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Resumen

El cultivo del nogal (Juglans regia L.) se expande en Argentina en zonas &ridas y semidridas,
significativamente distintas a las zonas de cultivo tradicionales. Este cultivo ha sido caracterizado como
altamente demandante de agua y sensible al déficit hidrico. La evapotranspiracion anual del nogal se ha
estimado en torno a 1000 mm en las principales zonas de cultivo tradicional, caracterizadas por climas
de tipo mediterraneo y donde se han realizado la mayoria de los estudios. En la region centro-oeste de
Argentina las precipitaciones son escasas y concentradas durante los meses de verano, en contraste con
los ambientes mediterraneos donde principalmente se expande la nogalicultura mundial. Las
necesidades hidricas del nogal y su respuesta a distintas dosis de riego han sido escasamente evaluadas
en Argentina. Los altos requerimientos hidricos de nogal, las escasas precipitaciones, la disponibilidad
cada vez mas limitada del agua de acuiferos subterraneos y superficiales para el riego, y los altos costos
energéticos requieren incrementar el conocimiento sobre las respuestas del nogal a distintas dosis de

riego bajo las condiciones agroclimaticas del centro oeste de Argentina.

El objetivo principal de esta tesis fue: describir los efectos de distintos regimenes hidricos sobre el
crecimiento vegetativo, produccion, calidad de nuez y variables metabdlicas-fisioldgicas en un nocedal
joven del Noroeste de Argentina (Chilecito, L. R.). Mientras que los objetivos especificos fueron: i)
comparar los efectos de distintos regimenes hidricos aplicados durante todo el ciclo productivo del
nogal sobre el crecimiento vegetativo, indicadores del estado hidrico y composicion del rendimiento;
ii) Contrastar la calidad de frutos y perfiles de acidos grasos de los aceites obtenidos de plantas tratadas
con distintos niveles de reposicion hidrica durante todo el ciclo productivo; y iii) Evaluar la
concentracién de solutos compatibles, antioxidantes, estado oxidativo de las membranas celulares de la

hoja y perfil de metabolitos polares de la semilla como biomarcadores de estado hidrico del cultivo.

El experimento siguié un disefio en bloques completamente aleatorizados, con 16 unidades
observacionales compuestas cada una por 12 nogales jovenes (3 filas de 4 plantas cada unay 6 afios de
edad) de la variedad Chandler, donde las dos plantas centrales conformaron la unidad observacional de
las cuales una fue reservada para las medidas de seguimiento intra-temporada, mientras que la otra
planta se mantuvo inalterada hasta la cosecha. El factor de bloqueo fue la altura, volumen de copa y
area de la seccidn transversal del tronco. Se definieron 4 blogues, y se aplicaron de forma aleatoria los
tratamientos de riego equivalentes al 50, 75, 100 y 125 % (tratamientos denominados T50, T75, T100
y T125, respectivamente) de la evapotranspiracion de cultivo de forma sostenida durante dos
temporadas consecutivas (2018-2019 y 2019-2020).

En relacién con el objetivo especifico 1, se evaluaron i) los indicadores de estado hidrico de la planta
potencial hidrico xilematico (PHX) y conductancia estomatica (gs); ii) los indicadores de crecimiento

vegetativo area transversal del tronco, volumen de copa y porosidad de la canopia y iii) la productividad




en términos de rendimiento y productividad del agua. En T100 el PHX se mantuvo entre -0,5 y
-0,8 MPa, al igual que en T75, mientras que en T50 alcanz6 valores minimos de - 1,0 MPa. El rango de
PHX de T125 fue ligeramente superior a T100 entre -0,5 y -0,75 MPa. La conductancia estomatica
mostré menor respuesta a los tratamientos que el PHX, mostrando diferencias significativas solo a los
100 dias después de la floracion. El crecimiento vegetativo y los componentes del rendimiento no
difirieron entre los tratamientos de riego. Comparando a los tratamientos T100 y T50, la productividad
del agua del cultivo (PA) aumentd de 4,30 a 5,29 kg mm™ ha! en 2018-2019 y de 5,25 a 7,28 kg mm*
hal 2019-2020; mientras que la PA de T75 no difiri6 de la PA de T100. Las dosis de riego superiores
a las necesidades del cultivo (T125) no tuvieron efectos sobre el rendimiento si se comparan con T100.
En términos de la funcién de productividad del agua, el riego al 90 % de T100 habria permitido la

méaxima productividad en ambas temporadas.

En relacion con el objetivo 2, se compararon los parametros de calidad, calibre de nuez y semilla, color
de la semilla, concentracién de aceite y perfil de acidos grasos. No se encontraron diferencias entre los
parametros de calidad cuando se compararon en funcién de los regimenes de riego dentro de cada
estacioén. Por el contrario, al comparar los resultados de las dos temporadas en los pardmetros de calidad,
las diferencias fueron significativas. La primera temporada (2018-2019) fue més lluviosa (462 mm) y
maés fria (17,05 °C de temperatura media del aire en el periodo de acumulacion de aceite) y produjo
mayor proporcién de semillas extra claras (92 %). En contraste la segunda temporada (2019-2020) fue
mas seca (326 mm) y mas célida (19,02 °C), y a pesar de producir una menor proporcion de semillas
extra claras (82,2 %), las nueces fueron méas grandes y con mayor concentracion de aceite (62,7 %; +
3,5 % que la temporada 1) y con una mejor relacion omega-6 omega-3* (3,25 en 2019-2020 frente a
3,70 obtenido en 2018-2019) debido a una mayor acumulacion de acido linolénico.

Con relacion al objetivo 3, se evalud la potencialidad de uso de biomarcadores de estado hidrico, a partir
de la segunda temporada cuando los arboles habian sido expuestos a un primer afio regados con los
distintos tratamientos. Los biomarcadores evaluados fueron prolina, malondialdehido, azlcares
solubles, fenoles y flavonoides totales, en tejidos foliares durante las etapas fenoldgicas de brotacion,
endurecimiento del endocarpio y madurez fisiol6gica de la semilla como complementos para la gestion
del riego. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, pero si se detectaron
diferencias significativas cuando se clasificaron las medias por fecha de colecta de material vegetal. Lo
que parece indicar que la sensibilidad de estos indicadores tiene un umbral critico en valores de PHX
inferiores a -1 MPa, es decir en condiciones de déficit hidrico alto. También la segunda temporada se
evalu6 el perfil de metabolitos polares de la semilla, advirtiendo una mayor concentracion de

metabolitos asociados a procesos de ajuste osmotico en las semillas de T50.




Estos resultados en conjunto ponen en evidencia la posibilidad de aplicar dosis de riego inferiores al
100 % de la ETc a fin de mejorar la eficiencia de uso del agua en nogal sin perjuicios a nivel productivo

bajo las condiciones agroclimaticas del centro oeste de Argentina.

Palabras clave: riego deficitario, sobre riego, acidos grasos, calidad de aceite, perfil de metabolitos




Abstract

The walnut (Juglans regia L.) cultivation is expanding in Argentina in arid and semiarid areas,
significantly different from the traditional cultivation areas. This crop has been characterized as highly
water demanding and sensitive to water deficit. The annual evapotranspiration of walnut was estimated
around 1000 mm in the main traditional growing areas, characterized by Mediterranean-type climates
and where most studies have been carried out. In the central-western region of Argentina, rainfall is
scarce and concentrated in the summer months, in contrast to the Mediterranean environments where
walnut growing is expanding worldwide. The water requirements of walnut and its response to different
irrigation doses in Argentina were scarcely evaluated. The high-water requirements of walnut, low
rainfall, the increasing scarcity of water from subway and surface aquifers for irrigation, and the high
energy costs, require increasing knowledge about walnut responses to different irrigation doses under

the agroclimatic conditions of central western Argentina.

The main objective of this thesis was: to describe the effects of different water regimes on vegetative
growth, production, walnut quality, and metabolic-physiological variables in a young walnut orchard
(Juglans regia L.) in northwestern Argentina (Chilecito, L. R.). The specific objectives were: (i) to
compare the effects of different water regimes applied throughout the walnut productive cycle on
vegetative growth, water status indicators and yield composition; (ii) to contrast fruit quality and oil
fatty acid profiles obtained from plants treated with different levels of water replenishment throughout
the productive cycle; and (iii) to evaluate the concentration of compatible solutes, antioxidants,
oxidative status of cell membranes and metabolite profile of polar metabolites of the seed as biomarkers

of crop water status.

The experiment was designed as a completely randomized block design. with 16 observational units
each composed of 12 young walnut trees (3 rows of 4 plants each and 6 years old) of the Chandler
variety, where the two central plants conformed the observational unit and one was reserved for the
intra-seasonal measures, while the other plant remained unaltered until harvest. The blocking factor was
height, canopy volume and trunk cross-sectional area. Four blocks were defined, and irrigation
treatments equivalent to 50, 75, 100 and 125 % (treatments named T50, T75, T100 and T125,
respectively) of crop evapotranspiration were randomly applied on a sustained way for two consecutive
seasons (2018-2019 and 2019-2020).

In relation to the specific objective 1, were evaluated i) water status indicators xylem water potential
(XWP) and stomatal conductance (gs); ii) vegetative growth indicators trunk cross-sectional area,
canopy volume and canopy porosity; and iii) productivity in terms of yield and crop water productivity.
In T100 the XWP remained between -0.5 and -0.8 MPa, as in T75, while in T50 it reached minimum
values of - 1.0 MPa. The XWP range of T125 was slightly higher than T100 between -0.5 and -0.75
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MPa. Stomatal conductance showed less response to treatments than XWP, showing significant
differences only at 100 days after full bloom. Vegetative growth and yield components did not differ
between irrigation treatments. Comparing T100 and T50 treatments, crop water productivity (PA)
increased from 4.30 to 5.29 mm ha! in 2018-2019 and from 5.25 to 7.28 kg mm™ ha* 2019-2020;
while T75 PA did not differ from T100 PA. Irrigation rates above crop requirements (T125) had no
effect on yield when compared to T100. In terms of the water productivity function, irrigation at 90 %

of T100 would have allowed maximum productivity in both seasons.

In relation to objective 2, quality parameters, nut and seed caliber, seed color, oil concentration and
fatty acid profile were compared. No differences were found between quality parameters when
compared between irrigation regimes within each season. On the contrary, compared the results of the
two seasons in the quality parameters, the differences were significant. The first season (2018-2019)
was wetter (462 mm) and cooler (17.05 °C mean air temperature in the oil accumulation period) and
produced a higher proportion of extra clear kernels (92 %). In contrast the second season (2019-2020)
was drier (326 mm) and warmer (19.02 °C), and despite producing a lower proportion of extra clear
kernels (82.2 %), the nuts were larger and with higher oil concentration (62.7 %; + 3.5 % than season
1) and with a better omega-6 omega-3 ratio (3.25 in 2019-2020 vs. 3.70 obtained in 2018-2019) due

to higher linolenic acid accumulation.

In relation to objective 3, the potential use of biomarkers of water status was evaluated, starting in the
second season when the trees had been exposed to a first year irrigated with the different treatments.
The biomarkers studied were proline, malondialdehyde, soluble sugars, phenols and total flavonoids in
leaf tissues at the phenological stages of sprouting, endocarp hardening and physiological seed maturity
as complements for irrigation management. No significant differences were found between treatments,
but significant differences were detected when the means were classified by date of plant material
collection. This seems to indicate that the sensitivity of these indicators has a critical threshold at XWP
below -1 MPa, in other words, under conditions of high-water deficit. Also in the second season, the
profile of polar metabolites of the kernel was evaluated, showing a higher concentration of metabolites

associated with osmotic adjustment processes in the T50 kernels.

Together, these results suggest the possibility of applying irrigation doses lower than 100 % of ETc in
order to improve water use efficiency in walnut trees without detriment to production under the

agroclimatic conditions of central western Argentina.

Keywords: deficit irrigation, over-irrigation, fatty acids, oil quality, fatty acid profile
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1.1  Introduccion

1.1.1 Generalidades de la especie

El nogal (Juglans regia L.), también denominado nogal comin, nogal europeo, nogal inglés o nogal
persa es una especie de importancia econémica mundial cultivada por sus nueces y su madera. Juglans
regia pertenece botanicamente a la divisién Angiosperma, al orden Fagales y a la familia Juglandaceae.
Es una especie arborea de gran tamafio (su porte natural puede superar los 30 m de altura), diclino
monoica, caducifolia de hojas compuestas alternadas imparipinadas de 7 a 9 foliolos ovales-
lanceolados. La produccion en plantas injertadas inicia generalmente al tercer afio, y la produccion
tiende a estabilizarse hacia los 10 afios desde la plantacion. Las yemas pueden ser vegetativas o
reproductivas (masculinas y femeninas). Cada yema masculina produce una inflorescencia (amento)
que posee entre 100 y 200 flores apétalas. La distribucion de las yemas fructiferas depende del cultivar,
pudiendo ser de carga terminal o de carga lateral. Las yemas femeninas pueden encontrarse aisladas o
en grupos de hasta tres yemas, y producen flores apétalas con estigmas plumosos (lannamico, 2009).

La polinizacion del nogal es anemofila y auto compatible, pero debido a la protandria (i.e., la floracion
masculina ocurre antes de la femenina) caracteristica de la especie en las plantaciones comerciales se
alternan cultivares para maximizar el solapamiento entre la fase fenol6gica de maxima emisién de polen
y fase de maxima receptividad de los estigmas. El fruto botanicamente se clasifica como una drupa
indehiscente. El endocarpio es lefioso y se compone, generalmente, por dos valvas selladas que protegen
a la semilla (lannamico, 2009). El crecimiento vegetativo se concentra casi en su totalidad en el periodo
comprendido entre la brotacion y el endurecimiento del endocarpio (fin de la primavera), periodo en el
que también se define el nimero y tamafio de los frutos (Charrier et al., 2011). Simultaneamente, entre
la parada de crecimiento vegetativo e inicio del llenado del fruto acontece la induccién floral. Una vez
definido el tamafio de los frutos y agotado el crecimiento vegetativo, inicia la sintesis de aceite, la cual
se prolonga hasta la madurez (Jin et al., 2023). La madurez de los frutos acontece a finales de verano e
inicio del otofio, indicada por la lignificacion de los haces vasculares que nutren la semilla y la parcial

ruptura del pericarpio (lannamico, 2009).

1.1.2 Requerimientos ambientales del nogal

Se estima que la domesticacion del nogal inicio6 en la region euroasiatica comprendida entre el Caucaso
y el Noroeste de China (Pollegioni et al., 2017). Esa zona, por sus caracteristicas climéticas y
geograficas, habria actuado como refugio natural para la especie hace aproximadamente 10.000 afios
durante el Ultimo Méaximo Glacial (Pollegioni et al., 2017). La introduccion y expansion del cultivo en
el Viejo Mundo estuvo mediada por el hombre siguiendo la Ruta de la Seda hace unos 5.000 afos
(Vahdati, 2014). Por su parte, la expansion y consolidacion del Imperio Persa y del Impero Romano
contribuyé a incorporar al nogal como un cultivo tradicional en Europa Central (Bernard et al., 2018),

donde finalmente se establecié en las regiones costeras de climas mediterraneos. En América la
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introduccion del nogal tuvo lugar en el siglo XVI en Chile, desde donde se expandi6 a los Estados
Unidos de América (EUA) y a la Argentina (Bernard et al., 2018).

Durante los ultimos 15 afios la demanda de nueces de nogal se ha incrementado significativamente
gracias a la popularizacion de los beneficios de su consumo en relacién con la salud (Sanchez-Gonzélez
etal., 2017). Segun la FAO (FAOSTAT, 2023) la produccién de mundial de nueces de nogal aumento
de 1,8 Mt en 2005 a 3,5Mt en 2023, debido en parte al aumento de nuevas plantaciones gque aportan
aproximadamente un 50 % de la superficie total cultivada y un 30 % de la produccion mundial.
Actualmente la superficie cultivada mundial alcanza 1,0 Mha (FAOSTAT, 2023). China posee el 45 %
de la superficie cultivada y el 44 % de la produccion mundial de nueces de nogal, respectivamente, lo
que la sitia como primer productor. Por su parte, EUA ocupa el segundo lugar, con el 15 % de la

superficie cultivada y un =12 % de la produccion mundial, respectivamente.

Teniendo en cuenta que el agua es el factor mas limitante para la expansion de la agricultura en zonas
semiaridas (Searles et al., 2011), algunos articulos informan que la evapotranspiracion de cultivo (ETc)
de nogales que han alcanzado la madurez oscila entre los 1.050 y 1.200 mm ha afio?, seglin el método
del balance hidrico (Doorenbos y Pruitt, 1992; Goldhamer, 1998); por lo que el desarrollo de
plantaciones econdémicamente rentables en estas zonas sélo es posible bajo riego. Para estimar las
demandas hidricas del cultivo mediante el método del balance hidrico se tiene en cuenta la cantidad de
agua disponible en el suelo y el nivel de agotamiento de agua en el suelo que puede tolerar el cultivo a
lo largo de la temporada (por ejemplo, para suelos francos, un agotamiento permisible del agua del
suelo del 50 % se considera el umbral inferior para conseguir altos rendimientos en nogales; Goldhamer,
1998). Por otro lado, otros trabajos que se presentan en la Tabla 1.1 estimaron las demandas de agua
del nogal utilizando indicadores de estado hidrico medidos en la planta, por lo que asumen que la ETc
es igual al total de agua aplicada a los nogales que no alcanzaron los umbrales de déficit hidrico en los

indicadores de estado hidrico empleados.

Otro factor que ha limitado la expansién del nogal en ambientes semiaridos con inviernos calidos es la
necesidad de frio invernal para romper la endodormancia de las yemas. Dependiendo del cultivar, el
requerimiento de frio invernal puede variar entre 60 y 80 porciones de frio (Luedeling et al., 2009). Sin
embargo, la deficiencia de frio invernal se puede mitigar parcialmente mediante manejo quimico (por
ejemplo, mediante la aplicacion de cianamida hidrogenada) que sustituye a la dormancia y conduce a
una brotacion de yemas mas uniforme (Lemus, 2010). Por otra parte, las zonas semiaridas se
caracterizan por altas temperaturas y baja humedad relativa a fines de la temporada de verano y
principios de otofio lo que puede conducir a un retraso en la maduracion del pericarpio con respecto a
la semilla, quedando asi la semilla potencialmente expuesta a procesos de oxidacion enzimatica y
quimica (Lang et al., 2014). Esta diferencia en la madurez del pericarpio y de la semilla se puede reducir

mediante la aplicacion de ethephon (&cido 2-cloroetil fosfonico), el cual es usado en una amplia




variedad de cultivos frutales y de frutos secos (Wei et al., 2020) para uniformizar la maduracion de

frutos y semillas.

1.1.3 Expansion del nogal en zonas semiaridas, el caso de Argentina

En Argentina la superficie cultivada con nogales supera en la actualidad las 18.000 ha (FAOSTAT,
2023), y se encuentra en plena expansién en la regién centro-oeste del pais, abarcando un amplio rango
latitudinal desde los 25°S hasta los 40°S. Esta expansion ha tenido lugar durante los Gltimos 20 afios,
en los que se ha plantado un nimero considerable de nocedales, que se caracterizan por una alta
densidad de plantacion (>300 arboles ha), formacién en seto, riego localizado y poda y cosecha
mecanizada.  Las provincias con mayor superficie cultivada con nogales son Mendoza
(36 %), Catamarca (26 %) y La Rioja (20 %) (INDEC, 2020). Los climas de estas provincias son
predominantemente aridos y semiaridos con escasas precipitaciones, en general alrededor de 300 mm
afio, concentradas en el verano (Rubi Bianchi y Cravero, 2010). El agua para riego en Catamarcay La
Rioja se extrae principalmente de acuiferos subterrdneos, mientras que en San Juan y Mendoza el agua
se extrae tanto de acuiferos subterraneos como de rios de deshielo de la Cordillera de los Andes (Searles
etal., 2011). Sin embargo, a pesar de esta rapida expansion del cultivo, Argentina dispone de un nimero
limitado de leyes y normativas que regulen el uso del agua de riego a fin de evitar la sobreexplotacién
de los acuiferos. En este contexto, es que cobra importancia la necesidad de una revision exhaustiva de
la demanda hidrica de los cultivos regionales para mejorar el disefio de las estrategias de riego a aplicar,
teniendo como principal fin el aumento sustancial en la eficiencia del uso del agua para permitir un

aumento en la productividad del agua.

1.2 Necesidad hidrica del cultivo

Las necesidades hidricas de los cultivos suelen estimarse mediante la evapotranspiracion del cultivo
(ETc); es decir, el producto entre la evapotranspiracion de referencia (ETO) y el coeficiente del cultivo
(Kc). El Kc es un coeficiente adimensional que representa la proporcion de la evapotranspiracion real
del cultivo en relacion a la evapotranspiracién del cultivo de referencia (Kc = ETc ETO) que varia en
funcion del estado fenoldgico del cultivo, siendo minimo durante la brotacion (Kc inicial, a principios
de primavera) y maximo durante el periodo de llenado de frutos (Kc medio, a finales de verano; Allen
et al., 1998). En cultivos frutales, para la estimacién de las necesidades hidricas también se considera
la fraccion cubierta del suelo, la cual es menor tanto en huertos jovenes como en sistemas de cultivo de
baja densidad, donde la cobertura maxima suele ser inferior al 50 % (Tabla 1.1). En esas condiciones,
con suelos con baja cobertura vegetal, ademas del Kc se aplica otro coeficiente denominado coeficiente
de reduccidn (Kr) para la estimacion mas precisa de la ETc y con ello definir la programacion del riego

(ver siguiente ecuacion; Steduto et al., 2012).




si cobertura <50 % — Kr = (2 * %cobertura)/100
si cobertura > 50% —» Kr =1

Con respecto a los valores de Kc del nogal, fueron estimados inicialmente por Goldhamer et al. (1998)
para las condiciones agroclimaticas de California (Tabla 1.1). En Argentina se utilizan los Kc estimados
en California sin considerar las diferencias en la ETO anual y en la distribucion de las precipitaciones,
que en el centro-oeste argentino se concentran en la estacion estival, a diferencia de California donde

se concentran principalmente en la estacion invernal.

En la Tabla 1.1 se compara la evapotranspiracion del nogal con la de otros cultivos de frutos secos. El
nogal y el pecan tienen los mayores Kc medio (0,9) a lo largo de toda la temporada de crecimiento
seguidos por el almendro y el pistachero (Kc = 0,8), y el avellano (Kc = 0,7). Es importante destacar
que los cultivos de avellano presentados en la Tabla 1.1 se desarrollan en ambientes himedos con una
evapotranspiracion de referencia mas baja (ETO media = 858 mm) que los demas cultivos de frutos
secos (ETO > 1100 mm) revisados. El nogal, el almendro y el pistachero tienen necesidades hidricas
similares e inferiores a las del pecano. Sin embargo, el nogal y el avellano son especies sensibles al
déficit hidrico (Liu et al., 2019; Mahmoudian et al., 2021) y se utiliza para la programacion del riego la
méaxima demanda de agua del cultivo. Por el contrario, el almendro y el pistachero se consideran
especies tolerantes a la sequia (Pérez-Lopez et al., 2018; Alvarez et al., 2020) y la produccién méaxima
podria alcanzarse con una reposicion de agua inferior a la méxima ETc. El pecano por su parte puede
tolerar sequias severas de duracion moderada, pero con un impacto negativo significativo en el
rendimiento (Sparks, 2005).

1.2.1 indicadores de estado hidrico mas utilizados

Para una 6ptima gestion del riego el monitoreo del estado hidrico del cultivo es crucial, mas ain cuando
se aplican estrategias de riego deficitario. El potencial hidrico es una de las medidas mas empleadas
para determinar el estado hidrico de la planta (Scholander et al., 1965), expresado como potencial
hidrico de la hoja (PHF) o como potencial hidrico xileméatico (PHX) (McCutchan y Shackel, 1992). En
nogal inicialmente se utilizé la medida del PHF antes del amanecer, aunque el PHX del mediodia es el
indicador méas comunmente utilizado en la actualidad (Fulton et al., 2017). La diferencia entre el PHF
y PHX radica en que para medir PHX se debe alcanzar un equilibrio entre los potenciales hidricos del
xilema y de la hoja. Por su parte, el PHX se determina cubriendo un foliolo terminal con una bolsa de
material reflectante a la luz solar e impermeable al agua durante al menos 30 min, durante este tiempo
la transpiracion de la hoja se detiene y el potencial hidrico foliar se equilibra con el potencial hidrico
del xilema (Fulton et al., 2001a). En relacion a los valores de PHX al mediodia, valores inferiores a -
0,8 MPa a lo largo del ciclo de cultivo del nogal se han relacionado con reducciones en el crecimiento
vegetativo y en el rendimiento (Tabla 1.2). A pesar de que PHX al mediodia es ampliamente

considerado como un indicador fiable del estado hidrico del nogal las mediciones con la cdmara de
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presion son destructivas, requieren mano de obra considerable y capacitada, y no son adecuadas para el

monitoreo automatizado.

Otro de los indicadores del estado hidrico de la planta es la conductancia estomatica (gs) que mide el
grado de apertura estomatica y por lo tanto de intercambio gaseoso de la hoja con la atmosfera. Rosati
et al. (2006) compararon la gs de nogales bien regados con otros regados al 50 % de la ETc durante
todo el ciclo del cultivo y advirtieron que los nogales sometidos a riego deficitario sostenido mostraron
un rango de valores de gs de 0,2 a 0,02 mol H,0 m2s%, mientras que los arboles bien regados estuvieron
en un rango de 0,2 a 0,7 mol H,0 m? s, Estos autores obtuvieron un alto grado de ajuste entre gs y
PHX (R?=0,99), y a su vez, los valores de PHX estuvieron altamente correlacionados con el déficit de
presion de vapor (DPV; R? = 0,85). A pesar de los beneficios que tendria el uso de la gs para la gestion
del riego, no se han encontrado trabajos sobre este tema para nogales. Varios estudios han sugerido que
los estomas regulan su apertura para maximizar la gs, a la vez que evitan que se alcancen presiones
xilemaéticas criticas que provoguen una cavitacion excesiva del xilema (Meinzer 1993; Sperry et al.,
1993), que puede revertirse rellenando los vasos embolizados. Estudios recientes sugieren que el
rellenado de los vasos del xilema puede ocurrir en el nogal a pesar de la presencia de una tension
moderada, siendo responsables de este proceso las proteinas intrinsecas de la membrana plasmaticas
transportadoras de agua (PIP o acuaporinas) (Sakr et al., 2003; Cochard et al., 2007).

La deteccidn térmica es otra técnica prometedora, utilizada para detectar el estado hidrico de las plantas
mediante la medicién de la temperatura de la hoja. Esta variable esta altamente correlacionada con la
gs y la transpiracién foliar (Jackson et al., 1981). Jones et al. (2009) mostraron que el mayor
determinante de la temperatura de la hoja es la temperatura del aire y, en segundo lugar, la tasa de
evaporacion o transpiracion de la hoja. Una de las ventajas de esta metodologia es que no es destructiva
y puede alcanzar altas resoluciones temporales y espaciales, lo que permitiria monitorizar el estado
hidrico de las plantas a escala de campo (Jones, 2004). Dhillon et al. (2019) midieron las temperaturas
foliares y del aire, la humedad relativa del aire, la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) y la
velocidad del viento en hojas sombreadas de nogales de siete afios durante dos temporadas de
crecimiento para modelar un indice de Estrés Hidrico del Cultivo, obteniendo una relacion lineal con
el PHX (R?=0,67). Los autores concluyeron que la temperatura de la hoja podria utilizarse eficazmente

como una herramienta para la gestion del riego.




Tabla 1.1 Articulos publicados que informan sobre las necesidades hidricas de cultivos de frutos secos y los parametros utilizados para la estimacion de las

demandas hidricas, incluyendo la evapotranspiracion de referencia (ETO0), los coeficientes de cultivo (Kc) y la evapotranspiracion de cultivo resultante (ETc)

para diferentes zonas.

Cultivo | Temporada | ETO | ETc | Kc PP Edad Marco | Cobertura Sitio (pais, hemisferio) Referencia

de riego mm ini | med| fin |mm afio?| (afios) | plantacion (%)
temporada! (m)
Almendro Ene-Dic |1.400| 851 | 0,40 1,10(0,40 540 4 7,0x6,0 sd Sevilla (Espafia, N) Garcia-Tejero et al., 2015

Set-May |1.257| 1.450 | 0,93 |1,10|0,55 105 11 7,0x5,0 65 Loxton (Australia, S) Stevens et al., 2012
Ene-Set |1.274| 995 [0,30[1,04| sd 548 5 6,7 x4,3 55 California (EUA, N) Drechsler et al., 2022

Avellano Abr-Set 800 610 | 0,50 0,87 |0,55 sd 9 5,0x6,0 sd Clermont-Ferrand (Francia, N) | Mingeau and Rousseau, 1994
Abr-Set 900 410 | 0,30 /0,70(0,35 350 sd 3,0x7,0 sd El Tarragones (Espafia, N) Gispert et al., 2005
Oct-Mar 875 657 | 0,70 |0,80| sd 516 7 5,0x6,0 87 Rio Claro (Chile, S) Ortega-Farias et al., 2020

Pecan Abr-Oct |1.380| 1.310 | 0,40 (1,35|0,40 300 35 9,0x12,0 70 Texas (EUA, N) Miyamoto et al., 1995

Mar-Nov |1.420| 1.215 | 0,18 | 1,10 0,40 234 21 9,7x9,7 67 The Mesilla Valley (EUA, N) | Sammis et al., 2004
Abr-Oct |1.425| 1.140 | 0,38 |1,26|0,38 sd sd sd 77 New Mexico (EUA, N) Samani et al., 2011

Pistacho Feb-Oct |1.453| 841 | 0,49 |0,80|0,32 139 35 10,0 x 10,0 sd Urfa (Turquia, N) Kanber et al., 1993
Abr-Nov [1.109| 1.036 | 0,07 |1,19|0,35 sd sd 5,2x5,2 60 San Joaquin, Ca (EUA, N) Goldhamer, 2005
Mar-Nov |1.242| 1.021 | 0,30 |1,10|0,60| 300 14 58x5,2 60 Madera, Ca (EUA, N) Bellvert et al., 2018

Nogal Mar-Nov |1.580| 1.046 | 0,12 | 1,14 0,28 sd sd 7.3x7.3 sd San Joaquin, Ca (EUA, N) Goldhamer, 1998
Set-Abr |1.175| 1.050 | 0,35 |1,14|0,35 250 sd 6,0 x 8,0 80 La Rioja (Argentina, S) Morabito et al., 2006
Mar-Nov |1.192| 1.100 | 0,60 |1,04|0,14 | 350-500 10 6,5x6,5 sd Tehama, Ca (EUA, N) Fulton et al., 2017
Mar-Nov |[1.192| 1.200 | 0,49 | 1,06 |0,41 | 350-500 sd 6,6 X 3,3 sd Tehama, Ca (EUA, N) Fulton et al., 2017
sd: sin datos

Kc ini: coeficiente de cultivo inicial

Kc med: coeficiente de cultivo media temporada
Kc fin: coeficiente de cultivo fin de temporada




Las variaciones del didmetro del tronco (medidas por dendrémetros) y el flujo de savia muestran
correlaciones significativas con medidas de mayor robustez como el PHX, la gs, y la humedad del suelo;
lo que permitiria automatizar en cierta medida la gestion del riego. Mediante la automatizacion de estas
medidas se pueden minimizar las necesidades de mano de obra tal como lo reportaron Drew y Downes
(2009). En este sentido, Archer et al. (2001) modelizaron para nogal una regresion lineal multiple para
predecir PHX a partir de medidas de variacién del didmetro del tronco. Obtuvieron una alta correlacion
entre los valores estimados y medidos de PHX tanto para arboles bien regados como sometidos a sequia
(R? = 0,95). En otro estudio, Romero et al. (2009) en Sevilla, Espafia, informaron de avances con
resultados prometedores en modelos para la gestion del riego totalmente automatizado en nogales y

almendros a partir de mediciones de flujo de savia, dendrometria de tronco y humedad del suelo.

1.2.2 Biomarcadores de déficit hidrico

Existe un grupo diverso de metabolitos foliares con aptitud para ser empleados como biomarcadores de
déficit hidrico, y que podrian a su vez servir de complemento a las medidas de estado hidrico méas
difundidas para la gestion del riego en nogal. Entre estos biomarcadores destacan algunos osmolitos
compatibles tales como los aminoécidos prolina y betaina alanina o los azlcares solubles, dado que
guardan una estrecha relacion con indicadores de estado hidrico de gran robustez como el potencial
hidrico dado que muestran incrementos significativos en su concentracion cuando las vias metabolicas
responsables de los procesos de ajuste osmatico estan activas (Lotfi et al., 2009). Por otra parte, el
malondialdehido es el primer producto de la oxidacion de los fosfolipidos constituyentes de las
membranas celulares, por lo que podria ser empleado como un biomarcador temprano de estrés
oxidativo, causado no solamente por déficit hidrico sino también por la ocurrencia de otros estreses
abioticos como salinidad en suelos o0 agua de riego, altas temperaturas, alta irradiancia en el espectro
UV, entre otras (Karimi et al., 2020; Wang et al., 2020). Por ultimo, la concentracion de metabolitos
foliares antioxidantes como los derivados fenolicos y flavonoides se ha asociado a eventos de estrés
bidtico (Solar et al., 2006) y abiético (Karimi et al., 2020). A pesar de las numerosas ventajas del empleo
de biomarcadores foliares de déficit hidrico y estrés temprano, como: i) bajo costo de las mediciones,
ii) bajo requerimiento de equipamiento especializado, y iii) alta sensibilidad y repetibilidad de las

técnicas, no han sido ampliamente difundidas para la gestion del riego.

No se han encontrado reportes que traten la influencia del déficit hidrico sobre la composicién quimica
de la semilla y del aceite de nuez. Destaca la metabolémica como una rama de la quimica analitica que
ofrece alternativas para contrastar de los perfiles de metabolitos (por ejemplo, metabolitos polares) bajo
condiciones ambientales o fenoldgicas contrastantes (Bundy et al., 2009) y con ello obtener valiosa
informacidn sobre las vias metabdlicas activas en cada ambiente o estado fenoldgico (Rao et al., 2016).
Adicionalmente, la metabolémica ha proporcionado informacion para distinguir y clasificar perfiles

aromaticos de nueces producidas bajo sistemas de cultivo poco o altamente tecnificados (Kalogiouri et




al. 2021) o incluso para encontrar el origen de desviaciones de la calidad y seguridad alimentaria de
nueces (Kang y Suh 2022). Por lo tanto, se espera obtener resultados mediante la aplicacion de este tipo
de técnicas a la produccion de nogales obtenidos bajo distintos regimenes de riego.

1.3 Estrategias de riego para aumentar la productividad del agua

1.3.1 Impacto del déficit hidrico en el crecimiento de las plantas

En la produccion de frutales, en general, existe una marcada tendencia a la intensificacion de los
procesos productivos asociada al aumento de la densidad de plantacion y a la formacién de setos. En el
cultivo del nogal existe un claro interés en la intensificacion del cultivo como lo demuestra el aumento
de la densidad de plantacion, que se ha cuadruplicado en los tltimos 50 afios (de =75 4rboles ha™ a
>300 arboles ha?), debido en parte a la introduccion del riego presurizado, y a la cosecha y poda
mecanizada (Lemus, 2010). Se ha reportado que el aumento de la densidad de plantacién repercute
directamente en una mayor interceptacién de radiacién fotosintéticamente activa (RFA), mayor
precocidad para la entrada en produccion y mayor rendimiento por unidad de superficie, con el beneficio
afiadido de la reduccion de los costos en las tareas de poda y cosecha por la mecanizacion (lglesias y
Echeverria, 2022). Goldhamer et al. (1985) compararon la ETc y el rendimiento de nogales cv. Chico
de 4 afios de edad, plantados en alta densidad (446 arboles ha') y baja densidad (222 arboles ha). El
resultado fue una reduccion de la ETc del 30 % en los nogales cultivados en alta densidad en los meses
de méxima demanda, mientras que el rendimiento de nueces con céscara en alta densidad fue de
2150 kg ha’, seis veces superior a los 350 kg ha* alcanzados en baja densidad. Estos resultados se
explican en parte por una mayor fraccion de suelo cubierto (>Kr) en el tratamiento de alta densidad, lo
que repercutié en una reduccion del componente evaporacion directa del agua y, en consecuencia,
reduciendo la integral de la ETc (compuesta por la evaporacion directa del agua del area regada y la

transpiracion foliar).

Para mantener las ventajas del cultivo en alta densidad a lo largo del tiempo es necesario un control
eficaz de la estructura y el tamafio de los arboles para evitar un sombreado excesivo, que conlleva una
disminucién de la cantidad y la calidad de la produccion. En manzano, peral, y mas recientemente en
almendro y duraznero, la existencia de portainjertos enanizantes permite una gestion eficiente del vigor
vegetativo (Yahmed et al., 2016; Iglesias y Echeverria, 2022). En otros cultivos, como el olivo, donde
no existen portainjertos de probada reduccion de vigor, se han implementado estrategias de riego
deficitario durante el periodo de crecimiento de los brotes con resultados positivos (Trentacoste et al.,
2019). En nogal, ain no se han desarrollado portainjertos enanizantes, y las estrategias de riego

enfocadas al control del vigor han sido escasamente evaluadas.

Por lo tanto, un déficit hidrico aplicado durante la primavera conduciria a la disminucion del

crecimiento vegetativo. Sin embargo, el solapamiento del crecimiento vegetativo y la determinacion del




tamafio de la nuez supone una seria limitacion a la aplicacion de estrategias de riego para controlar el
crecimiento vegetativo, ya que podria penalizar la calidad final de la nuez. En este sentido, Ramos et
al. (1978) informaron sobre la disminucion del tamafio de la nuez cuando los nogales se sometieron a
condiciones de déficit hidrico a principios de la temporada. Por su parte Fulton et al. (2001b)
encontraron una disminucion de la tasa de crecimiento de los brotes, en nogales bajo déficit hidrico a

finales de primavera y principios de verano.

La aplicacion de inhibidores del crecimiento (por ejemplo, Paclobutrazol) se ha propuesto como una
forma de controlar el crecimiento vegetativo, pero este método tiene algunas desventajas, como su
costo, la necesidad de aplicaciones sucesivas y la prohibicion de su uso en numerosos paises debido a
los posibles efectos negativos sobre otros cultivos, la flora, la fauna y la salud humana (Kishore et al.,
2015). En una amplia gama de cultivos, el crecimiento vegetativo es més sensible a la sequia que el
proceso reproductivo (Hsiao, 1973; Kozlowski y Pallardy, 2002), lo que supone una ventaja para

controlar el tamafio de las plantas con una ligera reduccion del rendimiento.

Las estrategias de riego deficitario para el control del crecimiento vegetativo ofrecen una alternativa
interesante y de bajo coste en un intento de reducir el impacto ambiental negativo de las estrategias
guimicas. Fulton et al. (2014) detectaron que valores de PHX al mediodia en el rango de -0,6 a
-0,8 MPa se traducen en una reduccién significativa del crecimiento vegetativo del nogal (Tabla 1.2).
En ese estudio también se demostrd que, en los cultivos de nogales gestionados mediante poda lateral
mecanica, el crecimiento estacional de los brotes respondia ligeramente al déficit hidrico. Asi, una poda
mecanica mas intensa podria requerir un déficit hidrico mas severo para evitar un vigor excesivo que
conduzca a una disminucion de la fertilidad de las yemas en las siguientes temporadas. Se requieren
mas estudios para establecer el nivel de déficit hidrico, y un umbral de PHX asociado, para el control
del crecimiento vegetativo dependiendo de las caracteristicas del cultivo y de las condiciones

ambientales.

1.3.2 Impacto del déficit hidrico en la produccion

La eficiencia de uso del agua, definida como la relacién entre la biomasa total producida por arbol y la
cantidad de agua utilizada durante el periodo vegetativo, es dificil de estimar porque la determinacion
de la biomasa radicular en los arboles no es posible en condiciones de campo (Howell, 2001). A nivel
de produccién, la productividad del agua (PA) se estima mediante la relacién entre el rendimiento y la
cantidad de agua aplicada durante la temporada (Ruiz-S&nchez et al., 2010). Asi, la PA se podria
aumentar manteniendo la produccién y disminuyendo la cantidad de agua aplicada, o reduciendo la
produccion proporcionalmente menos que la reduccion de agua aplicada. En este sentido, se han
desarrollado mayoritariamente dos estrategias de riego: El Riego Deficitario Sostenido (RDS) vy el
Riego Deficitario Regulado (RDC). EI RDS consiste en reponer una dosis de agua inferior a la

evapotranspiracion maxima del cultivo a lo largo de - toda la temporada, mientras que el RDC sélo se
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aplican dosis de riego inferiores a las maximas requeridas por el cultivo en una etapa de desarrollo

menos sensible al déficit hidrico (Chalmers et al., 1981).

Tabla 1.2 Referencias del estado hidrico del nogal basado en PHX y PHF al mediodia para la
programacion del riego. Extraido y adaptado de Fulton et al. (20014, 2014).

PHX (MPa) PHF (MPa) Nivel de estrés Respuesta del cultivo
hidrico
>-0,2 >-0,8 - No es usual en nogal.
-0,2a-0,4 -0,8a-0,9 Bajo Asociado a una alta disponibilidad

hidrica y posibles efectos negativos a
largo plazo en la salinidad,
dependiendo del portainjerto.

-0,4a-0,6 -09a-1,1 Medio-Bajo Promueve el crecimiento de los
brotes. Es ideal una vez que el tamafio
del fruto ha sido definido.

-0,6 a-0,8 -1,1a-1,2 Moderado La calidad de la produccién del afio y
el rendimiento del afio siguiente no
son afectados. Baja tasa de
crecimiento.

-0,8a-1,0 -12a-1,4 Moderado-Alto  El crecimiento de brotes se detiene. El
calibre de las nueces se reduce
significativamente. La produccion del
afio siguiente puede ser afectada.

-1,0a-1,2 -14a-15 Alto Crecimiento vegetativo muy limitado.
Posible marchitamiento y clorosis en
hojas y frutos. El rendimiento y la
calidad de la produccién son

afectados.
-12a-14 -15a-1,7 Muy alto caida de hojas moderada a alta.
-14a-1,8 -1,7a-2,0 Estrés severo Defoliacion total, proximo a la muerte
de los arboles.
<-1,8 <-20 Muerte de la Estado poco comin en nogales
planta irrigados, por lo general mueren antes

de alcanzar este punto.

El secado parcial de raices (SPR), es otra estrategia de riego deficitario que consiste en el riego alternado
de la mitad del suelo explorado por las raices. En manzanos, perales, olivos, citricos y mangos
(Jovanovic y Stikic, 2018), se ha relacionado el SPR con incrementos de la PA. Algunos estudios en
vid y frutales como naranjo y manzano sefialan que no hay diferencias en la productividad obtenida
bajo las estrategias RDC y PRD (Sadras, 2009; Adu et al., 2018). Hasta el momento no hay reportes

sobre los efectos del SPR aplicado a nogales.

Goldhamer et al. (1988) informaron que en nogales jovenes regados al 33 % de la ETc durante toda la
temporada de crecimiento durante tres afios consecutivos, la produccion se redujo en un 50 % en
comparacion con el control regado al 100 % de la ETc. Ademaés, la PA expresada en rendimiento de
nueces secas aumento de 4,4 kg ha* mm (Control) a 5,4 kg ha* mm (33 % ETc). Cohen et al. (1997)

evaluaron tres estrategias de riego: un Control regado al 100 % ETc, un tratamiento RDC con riego al
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20 % de ETc entre junio y septiembre (hemisferio norte), y un tratamiento RDS regado al 70 % ETc
durante toda la temporada. Los dos tratamientos de riego deficitarios alcanzaron rendimientos un 40 %
menores en comparacion con el control. Sin embargo, encontraron un aumento significativo en la PA
de 2,4 kg ha® mm™ en el control a 5,6 kg ha®* mm™ en el tratamiento RDC y hasta 4,7 kg ha* mm™ en
el tratamiento RDS. Es importante sefialar que no se observaron diferencias de rendimiento entre los
tratamientos RDC y RDS, y que la calidad de la produccion, definida en funcion del calibre de nueces,

peso de nueces y color de la semilla, fue similar entre los tratamientos de riego deficitario y el control.

Si bien la tendencia al aumento de la PA bajo estrategias de riego deficitario en nogal es evidente, a
comparacion de los valores de PA entre los estudios debe hacerse con precaucion porque la unidad de
agua considerada (por ejemplo, riego, o riego + precipitacion) podria diferir. En este sentido es que fue
estimada la funcion de productividad del agua a partir de datos publicados de rendimiento (nuez) y el
agua total aplicada a lo largo de la temporada (Fig 1.1). Los datos fueron relativizados segun el maximo
de cada variable (rendimiento maximo = 9930 kg ha™; dosis maxima de agua = 1350 mm ha?). La
funcion obtenida por regresion (R? = 0,52) fue lineal segmentada. En la regién anterior al punto de
quiebre la productividad aument6 de 0 a 0,54, periodo en el que el agua total aplicada vari6 entre 0,20
y 0,81. Las dosis de agua aplicada superiores a 0,81 (posterior al punto de quiebre de la funcioén) no
implican aumentos en la productividad debido a un desbalance en los crecimientos

vegetativo/reproductivo.

1.3.3 Impacto del déficit hidrico en la calidad de la nuez

Si bien la calidad de la produccion se define principalmente por el color de la semilla (las semillas mas
claras son las mejor apreciadas por el mercado), también influyen el tamafio final de la nuez, el peso de
lanuez y la semilla, y el sabor. Ramos et al. (1978) observaron que los nogales expuestos a condiciones
de déficit hidrico al principio de la temporada producian nueces mas pequefias y livianas; y si el déficit
(moderado-severo) se producia al final de la temporada el color de la semilla se veia severamente
afectado, especialmente aquellas provenientes de la parte superior de la copa. El color de la testa de la
semilla depende del grado de oxidacion de los fenoles presentes en su composicion, mientras que el
pardeamiento de otras secciones de la semilla (cotiledones) se debe a las reacciones de Maillard (Ortiz
et al., 2019). Estos procesos de oxidacion y caramelizacion se producen a finales de la temporada, en el
periodo postcosecha y después del descascarado de las nueces y es estimulado por condiciones de alta
temperatura, luminosidad y humedad relativa (Jensen et al., 2001). La mayoria de estos efectos adversos
pueden controlarse adelantando la cosecha una vez definida la madurez fisiologica de la semilla. Una
vez finalizada la cosecha, el secado inmediato, el descascarado y la conservacion de las semillas a bajas
temperaturas (por debajo de 1 °C) en una atmdsfera enriquecida con N2> 0 CO; es ideal para preservar

la calidad estética y nutricional de las semillas (Christopoulos y Tsantili, 2011).
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Fig. 1.1 Relacion entre el rendimiento relativo de nueces secas con cascara y el agua aplicada relativa
para nogales. Los datos se obtuvieron de Goldhamer et al., 1988; Cohen et al., 1997; Ferreyra et al.,
2001; Lampinen et al., 2004 y Buchner et al., 2008.

Es importante destacar que, si las nueces no se conservan en condiciones ideales, surgen nuevos
problemas tras la oxidacion no enzimatica, tales como la oxidacion de los &cidos grasos insaturados del
aceite por la accién de las enzimas lipasa y lipoxigenasa y el aumento de la rancidez (Ortiz et al., 2019).
Adicionalmente, una disminucioén en el suministro de carbohidratos a la nuez durante la etapa de
crecimiento por sombreado y/o caida de hojas también puede oscurecer el tegumento de la nuez (Fields
et al., 2020). En este sentido se ha reportado que dos aplicaciones con caolinita al 3 % en forma de
aerosol a lo largo de la temporada protegerian al cultivo contra quemaduras solares en hojas, cascara y

semillas en ambientes con altas temperaturas y déficit hidrico (Gharaghani et al., 2018).

1.4 Vacancia de conocimiento

Dada la elevada demanda hidrica del nogal, el desarrollo de cultivos de alta densidad en conjunto con
la aplicacion de estrategias de riego deficitario podria ser una opcion para la expansion del cultivo en
zonas semidridas. Las estrategias de riego deficitario parecen ofrecer una via para mejorar tanto la
calidad de la nuez como del aceite en el nogal, al igual que se ha estudiado en otros frutos secos, como
el pistacho o la almendra (Carbonell-Barrachina et al., 2015; Lipan et al., 2019). El control del
crecimiento vegetativo es clave, pero las estrategias de riego deficitario han sido poco evaluadas a largo
plazo para este fin. Por lo tanto, es necesario abordar y explorar esta cuestion en futuros estudios. Las
estrategias de RDC pueden ser Utiles cuando se aplican entre la brotacion y el endurecimiento del
endocarpio para aumentar el PA 'y reducir el crecimiento vegetativo con un ligero efecto negativo sobre
el rendimiento y el tamafio finales de la nuez. EI RDS permitiria ahorrar mas agua y controlar el

crecimiento vegetativo, aunque la produccion también podria disminuir. Otras estrategias, como la SPR,
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no se han probado en este cultivo. Por ultimo, se necesitan mas experimentos de campo centrados en la
definicion del periodo, intensidad y duracion del riego deficitario y los umbrales de PHX (y otros
indicadores) para extrapolar los resultados a diferentes condiciones ambientales y de manejo del cultivo.
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Capitulo I1:

Objetivos e hipotesis

15




Objetivo general: Describir los efectos de distintos regimenes hidricos sobre el crecimiento vegetativo,
produccion, calidad de nuez y variables metabdlicas-fisioldgicas en un nocedal joven (Juglans regia
L.) del Noroeste de Argentina (Chilecito, L. R.).

Hipétesis general: Existe una ldmina de riego distinta a la necesidad de riego estimada como Gptimas

del nogal que permiten reducir el crecimiento vegetativo, sin afectar la produccion y calidad de los

frutos y aceite.

Objetivo especifico 1 (Capitulo 4): Comparar los efectos de distintos regimenes hidricos aplicados
durante todo el ciclo productivo del nogal sobre el crecimiento vegetativo, indicadores del estado

hidrico y composicion del rendimiento.

Hipdtesis 1: Existe una dosis de riego distinta a la estimada como 6ptima que permite mantener similar

relacién produccion/crecimiento vegetativo (i.e. eficiencia productiva).

Objetivo especifico 2 (Capitulo 5): Contrastar la calidad de frutos y perfiles de acidos grasos de los
aceites obtenidos de plantas tratadas con distintos niveles de reposicion hidrica durante todo el ciclo
productivo.

Hipétesis 2: La relacién éptima entre la produccion y crecimiento vegetativo del nogal, obtenida a partir
de la aplicacion de dosis de riego deficitarias, estara relacionada con producciones de alta calidad, como

son requeridas por los mercados nacionales e internacionales.

Obijetivo especifico 3 (Capitulo 6): Evaluar la concentracion de solutos compatibles, antioxidantes,
estado oxidativo de las membranas celulares de la hoja y perfil de metabolitos polares de la semilla

como biomarcadores de estado hidrico del cultivo.

Hipdtesis 3.1: los metabolitos asociados a procesos de ajuste osmdtico (prolina y azlcares solubles
totales), antioxidantes (fenoles y flavonoides totales) y productos de la oxidacion de las membranas

plasmaticas (malondialdehido) son biomarcadores de estrés hidrico en nogal.

Hipotesis 3.2: El perfil de metabolitos polares de la semilla de nogal se ve afectado por el déficit hidrico

al que fue sometido la planta durante la temporada.
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Capitulo I11:

Descripcion del experimento
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3.1 Sitio experimental

El experimento se realiz6 en un nocedal comercial de seis afios de la variedad Chandler en el distrito
Guanchin (29° 10" S; 67° 40’ O; 1750 msnm; Fig. 3.1), en la provincia de La Rioja, Argentina, durante
dos temporadas consecutivas: 2018-2019 (Temporada 1, del 1 de octubre de 2018 al 31 de mayo de
2019) y 2019-2020 (Temporada 2, del 1 de octubre de 2019 al 31 de mayo de 2020). El cultivo se
establecié en 2012 con arboles espaciados a 7 m entre filas y 5 m entre arboles (285 arboles ha?) y
regados con un microjet por arbol. La temperatura media anual de la region es 13,5 °C, mientras que la
oferta de frio invernal alcanza 1100 horas frio 0 65 porciones de frio estimadas a través del modelo
dindmico, y la precipitacion media anual alcanza 534 mm acumulando la mayor parte de las
precipitaciones durante los meses de verano (datos registrados en el sitio experimental durante el
periodo 2010-2020). Los datos meteoroldgicos diarios se registraron en una estacion meteorolégica
instalada en el sitio experimental, incluyendo: temperaturas méxima y minima del aire, humedad
relativa, radiacion solar, velocidad del viento, precipitaciones y evapotranspiracion de referencia (ETO).
Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo se analizaron a hasta 1 m de profundidad al inicio del
experimento (Tabla 3.1). El suelo es de origen aluvional, franco hasta 0,75 m y franco-arcilloso de 0,75
a 1 m de profundidad. La relacién de absorcién de sodio fue inferior a 0,16 mEq kg™ en todo el perfil
explorado. La materia organica fue de 5 % en los primeros 25 cm y de 3,7 % al metro de profundidad,;
mientras que el pH se mantuvo estable en todo el perfil del suelo en el rango de 8,5 a 8,8.

LR T T ee—

Fotografia satelital __ontlll | eyenda

Coordenadas Parcela experimental

192 14" 108 S
67°38'31" O

R oy

300m

Fig. 3.1 Fotografia satelital del sitio experimental.
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Tabla 3.1 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo del sitio experimental a cuatro profundidades.

Profundidad Clase pH CE RAS MO CAS CAS AD

(cm) textural (us cm™?) (mEqg kg?) (%) 10KPa 1500KPa (%)
(%) (%)

0-25 F 8,5 511 0,13 50 26,6 8,5 18,1

25-50 F 8,6 429 0,15 4,5 26,6 8,5 18,1

50-75 F 8,8 376 0,16 4,0 26,6 8,5 18,1

75-100 F-A 8,8 385 0,16 3,7 31,6 7,3 24,3

EC, conductividad eléctrica; RAS, relacion de absorcion de sodio; MO, materia organica; CAS, contenido de agua
del suelo; AD, agua disponible AWC; F, suelo franco; F-A, suelo franco-arcilloso.

3.2 Disefio del experimento

El disefio experimental fue en bloques completos al azar, con cuatro niveles de riego, cada uno con
cuatro repeticiones. Al inicio del estudio, se midid la altura total, el volumen de copay el area seccional
transversal del tronco (ASTT) a 50 cm por encima del suelo en 175 arboles distribuidos en 5 filas
contiguas para ser utilizados como criterios de blogueo (Fig. 3.1 y 3.2). Se seleccionaron 16 parcelas
experimentales, constituidas cada una por 12 arboles (3 filas x 4 arboles por fila), en las que dos arboles
centrales (similares en altura, volumen de copa y ASTT) de la fila central se utilizaron para la toma de

datos y los arboles restantes fueron arboles de guarda (Fig. 3.3).

Fig. 3.2 Fotografia del sitio experimental.
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Fig. 3.3 Plano del experimento incluyendo la ubicacidn de las parcelas en el sitio experimental donde
el tratamiento aplicado a cada parcela se ha identificado con diferentes colores (T50: Rojo, T75:
Anaranjado, T100: Verde y T125: Azul) y el bloque al que pertenece la parcela con nimeros en las
plantas centrales de cada parcela. A la derecha (b), plano de parcela experimental (unidad experimental),
compuesta por tres filas de cuatro plantas, donde las unidades observacionales (plantas centrales) estan

marcadas con X.

De los arboles centrales, uno se mantuvo inalterado hasta la cosecha, en él se realizaron mediciones de
crecimiento vegetativo y se determiné el rendimiento en la cosecha, mientras que en el otro arbol se
realizaron mediciones potencialmente destructivas, como las de potencial hidrico y conductancia

estomatica.

3.2.1 Tratamientos de riego

Los cuatro tratamientos (regimenes) de riego se aplicaron desde el 1 de octubre de 2018 hasta el 15 de
mayo de 2020. El tratamiento T100 recibi6 una cantidad de agua equivalente al 100 % de la ETc. Los
tratamientos T50, T75 y T125 recibieron cantidades de agua equivalentes al 50 %, 75 % y 125 % del

aplicado a T100, respectivamente. Para reponer las necesidades hidricas en cada tratamiento, se
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utilizaron microjets de caudal autocompensado con diferentes caudales (T50: 20 L h'%; T75: 30 L h'?;
T100: 40 L ht; y T125: 50 L ht), lo que permitié mantener una distribucién espacial de emisores (un

microaspersor entre plantas contiguas) y una frecuencia de riego similares.
La ETc se estimo de acuerdo con la siguiente ecuacion:
ETc = ET0 *Kc x Kr

La ETO se estim6 a partir de datos obtenidos con la estacion meteoroldgica y luego sometidos a la
ecuacion de Penman-Monteith modificada por la FAO (Allen et al., 1998), mientras que los valores
mensuales de Kc fueron los propuestos por Goldhamer et al. (1998) y que se muestran en la Tabla 3.2.
Kr es un coeficiente de reduccion asociado al porcentaje de cubierta vegetal, estimado a partir de la
siguiente ecuacion (Fereres et al., 1982):

Kr — 2 * % de cobertura
"= 100

El coeficiente Kr puede alcanzar un valor maximo igual a 1 (Fereres et al., 1982).

En este caso, dado que los arboles ya habian cubierto méas del 50 % de la superficie del suelo al inicio
del experimento, el Kr fue igual a 1. EI programa de riego considero la precipitacion efectiva (PPe) a

partir de la precipitacién diaria (PP) aplicando las siguientes ecuaciones (Puertas, 2009):
PP <12mm — PPe =0
PP = 12mm — PPe = (PP —12) *0.8

El intervalo entre riegos desde la brotacion hasta la cosecha fue semanal, excepto si PPe era

significativa, en cuyo caso se ampli6 el intervalo.

Tabla 3.2 Coeficientes de cultivo (Kc) usados para la programacion de riego propuestos por
Goldhamer et al. (1998). Ambas temporadas (2018-2019 y 2019-2020) iniciaron el 1° de Octubre (Dia

1 de la temporada) y finalizaron el 15 de mayo (dia 230 de la temporada).

Dia de la temporada Kc
1-19 0,4
20-34 0,6
35-49 0,7

50 - 64 0,9

65 - 144 11

145 - 174 1,0

175 - 189 0,8

190 - 204 0,7

205 - 230 0,6
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4.1 Introduccién

Desde la década del 2000 en la region centro-oeste de Argentina se ha producido un aumento
significativo de la superficie cultivada con nogal (de 12.000 ha en 2002 a 18.000 ha en 2018: INDEC,
2020; FAOSTAT, 2023). Luego de més de un siglo de un manejo tradicional del cultivo de nogal en
baja densidad (<100 arboles ha) y riego superficial, se estan estableciendo nuevas explotaciones
comerciales utilizando tecnologias que combinan riego localizado y alta densidad de plantacién (> 300
arboles hal) (Sibbett et al., 1997; Lemus, 2010). La regidn centro-oeste de Argentina se caracteriza por
escasas precipitaciones anuales en el rango de 200 a 600 mm concentradas en los meses de verano (Rubi
Bianchi y Cravero, 2010), muy por debajo de los requerimientos 6ptimos del cultivo que superan los
1.000 mm ha! afio. En consecuencia, el cultivo del nogal en Argentina sélo es posible bajo riego. Las
crecientes limitaciones en la disponibilidad y costos de bombeo y presurizacion de los recursos
hidricos(Rivera et al., 2021), han incrementado el interés por conocer las necesidades hidricas del nogal
y mejorar la productividad del agua (PA) para reducir costos y aumentar la superficie cultivada.

La evapotranspiracion del cultivo (ETc) varia segin el ambiente, la variedad, la densidad de plantacién
y la edad del cultivo (Pereira et al., 2015). Las principales limitaciones para la estimacion de la ETc son
las intrinsecas necesidades de uso de equipos fijos y costosos como lisimetros, y estudios a mediano-
largo plazo. En Argentina, los productores de nogal utilizan para la programacion de riego coeficientes
de cultivo (Kc) estimados para California (EUA) en condiciones agroclimaticas diferentes a las de
Argentina. A pesar de la significativa expansion del nogal en Argentina y la creciente demanda de
conocimientos en relacion a la gestion del riego, los estudios locales centrados en cuantificar la demanda
hidrica del cultivo son escasos. En este contexto, la aplicacion de diferentes niveles de riego durante
toda la temporada parece ser la mejor estrategia para cuantificar la funcion de la productividad del agua

del nogal para definir estrategias de riego que conduzcan al aumento de la productividad del agua (PA).

En cultivos frutales, uno de los indicadores mas utilizado para conocer y manejar el estado hidrico de
la planta es el potencial hidrico, aunque otras medidas como la deteccion térmica, la conductancia
estomatica y la dendrometria del tallo se realizan conjuntamente (Parkash y Singh, 2020). En nogal, el
umbral de potencial hidrico xilematico (PHX) al mediodia para evitar pérdidas productivas y controlar
el crecimiento vegetativo se estimé en -0,8 MPa (Fulton et al., 2014), mientras que la conductancia
estomatica (gs) inferior a 20 mmol m2 s se ha asociado a condiciones de déficit hidrico (Rosati et al.,
2006). Fulton y Buchner (2015) revisaron articulos sobre el efecto de la aplicacion de estrategias de
riego deficitario al nogal a lo largo de la temporada en condiciones agrocliméticas de California,
categorizando las estrategias en: i) reduccion del agua aplicada de hasta el 20 % de la ETc (PHX de
-0,4 a -0,8 MPa), que incrementan la cantidad de semillas oscuras y disminuye ligeramente el
rendimiento; ii) reduccion del riego entre el 20 y el 50 % de la ETc (PHX de -0,5 a -1 MPa). En este

caso, si la reduccion se produce gradualmente entre el llenado de la semilla y la cosecha, el efecto puede
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ser una ligera reduccion del rendimiento (similar a la primera estrategia). Si la reduccion se aproxima
al 50 %, no s6lo aumentara el porcentaje de semillas oscuras y la reduccién del rendimiento, sino que
el rendimiento de la temporada siguiente también podria verse afectado por una reduccion excesiva del
crecimiento vegetativo. iii) Reducciones severas del riego por debajo del 50 % de la ETc (PHX de -0,8
a -1,2 MPa) tienen un efecto negativo inevitable sobre la produccién en términos de cantidad y la
calidad, y el periodo de recuperacion podria durar mas de dos temporadas con riego regular. Por otra
parte, Cohen et al. (1997) aplicando un tratamiento de riego excedentario equivalente al 130 % de la
ETc demostraron que el rendimiento y la calidad no eran significativamente superiores al control regado

al 100 % de la ETc y ademas promovia un crecimiento vegetativo excesivo.

La hipétesis planteada fue que el efecto negativo de las estrategias de riego deficitario aplicadas a lo
largo de todo el ciclo del nogal es poco significativo en el centro-oeste de Argentina en términos de
rendimiento, ya que el régimen de lluvias estivales de esta region reduce significativamente la demanda
hidrica del cultivo. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue comparar los efectos de distintos
regimenes hidricos aplicados durante todo el ciclo productivo del nogal sobre el crecimiento vegetativo,
indicadores del estado hidrico y composicion del rendimiento.

4.2  Metodologia

4.2.1 Potencial hidrico xilematico y conductancia estomatica

El potencial hidrico xilematico (PHX) y la conductancia estomatica (gs) se midieron mensualmente en
dias completamente despejados desde el inicio de la brotacion (noviembre) hasta la cosecha (marzo).
Las mediciones de PHX se realizaron entre las 12:00 y las 13:00 h solares utilizando una camara de
presién tipo Scholander (BioControl 0-4 MPa, Buenos Aires, Argentina) siguiendo la metodologia
propuesta por McCutchan y Shackel (1992). En resumen, se seleccionaron dos foliolos apicales de hojas
maduras de brotes cercanos al tronco del arbol central de cada repeticién. Los foliolos seleccionados se
colocaron en una bolsa de pléastico reflectante e impermeable al menos 90 minutos antes de la medicion.
La conductancia estomética se midi6 en dos foliolos apicales de dos hojas completamente desarrolladas
de un arbol por repeticiébn a media mafiana (10:00-11:00 h solar) con un porémetro de difusién

estomatica previamente calibrado (Delta-T AP4, Cambridge, Reino Unido).

4.2.2  Areaseccional transversal del tronco, volumen y porosidad de la canopia

El &rea seccional transversal de tronco (ASTT) se estimo a partir del perimetro a 50 cm de la superficie
del suelo en un arbol central de cada repeticion. El perimetro del tronco se midi6 en tres estados
fenoldgicos en cada temporada: brotacién, endurecimiento del endocarpio (coincidiendo con el final
del crecimiento de los brotes) y madurez (mediados de marzo). Con la misma frecuencia de mediciones
de ASTT y en los mismos arboles, se estimaron el volumen y la porosidad de la copa. El volumen de la

copa se calculé midiendo la altura total del &rbol, la altura de insercion de la primera rama y los radios
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de la copa en las cuatro direcciones cardinales (segun su proyeccion de sombra sobre el suelo) aplicando

la siguiente ecuacion:

T * (ancho medio (m))2
12

Vol. copa (m3) = * (altura (m) — altura primer rama(m))

La porosidad de la copa se estimo utilizando fotografias de la proyeccion de sombra al mediodia solar
sobre una manta blanca de una superficie conocida (1m?) extendida a 1 m del tronco del arbol central
de cada repeticion. A continuacion, se procesaron las fotografias para determinar el porcentaje de

superficie no sombreada (es decir, el porcentaje de poros) con el software CobCal V2.1.

4.2.3 Rendimiento, componentes del rendimiento y productividad del agua

La madurez de cosecha de las nueces se define una vez que se alcanzan: i) la madurez fisiologica de la
semilla, indicada por la lignificacion de los tejidos conductivos y de empaquetado en torno a la semilla
y ii) la madurez del fruto, alcanzada en torno a 10-15 dias después de alcanzada la madurez fisiol6gica
de la semilla, indicada por la pérdida de adherencia entre el endocarpio-pericarpio y el resquebrajado
del epicarpio del 80 % de los frutos (Sibbet et al., 1974). Una vez que las nueces alcanzaron la madurez
de cosecha (23 de marzo en 2019 y 19 de marzo en 2020) se cosechd manualmente un arbol central por
repeticion, se retiraron los restos de pericarpio que hubiesen guedado adheridos a la cosecha y se
pesaron inmediatamente las nueces recolectadas. Se tomd una muestra de 100 nueces y se pesaron con
una balanza de precisién (Precisa 320 XT, Dietikon, Suiza). A continuacion, se estimoé el peso fresco
medio de las nueces. El nimero de nueces por arbol se determind a partir del peso total de la cosecha y
del peso fresco medio de las nueces. La muestra de 100 nueces se secd en horno con corriente de aire
forzado a 30 °C hasta alcanzar una concentracion de agua en la semilla del 4 %. Se utiliz6 una
termobalanza con una precision de 0,001 g (Precisa XM60, Dietikon, Suiza) para comprobar la
humedad de la nuez durante el secado. El rendimiento en seco por arbol se estimo a partir del peso en

seco de las nueces (humedad de semilla = 4 %) y del nimero estimado de nueces por arbol.

A continuacidn, se quebraron manualmente las cascaras de las 100 nueces y se pesaron las semillas para
obtener el porcentaje de llenado de la nuez (% llenado = (peso seco de 100 semillas/peso seco de 100
nueces)*100)). La concentracion de aceite se estimd mediante extraccidn con solvente con un extractor
soxhlet automatizado (Ankom XT10, Nueva York, EUA). Se utiliz6 la metodologia oficial AOAC
920.39 (Thiex et al., 2003), que consistio en moler 30 semillas por tratamiento, y se tomaron muestras
de 2 g por duplicado de la pasta formada. Las submuestras se secaron hasta peso constante en una estufa
con flujo de aire forzado a 70°C. La extraccion con solvente se realizd con éter de petroleo en un
programa de extraccion ciclica de 60 minutos. Una vez finalizada la extraccion, se peso la muestra y se

estimd la concentracién de aceite en la semilla.
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La productividad del agua (PA) se estimo para cada repeticion y temporada como la relacién entre el
rendimiento seco de nueces por hectarea (kg ha) y la cantidad total de agua aplicada (es decir, el agua
de riego més la precipitacion efectiva (mm)). El rendimiento relativo se estimd a partir de la relacion
proporcional del rendimiento medio de cada tratamiento con respecto al rendimiento del tratamiento de

rendimiento maximo promedio en cada temporada.

4.2.4  Andlisis estadistico

El anélisis de datos se realiz6 en el entorno R v.4.1.2 para estadistica computacional con los paquetes
nime y emmeans . Se utilizé un modelo lineal mixto, asumiendo que el tratamiento era un efecto fijo y
el blogue un efecto aleatorio. Los graficos y andlisis de regresion se realizaron con GraphPad Prisms
v.8.3.0 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA; www.graphpad.com).

4.3 Resultados

4.3.1 Condiciones meteoroldgicas y uso de agua de riego

Las temperaturas maximas absolutas fueron similares en ambas temporadas, de 35,2 °C el 24 de
diciembre de 2018, en la temporada 1, y de 34,2 °C el 25 de enero de 2019, en la temporada 2. Durante
la temporada 2018-2019, la temperatura minima registrada fue de 1,1 °C el 2 de octubre y de -1,1 °C el
7 de mayo al final de la temporada 2019-2020 (Fig. 4.1a). Ambas temporadas registraron similares
aportes de frio invernal, alcanzando 1150 horas de frio y 67,7 porciones de frio en el periodo
comprendido entre el 1 de mayo y el 1 de septiembre. La ETO, ETc, precipitacion y dosis de riego
aplicada a cada tratamiento en ambas temporadas se muestran en la Tabla 4.1. En 2018-2019, la
precipitacion total acumulada fue de 524 mm, con eventos en su mayoria superiores a 20 mm
distribuidos uniformemente en los meses de verano. La temporada 2019-2020 fue méas seca que la
temporada 2018-2019, con una precipitacion acumulada de 374 mm, con eventos concentrados en enero
y febrero (Tabla 4.1 y Fig.4.1b). En este sentido, la ETO fue similar entre temporadas, con 774 mmy
802 mm acumulados en las temporadas 2018-2019 y 2019-2020, respectivamente (Fig. 4.1b), También
es importante sefialar que la ETc fue de 656 mm y 709 mm, en las temporadas 1y 2, respectivamente
(Tabla 4.3). La precipitacion efectiva contribuyd a un equivalente del 20 % y 11 % de la ETc en 2018-
2019 y 2019-2020, respectivamente.

El riego aportado en cada tratamiento mas la lluvia efectiva (agua total aplicada) fue ligeramente
superior a los tratamientos previstos al 50 %, 75 %, 100 % y 125 % de la ETc, reponiendo volimenes
equivalentes al 65 %, 80 %, 100 % y 123 % de la ETc en 2018-2019, y al 62 %, 79 %, 100 % y 125 %
de la ETc en 2019-2020.
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Fig. 4.1 Temperaturas maximas y minimas mensuales (a) y precipitacion y evapotranspiracion de
referencia (ETO) mensuales (b) durante las temporadas 2018-2019 (T1) y 2019-2020 (T2). Las lineas
punteadas indican el inicio y final de cada temporada.

4.3.2 Potencial hidrico xilematico y conductancia estomatica

El potencial hidrico xilemético (PHX) tuvo un comportamiento similar entre tratamientos en ambas
temporadas (Fig. 4.2a-b). El tratamiento T100 mantuvo valores de PHX en torno a -0,80 MPa a lo largo
de la temporada de crecimiento. El tratamiento T75 mostr6 patrones y valores estacionales similares al
T100. En T50, los valores de PHX fueron significativamente mas bajos que en T100, especialmente a
mitad de la temporada, cuando T50 alcanz6 un PHX de -0,90 MPa. Por otro lado, T125 presentd un
PHX consistentemente mayor que T100, de -0,7 a -0,5 MPa. En la cosecha y postcosecha, todos los
tratamientos presentaron un PHX similar de -0,50 MPay -0,25 MPa, respectivamente. La conductancia
estomatica en la primera temporada oscil6 entre 350 y 450 mmol m2 s para todos los tratamientos
(Fig. 4.2c). En la segunda temporada, los valores de gs oscilaron entre 400 y 600 mmol m2 s? (Fig.
4.2d), mas altos que en las primeras temporadas cuando se produjeron mayores precipitaciones
acumuladas (Tabla 4.1). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la gs entre
tratamientos solo en ambas temporadas alrededor de 100 dias después de floracion en ambas temporadas
y hacia la cosecha solo en la primera temporada. A los 100 dias después de plena floracion las gs de
T125y T100 fueron superiores a las de T75 y T50. La conductancia estomatica hacia la postcosecha se

redujo drasticamente a 100 mmol m s en ambas temporadas.
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Fig. 4.2 Dinamica del potencial hidrico xileméatico (PHX) (a-b) y conductancia estomatica (gs) (c-d)
durante las temporadas 2018-2019 (a-c) y 2019-2020 (b-d). Los asteriscos indican diferencias con
significancia estadistica entre tratamientos a P < 0.05. Las barras de error representan la desviacion
estandar de la media. La letra C y la linea punteada indican las fechas de cosecha.

4.3.3 Areaseccional transversal del tronco, volumen y porosidad de la copa

El crecimiento del volumen de copa no se vio afectado significativamente por los tratamientos en 2018-
2019, pero mostré diferencias a principios de la temporada 2019-2020. Los volimenes de copa de T100
y T125 fueron similares; T75 fue intermedio, y T50 fue el méas bajo (Fig. 4.3a). El area seccional
transversal del tronco (ASTT, Fig. 4c) fue mas sensible a los tratamientos de riego al inicio de ambas
temporadas, cuando el ASTT de T50 fue significativamente menor que el del resto de tratamientos.
Posteriormente, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, se pudo observar un
comportamiento diferente al comparar T50 con el grupo T75-100-125. EI ASTT y el volumen de copa
presentaron una relacién positiva (R? = 0,52; Fig. 4.3d). En el momento de la recoleccién, la porosidad
de la copa, determinada como proporcidn de la radiacion solar transmitida al mediodia, no difiri6 entre

los tratamientos durante ambas temporadas (Fig. 4.3b).
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Tabla 4.1 Valores acumulados por temporada de evapotranspiracién de referencia (ET0), evapotranspiracion de cultivo (ETc), precipitacion acumulada (PP),
precipitacion efectiva acumulada (PPe), cantidad de eventos de riego, cantidad de agua aplicada por irrigacion y total de agua aplicada (riego + precipitacion
efectiva) en las temporadas 2018-2019 y 2019-2020).

Temporada  ETO ETc PP (mm) PPe(mm) Eventosderiego  Tratamiento Riego Agua aplicada

(mm)  (mm) (# temporada™) (mm) total (mm)

T50 340 474

20182019 774 656 524 134 19 175 452 586
T100 596 730

T125 761 895

T50 363 443

2019-2020 802 709 374 80 21 175 483 563
T100 636 716

T125 813 893
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Fig. 4.3 Volumen de copa promedio (a) y area seccional transversal del tronco por tratamiento de riego
(c) al inicio, mitad y final de temporada durante las temporadas 2018-2019 y 2019-2020. Porosidad de
la copa promedio por tratamiento a cosecha (b). Los asteriscos indican diferencias significativas entre
tratamientos a < 0.05. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media. La regresion

lineal entre el volumen de copa promedio y la porosidad de la copa son presentados en el panel d.

4.3.4 Rendimiento, componentes del rendimiento y productividad hidrica del cultivo

El rendimiento y sus componentes no se vieron afectados por los tratamientos de riego (Tabla 4.2). El
rendimiento seco de nueces (humedad = 4 %) no difiri estadisticamente entre tratamientos en ambas
temporadas. Sin embargo, al comparar los tratamientos T50 y T100, se puede apreciar una tendencia a
la reduccion es del rendimiento en torno al 20 % en la primera temporada y del 17 % en la segunda
temporada en el tratamiento mas deficitario. El peso fresco y seco de 100 nueces no vari6 entre
tratamientos. Del mismo modo, el llenado de las nueces no varié entre los tratamientos, pero se observo
una marcada tendencia, ya que el tratamiento T50 perdio un 3 % de llenado de nueces en comparacion
con el grupo T75-100-125. El nimero de nueces por arbol fue el mas alto en T125 (1088 nueces arbol
1 en 2018-2019 y 1270 nueces arbol™? en 2019-2020) y el mas bajo en T50 (805 nueces arbol™* en 2018-
2019y 1048 nueces arbol* en 2019-2020). Aunque la concentracion de aceite no fue significativamente
diferente entre tratamientos, las nueces del tratamiento T50 acumularon un 5% menos de aceite que
T100 en 2018-2019, al mismo tiempo que en esa temporada la concentracion de aceite aumentd un 2 %
en T125 en comparacion con T100. En 2019-2020 T125 tuvo una concentracion de aceite 3 % mayor

en comparacion con el promedio de los otros tratamientos.
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La productividad del agua vari6 significativamente entre los tratamientos, donde T50 mostré la mayor
productividad del agua con aumentos de 1y 2 kg de rendimiento seco mm™ ha® en comparacién con
T100 en 2018-2019 y 2019-2020, respectivamente. El tratamiento T125 mostr6 una menor
productividad del agua con un valor medio 1 kg rendimiento seco mm™ ha* inferior a T100 en ambas
temporadas. En este contexto, es interesante sefialar que la PA de T75 no difiri6 de la obtenida en T100,
permitiendo un ahorro de agua de riego del 24 % en ambas temporadas. El rendimiento seco relativo se
asocio fuertemente con el total de agua aplicada (Fig. 4.4), en una regresion lineal segmentada Unica
para ambas temporadas (R? = 0,90), donde la pendiente O (punto de ruptura) se obtuvo en 663,2 mm.
La pendiente antes del punto de quiebre de la funcion fue de 0,9 % de rendimiento relativo por mm de
agua aplicada, y el intercepto fue del 38 % de rendimiento relativo. Por otra parte, el rendimiento

relativo después del punto de quiebre fue del 98 %.
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Fig. 4.4 Regresion lineal segmentada del rendimiento relativo sobre el total de agua aplicado (irrigacién
+ precipitacion efectiva) a la cosecha durante las temporadas 2018-2019 y 2019-2020.
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Tabla 4.2 Efectos de los tratamientos de riego sobre el rendimiento y componentes del rendimiento en las temporadas 2018-2019 y 2019-2020, respectivamente.

Temporada  Tratamiento  Rendimiento Rendimiento PF 100 PS 100 Nueces por Llenado [aceite] PA
fresco (thal) seco (tha?) nueces (kg) nueces(kg)  arbol (#) (%) (% en base (kg rendimiento seco
seca) mm™ha?)
T50 4,18+1,50 2,50+0,97 1,85+0,15  1,10+0,11 805+321 41+2 56+1 5,29+2.07
T75 5,27+1,67 2,97+0,78 1,91+,017  1,09+0,07 956+250 43+1 5945 5,07+1.34
2018-2019 T100 5,45+1,76 3,14+1,05 1,91+0,06  1,10+0,03  1.002+321 44+1 59+1 4,30+1,44
T125 5,63+1,43 3,2840,88 1,86+£0,19  1,07+0,06 1.088+330 43+2 61+2 3,66+0,99
p-valor 0,5096 0,5751 0,7031 0,9599 0,5312 0,4400 0,1549 0,2717
T50 5,71+1,25 3,13+0,90 1,98+0,35  1,09+0,09  1.048+336 41+2 62+2 7,2842,04 a
T75 5,87+1,04 3,50+0,60 1,76+£0,12  1,05+0,03  1.173+217 43+1 63+2 6,23+1,07 ab
2019-2020 T100 6,28+1.58 3,75+1,16 1,87+0,18 1,09+0,05  1.208+407 43+1 62+3 5,25+1,62 ab
T125 6,57+2.58 3,83+1,58 1,83+0,15 1,06+0,04  1.270+555 43+3 65+2 4,28+177 b
p-valor 0,6973 0,5919 0,5888 0,6730 0,6678 0,5730 0,4700 0,0088

PF, peso fresco; PS, Peso seco; PA, productividad del agua
P-valor > 0.05 no representan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos segin la prueba LSD.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.
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4.4 Discusién

4.4.1 Potencial hidrico xilemético y conductancia estomatica

En los nogales regados con dosis de riego equivalentes al 75 % y el 125 % de la cantidad de agua
aplicada al tratamiento Control se observaron valores de PHX al mediodia superiores a -0,8 MPa
durante toda la temporada de crecimiento, en linea con el umbral de ausencia de déficit hidrico
propuesto por Fulton et al. (2014). Sin embargo, el PHX en el tratamiento T50 fue cercano a -1 MPa
desde 25 DDF (es decir, cuajado del fruto) hasta 100 DDF (es decir, llenado de la semilla) sin pérdidas
significativas de rendimiento (Tabla 3.4). Este hallazgo sugiere que la severidad, el estado fenoldgico
y la duracion del periodo de déficit hidrico con potenciales hidricos inferiores a -0,8 MPa son factores
determinantes para que haya o no pérdidas de rendimiento. Ademas, los resultados obtenidos también
podrian indicar que los umbrales de PHX varian segun las condiciones ambientales de cada sitio de
cultivo, en concordancia con lo reportado por Corell et al. (2016) para olivos en diferentes localidades

de Espafia.

El potencial hidrico xilematico fue mas sensible a los tratamientos de riego que la conductancia
estomatica, mostrando el PHX diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de toda la
temporada de crecimiento. La gs media fue similar entre tratamientos dentro de cada una de las
temporadas, ya que varid entre 277 y 291 mmol m? s en la temporada 2018-2019 y entre 365 y
405 mmol m? st en la temporada 2019-2020. Rosati et al. (2006) encontraron una relacion exponencial
entre gs y PHX en nogales regados al 50 % de la ETc; cuando el PHX fue inferior a -0,8 MPa (hasta -
1,2 MPa), la gs oscild entre 20 y 200 mmol m s, Sin embargo, los mismos autores observaron que
arboles de nogal regados al 100 % de ETc y con PHX superior a -0,8 MPa (hasta proximidades de
0 MPa), la respuesta fue menos lineal, con una gs variando entre entre 200 y 800 mmol m2 s™. Por
tanto, la ausencia de diferencias significativas en las medidas de gs dentro de cada temporada puede
deberse a que los tratamientos de riego aplicados no alcanzamos niveles criticos de cierre estomatico y,
por tanto, la cantidad de CO- asimilado no se vio severamente afectada. No obstante, la gs se increment6
en la segunda temporada, factor que pudo estar parcialmente explicado por la mayor temperatura y
déficit de presion de vapor, aunque un factor de importancia parecio ser el incremento de la carga frutal,
dado que las plantas al inicio del experimento se encontraban en pleno crecimiento y aun no habian

estabilizado su productividad.

4.4.2 Comparacion de indicadores de crecimiento vegetativo entre regimenes de riego

El crecimiento vegetativo, expresado como el volumen de copa, no se vio afectado significativamente
por los tratamientos de riego a pesar de que existieron diferencias significativas en el PHX entre 50 y
75 dias después de plena floracion, momento en el cual los arboles se encontraban en el periodo de

elongacion de brotes. EI ASTT se comporté de forma similar al volumen de copa, por lo que podria
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servir como indicador del crecimiento de la copa durante la temporada. En linea con lo reportado por
Cohen et al. (1997) una reduccién significativa de la reposicion de agua equivalente tal como la aplicada
al tratamiento T50 podria reducir el crecimiento del ASTT. La diferencia en los volumenes de copa
entre tratamientos cerca del final de la segunda temporada result6 en una diferencia en el nimero de
nueces por arbol entre T50 y T100 de 200 nueces, pero sin alcanzar a ser diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos. La combinacién de arboles con copa compacta y con alta porosidad
(es decir, menor densidad de area foliar) permitiria una reduccién significativa de la ETc al reducir la
superficie foliar transpirante (Pereira et al., 2006). Aunque estos resultados podrian conducir a una
reduccidn significativa de la proporcién de radiacion fotosintéticamente activa (RFA) interceptada,
parece una buena estrategia para el manejo de huertos de nogales en alta densidad, minimizando asi la
necesidad de poda y generando al mismo tiempo una reduccion de los costos de mantenimiento del

cultivo y de la cantidad de agua aplicada (Costa, 2007).

Para mejorar el entendimiento del comportamiento de las variables de crecimiento vegetativo medidas,
es necesario asociarlas a la capacidad de retencion de agua del suelo, su clase textural (Tabla 3.1) y los
aportes de agua atmosférica (Tabla 4.1). La ETc del sitio experimental durante el periodo experimental
fue de 656 y 709 mm afio™ en un régimen de precipitacion Monzénico. La ETc estimada en ambas
temporadas fue equivalente al 70 % de la ETc estimada para California (1050 mm) en un régimen de
precipitacion Mediterraneo (Goldhamer et al., 1998). Por lo tanto, los Kc utilizados pueden conducir a
una sobreestimacion de las demandas de agua del cultivo y con ello conducir a respuestas distintas a las
revisadas por Fulton y Buchner (2015) en las condiciones ambientales de California, donde el
rendimiento se vio severamente afectado por reducciones de riego entre un 20 y 50 %. En este sentido,
no encontramos diferencias significativas en el rendimiento ni en sus componentes bajo los distintos

niveles de riego deficitario aplicados (Tabla 3.4).

El componente de rendimiento mas estable fue el peso de 100 nueces frescas y el llenado del fruto
(relacion peso de la semilla nuez). Ramos et al. (1978) reportaron que si el déficit hidrico ocurre en la
primera mitad de la temporada el tamafio y la cantidad de nueces podrian verse afectados; mientras que
si el déficit ocurre en la segunda mitad de la temporada la calidad de la semilla y la concentracién de
aceite serén las mas afectadas. En el experimento, el llenado del perfil del suelo al principio de la
temporada puede haber tenido un efecto significativo, razén por la cual el tamafio de la semilla se
mantuvo estable, ya que a medida que avanzaba la temporada, la reserva de agua del suelo se agotaba
en los tratamientos de riego deficitario. La concentracion de aceite no mostrd diferencias
estadisticamente significativas, pero una diferencia del -5 % y -3 % al comparar los resultados de los
tratamientos T50 y T75 con el control parece indicar una mayor sensibilidad al déficit en la segunda

mitad del ciclo cuando se produce la mayor acumulacién de aceite en las semillas (Ramos et al., 1978).




Buchner et al. (2008) evaluaron estrategias de riego deficitario en nogales injertados sobre dos
portainjertos diferentes durante tres temporadas consecutivas. La estrategia consistio primero en
mantener un PHX alto durante la fase de crecimiento vegetativo (tratando asi de asegurar el crecimiento
vegetativo y el tamafio de la nuez), y una vez detenido el crecimiento vegetativo, se aplicaron tres
niveles de riego: riego completo (PHX de -0,3 a -0,6 MPa), déficit hidrico medio (PHX de -0,7 a
-0,9 MPa) y déficit hidrico moderado (-0,9 a-1,1 MPa). Sus resultados indicaron que la carga de nueces
se redujo en el tratamiento de déficit medio entre un 19 % y 28 % con respecto al tratamiento de riego
completo, mientras que en el tratamiento de déficit moderado la carga se redujo entre un 30 % y 38 %.
Considerando los resultados obtenidos, el PHX medio del tratamiento T50 fue de -0,68 y -0,71 MPa
para las temporadas 1 y 2, respectivamente, comparable al tratamiento de déficit hidrico moderado

aplicado por Buchner et al. (2008).

45 Conclusiones

La aplicacion de regimenes de riego deficitarios al 5 0% y 75 % de la ETc mejoraron la productividad
del agua (relacion entre rendimiento relativo y agua total aplicada) y controlan parcialmente el
crecimiento vegetativo sin implicaciones negativas significativas sobre los componentes de produccién
y rendimiento. Esto se observé en dos temporadas consecutivas en nogales jovenes del semiarido
centro-oeste argentino, donde el agua es el factor mas limitante para la produccion y el costo de cada
unidad de agua aplicada pesa sobre la eficiencia econdémica del cultivo. Ademas, en relacién con la
funcién de productividad del agua el riego al 90 % de la dosis aplicada a T100 hubiera permitido
alcanzar la maxima productividad en ambas temporadas. Esta relacién es interesante para zonas donde
el agua no es limitada o tiene un coste bajo. Es necesario continuar la observacion en el sitio
experimental actual y seguir trabajando en otros sitios de caracteristicas similares para confirmar estas
conclusiones, especialmente en lo que se refiere a la similitud del rendimiento productivo obtenido en
T50 y T100. En este contexto, se propone como linea de investigacion futura estudiar el efecto de un
régimen de riego deficitario controlado mas restrictivo que T50 en el periodo de postcosecha, dado que
la abrupta reduccion de la conductancia estomatica debido a la disminucion del efecto sumidero de los

frutos, proporciona una ventana ideal para el de este tipo de estrategias.
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5.1 Introduccion

La produccion mundial de nueces ha aumentado significativamente desde la década del 2000, pasando
de 1,2 Mta 3,3 Mt en 2020 (FAOSTAT, 2023). Este aumento de la demanda de nueces puede atribuirse
a la revalorizacién de los alimentos naturales con propiedades nutracéuticas comprobadas (Ros et al.,
2021). Para satisfacer la alta demanda de nueces el cultivo se estd expandiendo activamente en nuevas
zonas como el centro-oeste de Argentina, donde la superficie cultivada ha aumentado un 400 % en las
Gltimas dos décadas, alcanzando 18.235 ha en 2021 con una produccién de 21.500 t (FAOSTAT, 2023).
En el centro-oeste de Argentina, la precipitacién media anual es limitada, oscilando entre 200 y
600 mm afio’ (Rubi Bianchi y Cravero, 2010), por debajo de la demanda hidrica de los nogales que se
ha estimado en torno a 1000 mm afio* (Goldhamer et al., 1998). En consecuencia, la produccion de
nueces en esta region solo es posible bajo riego. Rivera et al. (2021) estudiaron el balance hidrico de la
region e identificaron en el periodo 2010-2020 una reduccién significativa de las reservas de agua en
los Andes (en forma de nieve y glaciares) y en los caudales de la cuenca principal; de modo que la
recarga de los rios y de los acuiferos subterraneos esta limitada y, en caso de continuar con un uso
tradicional del agua para riego, se podria conducir a una sobreexplotacion del recurso por parte de la
agricultura. La aplicacion de dosis de riego inferiores a las necesidades éptimas de los cultivos ha sido
ampliamente estudiada en cultivos de frutos secos como el almendro y el pistacho (Carbonell-
Barrachina et al., 2015; Garcia-Tejero et al., 2020). Las estrategias de riego deficitario también se
aplican en frutales porque proporcionan incrementos en la productividad del agua del cultivo, con la
ventaja adicional de mejorar la calidad de los frutos obtenidos (Yang et al., 2022). En nogal, los estudios
sobre el uso de estrategias de riego deficitario son limitados y se centran mayoritariamente en la mejora
de la programacion del riego, por lo que es necesario evaluar los efectos del déficit hidrico sobre la

productividad y la calidad de las nueces y del aceite.

A nivel estructural se denomina nuez a la conjuncion de todas las partes delimitadas por el endocarpio.
La calidad comercial de las nueces esta determinada principalmente por el calibre de la nuez, medido
como el didmetro ecuatorial maximo del endocarpio posterior al secado. Ademas de la importancia de
la cantidad de nueces producidas por unidad de superficie, la relacion peso semilla® peso nuez* (que
oscilaentre el 0,5y el 0,6) y la concentracién de aceite de la semilla (entre el 50 y el 70 % de la semilla)
son claves para la definicion del rendimiento (Martinez et al., 2010). El tamafio de la nuez se determina
durante el periodo comprendido entre la floracion femenina y el endurecimiento del endocarpio,
mientras que la acumulacion activa de aceite comienza con el endurecimiento del endocarpio y finaliza
con la madurez fisiol6gica de la semilla (Ramos et al., 1978). EI mercado aprecia mejor las nueces
cuanto mayor sea su didmetro ecuatorial y mas claro sea el color del tegumento de la semilla. Algunos
estudios sugieren que un déficit hidrico al inicio de la temporada puede afectar significativamente al
tamafio final de la nuez (Ramos et al., 1978; Cohen et al., 1997; Fields et al., 2020). Por otro lado,

existen evidencias de que un déficit hidrico hacia la madurez (Parkrah et al., 2021), y una mala gestion
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de la cosechay post-cosecha (Ortiz et al., 2019), pueden afectar al color de la semilla, debido a aumentos
en la temperatura de la semilla que posibilitan el aumento de procesos oxidativos quimicos y

enzimaticos.

El aceite de nuez es rico en los acidos grasos esenciales linoleico (w6 = C18:2) y linolénico
(03 =C18:3) en proporciones de 57,9 +2,8 %y 13,9 + 2,1 %, respectivamente, segln el cultivar (Ozcan
y Lemiasheuski, 2020). Esta bien documentado que un desequilibrio de consumo en la relacion w6 3"
1 que idealmente deberia estar en el rango de 1:1 a 4:1 pero que en las dietas occidentales alcanza
valores en torno a 15:1, esta relacionado con enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, reumaticas,
diabetes, cancer, obesidad, asma y depresion (Simopoulos et al., 2004; Simopoulos et al., 2016). En
este sentido, el aceite de nuez tiene una de las mejores relaciones 6 ®3?, en torno a 4:1 (Zec y Glibetic,
2018). Un aumento del consumo de nueces se ha relacionado con la prevencién y el tratamiento de la
obesidad y el sindrome metabdlico y con la modulacién del riesgo de enfermedad coronaria
(Zibaeenezhad et al., 2017; Zec et al., 2020). Luego de una revisidon exhaustiva de la bibliografia
cientifica, no se han identificado estudios sobre la influencia del régimen hidrico sobre la composicion
del aceite en nogal (Calvo et al., 2022a). En contraste, varios estudios han sido realizado en girasol, soja
y olivo, donde se ha observado una respuesta general de aumento de la concentracion de &cidos grasos
poliinsaturados en respuesta a condiciones de déficit hidrico (Dag et al., 2015; Carrera y Dardanelli,
2017; Akbari et al., 2020). En este contexto, este es el primer informe sobre los efectos del régimen

hidrico y las condiciones climéticas estacionales sobre el perfil de acidos grasos en nueces de nogal.

El objetivo de este capitulo fue contrastar la calidad de frutos y perfiles de acidos grasos de los aceites

obtenidos de plantas tratadas con distintos niveles de reposicién hidrica durante todo el ciclo productivo.
5.2 Metodologia

5.2.1 Cosechay procesado de la nuez

La lignificacion y oscurecimiento de la testa (tejido de envoltura de la semilla) y la ruptura del epicarpio
y mesocarpio (comunmente denominado pelén) indicaron la madurez de la cosecha. En esta fase, uno
de los dos arboles centrales de cada unidad experimental se cosech6 manualmente. Las nueces
recolectadas se secaron en una estufa de aire forzado a 25 °C hasta que el contenido de humedad de la
semilla alcanzé el 4 %, monitoreando cada 8 horas con un analizador de humedad (Precisa XM®60,
Dietikon, Suiza). Posteriormente se tom6 una muestra de 100 nueces por repeticion y se midio el
didmetro ecuatorial de las nueces y de las semillas con un calibre electrénico manual de precision de
0,01 mm. Para determinar las proporciones de color de la muestra de 100 semillas se utilizé la carta de
colores estandar para tipificacion de color de semilla de nueces de nogal del SENASA (Res. SENASA
453-2012; basada en USDA Walnut Color Chart), que cuenta con 7 colores en la escala: extra claro (1),

claro (Il), ambar claro o dorado claro (l1l), ambar o dorado (I1V), cobrizo (V), negro (V1) y amarillo




(V). Por altimo, las nueces se almacenaron en bolsas con cierre a -20 °C, hasta la extraccion de la

concentracion de aceite.

5.2.2 Concentracién de aceite y extraccion

La concentracion de aceite se estimo por la diferencia de peso antes y después de la extraccion del aceite
con solvente. La extraccion con solvente se realizd con un extractor soxhlet automatizado (Ankom
XT10) siguiendo la metodologia AOAC 920.39 (Thiex et al., 2003), que consistié en moler 30 semillas
por repeticién y posteriormente tomar submuestras de 2 g por duplicado. Las submuestras se secaron
hasta peso constante en un horno con corriente de aire forzado a 70 °C. La extraccion se realizd con
éter de petrdleo en un programa de extraccion ciclica de 60 minutos. El resto de las semillas molidas
fue utilizado para la extraccién de aceite por prensado en frio con una prensa hidraulica manual a una
presion de 40 MPa. Posteriormente las muestras de aceite se centrifugaron a 5.000g durante 15 minutos
y se filtraron (14 um de tamafio de poro). Las muestras de aceite se almacenaron a -20 °C hasta la

cromatografia.

5.2.3 Perfil de acidos grasos por cromatografia de gases

El perfil de &cidos grasos se determind segin la metodologia propuesta por el Consejo Oleicola
Internacional (International Oil Council, 2017). En resumen, la metodologia consistié en pesar 0,1 g de
aceite, a los que se le afladieron 2 mL de heptano y la mezcla se agit6 en vortex durante 10 segundos.
Posteriormente, se afiadieron 0,2 mL de una solucion de hidréxido potésico 2 N en medio metandlico y
se agit6 en vortex durante 10 segundos. Finalmente, la mezcla se centrifug6 a 10.000 g durante 5 min.
El sobrenadante se transfirid a un vial para cromatografia. Se inyectd 1 uL de los ésteres metilicos de
acidos grasos en un cromatografo de gases Shimadzu GC 2010 Plus con un detector de ionizacion de
llama (FID) y una columna Phenomenex ZB-FAME (60 m x 0,25 mm x 0,2 um). Como gas portador
se utilizé Hz, con un caudal de 1,2 mL minuto?; el detector se ajust6 a 260 °C y el inyector a 240 °C
(relacion de split 1:10). Los resultados se expresaron como la proporcion relativa al area total de los

ésteres metilicos de acidos grasos.

5.2.4 Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realizé en el entorno R v.4.1.2 para estadistica computacional, utilizando las
librerias nlme y emmeans para el analisis univariante. Se asumié un modelo lineal mixto con el
tratamiento de riego como efecto fijo y el blogue como efecto aleatorio, asi como otro modelo lineal
mixto con la temporada como efecto fijo y el bloque y tratamiento como efectos aleatorios. Los analisis
de componentes principales (ACP) y de agrupacion jerarquica de componentes principales (HCPC) se

realizaron con las librerias FactoMineR y factoextra.




5.3 Resultados

5.3.1 Condiciones meteoroldgicas y uso de agua de riego

Las condiciones climaticas durante las temporadas 2018-2019 y 2019-2020 (Fig. 5.1) en este capitulo
se dividieron en dos periodos: el primero entre floracion-endurecimiento de endocarpios (F-EE) y un
periodo posterior entre endurecimiento del endocarpio-madurez de cosecha (EE-M). La temperatura
media y la ETO en F-EE fueron similares en ambas temporadas: 16,50 °C y 330 mm en 2018-2019 y
16,81 °C y 350 mm en 2019-2020, respectivamente. La precipitacion acumulada en el periodo F-EE
fue de 157 mm en 2018-2019 y préacticamente la mitad (71 mm) en 2019-2020. En el periodo EE-M,
las temperaturas medias fueron de 17,05 °C en 2018-2019 y 19,02 °C en 2019-2020, respectivamente.
La ETO y la precipitacién acumulada a lo largo del periodo EE-M alcanzaron 305 y 255 mm para la
temporada 2018-2019, y 337 y 256 mm para la temporada 2019-2020. Al comparar las condiciones
meteoroldgicas estacionales generales, se observa un patréon distinto de distribucion de las
precipitaciones. En la temporada 2018-2019, las precipitaciones se distribuyeron uniformemente entre
diciembre y abril, mientras que en la temporada 2019-2020 se concentraron principalmente entre enero

y febrero.
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Fig. 5.1 Condiciones ambientales en las temporadas 2018-2019 y 2019-2020 en Guanchin, La Rioja,
Argentina. Las letras F, EE y C indicaron fecha de floracion, endurecimiento del endocarpio y fecha de

cosecha, respectivamente.

5.3.2 Parametros de calidad de la nuez

Las variables calibre de nuez, calibre de semilla, porcentaje de semillas extra-claras y concentracion de
aceite (Tabla 5.1) no mostraron diferencias significativas entre los regimenes de riego aplicados dentro
de cada temporada, pero si fueron afectadas significativamente por el efecto estacional. El calibre de
las nueces fue significativamente mayor en la segunda temporada, alcanzando 32,9 mm, mientras que

en la primera temporada el calibre promedio fue de 32,2 mm. Del mismo modo, el calibre de la semilla
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fue 1,1 mm mayor en 2019-2020. Ambas variables, calibres de nuez y de semilla, se relacionaron
linealmente (y = 0,75x, R? = 0,66; Fig. 5.2). Asimismo, la concentracion de aceite fue mayor en la
temporada 2019-2020 alcanzando 62,7 %, mientras que en la temporada 2018-2019 la concentracion
de aceite promedio fue 59,2 %. La cantidad de semillas extra-claras fue un 11,6 % mayor en la primera
temporada, alcanzando el 93,8 %, mientras que en la segunda temporada alcanzé el 82,2 %. EI nimero
de semillas extra-claras estuvo relacionado negativamente con el calibre de la huez en 2019-2020, pero
no en 2018-2019 (Fig. 4.3).

5.3.3 Perfil de acidos grasos

Los acidos grasos encontrados en proporciones superiores al 0,1 % (Tabla 5.2) fueron: palmitico (C16),
estearico (C18), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3). De forma similar a los
parametros de calidad, no hubo diferencias en las proporciones de acidos grasos entre los regimenes de
riego dentro de las temporadas. En cuanto a los acidos grasos saturados, el acido palmitico no mostro
diferencias entre temporadas. Por el contrario, el acido estearico present6 diferencias significativas,
acumulandose un 0,13 % mas en 2018-2019 (1,94 %) que en 2019-2020 (1,81 %, Fig. 5.3). Todos los
acidos grasos insaturados presentaron diferencias significativas entre temporadas. Los &cidos oleico y
linolénico alcanzaron una mayor concentracion en la segunda temporada (15,73 y 18,01 % en 2018-
2019,y 15,41y 16,31 % en 2019-2020, respectivamente). Mientras tanto, el &cido linoleico alcanzé su
valor maximo en la primera temporada (60,30 % en 2018-2019 y 58,31 % en 2019-2020,
respectivamente). La relacion entre acidos grasos insaturados y saturados (AGI AGS™) no mostré
diferencias significativas entre tratamientos o temporadas. Por el contrario, la relacion entre acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados (AGMI AGPI?) fue diferente entre temporadas, alcanzando
un valor de 0,21 en la segunda temporada (frente a 0,20 en 2018-2018). Por ultimo, la relacion 6 ®3
! se mantuvo por debajo de 4:1 en ambas temporadas, con 3,70:1 en 2018-2019 y 3,32:1 en 2019-2020,
respectivamente. Este ultimo parametro de calidad (w6 ®3?) presentd, solo en 2019-2020, dos
correlaciones significativas con otros pardmetros de calidad: una relacion positiva con el calibre de la

nuez y una relacion negativa con el porcentaje de semillas extra-claras (Fig. 5.3; Tabla 5.2).

5.3.4  Analisis de componentes principales

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) para evaluar los patrones de agrupacion de los
perfiles de acidos grasos (Fig. 5.4). Las dimensiones 1 y 2 (Dim1 y Dim2) explicaron el 54 % vy el
25 % de la variabilidad total, respectivamente (Fig. 5.4). Los &cidos esteérico, linoleico y linolénico
contribuyeron significativamente (méas del 20 % de la variabilidad) a la Dim1, siendo el &cido oleico la
variable mejor representada en Dim2. Por su parte, el cido palmitico sélo contribuy6 en un 15 % a la
Dim1. Cabe destacar que existe una relacion opuesta entre el grupo acido palmitico-linolénico, por un
lado, y el grupo &cido esteérico-linoleico, por otro, y que el &cido oleico no esta relacionado con ningln

otro &cido graso. Los individuos de 2018-2019 se distribuyen claramente en los cuadrantes I-1V,
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mientras que los de 2019-2020 lo hacen en los cuadrantes II-111 del plano bidimensional,
respectivamente. Aplicando el algoritmo de agrupamiento jerarquico (HCPC) se formaron dos grupos
gue respetaron las temporadas. Los individuos correspondientes a la temporada 2018-2019 se agruparon
en el Cluster-A, distinguiéndose por una mayor concentracion de &cidos estearico y linoleico. Las
repeticiones de la temporada 2019-2020 se agruparon en el Cluster-B, caracterizado por una mayor

concentracién de acidos palmitico, oleico y linolénico.

Tabla 5.1 Caracteristicas de calidad de nueces de nogal cv. Chandler (media £ desviacién estandar)

bajo diferentes regimenes de riego en las temporadas 2018-2019 y 2019-2020 en Guanchin, La Rioja

Argentina.
Temporada Régimen de riego Calibre de Calibre de Semillas extra  Concentracién
(% ETc) nuez semilla claras de aceite
(mm) (mm) (%) (%)
50 32,1+0,8 23,7£0,5 95,845,3 56,9+0,9
75 32,3+0,8 24,2+0,4 93,8+9,5 59,9+3,9
2018-2019 100 32,2+0,3 24,1+0,6 93,2+5,7 59,2+0,8
125 32,0+0,5 238+0,6 92,2+8,7 61,0+2,5
p-valor 0,9114 0,4869 0,8251 0,1549
50 33,4110 25,2+0,4 76,5+13,8 62,3+2,2
2019-2020 75 32,540,5 24,9+0,4 85,2+0,5 63,312,2
100 33,0£0,4 25,2+0,4 82,2+11,2 62,4+3,0
125 32,6+0,2 24,9+0,3 84,749,8 62,8+4,8
p-valor 0,1857 0,3157 0.6163 0,9633
2018-2019 32,2+0,6 b 23,905 b 93,8+6,8 a 59,2+2,6 b
2019-2020 ) 32,9+0,6 a 25,0+0,3 a 82,249,8 b 62,7429 a
p-valor 0,0019 <0,0001 0.0012 0,0030

P-valor < 0,05 indican diferencias significativas entre medias de acuerdo con el test LSD. Letras diferentes indican
diferencias entre medias.

La Fig. 5.5 muestra un ACP realizado para evaluar el comportamiento de las variables relacionadas con
la calidad de la nuez. Las dimensiones 1y 2 acumularon un total del 76,6 % de la variabilidad total. Las
variables mejor representadas en la Dim1 fueron el calibre de la semilla y la cantidad de semillas extra-
claras, y en la Dim2 la concentracion de aceite y la relacion w6 32, mientras que el calibre de la nuez
aporté mas del 20 % de la variabilidad en ambas dimensiones. De forma similar a la Fig. 5.4, los grupos
se separaron respetando las temporadas en lugar de los regimenes de riego. La primera temporada
(2018-2019) se agrupd en el Claster-X, en los cuadrantes Il y 111, grupo caracterizado principalmente
por una alta proporcién de semillas extra-claras y una relacion w6 3 mas alta. La segunda temporada
(2019-2020) se agrupé en el Claster-Y, caracterizado por un mayor calibre de nueces y semillas
(cuadrante 1) y alta concentracion de aceite (cuadrante 1V). Las variables descriptoras de cada grupo

estaban altamente correlacionadas dentro del grupo y opuestas a las descriptoras del otro grupo.
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Fig. 5.2 Matrices de correlacién de Pearson entre las variables calibre de nuez, calibre de semilla,
concentracion de aceite, cantidad de semillas extra-claras y relacion w6 w3 de nueces de nogal cv.
Chandler en las temporadas 2018-2019 y 2019-2020. Las correlaciones no significativas (P > 0,05)

estan marcadas con X.

5.1 Discusién

La aplicacion de cuatro regimenes de riego al 50, 75, 100 y 125 % de la ETc no afectd a la calidad de
la nuez ni al perfil de acidos grasos. El hecho de que el rendimiento no se viera afectado bajo los
regimenes de riego al 50 % y 75 % de ETc sugiere que nunca se alcanz6 un umbral de déficit hidrico
gue generara pérdidas econémicas. Tampoco se encontraron incrementos en la calidad de la produccién
ni en el rendimiento cuando se aplicé el régimen de riego al 125 % de ETc. En este sentido, se considera
que el Kc del cultivo propuesto por Goldhamer et al. (1998) sobreestima las demandas hidricas del
nogal en el centro-oeste de Argentina, por lo que sugerimos realizar una estimacion local para evitar
excesos de riego y asi aumentar la eficiencia en el uso del agua. A pesar de no observarse diferencias
en los distintos regimenes aplicados, existe un claro efecto de las condiciones meteorolégicas

estacionales sobre la calidad de la produccion.




Tabla 5.2 Perfil de &cidos grasos (media + desviacion estandar) de aceite de nuez de nogal cv. Chandler bajo diferentes regimenes de riego en las temporadas

2018-2019 y 2019-2020 en Guanchin, La Rioja, Argentina.

Temporada  Régimen de Acido Acido estedarico  Acido oleico  Acido linoleico Acido linolénico ~AGMI AGPI*  AGI AGS* 6 03
riego palmitico (C:18) (C18:1) (C18:2) (C18:3)
(% ETc) (C:16)
50 6,06+0,18 2,02+0,07 15,28+0,48 60,16+0,31 16,49+0,32 0,20+0,01 11,39%0,26 3,65+0,07
75 5,96+0,14 1,97+0,10 15,42+0,37 60,31+0,20 16,36+0,39 0,20+0,01 11,63+0,33 3,69+0,07
2018-2019 100 6,1920,16 1,92+0,17 15,57+0,53 60,33%0,49 15,99+0,81 0,20+0,01 11,34+0,49 3,78%0,19
125 5,96x0,15 1,87+0,07 15,37+0,35 60,40%0,56 16,41+0,30 0,20+0,01 11,77+0,22 3,68+0,10
p-valor 0,1793 0,1924 0,7982 0,8618 0,4880 0,7865 0,2591 0,4576
50 6,07x0,17 1,86+0,08 15,60+0,77 58,40%0,89 18,07+1,16 0,20+0,01 11,61+0,14 3,25%0,25
9019-2020 75 6,13+0,09 1,77+0,17 15,61+0,50 58,15+0,55 18,36x0,84 0,20+0,01 11,67%0,19 3,17+£0,16
100 6,13+0,23 1,85+0,19 15,89+0,40 58,60+0,95 17,53+1,08 0,21+0,01 11,53%0,08 3,36+0,26
125 6,22 0,15 1,77+£0,09 15,83+0,74 58,08x0,44 18,10+0,41 0,21+0,01 11,51+0,14 3,21+0,07
p-valor 0,6516 0,5488 0,8689 0,4990 0,5195 0,8515 0,1960 0,4418
2018-2019 6,04+0,17 1,94+0,11 a 15,41+0,41 b 60,30+0,38 a 16,31+0,49 b 0,20+0,01 b 11,53+0,35 3,70£0,12 a
2019-2020 ] 6,14+0,17 1,81+0,11 b 15,73+0,42 a 58,31+0,40 b 18,01+0,48 a 0,21+0,01 a 11,58+0,14 3,25+0,19 b
p-valor 0,1257 <0,0001 0,0243 <0,0001 <0,0001 0,0282 0,6142 <0,0001

P-valor < 0,05 indican diferencias significativas entre medias de acuerdo con el test LSD. Letras diferentes indican diferencias entre medias.
AGMI AGPI*: acidos grasos monoinsaturados/acidos grasos poliinsaturados

AGI AGS: 4cidos grasos insaturados/acidos grasos saturados

®6 m31: relacion omega-6/omega-3
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Fig. 5.3 Relacidn entre calibre de nueces y calibre de semillas de nogales cv. Chandler regados con

diferentes dosis durante las temporadas 2018-2019 (e) y 2019-2020( A).
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Fig. 5.4 Biplot del analisis de componentes principales y agrupamiento jerarquico (elipses) de perfiles
de acidos grasos de nueces cv. Chandler en las temporadas 2018-2019 (n=16) y 2019-2020 (n=16). Los
acidos grasos perfilados fueron: palmitico (C16), estearico, oleico (C18:1), linoleico (C18:2), y

linolénico (C18:3).
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Fig. 5.5 Biplot del andlisis de componentes principales y agrupamiento jerarquico (elipses) de
caracteristicas de calidad de nueces cv. Chandler en las temporadas 2018-2019 (n=16) y 2019-2020
(n=16).

En el periodo que va desde la floracion hasta el endurecimiento del endocarpio (F-EE), los calibres de
las nueces y las semillas son definidos simultdneamente (Ramos et al., 1978); en este sentido, el calibre
de la semilla fue 0,75 veces el diametro ecuatorial de la nuez en ambas temporadas (Fig. 5.2). Mientras
tanto, la distribucion de la precipitacion en el periodo F-EE varié segun la temporada; en 2018-2019,
se acumulé un 40 % de dias lluviosos (precipitacion diaria > 0,1 mm), mientras que en 2019-2020 solo
se acumularon un 23 % (Fig. 5.1). Este patr6n de precipitaciones podria limitar la cantidad de radiacién
fotosintéticamente activa (RFA) interceptada por la copa y, por lo tanto, disminuir la actividad de la
fuente. En relacion con estos hallazgos, Wang et al. (2022) descubrieron que la reduccion de la actividad
de la fuente (a partir de alteraciones en la relacion hoja:fruto) redujo el peso fresco y seco de la nuez y
de sus semillas, pero no el contenido de aceite y proteinas de la semilla. La no-relacion entre los calibres
de nuez o semillas con la concentracion de aceite (figs. 4.3a y 4.3b) habia sido reportada previamente
por Martinez y Maestri (2008). Si bien hubo diferencias estadisticamente significativas en el calibre de
las nueces, estas fueron menores a 1 mm (Tabla 5.1), por lo que los calibres de ambas temporadas se
clasificaron en la categoria III (32 mm < calibre en cascara > 34 mm) de la norma argentina de

exportacion (Resolucion SENASA 453/2013), evidenciando que no hay diferencias a nivel comercial.

En el periodo de endurecimiento del endocarpio-madurez (EE-M), las altas temperaturas pueden afectar
el color de la testa de la semilla (Tabla 5.1) por un incremento de oxidaciones de fenoles y reacciones
de Maillard (Ortiz et al., 2019; Fields et al., 2020; Parkash et al., 2021). En linea con otros informes, el
color de la semilla fue mas claro en 2018-2019 (93,8 % de semillas extra-claras), temporada en la que

la temperatura media en el periodo EE-M alcanzé 17,05 °C que, en comparacion fue 1,97 °C inferior a
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la de la temporada 2019-2020 (19,02 °C), repercutiendo en un aumento de 11,6 % de semillas extra-
claras. La relacion entre el calibre de las nueces y el color de la semilla sélo fue significativa en la
segunda temporada (2019-2020), con una correlacion de Pearson de -0,73 (Fig. 5.3; p < 0,0001). En la
fase EE-M, la acumulacion de aceite alcanzé un méaximo de 62,7 % en 2019-2020, que fue un 3,5 %
superior a la concentracion maxima alcanzada en 2018-2019, al contrario de lo que ocurrié con el color
de la semilla, que alcanz6 el maximo porcentaje de extra-claras en la temporada mas fria (2018-2019).
Garcia-Inza et al. (2016) observaron una disminucién de un 1,2 % de aceite acumulado por cada 1 °C
de aumento de la temperatura media del aire a lo largo de la fase de acumulacién de aceite en las semillas

de olivo, un comportamiento opuesto al detectado en las semillas de nogal en este experimento.

Los &cidos grasos perfilados fueron los esperados para la especie Juglans regia L. y dentro de los rangos
reportados para el cv. Chandler (Tabla 5.2; Martinez et al., 2010; Cittadini et al., 2020). Las mayores
diferencias se encontraron en las proporciones de acido linoleico (mayor en 2018-2019) y linolénico
(mayor en 2019-2020). La concentracion de acidos linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) en semillas
de olivo y cultivos anuales esta relacionada negativamente con los incrementos de temperatura media
diaria durante la fase activa de acumulacion de aceite en la semilla (Garcia-Inza et al., 2017) Por otra
parte, Martinez et al. (2006) reportaron diferencias significativas en la acumulacion de aceite en afios
sucesivos para la variedad de nogal Criolla (66.88 % en 2004 y 67.61 % en 2005, respectivamente);
también en este reporte, la temporada con mayor acumulacién de aceite tuvo una mayor concentracion
de &cido linolénico (15.61 % vs. 11.88 %, respectivamente). Estos hallazgos, que coinciden con los de
este capitulo, apuntan a una posible relacion entre la concentracion de aceite y la acumulacion de acido
linolénico, que podria estar relacionada con la sobreexpresién de los genes FAD3 (encargados de la
insaturacion de C18.2 a C18.3; He y Ding., 2020) inducida por las altas temperaturas. Es necesario
seguir investigando sobre las respuestas de la ruta biosintética de los acidos grasos del nogal bajo
diferentes condiciones ecofisiologicas para explicar y predecir las diferencias en el perfil de acidos

grasos en temporadas o0 ambientes contrastantes.

5.2 Conclusiones

Los regimenes hidricos tanto deficitarios como el excedentario no tuvieron efectos significativos sobre
la calidad de la produccidon bajo las condiciones agroclimaticas de La Rioja, Argentina. Es necesario
repetir el experimento para confirmar estos resultados en otros ambientes. Sin embargo, el efecto
temporada fue significativo y se puede inferir que las producciones procedentes de i) la temporada 1
(Fig. 5.4, Grupo-X, temporada més fria y himeda) serian mejor apreciadas por el mercado sélo por el
color de la semilla, y ii) la temporada 2 (Fig. 5.5, Grupo-Y, temporada mas célida y seca) seria mejor
apreciada desde el punto de vista nutricional ya que produjo nueces mas grandes con una mayor

concentracion de aceite y con una mejor relacion w6 w3
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6.1 Introduccion

A nivel mundial existe un marcado aumento en la demanda de frutos secos, y en particular de nueces
de nogal. Si se comparan la superficie cultivada y la produccion mundial de nueces han aumentado un
80 %y 82 %, respectivamente, en los Gltimos 20 afios (periodo 2001-2021), alcanzando en la actualidad
1,13 Mhay 3,5 Mt (FAOSTAT, 2023). Para satisfacer la creciente demanda, el cultivo del nogal se ha
expandido a nuevas zonas productivas alcanzando incluso regiones semiaridas. Estas nuevas regiones
donde el agua para riego es una de las principales limitantes para el desarrollo de la agricultura, difieren

marcadamente, de las zonas costeras de climas mediterraneos tradicionales.

El compromiso entre mantener una alta productividad del cultivo y la aplicacion de dosis de riego
apropiadas a la oferta hidrica es de mayor relevancia en zonas semiaridas como el centro-oeste de
Argentina. Si se tiene en cuenta que los aportes pluviales de esta region oscilan entre 300 y 600 mm
afio® (Rubi Cravero y Bianchi, 2010) y que los requerimientos hidricos del nogal se han estimado en
torno a 1000 mm afio? (Goldhamer, 1998) se puede apreciar un balance hidrico negativo de 400 a
700 mm afio* (equivalente a las necesidades de riego del cultivo). Para satisfacer estas demandas de
agua en Argentina se hace uso de aguas de deshielo o de acuiferos subterraneos. EI uso no controlado
del recurso hidrico podria conducir a la sobreexplotacion de los acuiferos (Searles et al., 2011), méas
evidente en el contexto del cambio climatico, que esta evidenciado una disminucion de la recarga de
los acuiferos debido a la disminucion de las precipitaciones niveas (Rivera et al., 2021). En este contexto
es donde la aplicacién de estrategias de riego deficitario cobra relevancia. Una estrategia de riego
deficitario consiste en la aplicacién de una dosis de riego menor a la demandada por el cultivo,
controlada en cuanto a intensidad y duracion del déficit de agua, durante todo el ciclo de cultivo (riego
deficitario sostenido) o durante una parte del periodo del cultivo de resistencia a la sequia (riego

deficitario controlado; Capitulo I).

El impacto de la aplicacion de estrategias de riego deficitario en nogal se ha evaluado escasamente. La
mayor parte de los reportes publicados trata sobre la gestion de las estrategias de riego y, en segunda
instancia, evaltan los efectos en términos ecofisiologicos. Para la gestion del riego en nogal han sido
extensamente empleados indicadores de estado hidrico de la planta tales como potencial hidrico
xilemético y foliar, conductancia estomética, dendrometria de tronco y termografia infrarroja de la
canopia (Capitulo ). Sin embargo, el uso de biomarcadores de déficit hidrico ha sido dejado de lado.
Es bien sabido que la concentracion de osmolitos compatibles tales como los aminoécidos prolina y
betaina-alanina o azucar solubles en las hojas guardan una estrecha relacién con medidas de estado
hidrico del cultivo de gran robustez como el potencial hidrico (Lotfi et al., 2009; Wang et al., 2020).
Por otra parte, la concentracion de malondialdehido aumenta de forma significativa conforme lo hace
el estrés hidrico (Karimi et al., 2020). La mayor concentracion de metabolitos secundarios en hojas

como fenoles y flavonoides también se ha asociado a eventos de estrés bidtico y abidtico. En conjunto
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estas medidas bioguimicas en la hoja podrian integrar un nuevo grupo de indicadores de estado hidrico

del cultivo en complementarios a las tradicionales medidas en la planta.

La calidad de la produccion del nogal ha sido bien evaluada en términos de composicién quimica del
aceite, donde se han identificado los patrones de perfiles de acidos grasos, esteroles y fenoles para la
mayoria de las variedades cultivadas (Martinez y Maestri, 2008; Martinez et al., 2010). En contraste, la
influencia del déficit hidrico sobre las propiedades bioguimicas del aceite de nuez aun no ha sido
estudiada. Es en este contexto donde la metabolémica emerge como una rama de la quimica analitica
prometedora para comparar de forma no-dirigida los perfiles de metabolitos bajo condiciones
ambientales contrastantes (Bundy et al., 2009). Rao et al. (2016) describieron los perfiles de metabolitos
polares del embrion y la endotesta, de cuatro variedades de nogal muy difundidas en China, en 5
momentos de la fase fenoldgica de llenado de la semilla, proporcionando valiosa informacion sobre las
vias metabdlicas activas en cada estado fenoldgico. Kalogiouri et al. (2021) evaluaron también de forma
no-dirigida los perfiles aromaticos de aceites de nuez producidos bajo sistemas de cultivo tradicionales
y modernos, obteniendo diferencias significativas entre estos perfiles y permitiendo asi la validacion de
origen de los aceites. Por Gltimo, Kang y Suh (2022) revisaron trabajos donde se utiliz6 a la
metabolémica como herramienta para evaluar la calidad y seguridad alimentaria de nueces de nogal,
dividiendo las variaciones en los perfiles de metabolitos durante las etapas de pre-cosecha y post-
cosecha. Las mayores variaciones en los perfiles de metabolitos en pre-cosecha estuvieron relacionados
al metabolismo de los carbohidratos, aminodcidos, lipidos y compuestos fenolicos; mientras que en
post-cosecha los metabolitos identificados fueron mayoritariamente compuestos volatiles y acidos
grasos. Finalmente, es interesante remarcar que no se encontraron articulos que utilicen a la
metabolémica como herramienta para comparar los efectos a nivel de perfil de metabolitos polares de

la aplicacién de distintas dosis de riego en nogal.

El objetivo de este capitulo fue evaluar la concentracion de solutos compatibles, antioxidantes, estado
oxidativo de las membranas celulares de la hoja y el perfil de metabolitos polares de la semilla como

biomarcadores de estado hidrico del cultivo.
6.2 Metodologia

6.2.1 Colecta de material foliar para analisis foliares

Las muestras de material foliar se recolectaron durante la segunda temporada de estudio (2019-2020),
luego que la parcela de estudio fue expuesta a un primer afio con los regimenes hidricos al 50, 75y 100
% de la ETc (T50, T75 y T100, respectivamente. Ver Capitulo 1l - Materiales y métodos generales).
En este capitulo el tratamiento T125 (125 % de la ETc) no fue considerado, debido a que el objetivo
esta orientado a las respuestas del nogal al déficit hidrico Unicamente. Se extrajeron muestras de 10

foliolos terminales en cada una de las 4 repeticiones (bloques) de cada tratamiento. Las muestras se
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extrajeron en las etapas fenoldgicas de brotacion (1), endurecimiento del endocarpio (2) y madurez (3).
Los foliolos recolectados fueron inmediatamente almacenados en bolsas con cierre hermético y
colocados en nitrogeno liquido. En el laboratorio las muestras fueron transferidas a un ultrafreezer a
-80 °C. Las muestras fueron liofilizadas (condensador a -60 °C y 0,001 mbar; FreeZone 4.5, Kansas,
EUA) en un programa automatizado, y molidas en mortero cerdmico pre-enfriado y almacenadas a

temperatura ambiente.

6.2.2 Determinacion de la concentracion foliar de malondialdehido

La determinacion de la concentracién de malondialdehido (MDA) fue estimada segun el protocolo
propuesto por Holdes et al. (1999). El extracto se realiz6 a partir de 50 mg de tejido foliar liofilizado al
que se le agregd 1 mL de etanol 70 %. Luego el extracto fue centrifugado a 14.000 g durante 20 minutos
y 500 pL del sobrenadante se combinaron con 500 pL de solucion reactiva, compuesta por 50 % de
acido tiobarbitarico al 0,5% y 50 % de &cido tricloroacético al 20 %. La solucion compuesta por el
extracto y la solucién reactiva se incubaron en bafio térmico a 92 °C durante 20 minutos. Las
absorbancias se midieron a 540 y 600 nm. La concentracion se estimo a partir de la diferencia entre las
absorbancias a 540 y 600 nm y fue afectada por el coeficiente de extincién 155 mmol cm™.

6.2.3 Determinacion de la concentracion foliar de prolina

La determinacion de la concentracion de prolina foliar fue realizada utilizando protocolo propuesto por
Carillo et al. (2008), que consistio en la extraccion sélido-liquido en una relacion 1:20 de 50 mg de
material vegetal liofilizado en una solucién etandlica al 70 % a 90 °C durante 20 minutos.
Posteriormente, el extracto obtenido fue centrifugado a 12.000 g por 5 minutos. En un tubo eppendorf
reaccionaron 200 pL del extracto sobrenadante y con 400 pL de la solucién reactiva compuesta por
Ninhidrina al 1% (p v!) + 60 % de Ac. Acético Glacial (v v) + 20 % de etanol (v v!) + 20 % de agua
destilada. Esta mezcla se incub6 a bafio maria a 90 °C durante 20 minutos, una vez cumplido el tiempo
de incubacion la reaccion se cortd enfriando los tubos con hielo molido. Finalmente se midio la
absorbancia a 520 nm en un lector de microplacas. La concentracion se estimé mediante un coeficiente
de extincion especifico obtenido a partir de una curva de calibracién en un rango de 10 pg mL* a
50 pg mL™.

6.2.4 Determinacion de la concentracion foliar de fenoles y flavonoides

Para ambas determinaciones se partié del mismo extracto, a partir de la homogeneizacién 1:20 (p v'1)
de 50 mg de tejido foliar con etanol 70 %. Posteriormente este extracto se diluy6 con agua destilada en
una proporcion de 1:20. Para la determinacién de la concentracion de los fenoles se sigui6 el protocolo
propuesto por Singleton y Rossi (1965), el cual consistid en la reaccion de 50 pL del extracto diluido
con 1000 uL de agua destilada y 50 pL de reactivo Folin-Ciocalteu 1 N, luego de homogeneizar en

vortex durante 5 minutos, se afiadieron 100 pL de Na.COs al 20 %, se homogeneizd nuevamente con
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vortex y se dejo reposar la mezcla reactiva durante 1 hora en la oscuridad a temperatura ambiente. La
absorbancia se midi6 a 760 nm. La concentracion de fenoles totales de la hoja se expresé como
equivalentes de &c. gélico (EAG).

La estimacidn de la concentracion de flavonoides totales se realizé mediante el protocolo de Karadeniz
et al. (2005), que en resumen consistié en la reaccién de 150 pL de extracto diluido, al cual se le
agregaron 750 uL de agua destilada y 75 pL de NaNO: al 5 %. Luego de homogeneizar la mezcla y
pasados 5 minutos en la oscuridad se agregaron 150 pL de AlICIs al 10 % (p v en agua). Posteriormente,
la mezcla se incub6 durante 15 minutos en la oscuridad y se afiadieron 500 yL de NaOH 1M. La
absorbancia se midi6 a 510 nmy los resultados se expresaron como equivalente de catequina por unidad
de peso. La concentracion de fenoles totales de la hoja se expresé como equivalente catequina (EAG).

6.2.5 Determinacion de la concentracion foliar de azUcares solubles

Se siguié el protocolo propuesto por Irigoyen et al. (1992), utilizando 50 pg de tejido foliar liofilizado
los cuales homogeneizaron con etanol 70 % (v v') en una proporcion 1:20 (p v1). EI homogenizado se
centrifug6 a 10.000 g durante 10 min a 4°C. De este extracto crudo se extrajo una alicuota de 50 L que
se afiadieron a 3 mL de antrona en solucién sulfo-etanélica (150 mg de antrona en una solucién de 60
ml de etanol y 100 ml de H,SO, concentrado). La mezcla se incubd en bafio maria a 50 °C durante 30
minutos. Finalmente, la absorbancia se midié a 620 nm. La curva de calibracién usada tuvo un rango

entre 0,4y 2 mg glucosa mL™,

6.2.6  Extraccion, derivatizacion y perfilado de metabolitos no polares de semillas

Una vez alcanzada la madurez de cosecha, se cosecharon todas las nueces de la planta central de cada
de los tratamientos T100, T75 y T50 de todos los bloques, luego se tomé una muestra de 100 nueces y
se secaron en estufa con corriente de aire forzado a 30 °C (protocolo similar al seguido a nivel industrial)
hasta alcanzar el 4 % de humedad en la semilla. Una vez secas las muestras de 100 nueces, se quebraron
manualmente, y 50 semillas por repeticion se almacenaron a -80 °C. Los metabolitos polares fueron
extraidos del tejido de las semillas de nogal, siguiendo el protocolo publicado por Roessner y Beckles
(2012) con ligeras modificaciones. En un tubo tipo eppendorf de 2 mL previamente enfriado con
nitrégeno liquido se pesaron 50 mg de tejido de la semilla liofilizado, se afiadieron 700 yL metanol
grado HPLC, 300 pL de agua milli-Q y 30 pL de ribitol (estdndar interno) en una concentracion de
0,2 mg mL*. Luego la mezcla se incub6 en termoagitador a 950 rpm y 70 °C durante 15 minutos. Una
vez alcanzado el tiempo de extraccion la solucién se centrifugd a 13.000 g a 4 °C durante 15 minutos.
150 pL del sobrenadante polar se transfirié a un nuevo tubo tipo eppendorf de 1,5 mL donde se

concentro bajo corriente de N-.

Para la derivatizacién, en cada tubo con extracto concentrado se afiadié 40 uL de clorhidrato de

metoxiamina 20 mg mL™ en piridina, y se incubé durante 2 h en termoagitador a 37 °C y 950 rpm.
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Terminado el tiempo de incubacién, se centrifugdé durante 5 minutos a 13.000 g. Posteriormente se
agregaron 70 pL de MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil trifluoroacetamida) y se incubé en el
termoagitador a 37 °C y 950 rpm durante 30 minutos. La solucion resultante fue transferida a viales
para cromatografia con micro-inserto (100 pL) y tapa a presion. Las inyecciones de 1uL de muestras
derivatizados se realizaron de forma aleatoria mediante un autoinyector (Shimadzu AOC-5000), en un
cromatografo gaseoso acoplado a un espectrometro de masas tipo cuadrupolo (Shimadzu GCMS-
QP2010, Tokio, Japon), con una columna Phenomenex ZB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,1 um). Se utiliz6 He
como gas portador con un caudal de 1 mL mint. El inyector se ajusté a 280 °C (split 1:10) y la rampa
de temperatura mantuvo inicialmente la columna a 45 °C durante 5 minutos, para luego aumentar
10 °C min* hasta alcanzar 295 °C y mantener finalmente 10 minutos. La temperatura de la fuente de
iones se programé a 220 °C y la temperatura de la interfase a 300 °C. El rango de escaneo fue de 40 a
700 m z*,

6.2.7 Analisis estadistico

El analisis de los datos resultantes de los andlisis foliares se realiz6 en el entorno R v.4.1.2 para
estadistica computacional, utilizando las librerias nime y emmeans para el analisis univariado. En este
sentido, se asumi6 un modelo lineal mixto con el tratamiento de riego como efecto fijo y el bloque como
efecto aleatorio. El analisis de componentes principales (ACP) y la agrupacion jerarquica de

componentes principales (HCPC) se realizaron con las librerias FactoMineR y factoextra.

En cuanto a los analisis del perfil de metabolitos no dirigido, los datos se procesaron y analizaron en el
entorno R v.4.1.2 con las librerias XCMS (www.bioconductor.com) empleando los pardmetros
recomendados por Rao et al. (2016). La identificacion de los diferentes metabolitos se realizé con el
software GCMS-Solution (Shimadzu) y AMDIS (NIST) con las librerias de masas espectrales NIST y
Wiley, con una linea de corte de similitud del 70 %. El analisis de componentes principales (ACP) y la
agrupacion jerarquica de componentes principales (HCPC) se realizaron con las librerias FactoMineR

y factoextra.

6.3 Resultados y discusion

Por la naturaleza de los resultados de este capitulo las secciones resultados y discusién se presentan en

conjunto.

6.3.1 Biomarcadores foliares de déficit hidrico

Las concentraciones de malondialdehido (MDA) prolina (PRO), fenoles totales (FEN), flavonoides
(FLA) totales y azlcares solubles totales (AST) no presentaron diferencias significativas entre los
diferentes regimenes hidricos en cada fecha de colecta (Tabla 6.1.). Sin embargo, cuando los datos se
analizaron por fecha de colecta (1: brotacion; 2: endurecimiento del endocarpio y 3: cosecha) la

concentracién de todos los compuestos estudiados present6 diferencias significativas con excepcion de
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la concentracion de MDA. Estos resultados revelan un menor impacto de la dosis de riego respecto a
los cambios producidos en las hojas con el avance de la temporada. Teniendo en cuenta que el
malondialdehido es resultante de la peroxidacion de los &cidos grasos insaturados de las membranas
celulares por la accion de especies reactivas del oxigeno (Tommasino et al., 2012; Morales y Munné-
Bosch., 2019), la estabilidad en su concentracion durante toda la temporada y bajo los distintos

regimenes hidricos indica la inexistencia de estrés.

La concentracién de PRO disminuyd mas de un 70 % luego de la brotacion. En cuanto a la concentracion
de azUcares solubles totales, se mantuvo en valores maximos hasta el endurecimiento del endocarpio,
para luego disminuir significativamente un 35 % hacia la cosecha, lo que estaria relacionado con la
accion sumidero del fruto que alcanza su méaxima actividad durante la sintesis de aceite (Zhang et al.,
2019). En conjunto la concentracion de azlcares solubles totales y prolina fue méaxima en la primera
colecta (brotacidn), lo que parece indicar una relacién con los procesos de ajuste osmatico necesarios
para reconstituir la conductividad hidraulica del xilemay con ello permitir una reanudacion de la marcha
transpiratoria (Améglio et al., 2002). Si bien no hay reportes donde se relacione el ajuste osmaético con
la brotacion en nogal, si estd documentada una alta correlacion entre la concentracion de azucares
solubles, prolinay el nivel de déficit hidrico al que fueron sometidos los nogales durante la germinacion
(Lotfi et al., 2009). Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron ponderados por el area foliar al
momento de la recoleccién, por lo cual podria existir un efecto concentracién de metabolitos en las

etapas mas tempranas del ciclo del cultivo no contemplado.

Fenoles y flavonoides presentaron patrones similares, aumentando significativamente conforme avanzé
la temporada, alcanzando la maxima concentracion en la fecha de cosecha (Tabla 6.1). La concentracion
de fenoles totales durante las etapas de brotacion y de endurecimiento del endocarpio representaron el
87 %y 92 %, y la de flavonoides el 77 y 95 %, de las concentraciones maximas alcanzadas en la etapa
de madurez, respectivamente. Los fenoles y flavonoides presentes en las hojas de nogal se han
relacionado con adaptaciones antimicrobianas y antioxidantes. En este sentido Wichtl y Anton (1999)
identificaron a las naftoquinonas (juglona: 5-hidroxi-1,4-naftoquinona) y flavonoides (quercetina y
derivados) como los compuestos fenoles mayoritarios presentes en las hojas de nogal. En la region
centro-oeste de Argentina, donde se realizd este experimento, el aumento de la concentracion de fenoles
y flavonoides foliares observada hacia el final de la temporada tendria especial relevancia teniendo en
cuenta la concentracion estacional de las precipitaciones, factor predisponente para la proliferacion de
Xanthomonas arboricola pv. juglandis, organismo causante del tizon bacteriano del nogal. El tizon
bacteriano del nogal puede causar graves dafios en toda la parte aérea de la planta, ataca principalmente
a las hojas por lo que existe una marcada disminucion en la actividad fotosintética de la fuente,
necrosando frutos y por consiguiente disminuyendo la calidad final de la nuez, y afectando las yemas
fructiferas y florales, con lo que podria afectar incluso la productividad de la siguiente temporada
(Fernandes et al., 2020).
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El anélisis de componentes principales (ACP) de las concentraciones de metabolitos foliares revela que
se acumuld un 70,8 % de la varianza total en las dimensiones 1y 2 (Dim1: 42,4 % y Dim2: 28,3 %,
respectivamente). Las variables mejor representadas en la Diml fueron fenoles totales (FEN),
flavonoides (FLA), azUcares solubles totales (AST) y prolina (PRO) aportando contribuciones a la
variacion de 28 %, 19 %, 25 %y 26 %, respectivamente. La Unica variable representada en la Dim2 fue
el MDA (Fig. 6.1). La aplicacion del algoritmo de clasificacion jerarquica condujo a la formacién de 2
grupos: el grupo | (cuadrantes 1y V) gue engloba a todos los tratamientos en la primer fecha de colecta
del material vegetal (brotacion) representado por las variables azlcares solubles totales y prolina, que
a su vez estan altamente correlacionadas entre si, confirmando la predominancia de los procesos de
ajuste osmotico durante la etapa inicial del desarrollo de las hojas. EI grupo Il, agrupa a todos los
tratamientos en las fechas de colecta correspondientes a endurecimiento del endocarpio (2) y cosecha
(3), ocupando el espacio multivariado comprendido entre los cuadrantes 1l y 11, estando este grupo
caracterizado principalmente por fenoles y flavonoides. La variable MDA no presentd un patrén

apreciable en ninguno de los grupos.

6.3.2  Perfil de metabolitos polares en semillas

Se perfilaron 71 metabolitos (Fig. 6.2), de los cuales 40 fueron identificados y confirmados usando las
librerias NIST (National Institute of Standard and Technology) y Wiley (Tabla 6.2). Los metabolitos
identificados pertenecen, segun la libreria Compound KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kioto), a los grupos: carbohidratos (n = 11), acidos grasos (n = 11), 4cidos organicos (n = 9),
aminoéacidos (n = 5), alcohol saturado (n = 1), fosfolipido (n = 1), vitamina (n = 1), amina(n=1) y
flavonoide (n = 1). Las vias metabolicas cubiertas por los metabolitos identificados en la semilla segln
la libreria KEGG fueron: biosintesis de acidos grasos, ciclo de acidos tricarboxilicos, metabolismo del
ascorbato, metabolismo de beta-alanina, metabolismo de la prolina, metabolismo de la fructosa y
manosa, metabolismo de la galactosa, glucdlisis, metabolismo del almidén y la sacarosa, biosintesis de

fenoles y flavonoides, y metabolismo de inositol fosfato.
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Fig. 6.1 Biplot del analisis de componentes principales y agrupamiento jerarquico (elipses) de las
concentraciones de metabolitos (MDA = malondialdehido, PRO = prolina, FEN = fenoles totales, FLA
= flavonoides totales y AST = azlcares solubles totales) en foliolos terminales de nogales cv. Chandler,
en brotacién (colecta 1, n = 12), endurecimiento del endocarpio (colecta 2, n = 12) y en madurez de
cosecha (colecta 3, n = 12) bajo tres regimenes hidricos al 100, 75y 50 % de la ETc aplicados durante

dos temporadas consecutivas (2018-2020).
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Fig. 6.2 Cromatogramas de intensidad maxima resultantes del perfilado no dirigido obtenidos por GC-
MS en modo SCAN de metabolitos polares de semillas de nogal cv. Chandler bajo tres regimenes
hidricos, al 100 % de laETc (T100=@®,n=4) 75%de laETc (T75= @,n=4) y al 50 % de la ETc
(T50 = @, n = 4) aplicados durante dos temporadas consecutivas (2018-2019 y 2019-2020).
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Tabla 6.1 Concentracion de metabolitos foliares: malondialdehido (MDA), fenoles totales (Fenoles), flavonoides totales (Flavonoides), azlcares solubles totales
(AST) y prolina (PRO). Estimadas de forma dirigida en foliolos terminales extraidos en tres momentos: brotacion (colecta 1), endurecimiento endocarpio
(colecta 2) y madurez de cosecha (3) de arboles de nogal cv. Chandler (media + desviacion estandar) bajo diferentes regimenes de riego en Guanchin, La Rioja

Argentina.

Colecta  Tratamiento MDA Fenoles Flavonoides AST PRO
(umol gPS?) (EAG mg gPS?) (ECat mg gPS™) (mg gPS?) (ug gPS?)
1 T50 0,18+0,02 59,90+9,22 11,67+0,90 162,11+17,89 b 4,11+1,14
T75 0,20+0,01 58,26+3,17 11,72+0,93 189,45+10,31 a 2,31+0,34
T100 0,1940,01 58,51+4,14 13,26+0,88 158,38+6,04 b 4,19+1,63
p-valor 0,2048 0,8797 0,6610 0,0151 0,0560
2 T50 0,19+0,02 61,39+7,16 15,00+7,09 175,18+4,14 1,18+0,10
T75 0,20+0,02 64,93+4,11 15,50+1,15 165,99+10,31 1,36+0,42
T100 0,18+0,02 59,71+6,49 15,4048,57 162,24+16,68 1,42+0,33
p-valor 0,7170 0,4793 0,4573 0,3343 0,5539
T50 0,18+0,04 65,14+10,10 16,28+2,89 111,27+12,20 1,13+0,54
3 T75 0,17+0,01 66,71+4,14 15,00+1,86 103,97+6,92 0,90+0,15
T100 0,1940,02 69,68+3,28 16,35+1,73 111,40+13,90 0,99+0,12
p-valor 0,4775 0,5457 0,3954 0,2044 0,6266
1 0,1940,02 58,89+5,58 b 12,21+1,12 b 169,98+18,32 a 3,54+1,39 a
2 0,19+0,02 62,01+5,94 ab 15,2045,97ab  167,80+1191 a 1,32+0,30 b
3 0,18+0,03 67,1846,27 a 15,88+2,11 a  108,88+10,93 b 1,00+0,31 b
p-valor 0,3503 0,0064 0,027 <0,0001 <0,0001

P-valor < 0,05 indican diferencias significativas entre medias de acuerdo con el test LSD. Letras diferentes indican diferencias entre medias.




Inicialmente los datos se exploraron mediante un analisis de componentes principales, donde se
proyectaron las intensidades maximas de todas las repeticiones, incluyendo también los metabolitos no
confirmados por comparacion con las librerias de masas espectrales. Para ello se alinearon los picos
cromatograficos (Fig. 6.3) en relacion a la repeticion 3 del régimen de riego al 75 % de la ETc, por ser
el més representativo de todos los cromatogramas. Las desviaciones extremas en los Tr (tiempos de
retencion) fueron +1,5 segundos, que considerando un tiempo de corrida cromatogréafica total de
2500 segundos representan una desviacién del 0,06 %. Las dimensiones 1y 2 (Dim 1y Dim 2) del ACP
(Fig. 6.4) acumularon 35,3y 20,5 % de la varianza total. La superposicion de las areas de proyeccion
(elipses) de los tratamientos de riego indica que no existieron diferencias significativas. A pesar de la
total superposicion de los tratamientos también se graficaron los centros de inercia de cada grupo
(centroides) con puntos de mayor dimension. El centroide del tratamiento T100 se ubicé proximo a la
interseccion (0,0), indicando una varianza general del tratamiento proxima a 0, y en términos de
distancia multivariada, el centroide del tratamiento T75 fue mas similar a T100 que T50, lo que indica

inicialmente una mayor similitud entre el tratamiento T100 y T75.
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Fig. 6.3 Arriba, Cromatogramas de intensidad maxima resultantes del perfilado no dirigido obtenidos
por GC-MS en modo SCAN de metabolitos polares de semillas de nuez de nogal cv. Chandler bajo tres
regimenes hidricos, al 100 % de laETc (T100=@,n=4)75%de laETc (T75= @,n=4) y al 50 %
de laETc (T50 = @, n = 4). Abajo, derivas en tiempos de retencion para el ajuste segin coincidencia

de picos cromatogréficos.
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Fig. 6.4 Analisis de componentes principales de las intensidades maximas de los metabolitos perfilados
en nueces de nogal cv. Chandler sometidos a tres regimenes hidricos durante dos temporadas al 100 %
de laETc (T100=@,n=4)75%delaETc(T75=@®,n=4)yal 50 % de laETc (T50= @, n =4).

Posteriormente se normalizaron las concentraciones de los metabolitos identificados en relacion al
estandar interno (Tabla 6.2). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de metabolitos cuando se compararon los tratamientos de riego. Sin embargo, se
aprecié una tendencia a la concentracion en un 35 % del total de metabolitos identificados en el
tratamiento T50. Las correlaciones metabolito-metabolito a partir de las concentraciones normalizadas
(Fig. 6.5) revelaron 160 correlaciones negativas (22,4 %) y 640 positivas (77,6 %). De las 800

correlaciones, 149 fueron significativas (todas positivas) a P < 0,05 (Fig. 6.6).

El ACP de las concentraciones medias normalizadas de los metabolitos identificados (Fig. 6.7) acumuld
el 100 % de la variacion total, con un 53,6 % en la Dim. 1 y un 46,4 % en la Dim. 2. La contribucién
de las variables a la variacion total de cada dimension fue practicamente simétrica (50 % y 50 %, Tabla
6.3). Las contribuciones de los tratamientos T50 (cuadrante 1) y T100 (cuadrante 1V) a la variabilidad
total de las dimensiones fueron contrastantes. T50 aport6 un 66,62 % de la variacion de Dim.1, y un
48 % a la Dim.2; por su parte T100 aport6 12,01 % a la Dim.1y 54,65 % a Dim.2. La proyeccion de
T75 (cuadrante 1) fue similar a T100, y aport6 21,80 % a la Dim.1 y 44,86 % de la variacion total a la
Dim.2. Los metabolitos asociados al tratamiento T50 fueron: &cido butanodioico, L-glutdmico, D-
manosa, glucopiranosa, maltosa, mio-inositol, mio-inositol-fosfato y acido arabino-hexarico. También
se encuentran asociados los acidos grasos palmitico y linoleico en sus formas libres. Los acidos grasos

libres tienen polaridad positiva, a diferencia de los &cidos grasos conjugados, sin embargo, el perfil de
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acidos grasos fue evaluado previamente en el Capitulo 5 por lo que no se abordaré el andlisis en este

Capitulo.

Las concentraciones medias de acido succinico (sinénimo de &cido butanodioico) y D-manosa en las
semillas del tratamiento T50 fueron un 27 % y 36 % mas altas que las estimadas en el tratamiento T100,
respectivamente. Estudios previos realizados en dos especies de tomillo sensibles al déficit hidrico
(Thymus vulgaris y Thymus kotschyanus) sometidas a déficit hidrico, aumentaron significativamente la
concentracién foliar de acido succinico como estrategia de ajuste osmético. EI aumento en la
concentracién de acido succinico se ha relacionado a incrementos en la expresion y la actividad de las
enzimas succinato dehidrogenasa e isocitrato liasa (Ashrafi et al., 2022). Al igual que el &cido succinico,
el monosacérido manosa es un soluto compatible en plantas, que ademas se ha reconocido tiene un lugar
especial en la regulacion de la tolerancia al estrés hidrico en las plantas. Zhao et al. (2020) evaluaron
los efectos de aplicaciones exdgenas de manosa en trébol blanco (Trifolium repens) sometidos a estrés
hidrico, encontraron aumentos significativos en la concentracion de manosa, prolina y azlcares solubles
totales en hojas, ademas de mantener la actividad enzimatica antioxidante y una tasa fotosintética
estable. Resultados similares reportaron Ibrahim y Abdellatif (2016) cuando aplicaron maltosa y
trehalosa foliarmente a plantas de trigo sometidas a tratamientos de déficit hidrico, concluyendo que

estos azUcares inducen la tolerancia al estrés hidrico.

Los azUcares solubles maltosa y glucopiranosa alcanzaron concentraciones 17 %, 185 % maés altas en
T50 que en T100, de forma similar a lo observado en relacién a la D-manosa (incremento del 27 % en
T50 respecto a T100). Lee et al. (2008) advirtieron que en hojas de trébol blanco (Trifolium repens) los
procesos de ajuste osmaticos mediados por azlcares solubles (carbohidratos no estructurales) estan
relacionados principalmente a la degradacion del almiddn a sus formas monomeéricas (forma abierta de
la glucopiranosa) y no a la sintesis de novo de los azucares. Las semillas sometidas al tratamiento T50,
donde los arboles recibieron un 50 % de agua aplicada en T100, presentaron una concentracion media
estimada de acido arabino-hexarico 21 % mayor que la observada en T100. Poco se ha explorado sobre
la sintesis del acido arabino hexarico (sinénimo de &cido 2-oxo-glucénico) en relacion al déficit hidrico
en plantas, pero se ha identificado como un producto de la degradacion oxidativa de los carbohidratos
en frutilla, cuando se compararon los perfiles de metabolitos en frutos en distintos momentos de la
maduracion (Zhang et al., 2011). Ademas, existen evidencias sobre la produccion de &cido arabino
hexarico a partir de la irradiacion con rayos gama a moléculas de fructosa, por lo que el intermediario

anterior al acido arabino hexarico podria variar entre especies vegetales (Phillips y Moody, 1960).
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Tabla 6.2 Perfil de metabolitos identificados por comparacién con librerias de masas espectrales (media
+ desviacion estandar) en semillas de nogal cv. Chandler bajo diferentes regimenes de riego aplicados
en dos temporadas consecutivas (2018-2019 y 2019-2020) en Guanchin, La Rioja, Argentina.

. T100 T75 T50

Tr(s) Metabolito Grupo mg gPS™ mggPS?  mggPS* p-valor

695,8 Acido oxalico Acido organico 1,41+0,74  1,90+0,64 1,62+0,28 >0.05

825,0 Glicerol Alcohol saturado 1,24+0,73  1,51+0,43 0,90+0,18 > 0.05

836,6 L-Isoleucina Aminoéacido 0,52+0,22  0,62+0,20 0,64+0,41 >0.05

861,4 Acido butanodioico Acido organico 0,61+0,31  0,63+0,47 0,78+0,40 >0.05

994,9 Acido malico Acido organico 8,44+3,10 11,49+6,85 6,85+1,93 >0.05
1012,6 Acido piroglutamico Acido orgénico 0,93+0,32  0,82+0,25 0,77+0,35 >0.05
1017,7 L-Aspartico Aminoacido 0,80+0,54 0,64+0,56 0,49+0,36 >0.05
1086,1 L-Glutamico Aminoéacido 2,69+0,83 2,31+1,60 3,71+1,17 >0.05
1187,3 Acido fosforico Acido organico 1,32£0,42  1,53+0,51 1,34+0,70 >0.05
1193,3 Acido ribonico Acido organico 0,68+0,38 0,91+0,54 0,63+0,17 >0.05
1197,4 D-Psico Furanosa Carbohidrato 0,91+0,46  1,13+0,22 0,80%+0,27 >0.05
1221,9 Acido citrico Acido organico 2,73+1,00 3,01+1,98 2,11+059 >0.05
1224,0 Acido miristico Acido organico 477£1,01  537£0,40 5,35+0,49 >0.05
1227,1 Metil galactosido Carbohidrato 1,24+0,28  1,55+0,38 1,25+0,13 >0.05
1276,1 D-manosa Carbohidrato 1,88+0,63 1,50+0,55 2,57+1,78 >0.05
1286,1 D-Talosa Carbohidrato 0,98+1,06 0,67+0,46 0,61+0,27 >0.05
1300,7 Acido galico Acido organico 2,34+1,29 2,09+1,74 2,12+050 >0.05
1323,9 Glucopiranosa Carbohidrato 0,57+0,22 0,94+0,28 1,63+2,04 >0.05
1338,6 Acido palmitico Acido graso 1,66£0,70  1,75+0,43 1,92+0,56 >0.05
1344,9 Acido glucénico Acido organico 6,31+3,70  6,9+286 552+095 >0.05
1383,0 Mio-inositol Vitamina 3,70+1,22  3,89+0,57 4,39+1,04 >0.05
1398,1 Acido Arabino-hexarico Acido organico 0,84+0,46  0,85+0,21 1,02+0,44 >0.05
1427,7 Acido linoleico Acido graso 1,48+0,46  1,76+0,35 1,95+0,99 > 0.05
1430,7 Acido oleico Acido graso 1,09+0,45 1,54+0,45 1,48+0,57 >0.05
1439,1 Triptamina Aminoacido 0,45+0,41 0,36+0,26 0,31+0,53 >0.05
14441 Acido esteérico Acido graso 0,93+0,18 1,17+#0,43 1,04+0,43 >0.05
1526,3 Acido monomiristicio Acido organico 2,66+0,74  3,07£0,16 3,04+0,56 >0.05
1533,7 Mio-inositol-fosfato Fosfolipido 0,81+0,29 0,89+0,25 1,03+0,35 >0.05
1561,2 Dopamina Amina 1,45+£0,97 1,55+#0,35 1,29+1,28 >0.05
1600,9 2-Palmitoil Glicerol Carbohidrato 157+0,63  1,43+0,17 1,46%0,42 >0.05
1617,4 1-Monopalmitato Acido graso 36,67£8,95 41,78+2,05 42,67+5,89 > 0.05
1665,8 D-Trehalosa Carbohidrato 54,67+12,71 66,4249,23 53,83+5,02 >0.05
1684,9 2-Monoestearato Acido graso 0,94+0,27 1,07+0,16 0,88+0,29 > 0.05
1700,6 Glicerol-estearato Acido graso 26,52+6,40 30,29+1,81 31,66+5,21 >0.05
1707,8 Maltosa Carbohidrato 0,74+0,13 0,52+0,17 0,87+1,01 >0.05
1751,8 Catequina Flavonoide 1,27+0,77  1,46+0,31 0,99+0,38 >0.05
1762,1 D-Celobiosa Carbohidrato 1,17+0,38  1,23+1,08 0,95+0,72 >0.05
1780,2 Glicerol-eicosanoico Carbohidrato 0,69+0,63 0,43+0,10 0,63+0,21 > 0.05
1811,5 Melibiosa Carbohidrato 3,68+2,60 3,26+1,24 2,28+0,40 >0.05
2036,4 Sucrosa Carbohidrato 18,5+5,02 23,91+4,49 22,31+5,20 >0.05
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Fig. 6.5 Matriz de correlacion de Pearson entre metabolito-metabolito perfilado e identificado por

comparacion con librerias de masas espectrales en semillas de nogal cv. Chandler.
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Fig. 6.6 Matriz de correlacién de Pearson significativas a p < 0,05 entre metabolito-metabolito perfilado
e identificado por comparacion con librerias de masas espectrales en semillas de nogal cv. Chandler.
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Fig. 6.7 Biplot del analisis de componentes principales (a la izquierda proyeccion de individuos y a la derecha proyeccion de variables) de anélisis de

componentes principales de las medias de las concentraciones normalizadas de los metabolitos identificados en semillas de nogal cv. Chandler sometidos a tres

regimenes hidricos durante dos temporadas consecutivas al 100 % de la ETc (T100= @,n=4),75% de laETc (T75= @ ,n=4)y al 50 % de la ETc (T50
=@.,n=4).




Tabla 6.3 Contribuciones de la varianza a las Dimensiones 1 y 2 del Anélisis de Componentes
Principales (Fig. 6.7) de las medias de las concentraciones normalizadas de los metabolitos
identificados en nueces de nogal cv. Chandler.

Metabolito Cont. Dim, 1 (%) Cont. Dim. 2 (%)
Acido oxalico 0,13 5,22
Glicerol 4,05 0,70
L-Isoleucina 1,56 3,58
Acido butanodioico 4,45 0,23
Acido mélico 3,09 1,81
Acido piroglutamico 2,06 3,00
L-Aspartico 3,14 1,75
L-Glutamico 4,52 0,16
Acido fosférico 1,16 4,04
Acido ribonico 2,18 2,86
D-Psico Furanosa 3,05 1,85
Acido citrico 4,44 0,26
Acido miristico 0,76 4,49
Metil galactosido 1,38 3,78
D-manosa 4,33 0,37
D-Talosa 1,48 3,66
Acido galico 2,75 2,20
Glucopiranosa 3,83 0,96
Acido palmitico 3,80 0,98
Acido gluconico 4,09 0,66
Mio-inositol 4,10 0,65
Acido Arabino-hexarico 4,59 0,08
Acido linoleico 2,65 2,31
Acido oleico 0,43 4,86
Triptamina 0,04 5,32
Acido esteérico 0,07 5,29
Acido monomiristicio 0,05 4,65
Mio-inositol-fosfato 3,77 1,03
Dopamina 4,17 0,57
2-Palmitoil Glicerol 0,26 5,07
1-Monopalmitato 1,38 3,78
D-Trehalosa 1,79 3,31
2-Monoestearato 3,05 1,85
Glicerol-estearato 1,93 3,15
Maltosa 3,23 1,65
Catequina 4,19 0,54
D-Celobiosa 4,56 0,11
Glicerol-eicosanoico 0,56 472
Melibiosa 2.09 2,96
Sucrosa 0.01 5.26
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El amino&cido prolina es ampliamente reconocido como un osmoprotector principal en las plantas,
ademas de cumplir funciones de detoxificacion de especies reactivas del oxigeno (Silvente et al., 2012).
En el perfilado no dirigido de metabolitos polares de semillas de nogal no se encontré prolina, pero si
se identificd una tendencia al aumento de la concentracion de L-glutamato, aminoécido que también se
ha relacionado a procesos de ajuste osmotico, y en relacién a la via de la biosintesis de prolina es el
intermediario anterior. En este sentido, la concentracion de L-glutamato fue un 39 % mayor en las
semillas de T50, cuando se compararon con las de T100. Unal y Okatan (2023) compararon las
concentraciones de L-glutamato en frutos de frutillas sometidas a riego deficitario (al 50 % de la ETc),
y reportaron un aumento del 50 % en la concentracion del aminoacido en comparacion a los frutos de
plantas regadas al 100 % de las demandas hidricas del cultivo. Rizhsky et al. (2004) reportaron que
cuando Arabidopsis thaliana es sometida a condiciones de estrés hidrico y térmico combinados no
acumulan prolina como osmoprotector, situacion que si ocurriria en Arabidopsis thaliana Gnicamente
sometidas a sequia. Finalmente, las semillas recolectadas del tratamiento T50, alcanzaron
concentraciones de mio-inositol y mio-inositol fosfato un 23 y 27 % mas altas, respectivamente, que en
el tratamiento T100. Los metabolitos mio-inositol y mio-inositol-fosfato son sintetizados a partir de la
conversion enzimatica irreversible de D-glucosa en uno y tres pasos, respectivamente, y ambos puede
actuar como osmoprotectores y antioxidantes ante las especies reactivas del oxigeno en condiciones de

estrés hidrico y/o salino (Loewus y Murthy., 1999).

En sintesis, la mayor proporcion de los metabolitos identificados en concentraciones mas altas en las
semillas del tratamiento T50 respecto a T100 y T75 estan relacionados a procesos de ajuste osmotico.
No se han encontrado articulos que traten sobre los procesos de ajuste osmoético en el fruto o semilla
del nogal. Sin embargo, existen algunas evidencias de traslocacion de fotoasimilados producidos en el
epicarpio del fruto hacia la semilla (Wu et al., 2009). Contextualizando, en angiospermas los estomas
de los frutos permanecen funcionales en tanto que la via de la fotosintesis esté activa en el epicarpio y
no hayan sido cubiertos con ceras que imposibiliten el intercambio gaseoso con la atmésfera (Simkim
et al., 2019). En nogal, particularmente, el epicarpio mantiene una alta concentracion de clorofila hasta
la madurez, en ese momento el contenido de ceras de la epidermis del epicarpio a la madurez alcanza
un 0,035 % del peso seco del fruto, valor significativamente menor al 1,64 % alcanzado por las hojas
en el mismo estado fenoldgico (Prasad y Giilz, 1990). Asi, las caracteristicas del epicarpio no parecen
generar una limitacion fisica para que la fotosintesis y respiracion se mantengan estable durante toda la
fase de crecimiento y llenado del fruto. La relacion entre la tasa transpiratoria y la temperatura de los
frutos ha sido poco estudiada, mientras que se asume una relacion lineal negativa entre transpiracion y
temperatura foliar para la mayor parte de las especies vegetales (Gates, 1964). Adema4s, se ha reportado
que el nogal tiene capacidad para ajustar el potencial osmético de las hojas cuando es sometido a altas
temperaturas o déficit hidrico (Gauthier y Jacobs, 2011). Debido la escasa informacién publicada en

nogal y su importancia en el contexto del calentamiento global, resulta importante realizar futuros
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estudios enfocados i) Evaluar la eficiencia de uso de la radiacién y asimilacion fotosintética neta del
fruto a lo largo del periodo de crecimiento y llenado del fruto bajo distintos regimenes hidricos vy ii)
Evaluar la concentracion de los metabolitos identificados en mayor concentracion en las semillas
provenientes del tratamiento T50 en tratamientos de riego mas restrictivos a fin de confirmar si forman
parte o no de un proceso de ajuste osmético y su uso como potenciales biomarcardores de déficit hidrico

temprano en el fruto.

La sensibilidad de la lipogénesis a las altas temperaturas esta bien documentada en olivo, frutal que al
igual que el nogal produce drupas indehiscentes. En este sentido Garcia-Inza et al. (2016) observaron
gue en semillas (en contraste con lo observado en la pulpa o mesocarpio) de olivo, durante la fase de
acumulacion de aceite de la semilla (entre cuajado y endurecimiento del endocarpio), la concentracion
final de aceite disminuyé 1,1 % por cada 1 °C incrementado en la temperatura media del ambiente. En
contraste, Jin et al. (2023) monitorearon la acumulacién de aceite en semillas de nogal durante toda la
temporada, y encontraron gue la concentracién aument6 rapidamente entre los 60 y 90 dias luego de la
polinizacion (alcanzando el 50 % de la concentracidn final), pero la lipogénesis continué hasta los 140
dias posteriores a la polinizacion, cerca de la madurez de cosecha de los frutos. Esto deja en evidencia
que el proceso de lipogénesis en la semilla del nogal queda expuesto a un rango de temperaturas mas
amplio que en el olivo, incluidas las temperaturas maximas absolutas que ocurren durante a mediados
y fines del verano, con la posible existencia de procesos de ajuste osmético en el fruto cobra relevancia
como estrategia evolutiva y adaptativa en nogal para mantener la lipogénesis a tasa maxima aun en los

meses mas calidos de la temporada.

6.4 Conclusiones

Los biomarcadores de déficit hidrico prolina, malondialdehido, azlcares solubles totales, fenoles y
flavonoides totales medidos en hojas de nogal no mostraron diferencias significativas entre los
regimenes de riego aplicado al nogal. Sin embargo, si presentaron diferencias en la concentracion a lo
largo del ciclo del cultivo. Los metabolitos foliares asociados a procesos de ajuste osmético tales como
prolina y azUcares solubles totales alcanzaron sus maximos en la etapa de brotacién, en tanto que los
fenoles y flavonoides totales alcanzaron su maximo hacia la madurez. El malondialdehido no varié ni
entre etapas fenoldgicas, ni entre tratamientos de riego. Respecto al perfil de metabolitos, este es el
primer estudio donde se analiza el perfil de metabolitos polares de la semilla de nogal obtenidas a partir
de la aplicacion de distintos niveles de riego, y se pudo apreciar una tendencia a la concentracion de los
metabolitos asociados al ajuste osmatico L-glutamato, D-manosa, glucopiranosa, maltosa, mio-inositol

y mio-inositol-fosfato en el tratamiento de riego mas deficitario (T50).
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Capitulo VII:

Discusién general
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El aumento en la demanda de alimentos estd estrechamente relacionado con el crecimiento de la
poblacion. Por esta razén la frontera agricola se ha expandido hacia nuevas zonas de cultivo
significativamente diferentes de las zonas de cultivo tradicionales, y, por otra parte, la agricultura en
general debe alcanzar una mayor eficiencia en relacion al uso de los recursos naturales no-renovables,
especialmente en relacion al mas limitante, el agua. En particular el nogal evolucioné y posteriormente
se domestico en zonas costeras de climas mediterraneos de Asia y Europa. Siendo uno de los cultivos
méas demandantes de agua, por encima de otros frutos secos como el pistacho, pecano, almendro o
avellano. Los requerimientos hidricos del nogal fueron inicialmente estimados para las condiciones
agroclimaticas de California (EUA). En Argentina el cultivo del nogal se ha expandido a lo largo de la
regién Centro-Oeste (comprendiendo la parte sur del Noroeste Argentino y el oeste de Cuyo), donde
los climas son predominantemente aridos y semiaridos, con escasas precipitaciones; por lo que la oferta
de agua de la region no alcanza a satisfacer la totalidad de la demanda hidrica del cultivo. Otro aspecto
de relevancia a tener en cuenta sobre la regién donde es cultivado en Argentina es el patron de la
distribucién de precipitaciones, que ocurre mayoritariamente en los meses de verano, a diferencia de
las zonas de cultivo tradicional donde las precipitaciones se reparten durante los meses invernales. En
este contexto es donde la pregunta de investigacion toma relevancia ¢cuéles son las respuestas del nogal
a distintas dosis de riego durante toda la temporada en una region de clima semiarido con un patrén de

precipitaciones principalmente concentradas en el verano?

La respuesta a esta pregunta es compleja, y requiere un abordaje desde distintos niveles de organizacion,
por ello es que los objetivos especificos apuntaron a tres tipos de respuestas del nogal a distintos
regimenes de riego: i) en primer lugar a nivel de cultivo y de planta entera (objetivo especifico 1)
enfatizando en la productividad, composicién del rendimiento, crecimiento vegetativo e indicadores de
estado hidrico; ii) posteriormente, (objetivo especifico 2) el foco fue puesto sobre la calidad de la
produccién, en términos de tamafio de nueces y semillas, acumulacion de aceite y composicion del
aceite, por ultimo, iii) de forma transversal a los dos niveles de respuesta evaluados anteriormente
(objetivo especifico 3) buscando entender los procesos de ajuste bioquimico a nivel foliar y del
metaboloma de la semilla (perfilado de metabolitos polares). En conjunto la evaluacion de estos tres
niveles de organizacion y sus interrelaciones permitieron cumplir con el objetivo principal de esta tesis:
Describir los efectos de distintos regimenes hidricos sobre el crecimiento vegetativo, produccion,
calidad de nuez y variables metabdlicas-fisiol6gicas en un nocedal joven (Juglans regia L.) del
Noroeste de Argentina (Chilecito, L. R.).

Para asegurar la originalidad de este trabajo se opt6 por la revision bibliogréfica sistematica de los
articulos publicados que evallen las respuestas del nogal a la aplicacion de estrategias de riego
deficitario en regiones semiaridas (Capitulo 1). Si bien no se encontr6 una gran cantidad de articulos
que aborden dichas tematicas, senté un precedente sobre la potencialidad de aplicacion de estrategias

de riego deficitario y otros tipos de manejo para mantener la productividad y calidad de la produccion

69



del nogal en condiciones limitantes de agua. Ademas, permitio la comparacion de la demanda hidrica
del nogal frente a otros frutos secos (Tabla 1.1) y, por ultimo, el meta-andlisis de los resultados de
productividad en funcion del agua aplicada (Fig. 1.1) que evidencié interesantemente que la
productividad maxima alcanzada fue del 60 % del rendimiento relativo, con dosis de riego equivalentes
al 80 % de agua aplicada relativa (sumatoria de la irrigacion y la precipitacion efectiva).

A nivel experimental, se disefid un ensayo donde se aplicaron de forma sostenida, durante dos
temporadas consecutivas, de cuatro niveles de riego que repusieron: 125, 100, 75 y 50 % de la
evapotranspiracion del cultivo (denominados T125, T100, T75 y T50, respectivamente). La ETc fue
estimada con los coeficientes de cultivo més difundidos para el nogal a nivel mundial (Goldhamer et
al., 1998), que inicialmente fueron estimados para las condiciones agroclimaticas de California. En este
sentido, no se han encontrado coeficientes de cultivo locales en reportes publicados. EIl tratamiento
T125 se aplic6 por dos razones: i) en primer lugar como un testigo auxiliar en caso de que el tratamiento
denominado T100 no repusiera efectivamente el 100 % de la ETc bajo las condiciones agroclimaticas
del centro oeste de Argentina y, por otra parte, ii) en caso de que el tratamiento T100 repusiera la
totalidad de la demanda del cultivo, permitiria explorar las respuestas del cultivo a la sobre irrigacion.

La integracion y jerarquizacion de los resultados obtenidos se realizard en conjunto; mientras que la

validacion de las hipotesis seguira un orden funcional a la presentacion de los resultados.

H-1 (OE 1, C4): Existe una dosis de riego distinta a la estimada como éptima que permite mantener

similar relacion produccion/crecimiento vegetativo (i.e. eficiencia productiva).

Las dosis de riego deficitario al 50 y 75 % de la ETc (T50 y T75) alcanzaron rendimientos similares al
del tratamiento regado a 100 % de la ETc (T100) durante todo el periodo experimental. De forma similar
al rendimiento, la composicion del rendimiento en términos de nimero de nueces, peso fresco y seco
de las nueces, y concentracién de aceite no se vio afectada por la dosis de riego a lo largo del
experimento (Tabla 3.4). La productividad del agua fue similar entre tratamientos durante la primera
temporada, pero aumento significativamente durante la segunda donde el tratamiento T50 alcanzé una
productividad un 38 % mayor a la de T100 (Tabla 3.4). En relacion al estado hidrico, el potencial hidrico
xilematico presentd diferencias significativas entre los tratamientos de riego durante practicamente toda
la temporada, mientras que la conductancia estomatica fue menos sensibles al tratamiento de riego
presentando diferencias entre tratamientos Unicamente a la mitad de ambas temporadas (100 DDPF,
Fig. 3.2). Sin embargo, y a pesar de que el umbral de potencial hidrico xilematico planteado por Fulton
et al. (2014) asociados a pérdidas econémicas es de -0,8 MPa (Tabla 1.2), el tratamiento T50 alcanzé
potenciales hidricos minimos absolutos inferiores a -1 MPa entre los 25 y 100 dias después de floracion
(DDF, momento de acumulacion de aceite a tasa maxima). Lo que indicaria que el umbral de potencial
hidrico critico para la gestion del riego en el centro oeste de Argentina alcanza valores menores a -0,8

MPa (en torno a -1 MPa) en la ventana de tiempo entre los 25y 100 DDF.
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Por otra parte, el crecimiento vegetativo, se estimo en términos de volumen de copa, porosidad de la
copa y éarea seccional transversal del tronco en tres etapas fenoldgicas del cultivo: brotacion,
endurecimiento del endocarpio y maduracion. En general, el volumen y la porosidad de la copa se
mantuvieron similares entre tratamientos, en tanto que el area seccional del tronco mostré diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento T50 y el resto de los tratamientos durante la
brotacién de ambas temporadas (Fig. 3.3). En conjunto las evidencias asociadas a productividad y las
asociadas a estimaciones del crecimiento vegetativo permiten apoyar la hipétesis H-1, relacionada al
objetivo especifico 1, dado que existen tres niveles de riego, al 50, 75y 125 % de la ETc, que permiten
mantener una productividad similar a la obtenida aplicando la dosis de riego estimada como 6ptima.
Asimismo, es importante destacar que la dosis de riego mas interesante en este aspecto fue T50, puesto
gue incrementd significativamente la productividad del agua sin implicancias negativas sobre el
rendimiento y su composicién. Por su parte, el tratamiento T125 apoya la hip6tesis subsidiaria (pre-
supuesto) sobre el desbalance entre los crecimientos vegetativo y reproductivo cuando la dosis de riego
aplicada es superior al 100 % de la ETc, dado que T125 no solo no incremento el rendimiento, sino que
tampoco aport6 al control del crecimiento vegetativo. En linea con esta Gltima afirmacion, Cohen et al.

(1997) reportaron resultados similares al sobreriego en nogales al 130 % de la ETc.

H-3.1 (OE 3, C6): Los metabolitos asociados a procesos de ajuste osmético (prolina y azlcares
solubles totales), antioxidantes (fenoles y flavonoides totales) y productos de la oxidacién de las

membranas plasmaticas (malondialdehido) son biomarcadores de estrés hidrico en nogal.

A diferencia de la sensibilidad de los indicadores de estado hidrico potencial hidrico xilematico y
conductancia estomatica (Fig. 3.2) ante cambios en la dosis de riego en nogal, los metabolitos evaluados
como potenciales biomarcadores de déficit hidrico no presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos de riego (Tabla 6.1 y Fig. 6.1). Esto contribuye a rechazar la hipétesis 3.1, dado que no
existié una asociacion entre la concentracion de ninguno de los metabolitos evaluados con el nivel de
reposicion hidrica que permitiera suplantar a los indicadores de estado hidrico medidos en las plantas.
A partir de estos resultados se puede formular una nueva pregunta de investigacion: ¢cudl es el umbral
critico de potencial hidrico o conductancia estomatica a partir del cual los metabolitos foliares evaluados
como potenciales biomarcadores evidencian sus diferencias? En este sentido, puede que el déficit
hidrico umbral a partir del cual los procesos de ajuste osmatico u proteccidn antioxidante se activan no

se haya alcanzado durante las dos temporadas que durd el experimento.

Cuando se compararon las concentraciones de los biomarcadores foliares clasificandolos Unicamente
por fecha de colecta del material vegetal (brotacion, endurecimiento del endocarpio y madurez) se
apreci6 un interesante patrén asociado a la fenologia del cultivo (Tabla 6.1y Fig. 6.1). La concentracion
de prolina y azucares solubles totales fue méaxima al inicio de la temporada (brotacion), momento en

que los procesos de ajuste osmdtico son de suma importancia para reconstituir la conductividad
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hidraulica del xilema (Améglio et al., 2002). Por otra parte, la concentracion de fenoles y flavonoides
totales alcanzd su méaximo durante la madurez, periodo en el cual los procesos oxidativos
desencadenados por factores bidticos y abidticos cobran més relevancia. Por Gltimo, no se observaron
diferencias significativas en la concentracioén de malondialdehido (MDA) durante toda la temporada, a
pesar de ser un biomarcador de estrés oxidativo altamente sensible (Morales y Munné-Bosch et al.,
2019). En este contexto, a pesar de la menor sensibilidad de los biomarcadores de déficit hidrico en
comparacion al potencial hidrico xilematico y la conductancia estomatica a los cambios en la
disponibilidad de agua para el cultivo, su utilizacion parece factible como complemento en condiciones

maés limitantes de agua que las alcanzadas por el tratamiento T50.

En conjunto, los principales aportes de los objetivos especificos 1y 3 (en relacion a la hipétesis H-1'y
H-3.1) ponen en evidencia la limitada posibilidad de extrapolacion de coeficientes de cultivo (Kc y Kr)
y umbrales de indicadores de estado hidrico entre zonas con caracteristicas agroclimaticas
sustancialmente diferentes. Un segundo aporte de relevancia es la puesta de manifiesto de la
adaptabilidad del nogal a distintas dosis de riego, ya que aun con diferencias del 75 % de la ETc entre
los tratamientos extremos (T50 vs. T125) el rendimiento y la composicion del rendimiento se

mantuvieron en rangos similares.

H-2 (OE 2, C5): La relacién 6ptima entre la produccion y crecimiento vegetativo del nogal, obtenida
a partir de la aplicacion de dosis de riego deficitarias, estara relacionada con producciones de alta

calidad, como son requeridas por los mercados nacionales e internacionales.

La calidad de la produccién en términos de calibre ecuatorial méximo (de la nuez y de la semilla), y
color de la misma semilla no difiri6 bajo los distintos niveles de riego aplicados durante las dos
temporadas (Tabla 4.1). En todos los tratamientos el calibre de la nuez superé los 32 mm, con un calibre
de pulpa superior a 23 mm. En cuanto al color se identificé un porcentaje de nueces extra-claras superior
al 92 % en la primera temporada y superior al 75 % en la segunda temporada. El 72erfil de &cidos grasos
no presenté diferencias en la composicién acidica del aceite entre tratamientos de riego dentro de cada
temporada, con valores compatibles con los reportados para la especie y variedad (Martinez et al.,
2010). En este contexto, de forma similar a la validacién de la hip6tesis H-1 se apoya la hipétesis H-2,
dado que las dosis de riego deficitario (T50 y T75) que permitieron mantener una equilibrada relacion
produccién/crecimiento vegetativo junto a un aumento sustancial de la eficiencia del uso del agua,

también alcanzaron calidades de produccion similares a las del tratamiento regado al 100 % de la Etc.

Sin embargo, al contrastar entre temporadas las variables de calidad, si se aprecian diferencias
significativas. En este punto cobra relevancia el efecto del ambiente y por ello se opt6 por segmentar la
temporada en dos periodos (Fig. 4.1): i) desde la floracion hasta el endurecimiento del endocarpio (F-
EE) v ii) desde el endurecimiento del endocarpio hasta la madurez (EE-M). Durante en el periodo F-

EE las temperaturas medias y ETO fueron similares entre temporadas, donde la temporada 1 acumuld
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maés del doble de volumen precipitado que la temporada 2 (157 vs 71 mm, respectivamente). En tanto
que durante el periodo EE-M la temperatura media de la temporada 1 fue 2 °C (17 °C) inferior a la
registrada en la temporada 2 (19 °C) y las precipitaciones acumuladas fueron préacticamente iguales
(temporada 1: 305mm y temporada 2: 255 mm). La similitud en las condiciones del periodo F-EE
permitieron que las producciones de ambas temporadas alcancen calibres similares y se clasifiquen
dentro de la misma categoria de exportacién, a pesar de que si existieron diferencias estadisticamente
significativas entre las medias alcanzadas (32,2 mm en 2018-2019 vs. 32,9 mm 2019-2020). Sin
embargo, las variables calibre de semilla, cantidad de semillas extra claras y concentracion de aceite se
definen durante el periodo EE-M y fueron afectadas de forma severa por la temperatura media del
ambiente. En este sentido, la estacion més fresca (temporada 1) se asoci6 con un mayor porcentaje de
semillas extra claras, mientras que la temporada mas calida (temporada 2) produjo semillas de mayor
tamafio con mayor concentracién de aceite. En relacion al perfil de &cidos grasos la temporada mas
calida (2019-2020) produjo el aceite de mayor calidad desde un punto de vista nutricional, dado que

acumul6 mas 4cido linolénico y con ello mejoro la relacion w6 w32

Los aportes a la ciencia del objetivo especifico 2 se puede dividir y jerarquizar en tres partes. En primer
lugar, se apoya la H-2, dado que no se encontraron diferencias en la calidad de produccion de los nogales
tratados con dosis de riego deficitarias 0 excedentarias, 1o que pone de manifiesto junto a los resultados
de los objetivos especificos 1 y 3 la potencialidad de aplicacion de estrategias de riego deficitario en
zonas con ofertas de agua limitadas sin necesariamente perder cantidad o calidad de produccion. En
segundo lugar, se puso en relevancia que en el periodo posterior al endurecimiento del endocarpio la
temperatura tiene un efecto significativo sobre i) el tamafio final y color de la semilla (resultados
reportados anteriormente por otros autores) y sobre ii) la acumulacién sintesis y la composicién del
aceite (no se encontraron reportes que aborden esta tematica). Por Gltimo, en tercer lugar, se evidencio
gue existe una asociacion entre semillas de colores menos apreciado por el mercado (semillas méas
oscuras) con aceites con composiciones mas interesantes desde un punto de vista nutracéutico, lo que

podria contribuir a revalorizar producciones menos apreciadas actualmente por el mercado.

H-3.2 (OE 3, C6): El perfil de metabolitos polares de la semilla de nogal se ve afectado por el déficit

hidrico al que fue sometido la planta durante la temporada.

El perfil de metabolitos polares de la semilla condujo, cuando fue comparado por un modelo lineal, a
resultados similares entre tratamientos de riego, con lo que se evidencia que las vias metabdlicas de la
semilla no se alteran de forma significativa aun cuando la dosis de riego se redujo un 50 %. Por lo que
la hipdtesis H-3.2 se rechaza. Sin embargo, se aprecié en el tratamiento de riego més deficitario (T50)
una tendencia a la concentracion de metabolitos asociados a procesos de ajuste osmotico. Por lo que se
puede hipotetizar que estos procesos de ajuste podrian actuar como un mecanismo protectivo de la

lipogénesis en condiciones de déficit hidrico y altas temperaturas. Apoyando esta Ultima hipotesis se
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han reportado evidencias sobre la sensibilidad de la lipogénesis en la semilla de olivo a los incrementos
de la temperatura media del aire (Garcia-Inza et al., 2016). En este contexto, si se considera a la
temperatura del fruto como una funcion de la transpiracién, teniendo en cuenta que en nogal los estomas
del fruto no pierden funcionalidad durante gran parte del ciclo del cultivo, parece interesante evaluar la
potencial translocacion de osmolitos entre el exocarpio y la semilla como asi también las respuestas a

los incrementos manipulativos de temperatura en el fruto durante el periodo de sintesis de aceite.
Limitaciones del experimento

La principal limitacion del dispositivo experimental fue el rango de dosis de riego propuestas, si bien
el tratamiento T50 inicialmente y basado en bibliografia, parecié apropiado para alcanzar condiciones
de déficit hidrico alto esto no sucedi6. Explorar las respuestas en un tratamiento que repusiera dosis de
riego inferiores hubiese aportado datos de relevancia en relacion a los umbrales de indicadores de estado
hidrico fisicos y bioguimicos para la gestion del riego, el control del crecimiento vegetativo e
identificacion de potenciales cambios en las rutas biosintéticas activas en la semilla. En el mismo
sentido, la eleccidn del sitio experimental pudo haber interferido con las respuestas del cultivo al déficit
hidrico, por una combinacién de suelos profundos con clases texturales entre franco y franco-arcilloso,
ricos en materia organica, y una cobertura vegetal limitada en comparacion a las alcanzadas en huertos

maduros.

Por altimo, la mayor limitacion para el normal desarrollo del proyecto de tesis doctoral y del
experimento en si mismo fue la imposibilidad de evaluar durante una tercera temporada (periodo 2020-
2021) las respuestas del cultivo a las dosis de riego, debido a las limitaciones a la libre circulacion y

acceso al lugar de trabajo en el marco de la pandemia de COVID-19.
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Capitulo VIII:

Conclusiones generales
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VI.

VII.

VIII.

La aplicacion de dosis de riego deficitario sostenidas al 50 y 75 % de la ETc durante dos
temporadas consecutivas permitieron aumentar la productividad del agua en comparacion a un
testigo regado al 100 % de la ETc en un nocedal de la variedad Chandler cultivado en seto en
una region semidrida del centro-oeste de Argentina.

El potencial hidrico fue un indicador de estado hidrico més sensible al déficit hidrico que la
conductancia estomatica o que los biomarcadores prolina, malondialdehido, azlcares solubles,
fenoles totales, y flavonoides totales.

La calidad de la produccion en términos morfoldgicos de la nuez y semilla, y la composicién
del aceite, fueron mas sensibles a las condiciones ambientales entre-temporada que a los
regimenes de riego estudiados intra-temporada.

La temperatura media del aire, la pluviometria y la distribucion de las precipitaciones en el
periodo post-endurecimiento del endocarpio juegan un papel fundamental sobre la cantidad y
composicion del aceite acumulado. En este sentido, la temporada méas célida y seca alcanzé una
mayor concentracién y calidad de aceite.

El color del tegumento de la semilla menos apreciado por el mercado (mas oscuro) estuvo
positivamente correlacionado con altas temperaturas durante el periodo de llenado del fruto.
Sin embargo, la calidad nutricional de las semillas mas oscuras presenté correlaciones positivas
con las variables calibre de nuez, concentracion de aceite y concentracion de acido linolénico.
Las hojas de nogal presentaron importantes cambios en las concentraciones de biomarcadores
de déficit hidrico evaluados a lo largo de la temporada, por lo que la posibilidad de utilizarlos
no se descarta en rangos de potencial hidrico xilematico inferior a -1 MPa.

Se identific una tendencia a la concentracion de metabolitos asociados a procesos de ajuste
osmotico en las semillas de nogales sometidos a riego deficitario (al 50 % de la ETc).

Se requieren mas estudios que evallen las respuestas del nogal a la severidad y duracion de las
condiciones limitantes de agua, a fin de identificar periodos de resistencia a la sequia y con ello

definir estrategias de riego deficitario controlado.
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