alto para cada combinacion de cultivar x tratamiento en cada variable
analizada. Paralelamente, se realizO un ANOVA de dos vias a los valores de los
parametros de los modelos (pendiente y plateau) obtenidos de cada repeticion de la
combinacion cultivar x tratamiento (n = 4). Por otro lado, los valores obtenidos a cosecha
final de las caracteristicas del fruto y de la composicion de acidos grasos, se analizaron
en cada temporada usando ANOVA de dos vias. Los supuestos de homogeneidad de
varianza y normalidad de los datos fueron previamente verificados en todas las variables
analizadas usando las pruebas de Levene y Shapiro-Wilks, respectivamente. Los datos de
la concentracion de a-tocoferol en PS del fruto y de la proporcion de algunos &cidos
grasos (i.e., acido palmitico, acido linoleico y acido linolénico) de los frutos de los arboles
bajo tratamiento s6lo en 2015-16 fueron transformados cuando la funcion 3/x ya que el
supuesto de homogeneidad de varianza no se cumplia en estas variables. Sin embargo, en
los cuadros 5.3 y 5.4 se presentan los valores promedios sin transformar de estas variables
para una mejor interpretacion de los mismos. En todos los casos, se utilizo el test de
Duncan para discriminar entre medias cuando se detectaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en la interaccion entre factores. Los ANOVA se realizaron en el
software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2018), mientras que los graficos y
funciones en las diferentes figuras se realizaron utilizando el software Graph-Pad Prism

version 6.01 (GraphPad Prism Software, Inc., LaJolla, CA, EE. UU.).
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5.3 Resultados

5.3.1 Temperatura del aire durante los periodos bajo tratamiento térmico

Los tratamientos térmicos, TO y T+ tuvieron la misma dinamica diaria de
temperatura que el ambiente exterior, pero las OTCs T+ estuvieron siempre a una mayor
temperatura que las TO, por lo que la temperatura media diaria fue superior en T+ a lo
largo de todo el periodo de calentamiento, en ambas temporadas (figura 5.1). La primera
temporada, la temperatura media diaria dentro de las OTCs varié entre 11 y 34 °C. En
promedio, la temperatura media diaria fue 22 °Cen TOy 25 °C en T+, 2,7 °C mas elevada
que TO (figura 5.1a). En la segunda temporada, la temperatura media diaria registrada
dentro de las OTCs vari6 entre 6 y 35 °C y en promedio fue de 22 °C en TOy 26 °C en
T+, 3,6 °C mas elevada que el control (figura 5.1b). Ademas, en ambas temporadas, la
temperatura de TO fue s6lo ligeramente superior a la temperatura del ambiente exterior

(i.e., menos de 1 °C de diferencia).
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Figura 5.1. Temperatura media del aire en el interior de las OTCs control (TO) y calentada (T+),
durante la primera (2014-15, a) y segunda (2015-16, b) temporada de experimento. Las OTCs
fueron utilizadas en la temporada durante la fase de acumulacion de aceite del fruto (diciembre a
mayo). Cada simbolo representa el promedio + 1 error estandar (n = 8) del valor medio diario del
tratamiento térmico. La segunda temporada, no se registro la temperatura de las OTCs los dias
entre 7-17 de febrero y 1-3 de mayo, debido a un problema en el almacenador de datos, pero los
sistemas de calentamiento y ventilacion estuvieron funcionando. También, se indican los valores
de la temperatura del aire fuera de las camaras (Amb) con una linea de puntos y las fechas de
endurecimiento de carozo para cada cultivar (flechas negras) y de muestreos de frutos dentro de
las OTCs (cosechas parciales, flechas vacias; y cosecha final, flechas rayadas).

5.3.2 Dinamicas de crecimiento y acumulacion de aceite del fruto

En las dos temporadas evaluadas, modelos bilineales y separados para cada
cultivar x tratamiento térmico fueron los que mejor caracterizaron la dinamica del peso
seco del fruto en funcion de los DDPF (r? =0,94-1,00; figura 5.2). En todos los caso hubo
una primera etapa de incremento lineal de peso seco seguida de una etapa de meseta,
luego de alcanzado el valor maximo. Al analizar los pardmetros de las regresiones

obtenidas para cada repeticion (cuadro 5.2), se detecté que en 2014-15 la tasa de
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incremento de peso seco de los frutos de T+ se redujo un 22 % en cv Arbequina y 18 %
en cv Coratina con respecto a TO. En 2015-16 las tasas no fueron estadisticamente
diferentes aunque en cv Arbequina el comportamiento fue similar al afio anterior.
Contrariamente a la tasa, en ningun caso se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos térmicos en la duracion del periodo de incremento lineal. En promedio, en
cv Arbequina el peso seco maximo del fruto se alcanz6 172 DDPF en 2014-15 y seis dias
mas tarde en 2015-16, mientras que en cv Coratina, se alcanzo a los 155 y 131 DDPF en
la primera y segunda temporada, respectivamente. Por otro lado, se observaron
diferencias significativas entre cultivares para la tasa (en mg dia) y duracion (en dias)
del periodo de incremento lineal. Asi, mientras que cv Coratina crecié a mayor tasa, el cv

Arbequina lo hizo durante mas tiempo.

2014-2015 2015-2016
1,5
(a) - TO (b)
EC T EC 8
1,0 7]
—_ * o,ébé * ’=0,99 .9
> Q
o
5 03 20,98 =097
© g Cv Arbequina Cv Arbequina
- 0,0 T T T T T T T T
o
8 2,0
® (c) (d)
o o)
1,5 EC é . EC
@ * .60 & * 51’
o ’

1,07 7
1= 1,00
0,5
Cv Coratina Cv Coratina
0,0 T T T T T T T T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Dias desde plena floracién

Figura 5.2. Dinamica de la evolucion del peso seco del fruto (g) en funcion de lo dias desde plena
floracion en olivos cvs Arbequina y Coratina bajo los tratamientos térmicos: control (T0) y
calentado (T+, 3-4 °C por encima de T0). Los tratamientos se aplicaron luego del cuaje final,
durante toda la fase de acumulacion de aceite (diciembre a mayo), en 2014-15 (a'y ¢) 0 2015-16
(b 'y d). El momento de endurecimiento de carozo (EC) en cada temporada y para cada cultivar se
indica con una flecha. Cada punto representa el promedio + 1 error estandar (n=4) de cada cultivar
X tratamiento. Se muestra la regresion bilineal con el mejor ajuste para cada caso.
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Cuadro 5.1. Parametros de las regresiones bilineales con mejor ajuste obtenidas para el
crecimiento de fruto (g) y acumulacion de aceite (%) en funcion de los dias desde plena floracion
en arboles de olivos cvs Arbequina y Coratina control (T0) y calentado (T+). Los tratamientos
térmicos se aplicaron durante un periodo, desde cuaje hasta final de la fase de acumulacion de
aceite, en 2014-15 o0 2015-16. Los valores corresponden al promedio + 1 error estandar (n = 4) de
cada cultivar x tratamiento térmico. Se indica el p-valor para los factores tratamiento térmico
(trat.) y cultivar (cv) y la interaccion (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y
altamente significativo (p < 0,01), en negrita; marginalmente significativo (p < 0,1) en normal;
ns, no significativo.

Crecimiento del fruto Acumulacion de aceite
Temporada  Cultivar ~ Tratamiento  Tasa!  Duracion? Tasa! Duracion?
(mgdia?!) (DDPF) (% dia?) (DDPF)
2014-2015 Arbequina TO 5905 178%10 041+£002 170%3
T+ 46+04 165+8 0,33 +0,03 167 +8
Coratina TO 108+0,6 158+5 049+£0,04 151+5
T+ 89+£13 151+12 0,39+£0,02 156+3
p trat. <0,01 ns <0,01 ns
pcv <0,01 <0,05 <0,01 <0,01
pint. ns ns ns ns
2015-2016  Arbequina TO 6,404 182x7 049+0,02 156+3
T+ 40£04 177x11 0,31+£0,03 1808
Coratina TO 12,7+05 136+3 0,37+£0,01 172+3
T+ 12,3+0,7 126+3 0,29+£0,01 170%3
p trat. ns ns <0,01 ns
p cv <0,01 <0,01 <0,05 ns
pint. ns ns ns ns

! Pendiente de la regresion bilineal con meseta luego de alcanzado valor maximo (ver figuras 5.2 y 5.3)
2 Momento en que se alcanza el valor maximo (ver figuras 5.2 y 5.3)

La dinamica de acumulacion de aceite se determind a partir del endurecimiento
de carozo en 2014-15 y aproximadamente un mes antes en 2015-16. Como resultado, en
la primera temporada, modelos bilineales con un periodo de acumulacion lineal hasta un
maximo % aceite seguido de una meseta fueron los que mejor se ajustaron a los datos de
cada combinacion cultivar x tratamiento (r>= 0,96-0,99; figura 5.3a y c), mientras que en
2015-16 curvas sigmoides fueron las que mejor caracterizaron las dinamicas (r?=1,00;
Apendice VII). Para hacer comparables las temporadas, los datos de 2015-16 se ajustaron
a regresiones bilineales omitiendo la primera fecha de datos y forzando a las funciones a
ser igual a cero alrededor de EC, momento en que empieza la acumulacion lineal de aceite

(r?=0,99-1,00; figura 5.3b y d). Diferencias significativas entre cultivares y tratamientos
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térmicos fueron encontrados en ambas temporadas para la tasa de acumulacion de aceite
(cuadro 5.1). Asi, en 2014-15, la tasa de acumulacion de los frutos T+ fue un 20 % menor
que en TO en ambos cultivares, mientras que en 2015-16 esta reduccion fue del 37 % y
22 % para cv Arbequina y cv Coratina, respectivamente. Por otro lado, en ninguna de las
temporadas se detectaron diferencias significativas entre tratamientos térmicos en el
momento en que se alcanza el maximo valor de % de aceite, indicando que la duracion
del periodo de acumulacion fue similar entre los frutos T+ y TO, pero si se encontraron

diferencias entre cultivares en 2014-15 (cuadro 5.1).

2014-2015 2015-2016

r*=1,00

Concentracién de aceite (% BS)

P Cv Coratina A Cv Coratina
0 ® T T T T

50 100 150 200 50 100 150 200

Dias desde plena floracion

Figura 5.3. Dindmica de la acumulacién de aceite (% BS) en frutos de olivo cvs Arbequina y
Coratina bajo los tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+). Los tratamientos se
aplicaron en arboles enteros en la fase de acumulacion de aceite del fruto (diciembre a mayo)
durante una temporada (2014-15, ay c¢; 2015-16, b y d). Cada simbolo representa el promedio £
1 error estandar (n=4) de cada cultivar x tratamiento térmico. EI momento de endurecimiento de
carozo (EC) se indica con una flecha negra. Para cada cultivar x tratamiento térmico se indica el
mejor ajuste bilineal.
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5.3.3 Caracteristicas del fruto a cosecha en arboles bajo una o dos temporadas de

calentamiento

Luego de determinado el final del periodo de acumulacion de aceite, se evaluaron
algunas caracteristicas de frutos cosechados provenientes de arboles bajo una (2014-15 o
2015-16) o dos temporadas consecutivas de tratamiento térmico (cuadro 5.2). En estos
arboles la carga de frutos no fue alterada durante el periodo de tratamiento a través de
cosechas parciales. En los arboles bajo tratamiento sélo una temporada, el peso seco del
mesocarpo de los frutos T+ de la temporada 2015-16 se redujo un 48 % en cv Arbequina
y 33 % en cv Coratina, con respecto a TO. El endocarpo de estos frutos tuvo un
comportamiento distinto segun el cultivar: mientras que en cv Arbequina no hubo efecto
del tratamiento, en cv Coratina T+ hubo una reduccion del 20 % del peso con respecto a
TO. Como consecuencia, la relacion mesocarpo/endocarpo en cv Arbequina T+ se redujo
43 % mientras que en cv Coratina T+ la reduccién fue del 17 % (aunque no
estadisticamente diferente que TO) en comparacion con sus respectivos TO. Por otro lado,
la concentracion de aceite del fruto fue menor en T+ que en TO. En 2014-15, la reduccion
en T+ fue 33 % en cv Arbequina y 26 % en cv Coratina, mientras que en 2015-16 fue 51
% en ambos cultivares. La concentracion de aceite del mesocarpo de los frutos de la
temporada 2015-16 fue 7-8 puntos porcentuales menor en T+ que en TO en ambos
cultivares. Tanto en 2014-15 como en 2015-16, el IM fue similar entre tratamientos
térmicos pero no entre cultivares, siendo el estado de madurez de cv Arbequina mas

avanzado que el de cv Coratina en ambas temporadas.
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Cuadro 5.2. Caracteristicas del fruto a cosecha (en abril) en arboles control (TO) y calentados (T+). Los tratamientos térmicos se aplicaron durante una
temporada, desde cuaje hasta final de la fase de acumulacion de aceite, en 2014-15 o0 2015-16, o dos temporadas consecutivas (evaluando sélo los frutos de la
segunda temporada, 2015-16). Los valores corresponden al promedio + 1 error estandar (n = 4) de cada cultivar x tratamiento térmico. Se indica el p-valor para
los factores cultivar (cv) y tratamiento térmico (trat.) y la interaccién (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y altamente significativo (p < 0,01), en
negrita; marginalmente significativo (p < 0,1) en normal; ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las
combinaciones de factores determinadas mediante la prueba Duncan (p < 0,05).

Temporada/ Peso Seco (Q) Contenidode  Concentracion
periodo de Cultivar ~ Tratamiento M End Relacion aceite de aceite IM
calentamiento esocarpo ndocarpo— esoc. fencoc. (g fruto™) mesocarpo (%)*
2014-2015 Arbequina TO sd sd sd 0,45+0,01c sd 49+04
(1 periodo de T+ Sd Sd Sd 0,30 * 0,01 d Sd 4,4 + 0,2
calentamiento)  Coratina TO sd sd sd 0,88+0,01a sd 23+04
T+ sd sd sd 0,65+0,03b sd 16+0,1
p trat. - - - <0,01 - 0,08
p cv - - - <0,01 - <0,01
pint. - - - <0,05 - ns
2015-2016 Arbequina TO 0,71 +£0,06 0,28+001c 248+0,15a 0,41 + 0,03 58+1 3,8+0,6
(1 periodo de T+ 0,37 £ 0,03 0,26+001c 1,41+0,10¢c 0,20 + 0,02 50+1 3,3+0,3
calentamiento) Coratina TO 1,20+0,12 0,57+0,03a 2,09%0,12b 0,77 £ 0,08 58+1 0,5+0,1
T+ 0,81 +£0,04 0,47+0,03b 1,73+0,03bc 0,38 + 0,05 51+0 1,0+£0,3
p trat. <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 ns
p cv <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 ns <0,01
pint. ns <0,01 <0,01 ns ns ns
2015-2016 Arbequina TO 0,76 £0,04 b 0,30+0,01c 2,57+0,05 0,45+0,02b 60+1 41+04
(2 periodos de T+ 0,45+0,05¢c 0,32+0,02c 1,38+0,13 0,24+0,03¢c 49 + 2 47+0,1
Calentamiento) COI’atina TO 1,05 + 0,19 a 0,52 + 0,07 a 1,98 + 0,15 0,66 * 0,08 a 57 * 3 3,5 + 0,2
T+ 0,54+0,10bc 046+0,04b 1,14+0,11 0,24+0,03¢c 41+4 3,0+0,3
p trat. <0,01 ns <0,01 <0,01 <0,01 ns
p cv <0,01 <0,01 <0,01 <0,05 <0,01 <0,01
p int. <0,05 <0,05 0,09 <0,05 ns 0,09

! La concentracion de aceite del mesocarpo (% BS) se estimé a partir del peso seco del fruto, de la relacion mesocarpo/endocarpo, de la concentracion de aceite del fruto y asumiendo
que el aceite del endocarpo + semilla representa el 4,5 % del aceite total del fruto
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En los frutos provenientes de arboles bajos dos temporadas de tratamiento
térmico, la respuesta del peso seco del mesocarpo y endocarpo, del contenido de aceite
del fruto, de la concentracion de aceite del mesocarpo y del IM al calentamiento fue
similar a la de los frutos bajo s6lo una temporada de calentamiento (cuadro 5.2). La
reduccion del peso del mesocarpo de los frutos T+ fue de 41 % y 49 % en cv Arbequina
y cv Coratina, respectivamente, en comparacion con sus TO. El peso seco del endocarpo
de cv Arbequina fue similar entre tratamientos, mientras que en cv Coratina T+ hubo una
reduccion del 12 % con respecto a su control. Consecuentemente, la relacion mesocarpo/
endocarpo de los frutos T+ cay0 46 % en cv Arbequinay 42 % en cv Coratina con respecto
a TO. Por otro lado, la reduccion de la concentracion de aceite del fruto fue del 47 % en
cv Arbequina T+ y 64 % en cv Coratina en relacion a su TO. El % de aceite del mesocarpo
fue 11 puntos porcentuales menor en cv Arbequina T+ y 16 puntos porcentuales menor
en cv Coratina T+ que sus TO. Finalmente, el IM fue similar entre tratamientos térmicos

pero no entre cultivares.

5.3.4 Composicion final de &cidos grasos en frutos de arboles bajo una o dos

temporadas de calentamiento

La composicion (en % del total de acidos grasos) de los principales &cidos grasos
(AG) del aceite vari¢ entre los cultivares y tratamientos térmicos evaluados, observandose
en algunos casos interaccion entre ambos factores (cultivar x tratamiento térmico) (cuadro
5.3). El &cido oleico fue el AG més abundante y su proporcion vario entre 45-75 %, con
los valores mas bajos obtenidos en cv Arbequina. En 2014-15, el calentamiento redujo un
poco mas de 5 puntos porcentuales el nivel de oleico en cv Arbequina T+ con respecto a

su control TO, mientras que en cv Coratina no se observaron diferencias entre
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tratamientos. Por el contrario, en 2015-16, los T+ de ambos cultivares tuvieron una
reduccion del nivel de &cido oleico con respecto a sus TO, aunque en el caso de los arboles
cv Coratina bajo dos periodos de tratamiento la diferencia entre T+ y TO fue mas pequefia
por lo que la interaccidn cultivar x tratamiento térmico fue marginalmente significativa.
El segundo y tercer AG mas abundante fueron el &cido linoleico, con valores entre
8y 26 %, y el palmitico, variando entre 14-21 %. En general, el cv Arbequina tuvo niveles
mas elevados que cv Coratina. En relacion al primero, en 2014-15 el T+ de cv Arbequina
tuvo un incremento de 3 puntos porcentuales de linoleico con respecto a su control, pero
esto no ocurrié en cv Coratina, donde el % fue similar entre T+ y TO. En 2015-16 algo
similar se observd en los arboles bajo dos temporadas de calentamiento. Lo contrario
ocurrié en sus coetaneos sélo calentados esa temporada (2015-16), ya que el % de
linoleico aumento6 3 puntos porcentuales en cv Coratina T+ pero no en cv Arbequina T+,
que se mantuvo similar a su TO. Por otro lado, el &cido palmitico aumentd en T+ con
respecto a sus respectivos TO. En 2014-15 este aumento fue cercano a 1 punto porcentual,
mientras que en 2015-16 fue alrededor de 3 puntos. Por ultimo, la proporcion de estearico
tendio a aumentar en T+ respecto de TO mientras que el linolénico se mantuvo constante

entre tratamientos térmicos.
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Cuadro 5.3. Composicion final de los principales acidos grasos (% del total de acidos grasos) en frutos de olivo cvs Arbequina y Coratina bajo los tratamientos
térmicos: control (TO) y calentado (T+, 3-4 °C por encima de TO). Los tratamientos térmicos se establecieron durante el periodo de sintesis y acumulacion de
aceite del fruto (diciembre a mayo) durante una (2014-15 o 2015-16) o dos temporadas consecutivas, evaluando solo los frutos de la segunda. Los valores
corresponden al promedio * 1 error estandar (n = 4) para cada cultivar y tratamiento térmico. Se indica el p-valor para los factores tratamiento térmico (trat.) y
cultivar (cv) y la interaccion (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y altamente significativo (p < 0,01), en negrita; marginalmente significativo (p
<0,1) en normal; ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las combinaciones de factores determinadas

mediante la prueba Duncan (p < 0,05).

Temporada/ _ _ Composicién final de acidos grasos en el aceite del fruto (%)
periodo de Cultivar ~ Tratamiento — — - —— —
calentamiento Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico
2014-2015  Arbequina TO 19,76 £ 0,12 1,59 £ 0,02 50,0+0,8b 23,2+0,5b 0,55+0,10
1 periodo d T+ 20,81 +0,23 1,64 £ 0,04 455+09¢c 264+05a 0,65+0,16
C(al e mg) Coratina TO 12,95+£043  208+003  670+1la 154+09c  074+0,12
T+ 13,74 +0,19 2,10 £0,04 67,8+0,6a 13,7+04c 0,74+0,11
p trat. <0,01 ns <0,05 <0,01 ns
p cv <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 ns
p int. ns ns <0,01 <0,01 ns
2015-2016  Arbequina TO 195+0,7 1,58 £ 0,03 54,7+1,6 18,7+09a 0,65+0,03
(1 periodo de T+ 22,3+0,9 1,78+ 0,15 516+24 182+26a 0,48 £0,20
T+ 155+0,5 2,20£0,10 68,5+ 0,4 10,8+0,7b 0,67 £0,03
p trat. <0,01 0,07 <0,05 <0,05 ns
p cv <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 ns
p int. ns ns ns <0,05 ns
2015-2016  Arbequina TO 18,6 £0,2 1,68 £ 0,08 57,4 £1,3 16,6 +£0,7b 0,53 +0,03
(2 periodos de T+ 21,1+0,4 1,85 £ 0,05 50,0+0,5 21,0+0,7a 0,63+0,22
calentamiento) Coratina TO 141+0/4 2,08 £ 0,09 66,3+ 1,0 139+1,0c 0,85+0,05
T+ 18,5+ 0,6 2,43 +0,13 63,0+1,1 125+05¢ 0,85+0,12
p trat. <0,01 <0,05 <0,01 0,07 ns
p cv <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,05
p int. 0,06 ns 0,08 <0,01 ns
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5.3.5 Dinamica de la concentraciéon de a- y y-tocoferoles

La dindmica de la concentracion de los principales tocoferoles (en mg kg aceite”
1y fue evaluada luego del endurecimiento de carozo hasta el final de la sintesis de aceite
del fruto en arboles bajo una temporada de tratamiento térmico en 2014-15 o 2015-16.
Modelos lineales o bilineales para cada cultivar x tratamiento térmico fueron fijados para
describir la dinamica de a- y y-tocoferol en funcién de los DDPF con un alto grado de
ajuste en la mayoria de los casos (r? = 0,97-1,00; figura 5.4), con excepcion del y-tocoferol
de cv Coratina T+ en 2015-16 donde ningun ajuste de este tipo fue posible (figura 5.4h).
En todos los casos los valores maximos se obtuvieron temprano y luego se produzco una
fuerte disminucion lineal (pendiente negativa) a medida que aumentaron los DDPF hasta

alcanzar un valor final minimo, en algunos casos seguidos de una meseta.
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Figura 5.4. Dinamica de la concentracion en aceite de los principales tocoferoles (o y ) en
funcion de los DDPF en frutos de olivo cvs Arbequina (a-€) y Coratina (f-h). Los &rboles de olivo
estuvieron bajo los tratamientos térmicos: control (T0) y calentado (T+) una vez ocurrido el cuaje
y durante toda la fase de acumulacién de aceite del fruto (diciembre a mayo) en 2014-15 (a, c, e,
g) 0 2015-16 (b, d, f, h). Cada punto representa el promedio + 1 error estandar (n = 4) de cada
cultivar x tratamiento térmico. EI momento de endurecimiento de carozo (EC) se indica con una
flecha. Se indica ademas la regresion lineal o bilineal con mejor ajuste (r?) y el valor de la
pendiente (x, en mg kg™ dia?).
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3.3.6 Concentracion y contenido final de a- y y-tocoferoles

La concentracion (en mg kg aceite y mg kg fruto) y el contenido (g fruto™)
final de a- y y-tocoferol en frutos de olivo cvs Arbequina y Coratina bajo los tratamientos
térmicos durante la fase de sintesis y acumulacion de aceite de 2014-15 o 2015-16 se
muestran en ¢l cuadro 5.4. La concentracion de a-tocoferol expresada en relacion al aceite
del fruto vario entre 298-605 mg kg aceite™ y fue entre 28-103 % mayor en el tratamiento
T+ que en TO en ambas temporadas y cultivares, aunque las diferencias fueron
proporcionalmente mayores en cv Arbequina y en la segunda temporada. Sin embargo, al
expresar la concentracion en mg por kg PS fruto, esta diferencia a favor de T+ fue
significativa sdlo en 2015-16, donde T+ tuvo 45 % y 30 % mas a-tocoferol que TO en los
cvs Arbequina y Coratina, respectivamente. El contenido de a-tocoferol por fruto fue
similar entre tratamientos térmicos y vario entre 109-266 pg fruto™, siendo los valores en
cv Coratina mayores que en cv Arbequina, como era esperable debido al mayor tamafio
y peso seco del fruto.

Por otro lado, la concentracion de y-tocoferol expresada tanto en aceite como en
fruto fue similar entre tratamientos térmicos en 2014-15, mientras que en 2015-16 el
tratamiento tuvo un efecto opuesto entre los cultivares (i.e., interacciéon cultivar x
tratamiento térmico altamente significativa, p < 0,01). Asi, mientras que en cv Coratina
T+ la concentracion de y-tocoferol fue un 58 % y 30 % menor con respecto a su TO,
expresada en relacion al aceite y al fruto, respectivamente, en cv Arbequina T+ la
concentracion aumentd un 100 % en relacién a su TO, en ambas formas de expresion. En
cuanto al contenido de y-tocoferol por fruto, no se detectaron diferencias significativas

entre tratamientos en ninguna de las temporadas analizadas.



144

Cuadro 5.4. Concentracién (mg kg aceite!; mg kg fruto) y contenido (ug fruto™) final de a- y y-tocoferol en frutos de olivo cvs Arbequina y Coratina bajo los
tratamientos térmicos: control (T0) y calentado (T+). Los tratamientos térmicos se aplicaron una vez ocurrido el cuaje y durante la fase de acumulacion de aceite
de 2014-15 o0 2015-16. Los valores corresponden al promedio + 1 error estandar (n = 4) de cada cultivar x tratamiento térmico. Se indica el p-valor para los
factores tratamiento térmico (trat.) y cultivar (cv) y la interaccidn (int.) entre ambos. P-valor significativo (p < 0,05) y altamente significativo (p < 0,01), en
negrita; marginalmente significativo (p < 0,1) en normal; ns, no significativo. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las
combinaciones de factores segun lo determinado mediante la prueba Duncan (p < 0,05).

Concentracion Concentracion por PS Contenido por fruto
_ _ mg kg aceite fruto fruto?
Temporada  Cultivar  Tratamiento (Mg kg ) (mg kg fruto™) (hg )
o Y a Y a Y
2014-2015 Arbequina TO 319+ 24 262 138+7 11+1 124+16 102
T+ 545+ 118 53+11 161+£20 16%3 111+14 122
Coratina T0 468 + 46 29+ 14 185+10 11+5 265+19 14+6
T+ 599 + 78 41+ 14 195+15 14+5 266+37 18+6
p trat. <0,01 ns ns ns ns ns
p cv <0,1 ns <0,01 ns <0,01 ns
p int. ns ns ns ns ns ns
2015-2016  Arbequina T0 298 + 27 5+1d 122+7 2+x1c 110+ 4 2+0
T+ 605 £ 117 14+3cC 177 £ 17 4+1bc 109+8 3x1
Coratina T0 452 + 69 27+7a 145+7 9+2a 171+40 102
T+ 713+ 70 21+2b 187+16 6%0b 212 +12 6+1
p trat. <0,01 <0,01 <0,01 ns ns ns
pcv <0,1 <0,01 ns <0,01 <0,01 <0,01

p int. ns <0,01 ns <0,01 ns ns
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5.4 Discusion

En el Capitulo IV de esta tesis se mostro como el peso seco del fruto y la
concentracion de aceite final se redujeron en T+ por el incremento de 3-4 °C de la
temperatura durante la mayor parte del crecimiento del fruto (figura 4.2d-i). En el presente
capitulo, a partir del andlisis de las dinamicas bilineales de incremento de peso seco y %
de aceite en el fruto, se determind que, en el rango de temperaturas explorado, el
incremento de 3-4 °C entre la fase 3-5 de desarrollo del fruto provoc6 una disminucion
en la tasa de Illenado (mg dia™* 0 % dia™®) pero no en la duracion (en dias), que se mantuvo
similar (figura 5.2 y 5.3; cuadro 5.1). En 2015-16 en cv Coratina las pendientes del
crecimiento del peso seco del fruto no fueron estadisticamente distintas entre TO y T+
(figura 5.2d), existiendo entonces interaccion genotipo x ambiente (i.e., cv X tratamiento
térmico). Esto probablemente este asociado a que los arboles T+ tuvieron la mitad de
carga que los TO (i.e., 250 vs 400 frutos) pero similar desarrollo de copa, generando menor
competencia por recursos disponibles y un crecimiento a mayor tasa, contrarrestando el
efecto del incremento de la temperatura. En olivo diferencias en cargas provocan
diferencias en las tasas de crecimiento tanto de brotes como frutos, sugiriendo una
limitacidn por fuentes de fotoasimilados desde temprano en la estacion (Trentacoste et
al., 2010; Fernandez et al., 2015). Por otro lado, aunque el incremento de temperatura no
afect6 la duracion en dias de las dinamicas, la duracion expresada en tiempo térmico ().
[temperatura media diaria — Tb]; Th = 15°C, Pérez-Lopez et al., 2008) fue 300-450 °C
dia* mayor, en cv Arbequina T+ y 270-300 °C dia? mayor en cv Coratina T+, en
comparacion con sus controles TO.

El trabajo aqui presentado es el primer experimento manipulativo de la
temperatura sobre arboles enteros y a campo disefiado para evaluar la respuesta de la

dindmica de crecimiento del fruto y de su acumulacion de aceite ante incrementos en la
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temperatura. Los resultados indican que ademas del fuerte componente genético en la
determinacion del peso final del fruto (Rosati et al., 2009) la temperatura juega un gran
papel regulatorio sobre la dindmica de esta variable al modificar la tasa de llenado.
Conocer el impacto de la temperatura sobre la tasa y la duracion de la acumulacion de
peso seco Y de aceite tiene implicancias para el modelado de la respuesta a la temperatura
y también para el entendimiento de cuales podrian ser las potenciales vias metabolicas
involucradas en esta respuesta. En este sentido, la evaluacion del impacto del aumento de
la temperatura sobre la fotosintesis de la hoja (figura 3.1a y b) y sobre la produccion total
de carbohidratos (cuadros 4.1 y 4.2) indican que la produccién de asimilados por arbol
no se vio alterada por el calentamiento durante una temporada y sugieren que el rol de la
temperatura sobre la tasa de llenado del fruto estd asociado a procesos que ocurren en el
mismo fruto.

El peso final del mesocarpo se redujo severamente por el calentamiento en ambos
cultivares mientras que el peso del endocarpo so6lo lo hizo en cv Coratina y en menor
proporcion (cuadro 5.2). Como consecuencia, la relacibn mesocarpo/endocarpo
(pulpa/carozo) de los frutos calentados se redujo a casi la mitad en cv Arbequina y un
poco menos en cv Coratina. Estos resultados contradicen lo observado por Garcia-Inza et
al. (2016), que al calentar ramas reproductivas durante el periodo de crecimiento de la
semilla o durante la segunda mitad del crecimiento de la pulpa del fruto no encontraron
un efecto significativo de la temperatura sobre el peso del mesocarpo ni del endocarpo,
en un rango de temperatura media de 20-30 °C, para el primer periodo, y 16-27 °C, en el
segundo. La diferencia en la respuesta entre estudios podria estar ligada a la diferente
duracion de los periodos de tratamiento (90 y 74 dias en el primer y segundo periodo,
respectivamente, en Garcia-Inza vs 134 y 150 dias, en la primera y segunda temporada,

respectivamente, en este capitulo) que potencialmente dificultaron la observacion de
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diferencias en el primer estudio. La disminucién del peso seco del mesocarpo pero no (o
en menor proporcion) del endocarpo ante el incremento de la temperatura en el presente
trabajo puede estar asociada al momento en que se aplicaron los tratamientos térmicos y
al crecimiento asincrénico de estos tejidos. El endocarpo se desarrolla en los primeros
momentos del desarrollo del fruto y una vez que el diametro longitudinal y transversal
alcanzan su tamafio maximo alrededor de 60 DDPF se produce una gran y rapida
esclerificacion de sus células (fase 2 y 3) (Rapoport et al., 2013) con aumentos minimos
en el peso posteriormente (Garcia-Inza et al., 2016). Por otro lado, el mesocarpo se
desarrolla principalmente en la fase 4, luego del EC. En 2015-16 el calentamiento inicio
25 y 30 dias antes de detectarse el endurecimiento de carozo en cv Arbequina y cv
Coratina respectivamente, por lo que gran parte del crecimiento del embrion, la semillay
el endocarpo habian ocurrido, sobre todo en cv Arbequina, mientras que el crecimiento
activo del mesocarpo todavia no habia ocurrido. Paralelamente, el incremento de la
temperatura provocd una disminucién de la concentracion de aceite del mesocarpo
(cuadro 5.2). De manera similar Garcia-Inza et al. (2016), observaron una disminucion
de 1,6 y 1,8 puntos porcentuales del % de aceite del mesocarpo por cada 1 °C de
incremento de la temperatura al calentar ramas y frutos de cv Arauco temprano y mas
tardiamente, respectivamente, durante su desarrollo.

El contenido de aceite por fruto (en g fruto) se redujo fuertemente en los frutos a
mayor temperatura, debido a un efecto directo de la temperatura sobre el % aceite del
mesocarpo, a un efecto dilucion al modificar la proporcion de mesocarpo en relacion al
endocarpo y al menor peso total del fruto (cuadro 5.2). La reduccién del contenido de
aceite fue mayor en 2015-16 que en la temporada anterior (50 % vs 30 % en 2014-15),
probablemente asociado a una mayor diferencia de temperatura (i.e., 1 °C mas). Es

importante resaltar que ninguna de las respuestas en los frutos provenientes de arboles
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calentados sélo una temporada y bajo las condiciones experimentales descriptas estuvo
asociadas a posibles efectos de la temperatura sobre la produccion de asimilados, como
se menciond mas arriba. Sin embargo, en los arboles cv Coratina calentados durante dos
temporadas, el contenido de aceite se redujo proporcionalmente mas que en el resto de
los casos, ya que tanto la concentracion del aceite del mesocarpo como el peso final del
mesocarpo y endocarpo (y por ende del fruto entero, como se mostrd en el capitulo
anterior, figura 4.2f) se redujeron severamente por el calentamiento (cuadro 5.2). Esto
ocurrio porque ademas del efecto directo de la temperatura sobre estas dos variables, los
resultados del capitulo anterior indicarian que en estos arboles hubo una fuerte limitacion
por recursos, consecuencia del efecto acumulado de la temperatura (ver discusion de
Capitulo V).

La composicion de &cidos grasos saturados e insaturados del aceite de oliva se vio
alterada por el incremento de la temperatura bajo nuestras condiciones, pero esta
respuesta estuvo condicionada por el cultivar (cuadro 5.3). Asi, el primer afio (2014-15),
mientras que en el cv Arbequina el calentamiento provoc6 una fuerte disminucion del %
de acido oleico y aumento del &cido linoleico, el cv Coratina mantuvo estables los niveles
de ambos acidos grasos. La siguiente temporada, con una mayor diferencia de
temperatura lograda entre tratamientos, esta respuesta fue similar (aunque solo
marginalmente significativa) en los frutos provenientes de arboles bajo dos temporadas,
mientras que en los frutos de arboles con un solo periodo de tratamiento el acido oleico
se redujo por el calentamiento en ambos cultivares. El % de acido palmitico (16:0)
consistentemente aumentd al incrementar la temperatura 3-4 °C. El acido estearico (18:0)
y el linolénico (18:3) fueron menos sensibles al incremento de la temperatura con cambios
menores en sus niveles (18:0) o sin cambios (18:3). Ademas, en cv Arbequina, tanto en

T+ como en TO, algunos valores de acido palmitico, oleico y linoleico estuvieron por
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fuera de los limites establecidos por el COIl para aceite virgen extra ( i.e., entre 7,5y 20
% para el palmitico, entre 55 y 83 % para el oleico y entre 3,5 y 21% para el linoleico),
como ocurre normalmente en esta region, sefialando la variabilidad de estos compuestos
entre zonas térmicamente distintas a Espafia, de donde es originario este cultivar y de
donde son representativos los umbrales COI. Estos resultados estan en sintonia con lo
reportado por Rondanini et al. (2014) a partir de correlaciones con varios cultivares
creciendo en distintas localidades en La Rioja y por Garcia-Inza et al. (2014), a partir de
un experimento manipulativo calentando ramas reproductivas de cv Arauco, y sefialan
que en cv Arbequina el perfil de acidos grasos, sobre todo la concentracion de acido
oleico, estd muy regulado por la temperatura, mientras que en cv Coratina los valores
parecerian ser mas estables y siempre dentro de los limites COIl.

Mirando en conjunto las respuestas de los principales acidos grasos, pareceria que
el incremento de la temperatura afecta su biosintesis a través de la regulacion enzimatica,
tal como fuera sugerido por Garcia-Inza et al. (2014). Sin embargo, hay muy poco
conocimiento acerca de la actividad enzimatica o la expresion de genes ligados a la
biosintesis de lipidos en el fruto de olivo fundamentalmente en el mesocarpo, principal
tejido de acumulacion del aceite. Sumado a esto los mecanismos por los cuales la
temperatura modula la composicion de &cidos grasos son desconocidos en olivo y
parecerian ser distintos a los de oleaginosas anuales donde altas temperaturas se asocian
con mayores % de oleico en la semilla. Los &cidos grasos son sintetizados a partir de
acetato con la adicion de dos carbonos por ciclo por accion de las enzimas acido graso
sintasa (FAS) mientras que la insaturacion (introduccién de doble enlaces a partir de
sustratos saturados) es realizada de manera secuencial por enzimas desaturasas (e.g., SAD
y FAD). La estearoil-acil desaturasa (SAD) cataliza la primera desaturacion que conduce

al acido oleico, por lo que tiene un papel fundamental sobre el contenido total de acidos
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grasos insaturados. Estudios recientes en olivo, indican que los genes SAD estan
regulados transcripcionalmente por factores ambientales como bajas temperaturas y
oscuridad (Hernandez et al., 2019). Ademas, se encontraron diferencias en los niveles de
expresion de genes que codifican para FAD (i.e., desaturasas que catalizan la doble
ligadura extra entre acido oleico y linoleico) en respuesta a factores ambientales, como
alta y baja temperatura, en distintos cultivares; sin embargo, no se encontr0 una
asociacion entre el nivel de expresion de los genes y el % de acido linoleico (Hernandez
etal., 2011). Por otro lado, la aparente mayor estabilidad a la temperatura de cv Coratina
en comparacion con cv Arbequina podria estar fundamentada por diferencias en los
niveles de las enzimas desaturasas, su actividad, los niveles de expresion de los genes que
codifican para estas enzimas, o incluso de los sustratos disponibles. Por ejemplo, en un
trabajo previo se reportaron diferencias en los niveles de expresion de genes que codifican
para FAD entre cultivares, como cvs Arbequina y Picual, y esto se relaciono fuertemente
con las diferencias de contenido de &cido linoleico encontradas en esos cultivares
(Hernandez et al., 2009). Es por ello que resulta fundamental avanzar en los estudios
moleculares para poder entender las respuestas observadas en este y otros trabajos
previos.

Entre los componentes menores del aceite de oliva, los tocoferoles se destacan por
su actividad antioxidante y su importante actividad nutricional (vitamina E). En olivo hay
una escasez de conocimientos sobre la evolucion de las concentraciones de tocoferoles
individuales durante el desarrollo del fruto y un desconocimiento total sobre el rol
regulatorio que tiene la temperatura en este aspecto. A partir de algunas correlaciones
previas se han asociado condiciones agroecologicas, como lluvia y temperatura, con
cambios en su concentracion en aceite (mg kg aceite™) (Aguilera et al., 2005). Ademas,

la respuesta al ambiente pareceria ser cultivar dependiente (Beltran et al., 2010). El
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experimento realizado en este capitulo es el primero de tipo manipulativo que indaga
sobre estos temas y puede servir como puntapié inicial para futuros trabajos mas
profundos. La dinamica de concentracion de a- y y-tocoferol en aceite siguio un patron
lineal o bilineal observandose los valores maximos temprano, seguido de fuertes caidas a
medida que el aceite se acumula en el fruto hasta alcanzar valores minimos finales (figura
5.4). La alta concentracion encontrada al comienzo de la acumulacion puede estar
relacionada con una alta division celular previa a la acumulacion de aceite en el
mesocarpo, ya que estos compuestos son componentes estructurales de las membranas
(ver revisiones de Atkinson et al.,, 2010 y Lopez et al.,, 2014). A medida que la
acumulacién activa de aceite en el mesocarpo avanza luego del EC, se van formando
pequefios cuerpos lipidicos que confluyen en una sola gota lipidica en una region
citoplasmatica con notable ausencia de componentes citoplasmicos como membranas y
ribosomas (Rangel et al., 1997); esto provoca que los niveles de tocoferoles se diluyan a
medida que se acumula el aceite. Patrones similares a los nuestros fueron reportados
previamente en los cvs Arauco, Manzanillay Arbequina (Bodoira et al., 2015; 2016) pero
inverso a lo reportado en algunos cultivares tunecinos (Sakouhi et al., 2008) y en el fruto
(semilla) de anuales como el girasol (Gonzales Belo et al., 2017) y la cebada (Falk et al.,
2004).

La concentracion final de a-tocoferol en aceite vario entre 298-713 mg kg aceite”
! (cuadro 5.4). Estos valores son similares a los reportados en cv Arbequina creciendo en
Cordoba, Esparia (e.g., Perez et al., 2019) y superiores a los reportados en cv Coratina en
la region de Molise, Italia (Manzi et al., 1998) o Cérdoba, Espafa (Pérez et al., 2019).
Ademas, la mayor temperatura bajo las condiciones experimentales de este trabajo
provoco una respuesta positiva y consistente en la concentracion de a-tocoferol en ambas

variedades. Esto es una respuesta novedosa y contraria a lo observado en anuales
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oleaginosas como el girasol, donde la concentracion de tocoferoles disminuy6 cuando se
incremento la temperatura temprano durante el llenado de las semillas (Izquierdo et al.,
2007). La concentracion de y-tocoferol vario ente 5-53 mg kg aceite™ y la variabilidad
de las repeticiones en 2014-15 impidié ver diferencias claras entre tratamientos en 2014-
15. En 2015-16 el calentamiento provocd un incremento en la concentracion en cv
Arbequina mientras que la respuesta de cv Coratina fue la inversa, indicando una clara
interaccion genotipo x ambiente (cuadro 5.4). Al expresar la concentracion de estos
tocoferoles en relacion al fruto se evidencia que la temperatura afectd la concentracion de
tocoferoles principalmente al modificar el peso de aceite por fruto. Sin embargo, en 2015-
16 pareceria ademas haber un efecto directo de la temperatura sobre la sintesis de estos
compuestos. Esto podria asociarse a una mayor diferencia de temperatura lograda aunque
los mecanismos detras de esta respuesta son poco claros. Este es el primer estudio en
olivo donde se reportan este tipo de resultados en relacion a los tocoferoles y su respuesta
a la temperatura. En oleaginosas anuales como girasol, soja y colza la mayor parte de las
variaciones observadas en la concentracion en aceite de tocoferoles ante variacion en la
temperatura o la radicacion fueron explicadas por el peso del aceite del grano (Izquierdo

etal., 2007; Izquierdo et al, 2011).

5.5 Conclusién

En este capitulo se mostro como el incremento de la temperatura entre la fase 3-5
de desarrollo del fruto tiene un efecto directo sobre su tamafio y concentracion de aceite
al afectar las tasas de incremento de peso seco del mesocarpo y de acumulacion de aceite
de este tejido. Principalmente por su efecto sobre el contenido de aceite del fruto, los
tocoferoles aumentan su concentracion en aceite al aumentar la temperatura. En adicion,

la temperatura afecta el perfil de acidos grasos aunque el cv Coratina pareceria tener un
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fenotipo mas estable que cv Arbequina. Asi, a modo de conclusion este capitulo permitio
el estudio del efecto de la temperatura excluyendo otros factores que podrian estar
influyendo en la respuesta de los analisis correlativos, permitiendo sugerir que la
temperatura es un factor crucial para la determinacion del rendimiento y la calidad de
aceite. Ademas, sent0 las bases para estudios mas profundos en relacion a algunos
componentes como los acidos grasos y compuestos menores, como tocoferoles, poco

estudiados en olivo, sobre todo en relacion a la temperatura.



154

CAPITULO VI

Discusion general
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6.1 Aspectos destacados de los resultados obtenidos y aportes originales de la tesis al

conocimiento cientifico

La temperatura es uno de los principales factores ambientales regulatorios del
crecimiento y desarrollo de los cultivos y afecta la mayoria de los procesos involucrados
en la determinacion del rendimiento. El calentamiento global observado con respecto a la
era preindustrial ha despertado el interés por entender las implicancias del incremento de
la temperatura media del aire sobre la fisiologia y produccién de los cultivos. A nivel
local el interés por entender como la temperatura elevada afecta la produccion del olivo
radica, ademas, en la gran variabilidad térmica (x5 °C) entre regiones productivas del
pais, consecuencias del gradiente latitudinal y altitudinal en el que se produce el cultivo
(Gomez del Campo et al., 2010; Torres et al., 2017). La bibliografia existente a partir de
estudios manipulativos de la temperatura es mucho mas abundante en cultivos herbaceos
que en lefiosas perennes, probablemente debido a la complejidad que implica calentar
arboles enteros por periodos largos de tiempo (e.g., el periodo de acumulacién de aceite
del fruto en olivo, evaluado en esta tesis, abarca 4-6 meses).

Al momento de iniciar la tesis, los estudios en olivo manipulando la temperatura
en el campo eran muy escasos. Inicialmente calentando porciones de ramas reproductivas
Garcia-Inza et al. (2014; 2016) determinaron algunas respuestas productivas del fruto de
cv Arauco (peso seco y % de aceite) y de la calidad de su aceite (perfil de acidos grasos).
Luego a nivel de arbol entero, usando cdmaras completamente cerradas, se evaluo el
desempefio del polen y la duracion del periodo efectivo de polinizacion bajo condiciones
de temperatura elevada (Vuletin Selak et al., 2013; 2014). Muy recientemente usando
camaras sin techo (OTCs) (Benlloch-Gonzales et al., 2018; 2019) observaron el efecto
del aumento de 4 °C en la temperatura del aire sobre la fenologia floral, el cuajado, y el

crecimiento y desarrollo del fruto. En estos Gltimos trabajos con camaras, arboles bajo
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condiciones de ambiente exterior (i.e., al aire libre) fueron usados como control. Aunque
estos estudios constituyen un valioso aporte al conocimiento sobre algunas respuestas
productivas al incremento de la temperatura y convalidan trabajos correlativos previos
(e.g., Trentacoste et al., 2012; Rondanini et al., 2014), estudios mas integradores son
necesarios para un mejor entendimiento de los mecanismos detras de las respuestas. Asi,
los resultados presentados en esta tesis, al analizar las respuestas a diferentes niveles de
escala (desde hoja a planta entera) de la economia de carbono y de algunos aspectos del
uso del agua al incremento de la temperatura, constituye un importante aporte para un
entendimiento mas integrador de las respuestas productivas del olivo al incremento de la
temperatura al mismo tiempo que generan nuevos interrogantes para investigaciones
futuras.

A pesar del impacto potencial del calentamiento en la fisiologia y produccion de
los arboles frutales se ha prestado poca atencion al disefio y prueba de sistemas de
manipulacion de temperatura a campo. Es por ello que el punto de partida inicial de esta
tesis consistio en disefiar y probar un sistema que permitiera la manipulacion térmica en
el campo en arboles frutales jovenes (Objetivo especifico 1). Las pruebas no sélo
incluyeron mediciones de temperatura, sino también otras variables microclimaticas de
importancia fisioldgica (e.g., humedad), muchas veces no consideradas en el disefio ni
evaluadas en estudios con estructuras que modifican el ambiente. El sistema propuesto
(Capitulo 1) utiliza camaras sin techo (OTCs), empleadas cominmente y con éxito para
estudiar plantas por méas de dos décadas. Sin embargo, un aspecto novedoso en frutales
lefiosos es la incorporacion de una OTC como tratamiento control, s6lo con calentamiento
pasivo por el material de polietileno, lo que permite mantener la temperatura cercana (+1
°C) a la del ambiente exterior. EI uso de una estructura (i.e., OTC) similar a la del

tratamiento calentado evita usar el ambiente exterior como referencia y permite garantizar
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que las condiciones microclimaticas a las que estan expuestos los arboles sean semejantes
entre tratamientos y, de esta forma, tener la seguridad de que solo la temperatura (y las
variables asociadas a ella, como el DPV) esta detras de las respuestas evaluadas en la
planta. Por otra parte, la OTC calentada utiliza un método con resistencia eléctrica
(caloventor eléctrico) y un disefio de tunel de plastico transparente bastante novedoso con
piedras ennegrecidas en el interior, a través de las cuales se fuerza el aire usando
ventiladores para calentar la OTC. Si bien previamente se han utilizado métodos de
calentamiento similares con resistencia eléctrica (en olivo, Benlloch-Gonzalez et al.,
2018) o tanel pléastico (sin piedras) con energia solar como fuente de calor (en arroz,
Chiba y Terao, 2014), un aspecto novedoso de este trabajo es el uso de manera
complementaria de ambos métodos de calentamiento garantizando un considerable
incremento de la temperatura (i.e.,~3,5 °C), sostenido a lo largo del dia y a un costo
(econdémico y ambiental) y complejidad operativa mucho menores que lo que significaria
el uso de sistemas de calentamiento mas complejos (e.g., en especies forestales: Barton
etal., 2010; en vid: Sadras et al., 2012a) por periodos prolongados de tiempo.

El intercambio gaseoso de la hoja de olivo bajo condiciones de temperatura
elevada sostenida y en el campo no ha sido evaluado previamente a esta tesis, a pesar de
que el intercambio de carbono (y agua) es la base de los actuales modelos de simulacion
basados en componentes de economia de carbono (o de uso del agua) para predecir la
produccion olivicola bajo diferentes escenarios ambientales (e.g., Lopez-Bernal et al.,
2018; Lorite et al., 2018). El trabajo presentado en esta tesis constituye asi el primero de
su tipo donde olivos son calentados durante prolongado tiempo (el verano y parte del
otofio,~ 5 meses) y sus pardmetros fotosintéticos como asi también la transpiracion,
evaluados en relacién a un control (Objetivo Especifico 2). Trabajos previos modificando

la temperatura instantanea de medicion indican que la fotosintesis maxima en olivo se
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alcanza entre los 32-35 °C y que por encima de ese umbral cae marcadamente (Bongi y
Long, 1987; Diaz-Espejo et al., 2006). Algo similar se observo en la fotosintesis en
estudios de olas de calor de corto plazo, acompafiado de una disminucion de la
conductancia estomatica (Haworth et al., 2018). Sin embargo, los resultados aqui
presentados (Capitulo 111) contradicen esto y ponen de manifiesto que la hoja de olivo
tiene capacidad de ajuste a la temperatura a la que se encuentra sometida durante su
crecimiento, lo que le permite mantener la eficiencia fotosintética y la conductancia
estomatica a temperaturas de incluso 40 °C (las méaximas exploradas durante las
mediciones realizadas y acompanadas de condiciones de DPV moderadas, < a 4 kPa). En
este sentido, esta tesis constituye un estudio pionero en la evaluacion de respuestas de
aclimatacion térmica de la fotosintesis en olivo y sienta las bases para estudios mas
profundos sobre los mecanismos detras de las respuestas, como asi también para incluir
los procesos de aclimatacion térmica dentro de los modelos de simulacién actuales usados
para predecir la produccion del olivar.

La aclimatacién térmica de la hoja ya sea por ajustes de tipo fisioldgicos,
estructurales, bioguimicos o incluso anatomicos (en hojas nuevas) afecta a todos los
aspectos del intercambio de la atmdsfera foliar. De diversos estudios se desprende que
este es un rasgo bastante comun en las plantas de distintos grupos funcionales, que les
permite hacer frente a su nueva temperatura de crecimiento sin pérdida de eficiencia
fisiologica (Berry y Bjorkman, 1980; Yamori et al., 2013; Vico et al., 2019). Los
resultados presentados (Capitulo I11) ademaés indican que estos ajustes no solo afectan la
fotosintesis sino que incrementan el consumo de agua del olivo al aumentar la
transpiracion, un aspecto de suma relevancia economica y ambiental en la produccién

olivicola actual y futura.
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Por otro lado, en el NOA, con temperaturas mas elevadas que en zonas
tradicionales de produccion olivicola fundamentalmente durante el periodo de
acumulacién de aceite, se ha observado que los olivos producen mas biomasa vegetativa
y menor rendimiento de aceite en comparacion con zonas mediterraneas de donde
provienen la mayoria de los cultivares usados en Argentina. Incluso dentro del pais, el
comportamiento productivo de los cultivares difiere entre regiones mas calidas en
comparacion con aquellas mas frias. A partir de esto surgi6 el interrogante de: ;Cémo la
produccién y particion de biomasa hacia todos los 6rganos vegetativos y frutos se ve
afectada por el incremento de la temperatura? Es por ello que otro aporte original de la
tesis al conocimiento cientifico fueron los resultados de las evaluaciones de la produccién
y particion de biomasa hacia los distintos 6rganos de la planta (i.e., raices, tronco, ramas,
hojas y frutos) en arboles jovenes expuestos a un incremento de la temperatura de 3-4 °C
durante la fase de acumulacion de aceite del fruto de una o dos temporadas consecutivas
(Objetivo Especifico 3), presentados en el Capitulo IV. En dicho capitulo se demostrd
que el incremento de la temperatura bajo nuestras condiciones meteoroldgicas, reduce
severamente el peso y % de aceite de los frutos (reduciéndose el rendimiento de aceite a
pesar de no modificarse la carga por arbol) pero la produccion y costo energético de la
biomasa total de los arboles se mantiene. Esto Gltimo refuerza los resultados de
produccion de asimilados observados a nivel foliar. Como consecuencia, se produce una
mayor particion (i.e., el excedente de fotoasimilados no destinados a los frutos) hacia
Organos vegetativos como hojas, de manera similar al conocido efecto de la carga sobre
la particion en olivos adultos y jovenes (Fernandez et al., 2015; Rosati et al., 2018). Esto
ocurre aun a pesar de que la mayor parte del crecimiento vegetativo acontece previamente
a iniciarse el periodo de acumulacion de aceite. Sin embargo, en arboles calentados

durante dos temporadas, ademas de los cambios en particion se observa una limitacion
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por fuente de fotoasimilados y un menor nimero de frutos inicial, despertando nuevos
interrogantes para investigaciones futuras.

Finalmente, esta tesis mostro cuales son los principales mecanismos afectados
tanto a nivel productivo como a nivel de la calidad del aceite de oliva por el incremento
de la temperatura en un contexto de calentamiento global. Si bien en olivo se cuenta con
abundante informacién que correlaciona el incremento de la temperatura con
disminuciones en el % de aceite y proporcion de acido oleico, la informacion proveniente
de ensayos manipulativos es mas escasa, fragmentada y limitada sélo a dos cultivares
(i.e., cvs Arauco y Picual). Es por ello que los resultados presentados en el Capitulo V de
esta tesis constituyen un importante aporte en este sentido. Por un lado, los resultados
arrojaron que el calentamiento durante la fase de acumulacion de aceite afecta
negativamente las tasas (en dias) de incremento de peso seco y de acumulacion de aceite
(%). Este es el primer trabajo manipulativo en olivo donde se estudia el papel regulatorio
de la temperatura sobre la dinamica de crecimiento y de acumulacion de aceite del fruto.
Ademas de este efecto directo de la temperatura sobre la sintesis de aceite, se comprobo
que el calentamiento en ese momento del desarrollo del fruto afecta méas fuertemente el
crecimiento de la pulpa, donde se sintetiza la mayor parte de aceite, que del endocarpo +
semilla (i.e., menor relacion pulpa/carozo) acentuando el efecto negativo del
calentamiento sobre el contenido de aceite por fruto.

Desde el lado de la calidad del aceite, esta tesis refuerza los trabajos correlativos
y manipulativos calentando ramas reproductivas previos que mostraban como el perfil de
acidos grasos esta regulado por la temperatura (e.g. Rondanini et al., 2014; Garcia- Inza
et al., 2014; 2016), de manera tal que la proporcion de &cido oleico disminuye al
incrementar la temperatura durante el periodo de acumulacion de aceite, y que esto podria

estar regulado a nivel enzimatico. Sin embargo, un aspecto novedoso de esta tesis, fue el
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estudio de manera manipulativa de la interaccion genotipo (cultivares) X ambiente en esta
respuesta. Asi, se demostré como en cv Arbequina el perfil de acidos grasos estd muy
regulado por la temperatura, mientras que en cv Coratina sélo el afio que se logré mayor
diferencia entre tratamientos térmicos el acido oleico cayo por el calentamiento. De
hecho, los valores reportados en cv Arbequina en esta tesis, tanto en TO como en T+,
quedaron por debajo del limite inferior COI (i.e., 55 %), establecido en funcién de los
valores esperados para un aceite extra virgen en la Cuenca del Mediterraneo. A su vez,
los valores reportados fueron similares a aquellos provenientes de trabajos correlativos
previos en esta zonas del NOA con mayor temperatura que en el Mediterraneo (e.g.,
Rondanini et al., 2014) poniendo en evidencia los desajustes de esta normativa para los
aceites provenientes de zonas olivicolas mas calidas que el Mediterraneo, como el NOA,
y la necesidad de replantear estos limites, sobre todo en este contexto de calentamiento
global y expansion olivicola. A diferencia del acido oleico, la concentracion en aceite de
a-tocoferol, el principal tocoferol en el aceite de oliva, aumento al incrementar la
temperatura principalmente por un efecto “concentracion” al disminuir el aceite
sintetizado en el fruto. En este sentido, esta tesis fue la primera en explorar este tipo de
respuesta en este componente menor del aceite de oliva, con importantes propiedades

biolégicas como antioxidante (vitamina E).

6.2 Implicancias de los resultados obtenidos para el sector productivo en la region

en el contexto del calentamiento global

El olivo en Argentina es la segunda especie frutal mas implantada después de la
vid. Con alrededor de 90 mil ha en produccion es clave en la economia regional de las
provincias de La Rioja, San Juan, Catamarca y Mendoza (Instituto de Desarrollo Rural,

2012), donde ademas se encuentra fuertemente ligado a la cultura e historia de la zona.



162

En la actualidad los objetivos productivos del sector se enfocan principalmente en lograr
aceites de calidad para la exportacion y, en menor medida, en la produccion de aceitunas
de mesa de calidad. CoOmo consecuencia, uno de los principales cutlivares implantados en
la region es el cultivar aceitero Arbequina, originario de Espafia.

A pesar de gque la expansion olivicola en el pais ha sido exitosa en muchos casos,
hay también indicios de que las altas temperaturas en el NOA actualmente afectan
negativamente la produccién. Sumado a esto, bajo el escenario del calentamiento global,
los actuales sistemas productivos olivicolas del noroeste del pais podrian verse
severamente afectados. En este sentido, esta tesis demostrd de manera manipulativa como
el calentamiento global afectara negativamente la produccion y calidad del aceite de oliva
y sugiere, al mismo tiempo, que la mayor temperatura provocara un aumento de la
demanda de agua del cultivo por una mayor demanda atmosférica (DPV) y mayor
desarrollo de area foliar, debido a una mayor particion de asimilados hacia érganos
vegetativos. En términos econdmicos esto se traducira probablemente en menores
ingresos, por el menor rendimiento y calidad del aceite, y mayores gastos en, por lo
menos, riego (el agua se bombea desde grandes profundidades del suelo), labor de poda,
gue en muchos casos todavia se realiza manualmente, y acarreo de estos restos de poda.
Como consecuencia los margenes econdémicos del sector productivo se veran reducidos,
afectando principalemnte al mediano y pequefio productor aceitero, que normalmente

tienen un margen econémico acotado.

6.3 Validacion de las hipdtesis de la tesis

A partir de los resultados presentados en los diferentes capitulos que componen el
cuerpo de la tesis, resumidos en la figura 6.1, se pudieron poner a prueba las hipotesis

enunciadas en el capitulo introductorio (Capitulo 1).
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En relacion al Objetivo Especifico 1, se presumio que: El uso de energia solar y/
0 resistencia eléctrica permite aumentar la temperatura del aire dentro de OTCs lo
suficiente como para simular escenarios de calentamiento global futuros (H1OE1); vy,
por otro lado, que: ElI aumento de la temperatura usando aire calentado con energia
solar y/o resistencia eléctrica dentro de camaras suficientemente ventiladas no modifica
el contenido de humedad del aire, la concentracion de CO2 ni la radiacion incidente,
pero provoca un incremento de la demanda atmosférica de vapor de agua (H2OEL). Los
resultados presentados en el Capitulo I, indican que el uso de los dos métodos de
calentamiento complementarios sugeridos (i.e., tunel de plastico transparente con piedras
ennegrecidas en su interior + caloventor eléctrico) permite un sostenido incremento de la
temperatura a lo largo del dia, con respecto a una OTC control sin calentamiento activo
(figura 2.3) y esta diferencia de temperatura diaria es, en promedio, cercana a 4 °C, tanto
en verano como otofio (cuadro 2.1; figura 2.4). Por otro lado, la humedad absoluta fue
similar entre ellas y con el ambiente exterior (valores sobre la linea 1:1; figura 2.5).
Ademas, la [CO-] en el horario que més activa esté la fotosintesis (de 9:00 a 15:00 h, hora
solar) también fue similar entre configuraciones de OTCs (figura 2.7). Finalmente, la
radiacion incidente dentro de cada camara fue similar entre configuraciones y en
promedio solo un 12 % inferior a la PAR incidente en el exterior el primer afio, mientras
que hubo una pequefia pérdida el segundo afio, debido al desgaste del polietileno usado
en los laterales. Estos resultados estuvieron en concordancia con las predicciones
realizadas y por consiguiente las dos hipotesis planteadas en relacion al OE1 se
aceptan en su totalidad.

Para el Objetivo especifico 2 se postul6 que: El intercambio neto de carbono del
olivo durante el verano se ve limitado al superar los 35 °C de temperatura del aire como

consecuencia de una menor conductancia estomatica en respuesta al incremento del DPV
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y/ o la temperatura. Por el contrario, olivos a mayor temperatura y bien regados tienen
mayor transpiracion, mediado por un mayor DPV (H1OE2). Ademas, La temperatura a
la cual se alcanza la mayor tasa fotosintética maxima a saturacion luminica en hojas de
olivo depende de las temperaturas experimentadas durante su desarrollo (aclimatacion
térmica de la hoja). Esto se sustenta en la bibliografia existente donde se sefiala que
numerosas especies lefiosas evidencian algun tipo de capacidad de aclimatacion térmica
de la fotosintesis que les permite manteneter su eficiencia fotosintética a temperatura
elevada (Berry y Bjorkman, 1980; Yamori et al., 2013; Vico et al., 2019) (H20OE2). Los
resultados presentados en el Capitulo 111 mostraron gque a diferencia de lo que se predecia,
Amax Y gs no evidenciaron una reduccion significativa al superar los 35 °C durante las
mediciones (figura 3.1a; cuadro 3.2). Ademas, fortaleciendo los resultados de Amax,
Fv/Fm tanto en hojas de olivos T+ como TO fue ~0,8 en verano, valor esperable en
condiciones no estresantes, mientras que ®ps; y la ETR de las hojas adaptadas a la luz
tampoco cambiaron al aumentar la temperatura (cuadro 3.3). Sin embargo, la E durante
tales mediciones fue mayor en T+ que en TO (figura 3.1b). Una tendencia similar a la
transpiracion foliar entre tratamientos (aunque no significativa) se observé en el flujo de
savia diario de cv Arbequina durante periodos de 3 dias consecutivos en verano (cuadro
3.4). Por otro lado, al medir el intercambio gaseoso de la hoja a la temperatura actual
(i.e., real del momento) de TO y T+ en verano (i.e., 35y 39 °C respectivamente) y luego
cruzando las temperaturas de medicion (i.e., midiendo T+ a la temperatura de TO y
viceversa) se produjo una caida de Amax cuando cada tratamiento no fue evaluado a su
temperatura (cuadro 3.5), indicando una clara aclimatacion de Amax a la temperatura
experimentada por la hoja. Estos resultados estan parcialmente en acuerdo con las

predicciones realizadas a partir de la HLOEZ2, por lo que se la acepta parcialmente,
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mientras que estdn completamente en concordancia con lo predicho para la H2OE2,
por lo que esta ultima se acepta en su totalidad.

La tercera hipotesis plateaba que: A una misma temperatura del aire, cv Coratina
presenta una mayor resistencia fisica de la hoja al intercambio gaseoso que cv Arbequina
por una mayor presencia de tricomas en su cara abaxial; y que, por otro lado: Las hojas
desarrolladas a mayor temperatura y bajo condiciones de buena disponibilidad hidrica
presentan menor numero de tricomas que las desarrolladas a menor temperatura
independientemente del cultivar, lo que facilita la pérdida de agua por transpiracion
(H3OE2). Los resultados del experimento realizado arrojaron gue, tal como se esperaba
y de manera consistente, la densidad de tricomas (# mm2) fue mayor en cv Coratina que
en cv Arbequina, pero entre tratamientos térmicos solo las hojas en una (la primera) de
las dos temporada evaluadas mostraron menor densidad de tricomas en T+ (a mayor
temperatura) en comparacion con TO (figura 3.4c y d). Por otro lado, E fue mayor en cv
Coratina que en cv Arbequina sélo en las mediciones de segunda temporada (figura 3.1c
y d) y esto estuvo acompafiado, ademas, por una mayor densidad de estomas; entre
tratamientos, E fue mayor en T+ con respecto a TO (figura 3.4 a'y b). Como los resultados
presentados no son concluyentes por las diferencias encontradas entre temporadas, la
mayor E en cv Coratina con respecto a cv Arbequina o en T+ con respecto a TO no puede
atribuirse (solamente) a una diferencia en la cantidad de tricomas. Posiblemente otras
modificaciones morfo-anatomicas que facilitan la pérdida de agua a nivel foliar,
ocurriendo en la superficie de hoja (e.g., mayor tamafo de estomas, cuadro 3.6) u otras
partes del arbol involucradas en el transporte de agua hacia ellas, como en el xilema,
podrian estar involucradas también. Estas modificaciones son irreversibles una vez
desarrollado el tejido, lo que se deduce a partir de que E es mayor en T+ que en TO

independientemente de las condiciones de temperatura a la que se evallen las hojas (i.e.,
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a 35 0 39 °C; cuadro 3.5). Sin embargo, son necesarios estudios mas profundos y
concluyentes para poder afirmar esto. Por no poder atribuir los cambios en el
intercambio gaseoso foliar (i.e., transpiracion) solo a una diferencia en la densidad
de tricomas como se esperaba, la evidencia lleva a rechazar la H3OE2 y sefiala la
importancia de estudios anato-morfoldgicos a nivel hoja y otros 6rganos mas
profundos.

En cuanto al Objetivo Especifico 3 la primera hipdtesis puesta a prueba inferia
que: El incremento de la temperatura durante la fase de acumulacion de aceite (verano-
principios de otofio) disminuye el peso seco y la concentracion de aceite en el fruto,
siendo destinados menos recursos a los frutos y mas a los érganos vegetativos incluidos
los brotes en desarrollo (H1OE3). Los resultados presentados en el Capitulo 1V
mostraron que, tal como se esperaba, en los arboles bajo tratamiento una temporada el
incremento de 3-4 °C durante la acumulacién de aceite redujo el peso seco del fruto en
un 20 (en 2014-15) — 30 % (en 2015-16) en ambos cultivares, a pesar de que la carga de
frutos fue similar al control TO (figura 4.2a, b, d y e). Paralelamente, el % de aceite final
del fruto cay6 entre 6 (2014-15) — 12 (2015-16) puntos porcentuales en cv Arbequina y
la mitad en cv Coratina (figura 4.2g y h). Las mayores caidas en la segunda temporada
evaluada probablemente estén asociadas a la mayor diferencia de temperatura lograda
entre tratamientos con respecto a la temporada anterior (i.e., +1 °C) y al mayor nimero
de frutos por arbol en comparacion con la primera temporada, por tratarse de arboles de
mayor edad. Como consecuencia, el rendimiento de aceite se redujo severamente en T+,
aunque esto fue estadisticamente significativo solo en una de las dos temporadas
evaluadas (i.e., la segunda, con 50 y 40 % menos aceite en cv Arbequina T+ y cv Coratina
T+, respectivamente) (figura 4.3a y b). En la primera temporada donde los pequefios

arboles tenian un bajo numero de frutos, si bien cv Arbequina T+ produjo 40 % menos
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aceite que TO, en cv Coratina T+ la produccion fue sélo 7 % menor ya que la carga de
frutos levemente superior que en TO (aunque no significativa; figura 4.2a) compenso la
caida en el peso y % de aceite de los frutos de T+ (i.e., los tres componentes del
rendimiento de aceite). La produccién de biomasa total (expresada como g de PS o en sus
EG) fue similar entre tratamientos de manera consistente en ambas temporadas,
acompariado de una reduccion del 30 % de la biomasa de frutos en la segunda temporada
(cuadros 4.1 y 4.2). Como consecuencia, la relacion EG vegetativos/reproductivos
aumento en relacion a TO, sefialando una mayor particion relativa de glucosa (i.e., 60 %
mas, con excepcion de cv Coratina la primera temporada) hacia 6rganos vegetativos
(cuadro 4.2). Asociado a esto, el calentamiento produjo un consistente incremento entre
30-50 % del area foliar en T+ en comparacion con TO (figura 4.1a y b), lo que no se
tradujo en un incremento significativo de la biomasa porque las hojas producidas tenian
menor masa foliar especifica que las de TO. A partir de estos resultados en
concordancia con las predicciones realizadas en relacion a esta tematica, se acepta
la HLOE3 ya que los cambios hallados en las caracteristicas del fruto no estuvieron
asociados a una diferencia en su numero (carga) por arbol ni tampoco a una menor
disponibilidad de glucosa/fruto debidas al calentamiento, sino a un efecto directo de la
temperatura sobre procesos que ocurren en el fruto, permitiendo un crecimiento
vegetativo adicional a partir de los fotoasimilados no destinados al crecimiento
reproductivo, modificando el balance entre el crecimiento vegetativo y reproductivo.

La segunda hipotesis planteada del OE2 sostenia que: El incremento de
temperatura en mas de una temporada tiene un efecto acumulado sobre los arboles de
olivo, acentuado por el crecimiento exponencial entre temporadas tipico en arboles
jévenes (H20OE3). A partir de los resultados presentados en el capitulo (IV) se puede

concluir que el efecto calentamiento fue méas acentuado en 2015-16 debido al mayor
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crecimiento (i.e., arboles de 3 afios) en comparacion con los arboles de la temporada
anterior (i.e., arboles de 2 afios) so6lo en los arboles calentados una temporada (cuadros
4.1y 4.2). En los arboles calentados durante dos temporadas, inesperadamente se produjo
una marcada reduccion del numero de frutos a cuaje, que en el caso de cv Coratina ocurrio
también en TO en comparacién con sus coetaneos con sélo un periodo de calentamiento
(figura 4.2b y ¢). Sumado a esto, el peso seco y el % de aceite del fruto se redujeron por
el calentamiento (figura 4.2f e i) en comparacidn con TO, lo que en conjunto provocé una
severa reduccion de la biomasa de frutos (en EG) y del rendimiento de aceite (cuadro 4.2;
figura 4.3c). En el caso de la caida del % aceite del fruto, esta fue proporcionalmente
mayor que en sus coetaneos calentandos sélo una temporada, sefialando otras causas
adicionales al efecto directo de la temperatura sobre la sintesis de aceite, como por
ejemplo una limitacion por fuente de asimilados en estos arboles en T+. A diferencia de
lo observado en los arboles bajo un periodo de calentamiento, el incremento de biomasa
total se redujo en T+ en comparacion con TO (cuadros 4.1 y 4.3). Mientras que en cv
Arbequina esto se debi6 a una marcada caida en la biomasa de frutos sin diferencias en la
produccién de biomasa vegetativa, en cv Coratina se debid a una reduccion conjunta de
los EG de la biomasa vegetativa y reproductiva (aunque en ninguno de los casos
significativa), evidenciando una clara limitacion por fuente en estos arboles. En cv
Coratina T+, ademas, el incremento de biomasa seca de hojas represent6 solo el 5 % de
TO, y no se observd incremento del area foliar (cuadro 4.1; figura 4.1). Como
consecuencia de todo lo anterior, la proporcion de EG biomasa vegetativa/reproductiva
aumento significativamente, pero esto estuvo mayormente explicado por el efecto del
calentamiento sobre la carga de frutos. La evidencia presentada con estos resultados
es contraria a las predicciones realizadas a partir de la H2OES3, por lo que se la

rechaza.



169

TEMPERATURA ELEVADA DURANTE LA ACUMULACION DE ACEITE
(diciembre-mayo)
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Figura 6.1 Diagrama conceptual describiendo las principales variables de interés evaluadas en la tesis a diferente nivel de organizacion (6rgano, planta y
cultivo) y su respuesta al incremento de la temperatura desde ocurrido el cuaje y hasta el final de la sintesis de acumulacion de aceite. En rojo se indican
las respuestas directas e indirectas. Con signo negativo (-) se indica una respuesta de disminucién (o efecto negativo) mientras que + indica incremento.
El cero indica que no hay respuesta. GXT sefiala interaccion genotipo (cultivar) x temperatura. El signo ? acompafiado de signo + o - sefiala posibles
efectos (de incremento o disminucién, respectivamente) no concluyentes a partir de los resultados de esta tesis.
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Finalmente, para el Objetivo Especifico 4 se puso a prueba que: El calentamiento
disminuye la tasa de crecimiento del fruto y esto genera frutos de menor tamafio. Ademas,
debido al crecimiento asincrénico entre la pulpa (mesocarpo) y el carozo (endocarpo +
semilla), el incremento de la temperatura alrededor de acumulacion de aceite disminuye
mas el crecimiento de la pulpa que del carozo, lo que ocurre mas tempranamente
(H1OE4). En relacion a esto, los resultados presentados en el Capitulo V indican que
bajo nuestras condiciones ambientales, con una temperatura media durante la fase de
acumulacion de aceite (~5 meses) de 22 °C en TO (figura 5.1), el incremento de 3-4 °C
provoco una reduccion de la tasa de incremento de peso seco del fruto (mg dia™)
manteniéndose invariable la duracion del periodo de crecimiento (i.e., dia en que se
alcanza el méaximo peso seco del fruto) (figura 5.2; cuadro 5.1). Ademas, como era
esperado, con los tratamiento térmicos aplicados avanzado el endurecimiento de carozo,
el peso seco del mesocarpo se redujo proporcionalmente mas que el del endocarpo en
respuesta al incremento de la temperatura, reflejado en una menor relacion pulpa/carozo,
tanto en arboles calentados una como dos temporadas (cuadro 5.2). Al estar estos
resultados en plena concordancia con las predicciones se acepta H1OE4 en su
totalidad.

La segunda hipoétesis del OE4 puesta a prueba fue que: La respuesta del perfil de
acidos grasos al incremento de la temperatura en olivo es cultivar dependiente, siendo
en cv Arbequina la proporcion de los principales acidos grasos, como el acido oleico,
muy dependiente de la temperatura mientras que en cv Coratina el perfil es mas estable.
Esto se sustenta en estudios correlativos previos que sugieren que algunos cultivares
como cv Arbequina varian su perfil de acidos grasos mas sensiblemente que otros como
cv Coratina al aumentar la temperatura media durante la sintesis y acumulacién de

aceite (Rondanini et al., 2014) (H20OE4). Los resultados en relacién a la respuesta del
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perfil de &cidos grasos al incremento de la temperatura, presentados en el Capitulo V,
indican que el incremento de 3 °C durante toda la fase de acumulacion de aceite (en la
primera temporada evaluada) provoco una reduccién de mas de 5 puntos porcentuales en
el nivel de oleico en cv Arbequina T+ con respecto a su control TO, mientras que en cv
Coratina no se observaron diferencias entre tratamientos (cuadro 5.3). Sin embargo, al
incrementar 4 °C (en la segunda temporada) la caida de &cido oleico se observo en ambos
cultivares (cuadro 5.3). La evidencia presentada indica que el % de acido oleico en cv
Arbequina esta muy regulado por la temperatura experimentada por el fruto durante su
sintesis, mientras que el cv Coratina es algo mas estable térmicamente. De hecho, en
nuestro experiemento cv Arbequina, tanto en arboles calentados (T+) como aquellos
creciendo en condiciones similares al ambiente (T0), los % de &cido oleico quedaron por
fuera del limite COI en ambas temporadas, enfatizando la sensibilidad del perfil de acidos
grasos a la temperatura en este cultivar. Que los niveles de acidos grasos de algunos
cultivares como cv Arbequina queden por fuera de los limites del COI es una situacién
bastante comun en algunas zonas de NOA (Rondanini et al., 2014). Por el contrario, el
porcentaje de &cido oleico en cv Coratina, en ambos tratamientos y temporadas, se
mantuvo dentro de los limites del COI, similar a lo reportado en otros trabajos para esta
zona (Rondanini et al., 2014). Por estar estos resultados en concordancia con las
predicciones enunciadas se acepta la H2OE4 en su totalidad.

Por ultimo se postuld que: Los tocoferoles tienen su concentracion maxima en los
primeros estadios de desarrollo del fruto cuando se produce una activa division celular,
ya que se encuentran asociados a las membranas celulares y a medida que el aceite se
acumula en el fruto la concentracion disminuye por un efecto de dilucion. Asi, al
reducirse la concentracion de aceite del fruto por el calentamiento durante el periodo de

acumulacion de aceite, la concentracion de tocoferoles en aceite aumenta por un efecto
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de “concentracion” (efecto indirecto) (H30OE4). Al evaluar la dinamica del % en aceite
de a-tocoferol (~90 % del total de tocoferoles del aceite de oliva), los resultados (Capitulo
V) exponen que a medida que avanza el desarrollo del fruto durante la fase de
acumulacién de aceite (i.e., aumenta el % de aceite en el fruto), el % de tocoferoles en
aceite cae por “efecto dilucion”, tanto en frutos de arboles TO como de T+ (figura 5.4).
Al evaluar la concentracion de a-tocoferol en aceite (mg kg aceite), se observa una
diferencia significativa en favor de T+ ya que el contenido final de aceite del fruto es
menor que en TO como consecuencia de la mayor temperatura (i.e., “efecto
concentracion”) (cuadros 5.2 y 5.4). Sin embargo al expresarlo en concentracion en el
fruto (i.e., mg kg PS fruto) se observa que si bien las diferencias entre tratamientos
disminuyen, siguen siendo significativas, revelando un efecto directo de la temperatura
sobre la sintesis de tocoferol, al menos cuando el incremento fue de 4 °C y el tratamiento
inicié un poco mas temprano, pudiendo afectar parte de la division celular (i.e., segunda
temporada; cuadro 5.4). Esto pone en evidencia que, tal como se predijo, el incremento
de la temperatura provoca indirectamente un incremento de la concentracion de
tocoferoles al afectar la sintesis de aceite en el mesocarpo del fruto, pero también
puede ocurrir un efecto directo de la temperatura sobre la sintesis de a-tocoferol, lo

gue lleva a aceptar solo parcialmente la H3OEA4.

6.4 Implicancias para investigaciones futuras

A pesar de que esta tesis exploro algunas de las incertidumbres y vacios de
conocimiento en relacion a las respuestas del olivo al incremento de la temperatura del
aire en diferentes escalas (e.g., hoja, arbol entero), numerosos aspectos de interés no han
sido totalmente dilucidados y al mismo tiempo surgen nuevos interrogantes a resolver en

investigaciones futuras. Algunos de estos aspectos se plantean a continuacion.
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e ;A qué se debe la aclimatacion térmica de la hoja de olivo? ¢El consumo de
agua de la temporada aumenta en olivos aclimatados a mayor temperatura? En esta
tesis se mostrd evidencia experimental de que la hoja de olivo bien regada presenta
aclimatacion térmica, lo que le permite mantener la eficiencia fotosintética a temperatura
elevada (e.g., 39 °C). Sin embargo, no se exploraron los posibles mecanismos detrés de
esta respuesta ni el tiempo en el que ocurren, particularmente cuando se considera la
fluctuacién natural de la temperatura en escalas de tiempo mdaltiples (segundos a dias,
estaciones y afios). Por otro lado, se mostré evidencia de que hojas desarrolladas a mayor
temperatura presentan mayor tasa de transpiracion independientemente de la temperatura.
Sin embargo, esta tesis nos deja los interrogantes sobre cual/es es/son el/los mecanismo/s
que generan esta respuesta, (i.e., mayor conductividad hidraulica, menor potencial agua,
mayor apertura estomatica a lo largo del dia, etc.) y qué implicancias en el consumo de
agua tienen a nivel de arbol entero y cultivo. En un escenario de calentamiento global el
mayor consumo de agua del olivar por un mayor DPV (debido a la mayor temperatura)
se veria exacerbado por estas modificaciones a nivel foliar para favorecer la pérdida de
agua, implicando un elevado costo ambiental y econémico. En adicion, la temperatura
foliar es un aspecto que no se evalud en esta tesis, por lo que no puede descartarse que las
modificaciones anatomicas observadas en las hojas desarrolladas a mayor temperatura
(e.g., mayor densidad de tricomas, menor densidad de tricomas, estomas mas grandes)
favorezcan la pérdida de agua y la refrigeracion de la hoja, permitiéndole mantenerse a
una temperatura mas baja que la del ambiente. Estudios futuros que aborden estas
tematicas seran cruciales para poder predecir el comportamiento del olivo en un escenario

de calentamiento global.
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e .El incremento de la temperatura durante el verano y principio de otofio
previos afecta la intensidad de la floracion de retorno y/o el cuaje de frutos? Los
resultados de esta tesis sefialaron que el calentamiento durante el verano y principios de
otofio de una temporada pareceria afectar el nimero de frutos de la siguiente temporada,
reduciendo la carga de los arboles a mayor temperatura, uno de los determinantes del
rendimiento. Esto no puede atribuirse a un fendmeno de alternancia de produccion (i,e.,
veceria), cominmente observado en olivos adultos en esta zona, ya que los olivos usados
para las evaluaciones desarrolladas en esta tesis eran jovenes y todavia no se encontraban
en plena produccion. Esta reduccion en el nimero de frutos podria atribuirse a una menor
intensidad de la floracion o un menor nimero de frutos cuajados como consecuencia de
una incompleta acumulacion de horas de frio provocadas por el calentamiento tardio (i.e.,
verano tardio-principios de otofio). Adicionalmente, la intensidad de la respuesta varié
entre los dos cultivares analizados posiblemente debido a diferentes requerimientos de
frio invernal entre los cultivares, pero esto es s6lo una hipotesis. Entender como el
calentamiento a finales de verano- principios de otofio puede afectar el nimero de frutos
puede contribuir a un mayor entendimiento de la floracion del olivo en general, para
entender por qué algunos cultivares europeos no florecen o lo hacen en menor intensidad
en nuestra zona y para la toma de decisiones productivas a la hora de elegir nuevas zonas
productivas (no tradicionales) y/o cultivares a implantar en un contexto actual o futuro de

calentamiento global.

e ;Por qué las respuestas observadas en los arboles bajo dos temporadas de
calentamiento difieren de las observadas en arboles bajo sélo una temporada? En
los arboles calentados durante dos temporadas pareceria que otros mecanismos fueron

afectados por la temperatura, provocando una reduccion de la biomasa total producida.
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Estos mecanismos estuvieron posiblemente vinculados a la produccién y/o transporte de
asimilados y podrian ser, por ejemplo: brotacion de yemas limitada por falta de frio, fallas
hidraulicas, caida prematura de hojas, etc. Su estudio en relacion al incremento de la
temperatura podria ayudar a entender los resultados observados en esta tesis y al mismo
tiempo ayudar a comprender los efectos del calentamiento sobre el olivo en una escala de
tiempo mas a largo plazo (i.e., varias temporadas) brindando informacién sobre sus

posibles efectos negativos sobre la vida productiva del cultivo (i.e., vida Gtil).

e ;,COmo afecta el incremento de la temperatura la sintesis de acidos grasos a
escala molecular? Los resultados presentados en esta tesis como aquellos prevenientes
de estudios correlativos o manipulativos previos sefialan de manera consistente la relacion
entre las variaciones del perfil de acidos grasos y la temperatura. Ademas, estas respuestas
en el perfil de acidos grasos parecerian ser cultivar dependientes, como se deduce de las
diferencias entre cvs Arbequina y Coratina presentadas en esta tesis. Como se ha sefialado
previamente en todos estos estudios, los cambios producidos por la temperatura podrian
estar relacionados a cambios a nivel de las enzimas que participan en la ruta metabdlica
de sintesis de estos acidos grasos, como la oleato desaturasa. Sin embargo la informacion
molecular al respecto es muy limitada en olivo (y oleaginosas que acumulan aceite en el
mesocarpo en general), e incluso no se corresponde con lo observado en estudios a escala
ecofisioldgica, como lo presentado en esta tesis (e.g., Hernandez et al., 2011). Por tal
motivo, estudios sobre las enzimas involucradas en la sintesis o los genes que codifican
para ellas en relacion al incremento de la temperatura durante el crecimiento del fruto que
combinen las dos escalas permitiran integrar y entender los mecanismos que generaron

las respuestas informadas en esta tesis.
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APENDICES

Apéndice |

Transmincia PAR (/1) dentro de las OTCs segun el tipo de techo: sin techo (OTC TO0) y
con reduccidn de acetato transparente (OTC T+) (ver seccién 2.2.3y 2.2.4; figura 2.2a 'y
b). Las medidas se tomaron dentro de tres cdmaras TO y tres T+, en nueve posiciones
horizontales y a una altura de 10 cm por debajo de la altura del techo, utilizando una barra
de luz de integracion lineal de 1 m de largo. También se tom6 una medicion fuera de cada
OTC al mismo tiempo. La transmitancia PAR se determiné como 1/ I, en cada posicion
y OTC. Las medidas se realizaron cerca del mediodia solar de un dia de verano bajo
condiciones soleadas. Se muestra el valor promedio de transmitancia de las posiciones
para cada tipo de techo + 1 error estandar (n = 3). Se evalud la diferencia de medias
usando un ANOVA para efectos fijos.

Tipo de techo de laOTC

Sin techo Reducido con p - valor
acetato
/1o 0,81 +£0,07 0,80 £ 0,08 ns’

*ns, no significativo (p > 0,05).
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Dinémica diaria del flujo de savia (a), y porcentaje de oscilacion del flujo de savia entre
las 12:30 y 16:30 h (b) de olivos jovenes del cv Arbequina en las OTCs control (TO) y
calentadas (T+). Los datos fueron registrados por un datalogger a intervalos de 5 min y
corresponden a la medicion de un dia de verano de 2016. Entre las 10:35y 12:30 h no se
registraron datos debido a un problema con el almacenador de datos. Las lineas
representan la media de cuatro repeticiones por tratamiento (n = 4). Los porcentajes de
oscilacién (i.e., amplitud de la oscilacion) fueron calculados como la relacion entre cada
valor de flujo de savia y el valor promedio siguiendo la metodologia propuesta por
Lopez-Bernal et al. (2017b). En ambos tratamimentos térmicos, las oscilaciones méximas
estuvieron alrededor del 10 %, por encima o debajo del valor medio.
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Apéndice 111

NUmero de hojas, area foliar individual y masa foliar especifica de olivos cvs Arbequina
y Coratina al finalizar una temporada (2014-15 o 2015-16) de tratamientos térmicos:
control (TO) y calentado (T+). Los tratamientos se aplicaron desde diciembre a mayo, una
vez ocurrido el cuaje de frutos. El area foliar individual y la masa foliar especifica se
determinarion a partir del peso seco y area conocidos de una muestra de 50 hojas (ver
seccion 4.2.3 del capitulo IV para més detalles de la metodologia usada). EI numero de
hojas se estimo a partir de la relacion entre el peso seco de la muestra de hojas y el peso
total de la biomasa de hojas. Se muestran los valores promedios + 1 error estandar (n =
4).

. . NGmerode  Area foliar s foliar
Temporada  Cultivar Tratamiento : ) especifica
hojas (cm?) 2
(mg cm™)
2014-2015 Arbequina TO 3018 +£264 4,21+0,19 20,53+0,40
T+ 3889+617 4,27+0,13 18,07+0,46
Coratina TO 1939+294 4,67+046 20,62+0,35
T+ 2039+276 6,58+050 18,59+0,15
2015-2016 Arbequina TO 5355+756 3,61+0,21 21,45+0,57
T+ 5924 +413 355+0,25 20,86+ 1,00
Coratina TO 4013+328 5,04+0,33 21,16+0,71
T+ 4891 +371 494+0,12 21,39+0,17
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Masa foliar especifica (mg cm) de olivos cv Coratina bajo tratamiento T+ durante dos
temporadasa consecutivas (2014-15 y 2015-16). El trataminto térmico se aplicé desde
diciembre a mayo en cada temporada. Se determind la masa foliar especificas al inicio
del tratamiento en la primera temporada (en diciembre de 2014) sobre hojas sin
tratamiento y al final de la segunda temporada (en mayo de 2016) (ver secciones 4.2.2 y
4.2.3, capitulo 1V, para detalles sobre la metodologia usada). Considerando que las hojas
de olivo persisten en el arbol dos afios, se asume que al finalizar la segunda temporada en
otofio, la biomasa foliar pertenecia a hojas desarrolladas entre 2015 y 2016 mientras que
las desarrolladas entre la primavera y el verano de 2014 son las que cayeron. Los valores
corresponden al promedio + 1 error estandar (n = 4).

Masa foliar especifica
(mg cm?)

2014 19,35+ 0,48
2016 21,39+0,17

Momento
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Intensidad de la floracion de retorno en 2015 (a), nimero de frutos a cuaje (b) y nimero
de frutos caidos estimado (c) de arboles de olivo cvs Arbequina y Coratina sometidos a
dos temporadas (2014-15 y 2015-16) de tratamientos térmicos: TO o T+. Los tratamientos
se aplicaron una vez establecido el cuaje hasta cosecha de frutos, desde diciembre a mayo.
La intensidad de floracion se determino usando una escala visual con 6 niveles cuando
los arboles se encontraban en plena floracion (> 50 % flores). El nimero de frutos a cuaje
se determind contando los pequefios frutos luego de establecido el final de floracién. Los
frutos caidos en 2015-16 se estimaron como la diferencia entre el nimero de frutos a cuaje
y el de cosecha, al final del periodo de calentamiento en 2016. Se muestra el valor
promedio + 1 error estandar (n = 4) para cada combinacion de cultivar y tratamiento
térmico. Se evaluaron las diferencias estadisticas para los factores tratamiento térmico
(trat.) y cultivar (cv) y la interaccion entre ambos factores (int.) utilizando un ANOVA
de dos vias. P-valor significativo (p < 0,05) en negrita; ns, no significativo.
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Fraccion (g g de materia seca) de carbohidratos, proteinas, lipidos, lignina y minerales
en los distintos 6rganos vegetativos y del fruto de olivo. Los valores fraccionarios luego
se utilizaron para determinar los factores de conversion para estimar equivalentes glucosa
de la biomasa por 6rgano. Las fracciones correspondientes a los érganos vegetativos se
asumieron fijas y fueron obtenidas de la bibliografia existente (Penning de Vries et al.,
1974; Mariscal et al., 2000). En el caso de los frutos, como su composicion (e.g., % de
aceite BS) varia con las condiciones ambientales bajo las que se desarrollan, se analizaron
el mesocarpo y el endocarpo+semilla por separado. Los valores de la composicion
bioguimica para cada tejido del fruto fueron obtenidos de la bibliografia (Heredia-Moreno
et al., 1987; Conde et al., 2008; Rapoport, 2008; Ghanbari et al., 2012) y de nuestros
valores de las relaciones pulpa/carozo y concentraciones de aceite del fruto (%).

Organo vegetativo Frutos
Fraccion Hojas I?amag y Troncoy MESOCarpo Endoca}rpo

raices finas  ramas gruesas + semilla
Carbohidratos (f;) 0,570 0,615 0,660 1 - (fo+fg+fi+fi) 0,575
Proteinas (fy) 0,115 0,061 0,020 0,030 0,030
Grasas (fg) 0,058 0,037 0,010 aceite BS" 0,045
Lignina () 0,184 0,205 0,300 0,00 0,320
Minerales (fm) 0,079 0,082 0,010 0,05 0,030

*Aceite BS = [(g PS fruto* % aceite fruto BS / 100) - (g PS endocarpo * 0,03)] / g PS mesocarpo
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Dinamica de la acumulacién de aceite (% BS) en frutos de olivo cvs Arbequina
(@) y Coratina (b) bajo los tratamientos térmicos: control (TO) y calentado (T+).
Los tratamientos se aplicaron en arboles enteros en la fase de acumulacion de
aceite del fruto (dicembre a mayo) durante una temporada (2015-16). Cada
simbolo representa el valor promedio + 1 error estandar (n=4) de cada cultivar x
tratamiento térmico. El momento de endurecimiento de carozo (EC) se indica con
una flecha negra. Para cada cultivar x tratamiento térmico se indica la mejor
funcion de ajuste (sigmoideal) y su coeficiente de determinacion (r?). A partir de
la prueba F de suma de cuadrados extra se compararon los ajustes independientes
con un ajuste global y se determind curvas diferentes (p < 0,05) para cada
tratamiento.
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