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RESUMEN

Elpecán, Carya illinoinensis (Wangenh.) K.Koch, originario del centro y este de EE.UUy de

los valles de los principales ríos de México, fue introducido en Ia Argentina en el siglo XlX

por Domingo Faustino Sarmiento. En la actualidad es un cultivo con un fuerte potencial

de desarrollo en la Argentina con promisorias posibilidades de comercialización. Hasta el

presente, en nuestro país no se han realizado estudios sistemáticos sobre la calidad mi­

crobiológica de las nueces de pecán. Este trabajo representa una contribución al estudio

de la micota de las nueces de producción argentina.

Se analizaron dos muestras, de 200 nueces de pecán cada una, en avanzado estado de

deterioro de las que se aislaron e identificaron las especies fúngicas capaces de estable­

cer relaciones saprofíticas con la nuez durante su almacenamiento. Se realizaron, además,

recuentos fúngicos con el objeto de establecer niveles de contaminación vinculados con

situaciones de deterioro manifiesto. De una de las muestras, cosechada en 2004, se obtu­

vieron 124 aislamientos encontrándose con más frecuencia los géneros Penicillium,

Aspergillus, Cladosporium, Alternaria y Eurotium. De la segunda muestra, cosechada en

2005, se obtuvieron 33 aislamientos, siendo los géneros más frecuentes Neofusicoccumy

Alternaria. Los recuentos de hongos en ambas muestras resultaron ser muy elevados

(>1o“ ufc/g).

En una segunda etapa se analizaron catorce muestras de nueces de pecán frescas de 1kg

cada una. En una baja proporción de estas nueces se pudo detectar a simple vista la pre­

sencia de lesiones que, en la mayoría de los casos, se vincularon con la presencia de hon­

gos. De estas lesiones se obtuvieron 42 aislamientos, siendo Neofusicoccumel género que



se manifestó en mayor proporción. Entre las especies de otros géneros aislados cabe des­

tacar la presencia de algunas potencialmente toxicoge’nicas como Penicilliumcrustosum,

Alternaria alternata, Fusarium graminearum y F. equiseti. Todas las muestras analizadas

presentan valores de recuento inferiores a 1o4ufc/g y casi el 80%de las muestras dieron

valores inferiores a 1o3ufc/g. En base a los resultados obtenidos, se sugirió un plan de

muestreo de tres clases.

Elestudio de las nueces se completó con el análisis de dos muestras de 100g de nueces

peladas, una muestra de 250 g de nueces con cáscara y una muestra de 500 g de nueces

peladas envasada al vacío que fueron adquiridas en comercios de la Ciudad Autónoma de

Buenos Aires. Los géneros fúngicos aislados fueron Penicillium,Cladosporium, Alternaria,

Colletotrichum, Diplodia, Neofusicoccum, Eurotium. En cuanto al recuento combinado nin­

guna de las muestras comerciales superó el recuento de 1o4ufc/g.

Finalmente, y como una aproximación al tema, se realizó un estudio de la contaminación

de 100flores femeninas de pecán con el objeto de analizar a este órgano como una posi­

ble via de infección.



l. INTRODUCCION

l.1. ORIGEN DEL CULTIVO DE PECAN

El pecán, Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch1,es el único nogal originario de América

del Norte y es considerado como la especie de producción de nuez más valiosa de ese sub

continente.

Inicialmente, su distribución ocupaba una región que abarcaba las costas del rio Missis­

sippi y sus afluentes, en los estados de Illinois, Indiana, Missouri, Kansas, Kentucky, Ala­

bama, Oklahoma, Arkansas, Louissiana y Texas, llegando hasta la costa del Golfo de Méxi­

co. También se encontraron regeneraciones en zonas más alejadas como Zaachila, en

Oaxaca, México (Figura I.1).

Figura I.1:Distribución geográfica originaria de Carya illinoinensis

Fuente: Little, E. L. (1971)

Semillas y hojas de pecán fueron encontradas junto con herramientas de uso humano

dentro de Baker’s Cave en el rio del Diablo en ValVerde, Texas y se determinó que su an­

tigüedad se remontaba a 6100 años. Debido a su disponibilidad, muchas tribus indigenas

1Nomenclatura según United States Department of Agriculture (USDA).National Resources Conservation
Service.



de EE.UUy México lo utilizaban como una de sus principales fuentes de alimento durante

el otoño. De hecho su nombre, de origen indio, significa “la nuez que requiere una piedra

para romperse”. Lasprimeras ponderaciones sobre el potencial económico del pecán fue­

ron realizadas hacia finales del siglo XVlllpor colonos franceses y españoles instalados a

lo largo de la costa del Golfo de México. Los primeros cultivos comerciales en EE.UUfue­

ron implantados en Long lsland en 1772y en esos años también fue adoptada como la

especie predominante de los jardines de las fincas de la época, como las de los presiden­

tes George Washington y Thomas Jefferson. En 1802 se realizaron las primeras exporta­

ciones de nueces hacia Europa y en Londres se lo comenzó a considerar como “un árbol

que merece ser tenido en cuenta como cultivo". En 1846, un esclavo africano que se des­

empeñaba como jardinero en Louisiana, logró, mediante un injerto, la multiplicación de

una planta de pecán seleccionada. Esta variedad fue llamada “Centennial” y de ella se rea­

lizó una plantación de 126ejemplares que se convirtió en el primer cultivo con plantas de

variedades injertadas. A partir de 1880 comenzaron a desarrollarse viveros que producían

plantas injertadas tanto en Louisianacomo en Texas (Madero, 2007).

Además, el pecán es un árbol multipropósito: las semillas de su fruto, conocidas como

“nueces”, tienen un exquisito sabor y un alto valor nutritivo; su aceite, usado en la fabri­

cación de drogas y cosméticos, también es comestible. Elárbol tiene aptitud ornamental

y su madera, además, es utilizada en ebanistería, parquets, cabos de herramientas y para

la fabricación de madera terciada (Madero, 2007).



l.2. DESCRIPCION BOTANlCA

Elpecán, que pertenece a Ia familia Juglandáceas, es una planta diclino monoica de gran

porte. Sus flores masculinas están dispuestas en amentos, mientras que las femeninas se

reúnen en un corto número sobre las ramitas nuevas. Su fruto (Foto I.1),una drupa de 3 a

5 cm de largo, está formado por un embrión o semilla (parte comestible), un endocarpio

liso y delgado (cáscara de la nuez) y un epicarpio y mesocarpio carnosos los cuales se

abren a la madurez en cuatro valvas longitudinales (ruezno).

Foto I.1.Fruto de pecán

Sus hojas alternas, imparipinadas están compuestas por 11 a 17 folíolos asimétricos,

oblongo-lanceolados, falcados y aserrados (Parodi, 1972).Lafigura l.2 muestra una rama,

la inflorescencia y la flor masculina y el fruto del pecán.



Figura L2:a. Rama e ínflorescencia masculina, b: flor masculina, c y d: fruto, e: corte del fruto
Fuente: Parodi, L.(1972)

L3. VALOR NUTRICIONAL

Lanuez de pecán está incluida dentro del grupo de alimentos de alto valor proteico junto

con la carne, el pescado, los huevos y las legumbres. Tiene altos contenidos de gama to­

coferol (una de las formas químicas de la vitamina E), taninos condensados y pro­

antocianidinas. Contiene más de 19vitaminas y minerales, incluyendo vitamina A, vitamina

E,ácido fólico, calcio, fósforo, magnesio, potasio, vitamina By zinc. Además, posee casi el

50%de ácidos grasos monoinsaturados, entre los que se destaca el ácido oleico (omega­

9). Por otra parte, una porción de aproximadamente 3o gramos de pecán provee el 10%

de la fibra recomendada en la dieta diaria de un individuo adulto (National Pecan Shellers

Association, 2009).



Lastablas l.1y I.2muestran el valor nutricional de las nueces de pecán.

Tabla I.1:Valor nutricional de la nuez de pecán (cada 100 g)

Calorías 667

Agua 4,82 g Vitamina 86 —Piridoxina 0,188 ng
Proteínas 7,75 g Folacina 32,9 mícrog
Hidratos de Carbono 18,2g Acido Pantoténico 1,70mg
Fibra 1,6 g Vitamina C 2,00 ng
Lípidos totales 67,7 g Vitamina E 3,15mg
Lípidos saturados 5,42 g Calcio 0,036 g
Lípidos Monoinsaturados 42,2 g Cobre 1,19ng
Lípidos Políinsaturados 16,8 g Hierro 2,13ng
Colesterol o mg Magnesio 0,128 g
Vitamina A 12,8 RE Fósforo 0,291 g
Tiamina 0,848 ng Potasio 0,392 g
Riboflavina 0,128 ng Selenío 5,09 microg
Niacina 0,887 ng Sodio 0,926 mg

Zinc 5,47 mg

Fuente: Santerre, Ch. R.(1994).

Tabla L2:Amino ácidos esenciales de la nuez de pecán (en 100g)

Isoleucina 0,322 g

Leucina 0,520 g

Lisina 0,292 g

Metionina 0,186 g

Fenilalanina 0,409 g

Treonina 0,253 g

Triptofano 0,199 g

Valina 0,386 g

Fuente: Santerre, Ch. R.(1994).

L4. CULTIVO Y COMERCIALIZACION

El pecán se desarrolla en climas húmedos. Tolera un mínimo de precipitación anual de

aproximadamente 750 mm, mientras que el máximo se ubica en el orden de 2000 mm,



debiendo producirse durante la estación de crecimiento por lo menos 500 mm de precipi­

tación. La temperatura media del verano puede alcanzar hasta 27 °C,con valores extre­

mos entre 41y 46 °Cy la del invierno varia entre "1 y 1o°C,con extremos entre -18 y -29 °C

(Peterson, 1990). Requiere suelos ricos, de texturas medias y pH aproximado de 5,6 a 6.

Es un árbol que puede alcanzar una altura de entre 20 y 30m y el diámetro de su copa

puede llegar a medir entre 1o y 15 m. Esta magnitud determina que su cultivo se realice

con una separación entre plantas de 1o a 15metros (p. ej. grillas de 1o x10 o 15x 15m). Las

plantaciones se hacen con ejemplares injertados que garantizan una mayor producción y

una mejor calidad que la obtenida de los árboles silvestres.

EnArgentina, el pecán puede ser plantado desde junio hasta mediados de agosto y es de

gran importancia la procedencia de las plantas, la identificación varietal y el estado sanita­

rio de las mismas.

Las flores femeninas y las masculinas de un mismo cultivar no maduran al mismo tiempo

(dicogamia), lo que dificulta la polinización. Por esto, es muy importante conocer los per­

iodos de liberación del polen y de receptividad de los estigmas de cada cultivar, para po­

der ubicar en el campo los cultivares más adecuados que permitan una polinización cru­

zada.

En este sentido, el instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)ha establecido

los períodos de floración de once cultivares con información recopilada en la Estación

Experimental Agropecuaria INTADelta del Paraná.
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Fuente: INTA-PROPECAN(2009)

En la figura L3 puede observarse, por ejemplo, que el cultivar Desirable es “protandro”,

es decir que libera el polen en forma temprana, mientras que el cultivar Success es “pro­

togino”, o sea que primero maduran las flores femeninas (estigma receptivo) y luego es

liberado el polen en forma tardía. La utilización de distintas variedades es necesaria para

lograr una polinización adecuada. Un factor muy importante en la planificación de la plan­

tación y la ubicación de los cultivares es el de los vientos predominantes en la época de la

floración.

El riego es imprescindible para garantizar la supervivencia inicial de los árboles y es la

herramienta que garantiza la obtención de cosechas consecutivas y abundantes. Elmismo

deberá ser proyectado para satisfacer las necesidades de las plantas a lo largo de toda su

vida productiva. En los primeros años la planta debe ser cuidada de los ataques de hormi­

gas, insectos voladores y liebres. Esnecesario realizar una poda de formación para lograr

un eje vertical dominante y copas equilibradas que en el futuro resistan el peso de los fru­

tos y soporten el viento. En cuanto a la producción de nueces, la alternancia es muy ca­

9



racterística de esta especie, dando una muy alta producción un año y una baja producción

al año siguiente. Laobtención de frutos demanda entre 5 y 6 años, con rendimientos de

4o a 80 kg por ha, considerando una distancia de plantación de 15x 15,lo que implica una

densidad de 45 plantas por hectárea y una producción de 0,9 a 2 kg/planta. Luego de 1o

años se puede esperar una producción del orden de 400 a 500 kg/ha, con un rendimiento

por planta de 10 a 11kg, mientras que a los 15 años se estima una producción de 900 a

1.000 kg/ha, con un rendimiento por planta de 20 a 24 kg. A partir del año 15deberá anali­

zarse la necesidad de efectuar podas de aclareo a fin de mantener los niveles de rendi­

miento. La producción seguirá aumentando de año en año llegando a los 1.800 a 2.000

kg/ha a los 20 a 25 años, con un rendimiento por planta de 4o a 50 kg (Madero & Frusso,

2002)

Laaplicación de buenas prácticas sanitarias a través de la producción, la manipulación y el

procesamiento es esencial para mantener una buena calidad microbiológica de las nue­

ces. Las precauciones incluyen recoger las nueces del suelo apenas caen del árbol, secar­

las lo más rápidamente posible hasta un valor de humedad del 4,3%y realizar un almace­

namiento a un valor de humedad relativa del 65%o menos en refrigeración o congelación

(Beuchat, 1994).

l.5. SITUACION ACTUAL DE LA PRODUCCION DE PECANES EN EL MUNDO

En la actualidad, EE.UUes el mayor productor de pecanes del mundo (80%de la produc­

ción total), siendo los mayores productores los estados de Georgia, Texas y Nuevo Méxi­

co. Otros paises productores son Australia, Brasil, lsrael, Perú y Sudáfrica (Madero, 2007).



Además, EE.UUes un importante importador de pecanes (35.642 toneladas en 2007),

especialmente desde Méxicoy, también, un importante exportador (37.053toneladas en

2007) hacia México (nueces con cáscara que luego de peladas son reimportadas a EEUU),

China, Canadá y la Unión Europea. Estos dos últimos son los mayores compradores de

nueces peladas.

LaTabla I.3muestra la producción, importación, exportación y consumo per cápita de la

nuez de pecán en EE.UUdesde 198o hasta el año 2007.

Tabla L3:Producción, importación, exportación y consumo de nueces de pecan en EE.UU(en miles de li­
bras)

- STOCK CONSUMO STOCK
ANO INICIAL PRODUCCION IMPORTACION TOTAL INTERNO EXPORTACION FINAL

1980/81 47.245 85.144 952 133.341 97.824 4.665 30.852
1981/82 30.852 149.882 849 181.583 103.983 4.194 73406
1982/83 73.406 102.742 1.625 177.773 113.186 7.298 57.289
1983/84 57.289 122.580 5.789 185.658 112.567 3.376 69.715
1984/85 69.715 108.531 1.934 180.180 127.090 2.720 50.370

1985/86 50.370 110.958 14.298 175.626 113.410 2.264 59.952

1986/87 59.952 125.442 10.918 196.312 130.134 2.755 63.423
1987/88 63.423 121.136 12.966 197.525 131.071 3.935 62.520
1988/89 62.520 135.030 2.718 200.267 123.598 5.885 70.785
1989/90 70.785 101.989 15.855 182.764 114.996 11.215 58.260

1990/91 58.260 97.530 26.235 186.284 122.599 17.740 45.892
1991/92 45.892 118.933 20.480 183.550 116.750 17.082 49.585
1992/93 49-585 74-147 31-099 154-043 39-347 15.045 48.160
1993/94 48.160 156.896 21.728 228.971 137.075 17.213 76.731
1994/95 76-731 36-233 34-221 195-576 127.082 13-739 55-035

1995/96 55.035 122.191 32.604 204.938 101.672 18.311 85.907
1996/97 85.907 93.894 27-064 207-925 128-633 19.838 59-723
1997/98 59.723 148.141 35.621 244.261 125.426 22.011 98.027
1998/99 98.027 65.501 40.383 205.183 134.941 17.605 50.283
1999/00 50.283 160.396 28.963 239.119 110.001 20.335 110.265
2000/01 110.265 92.647 32.990 239.809 133.160 20.045 86.084
2001/02 86.084 145.580 35.456 263.701 136.637 24.972 104.772
2002/03 104.772 78.444 41.672 223.534 123.608 30.523 68.385
2003/04 68.385 116.968 62.719 245.608 121.843 34.169 92.400
2004/05 41.177 82.552 81.017 204.746 116.834 30.565 57.346
2005/06 57.346 122.622 75.270 255.238 148.265 37.745 69.228
2006/07 69.228 90.949 85.888 246.066 148.708 37.447 59.911

Fuente: USDA(2009)

En la Figura l.4 se puede observar una de las características principales de la producción

norteamericana de pecanes, que es su alternancia marcada año a año. La producción de



plantas nativas incide en este hecho, ya que una cuarta parte de la producción general

proviene de ese origen. Esta alternancia se refleja también en el Producto Bruto anual,

aunque las caídas de producción no se reflejan proporcionalmente en la baja de valor ya

que Ia ley de oferta y demanda eleva los precios a menor oferta de producto (USDA,

2009)

dellbras)
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Figura L4:Alternancia en la producción de pecanes
Fuente: USDA(2009)

1.6. DESARROLLO DEL CULTIVO DE PECAN EN LA ARGENTINA

Elpecán fue introducido en la Argentina en el siglo XlXpor Domingo F. Sarmiento. En el

Delta del Río Paraná, en la Provincia de Buenos Aires, las plantaciones más antiguas fue­

ron implantadas por un grupo de ingleses en 1918,en el lugar donde se había instalado la

empresa Tigre Packing. En la década de 1950, el Ministerio de Hacienda, Economía y Pre­

visión de la Provincia de Buenos Aires, envió semillas obtenidas del vivero del bosque de

La Plata y de la empresa Tigre Packing a varios sitios, entre los que se encontraban el vi­



vero forestal de Junín, el de Sierra de la Ventana y el vivero forestal situado en el canal

Laurentino Comas del Delta Bonaerense, donde luego se crearía la Estación Experimental

Agropecuaria (EEA)Delta del Paraná del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

(INTA).En esos años, esa Estación Experimental realizó una intensa campaña de distri­

bución de semillas entre los isleños y, actualmente, esas plantas se encuentran disemi­

nadas por el Delta Inferior desde el Tigre hasta el arroyo Ñancay sobre el río Uruguay

(Madero & Frusso, 2002).

En 1999, mediante el aporte del INTAy el Fondo Tecnológico Argentino - FONTAR,se

inició la ejecución del Proyecto PROPECANcon la finalidad de promover el desarrollo de

plantaciones de pecán en la Argentina. Este proyecto tiende al desarrollo de un completo

paquete tecnológico para el manejo del cultivo, que abarca desde los aspectos producti­

vos hasta el estudio de la cadena de comercialización y mercados, tanto internos como

externos. En el INTA,el Instituto de Recursos Biológicos está desarrollando la identifica­

ción de cultivares a través de marcadores moleculares, los Institutos de Suelos y de Clima

y Agua realizan la demarcación de zonas aptas para el cultivo y el Instituto de Tecnología

de Alimentos investiga sobre la conservación durante el periodo de post cosecha de la

nuez. La etapa experimental de la presente tesis, enfocada sobre la calidad higiénico­

sanitaria de las nueces, con particular énfasis en la contaminación fúngica, se realizó en el

Instituto de Microbiologia y Zoología Agricola. Además, la EEADelta del Paraná cuenta

con un vivero de 4 ha que ofrece a los productores plantas de variedades de alto rendi­

miento, calidad y sanidad para distintas zonas del pais. Actualmente dispone de 14cultiva­

res, de los cuales INTADelta I e INTADelta IIfueron seleccionados en esa estación.



PROPECANy la Cátedra de Climatología y Fenologia Agrícola de la Facultad de Agronomía

de la Universidad de Buenos Aires han realizado la zonificación termo hídrica del territorio

argentino, señalando las zonas más aptas para este cultivo que se muestran en la Figura

l.5.

Figura l.5: Zonas aptas para el cultivo de pecán en Argentina
Referencias: Aa: óptima secano; Ab: óptima riego complementario; Ac: óptima riego obligatorio; Ba: apta
secano; Bb: apta riego complementario; Bc:apta riego obligatorio; Ca: marginal secano; Cb: marginal riego
complementario; marginal riego obligatorio
Fuente: INTA-PROPECAN.

Elmapa anterior muestra que el clima argentino ofrece una amplia gama de condiciones

aptas para el cultivo del pecán, que abarca una importante superficie en el norte y centro

del país.

Un buen aprovechamiento de estas disponibilidades agroclimáticas posibilitaría la emer­

gencia de Argentina como uno de los principales productores de esta especie, especial­



mente a través de Ia posibilidad de producir en contraestación con respecto a los países

del Hemisferio Norte.

EIINTAestima que en Argentina hay actualmente plantadas unas 6.500 ha de pecanes

(Enrique Frusso, comunicación personal) y que su cultivo tiene un amplio horizonte de

desarrollo en nuestro pais, observándose un incremento anual de entre 150 a 300 ha

(iNTA-PROPECAN,2009).

Las principales zonas de plantación se encuentran en las provincias de Buenos Aires, Co­

rrientes, Córdoba, Entre Ríos y Santa Fe. Laparticipación por provincias o regiones apare­

ce en la Tabla I.4.

Tabla I.4: Participación de las provincias argentinas en la plantación de pecanes

PROWNOA AREA PLANTADA
(74)

Buenos Aires - continente 4o

Buenos Aires - Delta del Paraná 19

Entre Rios 23

Corrientes, Córdoba y Santa Fe 12

Chaco, Salta, Santiago del Estero y Formosa 3

Otros 3

Fuente: lNTA-PROPECAN(2009)

Con Ia incorporación de nuevos cultivares, se estima que la próxima área de fuerte ex­

pansión de producción del pecán será el Noroeste Argentino.

También se han incorporado nuevos cultivares de ciclo corto, que amplían el área de cul­

tivo hacia la región sur del país: norte de Río Negro y Neuquén y sur de Buenos Aires y La

Pampa.



Con el aumento de la producción a través de cultivares comerciales reconocidos, se han

comenzado a desarrollar nuevos proyectos de mayor magnitud, asi como proyectos de

plantas industrializadoras con fuertes inversiones de origen local y externo (INTA­

PROPECAN,2009).

l.7. PERSPECTIVAS DE COMERCIALIZACION

En la Argentina, el rendimiento del pecán se encuentra entre los 1.000 y 1.500 kg/ha en

cultivos bajo riego y el precio al productor es de 3 USS/kgde nueces con cáscara y de 12

USS/kgde nueces peladas.

En la actualidad, el total producido se comercializa en el mercado interno y hay posibili­

dades de exportar a China, Europa y EE.UU(Enrique Frusso, comunicación personal).

Se estima que la producción futura de nuestro país deberá encaminarse hacia mercados

externos como los EE.UUy México que, como se comentó anteriormente, necesitan con­

tar con nueces frescas en contraestación.

Otros países con demanda creciente de nueces de pecán son Alemania, lnglaterra, España

y paises latinoamericanos como Brasil,Chile,Uruguay, Perú, Colombia y Venezuela.

También habría que tener en cuenta a paises como Japón, China, Turquia, Egipto e India

que son buenos consumidores de frutos secos.

Para lograr este fin, se deben desarrollar buenas plantaciones que permitan no sólo bue­

nos rendimientos, sino una muy buena calidad de producto.



Actualmente, en el mercado local se encuentran calidades de producto muy diferentes,

por lo que se hace imprescindible el desarrollo de estándares de comercialización y de

sistemas de trazabilidad que permitan homogeneizar la calidad del producto e identificar

su origen.

I.8. ANTECEDENTES SOBRE ELANALISIS MICROBIOLOGICO DE NUECES DE PECAN

AI igual que otros tipos de nueces, los pecanes están sujetos a la contaminación micro­

biana en las etapas precosecha y poscosecha y durante su procesado. Los hongos han

sido señalados como los principales agentes de deterioro en algunos productos, tales

como almendras, pistachos y nueces (Bayman et al., 2002), castañas de cajú (Freire et aL,

1999) y castañas (Overy et al., 2003). En diversos estudios realizados se identificaron hon­

gos potencialmente toxicogénicos como integrantes de la micota de estos productos; la

presencia de estos hongos implica un riesgo de exposición a diversas micotoxinas (Som­

mer et aL, 1976; Pitt et al., 1993; Chun et aL, 2007). Sin embargo, existen pocos anteceden­

tes en la bibliografiasobre datos provenientes de estudios exhaustivos para determinar la

micota presente en nueces de pecán procedentes de distintas localidades y sujetas a va­

riadas condiciones de procesamiento, empaque y sistemas de distribución. Según Beu­

chat (1994), el trabajo más completo sobre la contaminación fúngica de pecanes ha sido

realizado en la Universidad de Georgia, donde se cuantificaron e identificaron los hongos

que aparecen desde poco después de la fertilización hasta la maduración del fruto

(Huang & Hanlin, 1975). Estos estudios demostraron que los frutos recién formados son

invadidos por una variedad de hongos en cuanto comienzan su desarrollo en el árbol.

Según se pudo determinar, los hongos presentes en la semilla son muy similares a los que
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se hallaban en la “cáscara” (endocarpio), sugiriendo que la infección tiene lugar mientras

la nuez se encuentra dentro del fruto entero.

Losgéneros que Beuchat (1994) cita como presentes en pecán aparecen en la tabla l.5

Tabla I.5:Géneros de hongos aislados en pecan

Absídía Emericella Pestalotia
Alternaria Epicoccum Petriella
Arthrinium Eurotium Phoma
Ascochyta Fusarium Plespora
Aspergillus Genlculisporíum Rhinocladiella
Aureobasidium Humicola Rhizopus
Botryodiplodia ltersonilía Scopulariopsis
Cephaiosporium Libertella Sordaria
Chaetomium Microascus Syncephalastrum
Cladosporium Mucor Talaromyces
Coniothyrium Nigrospora Torula
Curvularia Nodulisporium Trichothecium
Diaporthe Penicillium Wallemia
Didymella Periconia Xylaria
Diplodia

Fuente: Beuchat (1994)

Hanlin y Blanchard (1974) informaron que los géneros Alternaria, Aspergillus,

Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Pestalotia y Phoma estaban

presentes en todas las piezas del fruto de pecán y que aparecían en la mayoría de los ais­

lamientos.

Huang y Hanlin(1975)llevaron adelante un estudio para determinar los hongos asociados

con pecanes recién cosechados y pecanes obtenidos en el mercado. ldentifícaron 44

géneros y 119especies. En los pecanes recién cosechados las especies de Penicilliumfue­

ron las más comunes, seguidas por especies de Aspergillus, Pestalotia, Rhizopus y

Fusarium. En las muestras provenientes del mercado se identificó a Aspergillus como el

género dominante, siendo Penicilliumel segundo en predominancia. Estos autores divi­

dieron a las especies de Penicilliumy Aspergillus (teleomorfo: Eurotium) en cuatro cate­

gorías:



1.Penicillium de campo: P. cyclopium, serie de P. decumbens, P. steckii y P. urticae.

2. Penicilliumde almacenamiento: P. citrinum, P. expansum, P. lanosum y P. roquefortii.

3. Aspergillus de almacenamiento: A. flavus, A. niger y A. parasiticus.

4. Eurotium de almacenamiento: E.repens y E.rubrum.

Consideraron, además, que la presencia de A. flavus y A. parasiticus en las nueces almace­

nadas era de importancia para la salud pública debido a la posibilidad de contaminación

con aflatoxinas. Asimismo, en relación con la presencia de hongos toxicogénicos, Wells y

Payne (1976) examinaron Ia micoflora en pecanes dañados por gorgojos y encontraron

que 3 de 23 aislamientos de Aspergillus resultaron tóxicos para pollitos de un día de vida.

Por otra parte, ocho extractos tóxicos de especies de Penicilliumpresentaron actividad

tremorgénica. Estos hongos toxicogénicos no fueron aislados de Ia superficie de la nuez,

sino del tejido con coloración anormal presente en las adyacencias del daño producido

por el insecto.

Koehler et al. (1975) obtuvieron 148 aislamientos de A. flavus y A. parasiticus de 5608 pe­

canes provenientes de muestras comerciales. Elporcentaje de contaminación interna os­

ciló entre 1,7%y 7,3%según la localización del mercado. EI57%de los aislamientos fue ca­

paz de producir aflatoxinas.

Lasaflatoxinas son extremadamente resistentes al calor y continúan activas a las tempe­

raturas normales de cocción. Su resistencia a la inactivación fue demostrada por Escher et

al. (1973)en aceite a 191°Cusado para tostar pecanes que contenían aflatoxinas.



L9. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Elcrecimiento comercial de este cultivo, como parte de la agricultura argentina, sugiere

sumar aportes que potencien su desarrollo en nuestro país. En este sentido, el estudio

cualitativo y cuantitativo de los microorganismos presentes en las semillas contribuiría al

establecimiento de niveles de tolerancia (cantidad y tipo de microorganismos admitidos

en el producto para su comercialización y consumo). Por otra parte, dicho estudio podría

tener impacto en el área dela salud pública.

Deacuerdo a todo Ioexpuesto, los objetivos del presente trabaio fueron:

\ Establecer cuáles son las especies fúngicas más frecuentemente involucradas en el

deterioro de nueces de pecán de producción argentina.

z Evaluar cuantitativamente el nivel de contaminación fúngica en muestras de dife­

rente procedencia.

x Aportar datos que contribuyan a la evaluación del riesgo de contaminación con

micotoxinas de los pecanes del pais.



ll. MATERIALES YMETODOS

ll.1. ANALISIS DE NUECES DE PECAN VISIBLEMENTE ALTERADAS

Elestudio de las nueces de pecán (semillas) visiblemente alteradas involucró actividades

de muestreo, acondicionamiento de la muestra y análisis cualitativos y cuantitativos. Un

esquema general de la metodología empleada se presenta enla figura ll.1.

ll.1.1.Muestras

Se analizaron dos muestras de nueces de pecán deterioradas cosechadas en la EEA-INTA

Delta del Paraná correspondientes a los años 2004 y 2005.

ll.1.2.Obtención aséptíca de las semillas

Cada muestra, de 200 nueces, se esparcíó sobre la mesada del laboratorio y se realizó un

cuarteo. Se obtuvo una muestra final de 50 nueces dela cosecha 2004 y otra de 25 nueces

correspondiente a 2.005.Las nueces se lavaron con agua y detergente, se sumergieron

durante cinco minutos en etanol 70 %y se abrieron en condiciones asépticas utilizando

cascanueces, pinzas y bisturíes flameados con alcohol 96 %.Se tomó cada nuez con una

pinza, se flameó y se abrió con un cascanueces. La cáscara (endocarpio) se separó utili­

zando un bisturí a fin de obtener las semillas destinadas a los análisis cualitativo y cuanti­

tativo.
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x Cuarteo y selección al azar
/ Lavadode las nueces con agua y detergente
x Desinfección superficial con etanol 70%durante 10 minutos
z Flameado y apertura aséptica de las nueces

l
NUECES PELADAS ASEPTICAMENTE

ANALISIS CUALITATIVO ANALISIS CUANTITATIVO

Siembra e incubación en cámara húmeda x Preparación de la suspensión
Identificación genérica y obtención de cultivos x Siembra
puros x Incubación y recuento
Identificación de especies

Figura “.1:Metodologia de análisis de pecanes visiblemente alterados



".1.3. Análisis cualitativo

ll.1.3.1.Siembra e incubación

Para aislar e identificar las especies fúngicas presentes en las muestras deterioradas se

utilizó la metodología de incubación en cámara húmeda.

A modo de cámaras se utilizaron cajas de Petri de vidrio de 1o cm de diámetro. En cada

una de ellas se colocó un papel de filtro (Whatman® N° 1). Las cajas se esterilizaron en

autoclave a 121°Cdurante 20 minutos. Elpapel de filtro se humedeció con 0,5 ml de agua

destilada estéril y en cada caja se colocó asépticamente una semilla. Las cámaras húme­

das se incubaron a 25°C,en oscuridad, durante 10 días. Afin de mantener las condiciones

adecuadas de cultivo, las cámaras se rehumedecieron diariamente con agua destilada

estéril.

ll.1.3.2.Identificación genérica y obtención de cultivos puros

Las estructuras vegetativas y reproductivas desarrolladas se observaron utilizando un

microscopio estereoscópico Wild M5A.Con el objeto de realizar la identificación prelimi­

nar de los géneros fúngicos involucrados, las estructuras reproductivas halladas se mon­

taron entre portaobietos y cubreobietos con una gota de azul de anilina al 0,1%en ácido

láctico 85%.Los preparados se observaron con un microscopio Zeiss Axiostar Plus. Para la

identificación a nivel de género se utilizó Samson et al., 2000.

De acuerdo con la identificación genérica preliminar, se realizaron siembras en diferentes

medios agarizados con el propósito de obtener cultivos puros. A fin de estimular la espo­

rulación de los aislamientos se utilizaron los siguientes medios de cultivo: Agar Agua con

Hojas de Pino (AAP), Agar Creatinina Sacarosa (CREA),Agar Czapek (CZ), Agar Czapek
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Extracto de Levadura (CYA),Agar Czapek Sacarosa 20%(C220), Agar Extracto de Levadura

Sacarosa (YES),Agar Extracto de Malta (MEA),Agar Extracto de Malta con Sacarosa 20%

(M20), Agar Harina de Maiz con Hojas de Banano (BLA),Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar

Papa Zanahoria (PCA)y Agar Pobre en Nutrientes Sintéticos (SNA),según Ia metodología

descripta en el Apéndice 2. Para tomar material fúngico y lograr los cultivos puros corres­

pondientes, se trabajó bajo el microscopio estereoscópico con agujas de vidrio.

Los cultivos se incubaron durante 7 días a 25°C bajo ciclos de 12 horas de oscuridad/12

horas de luz ultravioleta, 345-400 nm (Leach, 1971).

II.1.3.3.Identificación de especies

Una vez puros, los aislamientos se sembraron en placas de diferentes medios de cultivo

para la determinación de las especies. Se utilizaron cajas de Petri de plástico de 9 cm de

diámetro. Como líquido de montaje general se utilizó azul de anilina al 0,1%en ácido lácti­

co 85%(Samson et al., 2000). Para Ia observación detallada de células conidiógenas pro­

ducidas en picnidios se utilizó como líquido de montaje eritrosina al 3 %en solución acuo­

sa de hidróxido de amonio al 1o %(Sutton, 1980). Las estructuras fúngicas frágiles se mon­

taron utilizando la técnica de la cinta adhesiva transparente (Samson et al., 2000). Los

preparados se observaron con un microscopio ZeissAxiostar Plus.

Enel Apéndice 1se presentan los esquemas de siembra utilizados para la identificación de

las especies pertenecientes a los géneros hallados.



ll.1.4.Análisis cuantitativo

ll.1.4.1.Preparación dela suspensión

Las semillas de cada muestra se molieron en un molinillo (De Longhi, KG3o) durante 3o

segundos. La superficie del vaso de molienda y las cuchillas se desinfectaron utilizando

sendos algodones embebidos en hipoclorito de sodio 1o %y etanol 7o %.Diez gramos de

material molido se suspendieron en 90 ml de agua peptona 0,1%.El material se dejó

humectar durante una hora.

Il.1.4.2.Siembra

Se realizaron recuentos combinados en superficie utilizando Agar Diclorán Glicerol 18 %

(D618) en cajas de Petri de plástico de 9 cm de diámetro. La suspensión se agitó manual­

mente hasta homogeneizar y se tomó 1ml con una pipeta de vidrio estéril de punta rota.

Dichovolumen se repartió en 5 placas, colocando 0,2 ml de suspensión sobre la superficie

de cada una de ellas y se distribuyó con espátula de Drigalskypreviamente flameada con

etanol 96 %.

ll.1.4.3.lncubación y recuento

Las cajas se incubaron a 25 °C,bajo ciclos de 12horas de oscuridad/12 horas de luz ultravio­

leta (345-400 nm). Se realizaron dos lecturas del número de colonias desarrolladas: a los

tres días de incubación en primer término y a los siete dias de incubación en segundo lu­

gar. Se calculó el número de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra

(ufc/g).
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II.2. ANALISIS DE PECANES EN BUEN ESTADO DE CONSERVACION

Elestudio de nueces en buen estado de conservación involucró actividades de muestreo,

acondicionamiento de la muestra, análisis cualitativos y cuantitativos (Figura ll.2).

/ Cuarteo y selección al azar
z Lavadocon agua y detergente
x Desinfección superficial con etanol 70%durante 1ominutos
x Flameado y apertura aséptica del material

l
NUECES PELADAS ASEPTICAMENTE

ANALISIS CUALITATIVO ANALISIS CUANTITATIVO

/ Selección y siembra de material con síntomas de x Preparación dela suspensión
alteración / Siembra

z Siembra e incubación en DG18 / lncubación y recuento
x Identificación genérica y obtención de cultivos

puros
/ Identificación de especies

Figura Il.2:Metodologia de análisis de pecanes en buen estado de conservación
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II.2.1.Muestras

Se analizaron catorce muestras de nueces de pecán frescas (1kg cada una), aportadas por

la EEAINTADelta del Paraná. Las nueces fueron cosechadas en 2005 y 2006 en las Islas

del Delta del Paraná (área de influencia de la Estación) y en las localidades de San Pedro,

Mercedes y La Plata (Provincia de Buenos Aires) y en Paso de los Libres (Provincia de Co­

rrientes). Las nueces procedían de árboles silvestres y de árboles de algunas de las princi­

pales variedades cultivadas en el pais. En la tabla II.1se presentan las características de las

muestras analizadas.

Tabla II.1:Muestras de pecan analizadas según año de cosecha, procedencia y variedad o tipo silvestre.

DECÉSÉÉCHA PROCEDENCIA

Variedad Stuart Islas del Delta del Paraná —Provincia de Buenos Aires

Nueces silvestres San Pedro —Província de Buenos Aires

2005 Nueces silvestres Paso de los Libres - Provincia de Corrientes

Nueces silvestres Mercedes —Província de Buenos Aires

Variedad Stuart Islas del Delta del Paraná - Província de Buenos Aires

Variedad Mahan Islas del Delta del Paraná —Provincia de Buenos Aires

Variedad INTADelta II Islas del Delta del Paraná - Provincia de Buenos Aires

Variedad Starking Islas del Delta del Paraná - Província de Buenos Aires

Variedad Desírable Islas del Delta del Paraná —Província de Buenos Aires

2006 Variedad Kemodle Islas del Delta del Paraná —Provincia de Buenos Aires

Variedad Success Islas del Delta del Paraná —Província de Buenos Aires

Variedad Harri Super Islas del Delta del Paraná —Provincia de Buenos Aires

Variedad Shoshoni Islas del Delta del Paraná —Província de Buenos Aires

Variedad Starking La Plata —Provincia de Buenos Aires

II.2.2.Obtención aséptica de las semillas

De cada bolsa con 1 kg de nueces se obtuvieron por cuarteo submuestras de 50 nueces.

Las nueces se lavaron con agua y detergente, se sumergieron durante cinco minutos en

etanol 70%y se abrieron en condiciones asépticas utilizando cascanueces, pinzas y bistu­
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ríes flameados con alcohol 96%.Se tomó cada nuez con una pinza, se flameó y se abrió

con un cascanueces. Lacáscara (endocarpío) se separó utilizando un bisturí.

".2.3. Análisis cualitativo

En aquellos casos en que se observó que las nueces presentaban manchas, cambios de

color o tejido rugoso se tomó una pequeña fracción del material alterado para su análisis

cualitativo, destinándose el resto de la muestra a la molienda para el análisis cuantitativo.

¡1.2.3.1.Selección y siembra de material con sintomas de alteración

Se tomaron asépticamente, con un bisturí, pequeños fragmentos de los bordes de lesio­

nes de distintas nueces y se sembraron asépticamente en placas de DG18.

II.2.3.2.lncubación

Las placas se incubaron a 25°C,bajo ciclos de 12horas de oscuridad/12 horas de luz ultra­

violeta (345-400 nm).

ll.2.3.3.Identificación genérica y obtención de cultivos puros

Se realizó según lo descripto en el punto II.1.3.2

ll.2.3.4. Identificación de especies

La identificación de las especies se realizó según la metodología descripta en ll.1.3.3.y los

esquemas de siembras descriptos en el Apéndice 1.

ll.2.4.Análisis cuantitativo

Se realizó de acuerdo a lo descripto en el punto lI.1.4.
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".3. ANALISIS DE NUECES ADQUIRIDAS EN EL MERCADO

il.3.1.Muestras

Se analizaron muestras adquiridas en comercios de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires.

Dos muestras de 100g de nueces peladas (Muestras 1 y 2), una muestra de 25o g de nue­

ces con cáscara (Muestra 3) y una muestra de 500 g de nueces peladas y envasadas al

vacío (Muestra 4).

ll.3.2. Obtención aséptica de ias semillas

Los envases de material plástico (Muestras 1,2 y 4) se abrieron en condiciones asépticas y

su contenido total se transfirió a sendas cajas de Petri de vidrio, de 15 cm de diámetro,

estériles, para facilitar Ia observación de lesiones y los análisis posteriores. Las nueces de

Ia Muestra 3 se lavaron con agua y detergente, se sumergieron durante cinco minutos en

etanol 70%y se abrieron en condiciones asépticas utilizando cascanueces, pinzas y bistu­

ríes flameados con alcohol 96%.Se tomó cada nuez con una pinza, se flameó y se abrió

con un cascanueces. La cáscara (endocarpio) se separó utilizando un bisturí. Las semillas

obtenidas se transfirieron a cajas de Petri de vidrio, de 15cm de diámetro, estériles, para

facilitar la observación de lesiones y los análisis posteriores.

ll.3.3. Análisis cualitativo

Se realizó según lo descripto en II.2.3.

ll.3.4.Análisis cuantitativo

Se realizó según lo descripto en Il.1.4.



Il.4. ANALISIS DE FLORES FEMENINAS

II.4.1.Muestras

Se analizaron flores femeninas de las variedades Success, Desirable, INTADelta I, INTA

Delta II, Kernodle, Mahan, Stuart, Harry Super y Shoshoni. Elmaterial fue provisto por la

EEAINTADeIta del Paraná en el mes de noviembre del año 2007. Las flores se conserva­

ron en freezer (4 —6 meses) hasta su análisis.

II.4.2.Tratamiento de las flores

Diezflores de cada muestra se retiraron del freezer y se mantuvieron a temperatura am­

biente durante 60 minutos.

Las flores se desinfectaron con etanol 70%durante dos minutos y, seguidamente, con

hipoclorito de sodio 10%durante tres minutos.

".4.3. Siembra e incubación

Lasflores se cortaron en mitades, Iongitudinalmente, bajo condiciones asépticas con un

bisturí. Los fragmentos correspondientes se sembraron en placas de DG18.Las placas se

¡ncubaron durante 15 días a 25° C, bajo ciclos de 12horas de oscuridad/12 horas de qu ul­

travioleta (345-400 nm).

II.4.4.Identificación genérica y obtención de cultivos puros

Se realizó según Ia metodología descripta en el punto II.1.3.2.

II.4.5.Identificación de especies

Se realizó según los esquemas de siembra descriptos en el punto II.1.3.3.

30



lll. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta sección se discutirán los resultados de los análisis cuali y cuantitativos relaciona­

dos con pecanes visiblemente alterados, pecanes en buen estado de conservación y flo­

res de pecanes.

Elanálisis de los pecanes alterados fue enfocado sobre el aislamiento y la caracterización

de las especies fúngicas capaces de establecer, en alguna medida, relaciones saprofiticas

con la nuez durante el almacenamiento. Se realizaron, además, recuentos fúngicos con el

objeto de establecer niveles de contaminación vinculados con situaciones de deterioro

manifiesto.

En el caso de las nueces frescas, en condiciones de ser comercializadas y consumidas, los

análisis cualitativos tendieron al conocimiento de las especies fúngicas presumiblemente

causantes manchas. Se obtuvo de este modo, información acerca de las especies fúngicas

que se vincularian con la nuez de pecán como patógenos. Asimismo, se realizaron recuen­

tos fúngicos con el objeto de reconocer los niveles de contaminación que podrían rela­

cionarse con las nueces aptas para su consumo y comercialización, incluyendo el análisis

de muestras del mercado.

Elanálisis de flores femeninas de pecán permitió determinar especies fúngicas presentes

en su interior y relacionar su ocurrencia con la calidad de las nueces.

Estos enfoques, en conjunto, permitieron esbozar el panorama de las especies fúngicas

que estarian involucradas con el deterioro de las nueces de pecán de producción nacional

en condiciones de campo y de almacenamiento.

Acontinuación se presentan y discuten los resultados obtenidos en cada uno de los ensa­

yos realizados.
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"1.1. ANALISIS DE PECANES VlSlBLEMENTE ALTERADOS

"LM. Análisiscualitativo

Las semillas analizadas presentaron alteraciones visibles a oio desnudo (Foto lll.1). En al­

gunos casos se observaron estructuras fúngicas (micelio y estructuras de esporulación),

en tanto que en otras semillasse observaron manchas oscuras y zonas necróticas.

Foto lll.1:Nueces de pecán visiblemente alteradas

De la muestra procedente del Delta del Paraná, y que habia sido cosechada en el año

2004, se obtuvieron 124aislamientos, mientras que de la muestra del mismo origen, cose­

chada en 2005, se obtuvieron 33 aislamientos.

Los resultados sobre la identificación de los aislamientos y las frecuencias de los mismos

se encuentran en las tablas lll.1, lll.2, lll.3 y lll.4. Lafrecuencia relativa expresada en por­

centaje se calculó como el número de aislamientos de cada género (tablas IIl.1y lll.3) o de

cada especie (tablas lll.2y lll.4) sobre el número total de aislamientos.
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Tabla lll.1:Frecuencia relativa de los géneros encontrados en la muestra de nueces alteradas Delta del Pa­
raná 2004 sobre un total de 124aislamientos.

No DE FRECUENCIA

GENERO NSI-AMI ENTOS RELATIVA

Penlcillíum
Eurotium

Alternaria

Fusarium

Beauveria
Acremoníum

Phoma

Tabla IIl.2:Frecuencia relativa de las especies, según género, encontradas en la muestra de nueces altera­
das Delta del Paraná 2004 sobre un total de 124aislamientos.

NUMERO FRECUENCIA
ESPECIE DE RELA'flVA

AISLAMIENTOS (Z)
Género Penicíllium

Penicillium cítrinum 11 8,9

Penicillium cf. variabile 7 5,6

Penicillium chrysogenum 7 5,6

Penicillium Iividum 4 3,2

Penicillium crustosum 2 1,6

Penicillium glabrum 2 1,6

Penicillium bilaiae 1 0,8

Penicillium discolor 1 0,8

Penicilllum minioluteum 1 0,8

Penícíllium olsonii 1 0,8

Penicillium paxíllí 1 0,8

Penícilliumpurpurogenum 1 0,8

Penícilliumpurpurogenum var rubri- 1 o 8
sclerotium ’

Género Eurotíum

Eurotium rubrum I 34 I 27,4

Eurotium herbariorum l 1 I 0,8
Género Aspergillus

Aspergillus restrictus 5 4,0

Aspergillus fumigatus 2 1,6

Aspergillus sydowii 2 1,6

Aspergillus alliaceus 1 0,8

Aspergillus carneus 1 0,8
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NUMERO FRECUENCIA
ESPECIE DE RELATIVA

AISLAMIENTOS (Z)

Aspergillus flavus 1 0,8

Aspergillus ochraceus 1 0,8

Aspergillus ustus 1 0,8

Aspergillus versicolor 1 0,8

Género Cladosporium

Cladosporium cladosporioides 8 6,5

Cladosporium herbarum 2 1,6

Cladosporium sphaerospermum 1 0,8
Género Alternaria

Alternaria alternata I 8 l 6,5
Género Epicoccum

Epicoccum nigrum I 3 i 2,4
Género Fusarium

Fusarium oxysporum 1 0,8

Fusarium sporotrichioides 1 0,8

Fusarium verticillioides 1 0,8

Género Microsphaeropsis

Microsphaeropsis olivacea I 3 I 2,4
Género Beauveria

Beauveria bassiana I 2 I 1,6
Género Acremonium

Acremonium strictum I 1 I 0,8

Género Engyodontium

Engyodontium album I 1 I 0,8
Género Phoma

Phoma glomerata I 1 I 0,8

Género Rhizopus

Rhízopus stolonifer I 1 I 0,8

Tabla lll.3:Frecuencia relativa de los géneros encontrados enla muestra de nueces alteradas Delta del Pa­
raná 2005 sobre un total de 33 aislamientos.

No FRECUENCIA

GENERO AISLAMlENTOS RELQÉIVA
Alternaria 9 27,3
Neofusicoccum 9 27,3
Cladosporium 3 9,1
Fusarium 3 9:1

Cytospora 2 6,1
Penicillíum 2 6,1

Phomopsis 2 5,1
Epicoccum 1 3,0
Pestalotia 1 3,0
Trichothecium 1 3,0



Tabla Ill.4:Frecuencia relativa de las especies, según género, encontradas en la muestra de nueces altera­
das Delta del Paraná 2005 sobre un total de 33 aislamientos.

NUMERO FRECUENCIA
ESPECIE DE RELATIVA

AISLAMIENTOS (2)
Género AItemaria

AIternaria alternata 9 27,3
Género Neofusicoccum

Neofusicoccum ríbis 7 21,2
Neofusicoccum iuteum 1 3,0
Neofusicoccum parvum 1 3,0

Género CIadospon'um
Ciadosporium ciadosporioides l 3 I 9,1

Género Fusaríum

Fusarium graminearum I 2 I 6,1

Fusarium oxysporum l 1 I 3,0
Género Cytospora

Cytospora sp. l 2 I 6,1
Género PeníciIIium

PeniciHium brevicompactum I 1 I 3,0

Peniciilium olsonii I 1 I 3,0
Género Phomopsis

Phomopsis sp. I 2 l 6,1
Género Epicoccum

Epicoccum nigrum l 1 I 3,0
Género Pestantia

Pestalotia cf. gracílis i 1 l 3,0
Género Trichotecíum

Trichothecium roseum l 1 I 3,0

Algunos de los géneros mencionados como predominantes en los trabajos citados ante­

riormente (Huang & Hanlin, 1975; Beauchat, 1994) aparecen con una incidencia relativa­

mente alta en Ia muestra del año 2004, tal es el caso de Penicillium, Aspergillus,

Cladosporium y Aiternaria. Fusarium y Phoma son menos frecuentes. Se observó, asimis­

mo, una alta frecuencia de Eurotium como género importante en el deterioro de las nue­

ces alteradas (Tabla HM).

En la muestra del año 2005 aparece Neofusicoccumcomo género predominante junto a

Alternaria y en menor proporción Cladosporium, Fusarium y Peniciilium(Tabla III.3).
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Entre las especies identificadas (tablas llI.2y Ill.4), las de mayor interés desde el punto de

vista de la contaminación potencial con micotoxinas son P. citrinum, P. crustosum (esta

última en frecuencia muy baja) yAlternaria alternata.

Aspergillusflavus, de gran interés como productora de aflatoxinas, fue poco frecuente

(un solo aislamiento en la muestra de 2004), al igual que A. ochraceus, productor poten­

cial de ocratoxina A.

Las especies potencialmente toxicogénicas de Fusarium (F. oxysporum, F.sporotrichioides

y F.verticillioides)también fueron aisladas en baja proporción.

En ambas muestras alteradas se pudo observar una gran variedad de especies fúngicas

capaces de causar el deterioro de las nueces y esta situación sería el reflejo de su inco­

rrecto almacenamiento.

lll.1.2.Análisis cuantitativo

Los resultados obtenidos en el recuento combinado para las dos muestras analizadas de

pecanes visiblemente alterados se encuentran en la Tabla lll.5.

Tabla Ill.5:Recuentos combinados en nueces alteradas (ufc/g de nuez)

Recuento
Muestra

(ufch de nuez)

Delta del Paraná - 2004 100.000

Delta del Paraná - 2005 46.000

Los recuentos de hongos en ambas muestras resultaron ser muy elevados (> 1o4ufc/g),

como era de esperar en muestras con avanzado estado de deterioro fúngico. Estos resul­
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tados se compararán más adelante con los obtenidos a partir de las muestras en buen

estado de conservación.

lll.2. ANALISIS DE PECANES EN BUEN ESTADO DE CONSERVACIÓN

lll.2.1.Análisis cualitativo

La identificación de la micota se realizó sobre un total de 700 nueces correspondientes a

14muestras. Si bien estas muestras no presentaron signos de deterioro avanzado como

en el caso anterior, en una baja proporción de semillas se pudo detectar a simple vista la

presencia de manchas oscuras que tienen incidencia directa sobre la calidad comercial del

producto (Fotos lll.2y lll.3).

Foto lll.2:Nueces de pecán en buen estado de conservación
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Foto III.3:Lesiónencontrada en una muestra de nueces en buen estado de conservación

Afin de investigar la presencia de hongos que pudieran estar vinculados con este tipo de

deterioro se realizó el análisis descripto en “.2.

Enla tabla |II.6 se presentan los géneros identificados y su frecuencia relativa.

Tabla III.6:Frecuencia relativa de los géneros vinculados con lesiones en las nueces frescas sobre un total
de 42 aislamientos.

N° DE FRECUENCIA
GENERO AISLAMIENTOS RELATIVA

Neofusicoccum 1o 23,8
Peniciilium 8 19,1

Fusarium 6 14,3
Aiternaria 4 9,5
Pestaiotia 4 9,5
Phomopsis 3 7,1
Ciadosporium 2 4,8
Eurotium 2 4,8
Trichotecium 2 4,8
Aureobasidium 1 2,4

Se obtuvieron 42 aislamientos y se detectaron géneros que no habian aparecido en ias

muestras deterioradas. Neofusicoccumfue el género que se presentó en mayor propor­

ción.

Algunos de estos géneros (Aiternaria, CIadosporium, Eurotium, Fusarium, Peniciiiium,

Trichothecium) han sido citados como causantes del “Kernel decay” de las nueces de

38



pecán (Teviotdale et al., 2002). Estos mismos autores citan a Phomopsis como posible

causa de las manchas necróticas negras en el exterior del fruto (“stem-end blight") y vin­

culan a Neofusicoccum, anamorfo de Botryosphaeria, con el “black nut syndrome” en Aus­

tralia y en la India, aunque su patogenicidad no ha sido concluyentemente demostrada.

Otro género citado como patógeno es Pestalotia (Huang & Hanlin,1975).

La tabla III.7muestra que, en la mayoria de los casos, las lesiones estuvieron asociadas

con la presencia de hongos. Estos resultados coinciden con los de Overy et al. (2003),

quienes encontraron relación entre la presencia de hongos y ciertos síntomas de altera­

ción visibles en castañas (rotura de cáscaras, manchas en el tejido de la nuez, orificios

causados por insectos o enmohecimiento visible).



Tabla III.7:Especies fúngícas determinadas a partir de lesiones de nueces de pecán frescas según variedad o
tipo silvestre.

OR'GEN Y N, DE NUECES ESPECIES DETERMINADAS A N DE
VARIEDAD AÑO DECOSEan CON LESIONB PARTIR AISLAMIENTOS

DE LAS LESIONES POR ESPECIE

STUART Delta del Paraná - 2005 3 Neofusicoccum ribis 1

Aureobasidium puiiuians 1

NUECES SILVESTRES San Pedro —2005 4 Eurotium rubrum 1

Peniciiiiumaurantiogriseum 1

Ciadosporium ciadosporioides 1

Eurotium herbariorum 1

Fusarium subgiutinans 1
NUECES SILVESTRES Paso de ios Libres - 2005 11

Peniciiiiumaurantiogriseum 1

Penicíiiium crustosum 1

Peniciiiium discoior 1

Alternaria aiternata 1

NUECESSILVESTRES Mercedes »2005 5 Neofusicoccum ribis 1

Phomopsis sp. 1

Fusarium equiseti 1
INTA DELTAII Delta del Paraná - 2006 2

Fusarium oxysporum 1

Neofusicoccum ribis 3

MAHAN Delta del Paraná - 2006 3 Fusarium gramínearum 1

Trichothecium roseum 1

STARKING Delta del Paraná - 2006 2 Sin crecimiento o

Aiternaría aiternata 1

DESIRABLE Delta del Paraná - 2006 4 Neofusicoccum ribis 1

Peniciiiium crustosum 1

Aiternaría alternata 1

, Ciadosporium ciadosporioides 1
KERNODLE Delta del Parana - 2006 9

Fusarium graminearum 1

Pestaiotia cf. graciiis 3

SUCCESS Delta del Paraná - 2006 2 Phomopsis sp. 1

HARRISUPER Delta del Paraná - 2006 2 Sín crecimiento 0

SHOSHONI Delta del Paraná - 2006 5 Trichothecium roseum 1

Aiternaria aiternata 1
STARKINC. La Plata - 2006 2

Fusarium graminearum 1

En cuanto a la frecuencia relativa de las especies identificadas (tabla “1.8) se destaca

Neofusicoccumribis como la predominante. Dentro de ias especies de los otros géneros

cabe destacar la presencia de algunas potencialmente toxicogénicas como Peniciilium

crustosum (penitrem), Aiternaria aiternata (alternarioi), Fusarium graminearum (zearale­

nona) y F. equiseti (tricotecenos tipo A y B, zearalenona y bauverícina, entre otras). P.
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crustosum y P. discolor habian sido aislados de todas las muestras de castañas en el men­

cionado estudio de Overy et al. (2003), con frecuencias relativamente altas. Estos autores

señalan a P. crustosum como un organismo alterante, particularmente ubícuo. Ambas

especies de Penicilliumhan sido encontradas en distintos tipos de nueces, incluyendo a

los pecanes (Huang & Hanlin, 1975;Frisvad et aL, 1997). También ha sido hallado en coco y

pistachos y es considerado peligroso por la posible producción de tremórgenos, sustan­

cias capaces de producir efectos neurotóxicos, convulsiones y muerte en diversas espe­

cies animales (Overy et al., 2003)

Tabla Ill.8: Frecuencia relativa de las especies, según género, identificadas a partir de de las lesiones de
pecanes frescos sobre un total de42 aislamientos

N° DE

ESPECIE AISLAMIENTOS
POR ESPECIE

Género Neofusícoccum

Neofusicoccum ribis I 9 l 21,43

Neofusicoccum parvum l 1 I 2,38
Género Penicillium

Penicilliumcrustosum 4 9,52

Penicilliumaurantiogriseum 2 4,76
Penicillium chrysogenum 1 2,38
Penicillium discolor 1 2,38

Género Alternaria

Alternaria alternata I 4 l 9,52
Género Pestalotía

Pestalotia cf. gracilis I 4 I 7,14
Género Fusarium

Fusarium graminearum 3 7,14
Fusarium equiseti 1 2,38
Fusarium oxysporum 1 2,38
Fusarium subglutinans 1 2,38

Género Phomopsis
Phomopsis sp. I 3 I 7,14

Género Cladosporium
Cladosporium cladosporioides l 2 I 4,76

Género Eurotium

Eurotlum herbariorum l 1 L 2,38
Eurotium rubrum l 1 l 2,38

Género Trichothecium

Trichothecium roseum I 2 l 4,76
Género Aureobasidium

Aureobasidium pullulans l 1 l 2,38
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"1.2.2.Análisis cuantitativo

Los resultados obtenidos en el recuento combinado para las muestras analizadas de pe­

canes en buen estado de conservación se encuentran en la Tabla Ill.9.

Tabla Ill.9: Número de unidades formadoras de colonias por gramo de nueces frescas según la técnica de
recuento combinado.

Variedad Origen Año RGSUItadO
de cosecha (ufc/g)

Stuart Delta del Paraná 2005 28o

Sílvestres San Pedro 2005 2

Silvestres Paso de los Libres 2005 90

Silvestres Mercedes 2005 97o

Stuart Delta del Paraná 2006 490

Mahan Delta del Paraná 2006 9000

INTADelta II Delta del Paraná 2006 4200

Starking Delta del Paraná 2006 250

Desirable Delta del Paraná 2006 17o
Kernodle Delta del Paraná 2006 800

Success Delta del Paraná 2006 220

Harri Super Delta del Paraná 2006 34
Shoshoni Delta del Paraná 2006 1

Starkíng La Plata 2006 1500

En las nueces en buen estado de conservación, los recuentos fúngicos fueron bajos, lo

que indicaría una buena calidad microbiológica.

Todas las muestras analizadas presentan valores de recuento inferiores a 1o4ufc/g y casi

el 80%de las muestras (11/14)dieron valores inferiores a 103ufc/g. Estos niveles de conta­

minación fúngíca coinciden con los informados para diferentes tipos de nueces, incluyen­

do las de pecán, encontrados en la bibliografía (King, 1986), en los cuales se los conside­

raron como valores realmente bajos, indicativos de buena calidad microbiológica de los

productos. Poblaciones fúngicas de 1o3ufc/g podrían ser consideradas como un nivel de

contaminación aceptable (“baseline”), tal como se ha propuesto para otros tipos de pro­
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ductos vegetales de baja actividad acuosa (aw)como hortalizas deshidratadas, frutas se­

cas y especias, entre otros (Andrews, 1992). En base a los resultados obtenidos, se podria

sugerir un posible plan de muestreo de tres clases, similar al propuesto por la ICMSF

(1974)para cereales, frutas secas, cacao, coco, nueces y especias.

Losparámetros correspondientes a dicho plan serían:

n = 5 m =1o3

c = 2 M = 104

Donde:

n: número de muestras que se deben obtener de un lote

M: recuento que si es sobrepasado por cualquiera de las muestras seleccionadas de­

terminaria el rechazo del lote.

m: recuento que diferencia la calidad adecuada dela calidad marginal y que la mayoría

de las muestras no debe sobrepasar.

c: número máximo de muestras examinadas que pueden ser clasificadas en la cate­

goria de marginalmente aceptables sin que sea rechazado el lote.

En este caso estariamos considerando que valores superiores a 1o3podrían ser marginal­

mente aceptables, sólo en dos muestras, y que ninguna muestra podría superar el re­

cuento de 104.
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De hecho, las muestras de pecanes alterados (sección lll.1.2)superarían este valor y, de

acuerdo con este plan, serian rechazables.

Encuanto a las micotoxinas, es sabido que la ausencia de hongos toxicogénicos no garan­

tiza que el producto esté exento de las toxinas. La baja frecuencia de aislamiento de A.

flavus y A. parasiticus parecería indicar una baja probabilidad de contaminación con afla­

toxinas. Seria interesante realizar estudios en tal sentido, en vista de la escasa informa­

ción con que se cuenta, aún a nivel mundial, en relación a la contaminación de este pro­

ducto con las micotoxinas de importancia para la salud humana.

Ill.3. ANALISIS DE NUECES ADQUIRIDAS EN EL MERCADO

Las nueces de pecán adquiridas en el mercado presentaron muy pocas lesiones visibles a

simple vista. Sobre estas lesiones se realizó la identificación de la micota. Cabe destacar

que todas estas muestras tenían una buena calidad organole’ptica, lo que permitiría supo­

ner su aceptación por el consumidor, dado que la presencia de escasas manchas peque­

ñas podria haber pasado desapercibida.

lll.3.1.Análisis cualitativo

Laidentificación de la micota se realizó según la metodología descripta para las nueces en

buen estado de conservación (análisis descripto en II.2). En las tablas III.1o, III.11,Ill.12y

lll.13se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla lll.1o: Muestra 1. Frecuencia relativa de las especies, según género, identificadas de las lesiones de
pecanes sin cáscara adquiridos en el mercado sobre un total de 13aislamientos

Penicillium

Penicillium

Alternariaaltemata

Colletotrichum

Tabla lII.11:Muestra 2. Frecuencia relativa de las especies, según género, identificadas a partir de lesiones
presentes en pecanes sin cáscara adquiridos en el mercado sobre un total de 13aislamientos

Penicillium
Penicilliumcrustosum
Penicillium discolor

Tabla l||.12: Muestra 3. Frecuencia relativa de las especies, según género, identificadas de las lesiones de
pecanes con cáscara adquiridos en el mercado sobre un total de 2aislamientos

Género Cladosporium
Cladosporium cladosporioides I 1 I 50,00
Género Penicillium

Penicillium brevicompactum I 1 I 50,00
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Tabla Ill.13:Muestra 4. Frecuencia relativa de las especies, según género, identificadas de las lesiones de
pecanes pelados y envasados al vacio adquiridos en el mercado sobre un total de 2 aislamientos

Género Cladospon’um
Cladosporium cladosporioides I 1 I 50,00
Género Eurotium

Eurotium rubrum I 1 I 50,00

lll.3.2.Análisiscuantitativo

Los resultados obtenidos en el recuento combinado para las muestras analizadas de pe­

canes adquiridos en el mercado se muestran en la Tabla lll.14.

Tabla lll.14.Resultados de los recuentos en muestras de nueces adquiridas en el mercado.

1

Muestra 2
Muestra
Muestra

Ninguna de las muestras comerciales supera el recuento de 1o4ufc/g. De acuerdo al plan

de muestreo propuesto, dos serían aceptables y dos marginalmente aceptables. Elnivel

de contaminación puede ser el producto de infecciones en pre-cosecha, cosecha o etapas

posteriores como recolección, limpieza, pelado, envasado, almacenamiento y distribución

hasta que llegan al consumidor (Pitt & Hocking, 1997).
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lll.4. ANALISIS DE FLORES DE PECAN

Ladeterminación de especies fúngicas fitopatógenas a partir de tejido anormal de semi­

llas de pecán condujo al estudio de la flor como una vía posible de infección. En muchas

asociaciones hospedante-patógeno es común que ocurra la deposición, penetración y

colonización de propágulos en las estructuras florales; de este modo los patógenos que­

dan localizados en la semilla (Agrios, 2005).

Se estudió la infección de flores femeninas de pecán con el objeto de asociar las especies

fúngicas presentes en estadios tempranos con las que se encuentran en las nueces madu­

ras.

Se analizaron 100flores femeninas de plantas de distintas variedades de pecán provistas

por la EEAlNTADelta del Paraná obteniéndose los resultados que se muestran en las ta­

blas III.15 y lII.16.



Tabla “1.15:Géneros y especies fúngicas identificadas en 100 flores femeninas de pecán

VARIEDAD TAXONES
N° DE

AISLAMIENTOS
TOTAL DE

AISLAMIENTOS

INTA DELTA l Chaetomium globosum 1 1

INTA DELTA H

Ciadosporium ciadosporioides 1

Phomopsis sp. 1

Phoma sp.

Epicoccum nigrum

Aiternariaalternata

Botrytis cinerea

KERNODLE Nigrospora sphaerica

MAHAN
Phomopsis sp.

Neofusicoccum ribis

DESIRABLE Nohubo crecimiento

HARRY SUPER

Epicoccum nigrum

Ciadosporium ciadosporioides

Aiternariaaiternata

Phoma sp.

Phomopsis sp.

SHOSHONI

Epicoccum nigrum

Phomopsis sp.

Neofusicoccum ribis

Ciadosporium ciadosporioides

Aiternariaalternata

Tabla III.16:Frecuencia relativa de los taxones identificados en flores femeninas de pecán sobre un total de
20 aislamientos

“mms AISLM’A‘IENTOS mas?“

Phomopsis sp 4 20,00

Alternaria alternata 3 15,00

Ciadosporium cladosporioides 3 15,00

Epicoccum nigrum 3 15,00

Neofusicoccum ribis 2 10,00

Phoma sp 2 10,00

Botrytis cinerea 1 5,00

Chaetomium giobosum 1 5,00

Nigrospora sphaerica 1 5,00
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Los géneros Botrytis, Aiternaria y Phomopsis (teleomorfo: Diaporthe) incluyen especies

con capacidad para infectar flores. Frecuentemente dicha capacidad se debe a Ia sincroni­

zación dei ciclo de vida del patógeno con ia fenoiogi’a y Ia fisiología de la floración (Ngugi

& Sherm, 2006).

Los taxones Neofusicoccumribis, Aiternaria aiternata y Phomopsis sp. también se determi­

naron en las lesiones de las nueces, evidenciando que ias flores podrían ser una vía de

infección.

Cabe señalar que, a Io largo del presente trabajo de Tesis, fue muy conveniente Ia utiliza­

ción del medio Agar Harina de Maiz con Hojas de Banano (BLA)para la identificación de

algunos géneros, como Neofusicioccum, Diplodiay Cytospora, ya que fue el único medio

en el que pudieron observarse sus estructuras de esporuiación. Enbase a la utilización del

Agar Harina de Maiz con Hojas de Banano se diseñó una clave útil para la identificación de

los hongos contaminantes de nueces y flores de pecán (Apéndice 3).



IV. CONCLUSIONES

Losanálisis realizados permiten concluir que los hongos son importantes agentes de bio­

deterioro de este producto, incluyendo una amplia diversidad de géneros y especies, al­

gunos de ellos considerados como fitopatógenos típicamente asociados al cultivo.

Elmedio de cultivo BLAresulta adecuado para la identificación de la mayoria de los taxo­

nes presentados. Por otra parte, la siembra en paralelo de cultivos puros en BLAy D618

permite, a través de la clave desarrollada, la determinación de todos los géneros fúngicos

hallados en este trabajo.

Los resultados del análisis de muestras en buen estado de conservación, incluyendo algu­

nas adquiridas en el mercado, indican que la aplicación de buenas prácticas agricolas y de

elaboración permitirá obtener productos con una buena calidad microbiológica, mante­

niendo los niveles de contaminación dentro de los límitesaceptables para diferentes tipos

de nueces de acuerdo con las reglamentaciones internacionales.

La incidencia de especies fúngicas potencialmente toxicogénicas fue relativamente baja.

Por ejemplo, estuvieron prácticamente ausentes los hongos capaces de producir afla­

toxinas. Elgénero más importante desde este punto de vista fue Alternaria, presente tan­

to en las nueces muy alteradas como en las nueces frescas. No obstante, no se puede

asegurar que las nueces de pecán estén exentas de contaminación con micotoxinas y ser­

ia de interés realizar estudios más amplios al respecto.

Considerando que de la mayoría de las lesiones visibles de las nueces (manchas) se aisla­

ron diversas especies fúngicas, algunas potencialmente toxicogénicas, debería evitarse el

consumo de nueces con estos defectos de calidad.
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V. APENDlCES

APENDlCE 1: ESQUEMAS DE SIEMBRA UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE LAS
ESPECIES FUNGlCAS PRESENTADAS

género Acremgnium

Se utilizaron placas de MEA. El material se sembró en un punto en el centro de la

placa con un ansa recta. Los cultivos se incubaron en oscuridad durante 7 días a

25°C.Ladeterminación de las especies se realizó según Samson et al. (2000).

GéneroAlternaria

Se utilizaron placas de PCA.EImaterial se sembró en tres puntos con un ansa recta.

Los cultivos se incubaron durante 10 días a 25 °C bajo ciclos de 12 horas de oscuri­

dad/12 horas de qu ultravioleta (345-400 nm). La determinación de las especies se

realizó según Samson et al. (2000).

Género Aspergillus

Se realizó una suspensión de conidíos en 0,5 ml de medio agarizado semisólido con

Tween (agar-agar 0,1 %;Tween 80 0,05 7°).Cada aislamiento se sembró en MEAy CZ.

Lasplacas se sembraron en tres puntos con un ansa recta. Los cultivos se incubaron

7 días a 25 °C en oscuridad. Para la determinación de las especies se utilizaron los

trabajos de Samson et al. (2000) y Klich(2002).
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Género Aureobasidium

Se utilizaron placas de MEA.El material se sembró en una línea con un ansa recta.

Los cultivos se incubaron en oscuridad durante 7 dias a 25°C.Ladeterminación de las

especies se realizó según Samson et al. (2000).

ginecofisguleria

Se utilizaron placas de MEA.Elmaterial se sembró en una linea con un ansa recta.

Los cultivos se incubaron durante 1o dias a 25°Cen oscuridad. La determinación de

las especies se realizó según De Hoog (1972).

Gérneroficrladosporium

Se realizó una suspensión de conidios en 0,5 ml de medio agarizado semisólido con

Tween (agar-agar 0,1 %,Tween 80 0,05 %).Cada aislamiento se sembró en MEA.Las

placas se sembraron en tres puntos con un ansa recta. Los cultivos se incubaron 7

días a 25 °Cen oscuridad. Para la determinación de las especies se utilizó Samson et

al. (2000).

Género Colletotrichum

Se utilizaron placas de OA. EImaterial se sembró en tres puntos con un ansa recta.

Los cultivos se incubaron durante 10 días a 25° C bajo ciclos de 12 horas de oscuri­

dad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). La determinación de especies se rea­

lizó según Baxter et al. (1983) y Sutton (1980, 1992).



Gé ero Cytospora

Se utilizaron placas de BLA.Con un ansa recta se colocó un trozo de material fúngico

junto a la hoja de banano. Los cultivos se incubaron durante 10 días a 25° C, bajo ci­

clos de 12horas de oscuridad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). Elgénero se

determinó según Sutton (1980).

Génqu Chaetoflum

Se utilizaron placas de OAy MEA.EImaterial se sembró en tres puntos con un ansa

recta. Los cultivos se incubaron durante 7 días a 25° C bajo ciclos de 12horas de os­

curidad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). La determinación de las especies

se realizó según Samson et al. (2000).

Género Diplodig

Se utilizaron placas de BLAy placas de Agar Agua con hojas de pino (AAP). Con un

ansa recta se colocó un trozo de material fúngico junto a la hoja de banano en las

placas de BLAy un trozo junto a las hojas de pino en las placas de AAP. Los cultivos

se incubaron durante 1o días a 25°C, bajo ciclos de 12horas de oscuridad/12 horas de

luz ultravioleta (345-400 nm). Ladeterminación de especies se realizó según Phillips

(2002, 2009) y Crous et al. (2006)

Génerosngodonfium
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Se utilizaron placas de MEA.Elmaterial se sembró en una línea con ansa recta. Los

cultivos se incubaron 7 días a 25°Cen oscuridad. Para la determinación de especies

se utilizó el trabajo de De Hoog (1972)y De Hoog et al (2000).

Género Epícoccum

Se utilizaron placas de OAy MEA.Elmaterial se sembró en tres puntos con un ansa

recta. Los cultivos se incubaron durante 7 días a 25° C bajo ciclos de 12horas de os­

curidad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). La determinación de las especies

se realizó según Samson et al. (2000).

Género Eurgtíum

Se realizó una suspensión de conidios en 0,5 ml de medio agarízado semisólido con

Tween (agar-agar 0,1 %,Tween 8o 0,05 %).Cada aislamiento se sembró en M20 y

C220. Las placas se sembraron en tres puntos con un ansa recta. Los cultivos se in­

cubaron 14 días a 25 °Cen oscuridad. Para la determinación de las especies se utiliza­

ron los trabajos de Samson et al. (2000) y Klich(2002).

género Fusaríurm

Se utilizaron placas de SNAy de PDA.Se colocó un trozo de material fúngico junto al

papel de filtro en las placas de SNAy con un ansa recta se sembró un punto en el

centro de las placas de PDA.Las cajas se incubaron durante 7 días a 25°C bajo ciclos

de 12hs de oscuridad/12 de luz ultravioleta (345-400 nm) La determinación de espe­

cies se realizó según Samson et al. (2000), Nelson et al. (1983) y Summerell et al.

(2003).
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GénerorNeofusigoccum

Se utilizaron placas de BLAy placas de Agar Agua con hojas de pino (AAP). Con un

ansa recta se colocó un trozo de material fúngico junto a la hoja de banano en las

placas de BLAy un trozo junto a las hojas de pino en las placas de AAP. Los cultivos

se incubaron durante 1o días a 25°C, bajo ciclos de 12horas de oscuridad/12 horas de

luz ultravioleta (345-400 nm). Ladeterminación de especies se realizó según Phillips

(2002, 2009) y Crous et al. (2006)

GénergMicropMeropsis

Se utilizaron placas de OAy MEA.Elmaterial se sembró en tres puntos con un ansa

recta. Los cultivos se incubaron durante 7 días a 25° C bajo ciclos de 12 horas de os­

curidad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). La determinación de especies se

realizó según Sutton (198o).

GéneLQHNigrospora

Se utilizaron placas de OAy MEA.Elmaterial se sembró en tres puntos con un ansa

recta. Los cultivos se incubaron durante 7 días a 25° C bajo ciclos de 12horas de os­

curidad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). La determinación de las especies

se realizó según Ellis(1971).

Género Penicillíum

Se realizó una suspensión de conidios en 0,5 ml de medio agarizado semisólido con

detergente (agar-agar 0,1%;Tween 8o 0,05 %).Cada aislamiento se sembró en los si­

guientes medios de cultivo: MEA, CZ, CYA,YESy CREA.Las placas se inocularon en



tres puntos con un ansa recta. Los cultivos se ¡ncubaron 7 días a 25 °Cen oscuridad.

Para la determinación de las especies se utilizaron los trabajos de Samson et al.

(2000) y Pitt(1979, 1988).

Génerflestalotig

Se utilizaron placas de BLA.Con un ansa recta se colocó un fragmento de material

fúngico junto a Ia hoja de banano. Los cultivos se ¡ncubaron durante 10 dias a 25° C,

bajo ciclos de 12horas de oscuridad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). Para la

determinación de las especies se utilizó Cuba (1961).

Génerothoma

Se utilizaron placas de MEAy OA. El material se sembró en un punto en el centro

con un ansa recta. Los cultivos se ¡ncubaron durante 7 días a 25° C bajo ciclos de 12

horas de oscuridad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). La determinación de

las especies se realizó según Samson et al. (2000).

Género Ehomopsís

Se utilizaron placas de BLA.Con un ansa recta se colocó un trozo de material fúngico

junto a la hoja de banano. Los cultivos se ¡ncubaron durante 10 días a 25° C, bajo ci­

clos de 12horas de oscuridad/12 horas de luz ultravioleta (345-400 nm). Elgénero se

determinó según Sutton (1980).

Género Rhizopus
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Se utilizaron placas de MEAy PDA.El material se sembró en un punto en el centro

de la placa con un ansa recta. Loscultivos se incubaron en oscuridad durante 7 días a

25°C.Ladeterminación de las especies se realizó según Samson et al. (2000).



Qénero Trighgthggium

Se realizó una suspensión de conidios en 0,5 ml de medio agarizado semisólido con

detergente (agar-agar 0,1 %,Tween 8o 0,05 %).Cada aislamiento se sembró en MEA.

Las placas se sembraron en una linea con un ansa recta. Los cultivos se incubaron 7

dias a 25 °Cen oscuridad. La determinación de las especies se realizó según Samson

et ai. (2000).



APENDICE 2: COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO, LIQUIDOS DE MONTAJE, SOLUCIONES
Y REACTIVOS

2.1. CQMPOSIQIÓNDE LOS MEDIQSDE CLAJIVOMPLEADOS (Excepto aclaración todos

los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121°Cdurante 15minutos).

AGARAGUACONHOJAS DEPINO (AAP) (según Crous et aL, 2006)

Agar agar 20 g

Agua destilada 1000 mI

Volcar el medio en cajas de Petri y, antes de que solidifique, colocar un pedacito de acícu­

Ia de pino previamente esterilizada en autoclave.

AGARAVENA(OA) (según Samson et aL, 2000)

Avena 3o g

Agua destilada 1ooo ml

Agar 15g

Solución de metales traza 1mI

AGARCREATINASACAROSA(CREA) (según Samson et aL, 2000)

Creatina.H20 3 g

Sacarosa 3o g

KCI 0,5 g

MgSO4.7H20 0,5 8

FeSO4.7H20 0,01 g

K2HPO4.3H20 1,3 g

Púrpura de bromocresol 0,05 g
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Agar agar

Agua destilada

158

1ooo ml

Luego de esterilizar en autoclave ajustar el pH a 8,0i0,2.

AGARCZAPEK(CZ) (según Samson et al., 2000)

Sacarosa

NaNO3

K2HPO4

Agar

MS

TMS

Agua destilada

308

38

18

158

10ml

1ml

1ooo ml

AGAR CZAPEK EXTRACTO DE LEVADURA(CVA)(según Pitt & Hocking, 1997)

Sacarosa

NaNO3

KZHP04

Extracto de levadura

Agar agar

MS

TMS

Agua destilada

308

38

18

58

158

10ml

1m|

1ooo ml



AGARCZAPEKSACAROSA20%(C2202?)(según Samson et al., 2000)

Sacarosa

NaNO3

K2HPO4

Agar

MS

TMS

Agua destilada

200g

38

1g

15g

1o mI

1ml

1000 ml

AGAR DlCLORANGLlCEROL18 74(DG18) (según Pitt & Hocking, 1997)

Peptona

Glucosa

KH2P04

MgSO4.7H20

Dicloran

Glicerol

Cloranfenicol

Agar

Agua Destilada

5 g

10 g

1g

0,58

1ml

220g

0,1 g

15 8

1000 ml

AGAR SACAROSA EXTRACTO DE LEVADURA(YES) (según Frisvad & Samson, 2004)

Extracto de levadura

Sacarosa

MgSO4.7H20

CuSO4.5H20

20 g

150 g

0,5 g

0,005 g



ZnSO4.7H20 0,01 g

Agar agar 20 g

Agua destilada 1000 ml

Esterilizar en autoclave a 110°Cdurante 3o minutos.

AGAREXTRACTODEMALTA(MEA) (según Comerio & Mac Cormack, 2004)

Solución de Extracto de Malta:

Extracto de malta siruposo para repostería 50 g

Agua destilada 500 ml

Autoclavar y dejar precipitar las dextrinas durante 24 h.

Preparación del medio agarizado:

Decantar la solución de extracto de malta, tomar 400 ml y agregarlos a 600 ml de agua

destilada, adicionar1 g de peptona de carne, 4 g de peptona de soja, 15g de agar agar y 1

ml de TMS. Llevar a hervor.

Autoclavar a 115°Cpor 1o minutos.

AGAREXTRACTODEMALTACONSACAROSA(M20) (según Samson et al., 2000)

Adicionar 200 g de sacarosa al Agar Extracto de Malta.

Autoclavar a 115°Cpor 10 minutos.

AGARHARINADE MAIZ CON HOJA DE BANANO (BLA) (según Matsushima, 1971)

Harina de maiz 60 g

Agua destilada 1ooo ml

Agar agar 15g
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Volcar el medio en cajas de Petri y, antes de que solidifique, colocar en la superficie un

fragmento de hoja de banano previamente esterilizado en autoclave.

AGARPAPA DEXTROSA(PDA) (según Samson et aL, 2000)

Papas 200 g

Dextrosa 15g

Agar-agar 15g

Agua destilada 1ooo mI

Cortar 200 g de papas peladas y agregarle 1000 mI de agua destilada. Hervir durante 1 h.

Llevar a 1 litro con agua destilada. Filtrar y agregar el agar-agar y Ia dextrosa. Llevar a her­

vor hasta disolver.

AGARPAPAZANAHORIA(PCA) (según Samson et al., 2000)

Papas 20 g

Zanahorias 20 g

Agar agar 15g

Hervir durante 5 minutos 4o g de zanahorias en 500 ml de agua destilada. Filtrar. Hervir

durante 5 minutos 4o g de papas en 500 ml de agua destilada. Filtrar.

Tomar 250 ml de cada extracto. Agregar 500 ml de agua destilada y el agar agar. Llevara

hervor. Esterilizaren autoclave.
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AGARPOBRE EN NUTRIENTESSINTETICOS(SNA) (Niremberg, 1976)

KHZPO4 1 g

KNO3 1 g

MgSO4.7HZO 0,5 g

KCl 0,5 g

Glucosa 0,2 g

Sacarosa 0,2 g

Agar-agar 20 g

Agua destilada 1000 ml

Volcar el medio en cajas de Petri y antes de que solidifique colocar, en la superficie, un

fragmento de papel de filtro previamente esterilizado en autoclave.

2.2. comPOSIgóN DLLOSJJQUIDQSADELONTALE

AZULDEANIUNA ENACIDOLACTICO(según Samson et aL, 2000)

Azul de anilína 0,1 g

Acido láctico 85 % 100ml
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ERITROSINAENAMONIACO(según Sutton, 1980)

Eritrosina 3 g

Amoníaco 1o % 100 ml

2.3. SOLUCIONES YBEACTIVOS

SOLUCIONDEMINERALES(MS) (según Samson et aL, zooo)

CIK 5 g

MgSO4.7H20 5 g

FeSO4.7H20 0,1 g

Agua destilada 100 ml

REACTIVODEERLICH(según Samson et al., 2000)

4-dimetilaminobenzaldeido 2 g

Etanol 96% 85 ml

Acido clorhídrico 37% 15 ml

SOLUCIONDEMETALESTRAZA(TMS) (según Samson et al., 2000)

ZnSO4.7H20 1g

CuSO4.5HZO 0,5 g

Agua destilada 1oo ml

AGUAPEPTONA (según FAO, 1981)

Peptona 1g

Agua destilada 1000 ml

Esterilizar 15 minutos a 121°C.



MEDIO AGARIZADO SEMISOLIDO CON DETERGENTE

Tween 80 0,05 g

Agar agar 0,1 g

Agua destilada 100ml



1.b.
2.a.

2.b.

3.a
3.b

4.a

4.b

sb.

Mícelíomayoritariamente no
septado(cenocftíco),abundante... .
Mícelío(pradn
Esporangióforosgeneralmente pigmentados,
con apófisis. Rizoidespresentes. Esporangiospo­
rasfrecuentementeestriadas... .

Esporangióforos no pigmentados o sólo delica­
damente pigmentados, sin apófisis. Rizoides
ausentes. Esporangiosporasno estn'adas... .

Ascomas prAscomasausentes....

Ascomas globosos, sin ostíolo, amarillos. Ascos
globosos a Lo' L

Ascomas globosos a ovoides, con ostíolo, casta­
ño oscuros a negros presentando numerosos
pelos. Ascos rhvadnc

Conidiomas pícnidíales, acervulares, o estromáti­cospresentes...
Conídíomas picnídiales, acervulares, o estromáti­

cos

APENDICE 3: CLAVEPARA LA IDENTIFICACION DE GENEROS FUNGICOS PRESENTES EN
NUECES Y FLORES DE PECAN

Rhizopus

Mucor

Eurotíum

Chaetomíum

4.b.

67



6.a.

6.b.

7.b.

8.b.

9.a.

9.b.

Conidiomasacervulares................................. 7

Conidiomas picnidiales o conidiomas estromáti­
(nc 8

Conidioma sin setas. Conidios pigmentados, con

apéndices Pestalotía [6‘ I

7.a
Conidiomageneralmente con setas. Conidios
hialínos, sin apéndíres Colletotríchum

7.b

Conidios unicelulares, alantoides, cilíndricos,
elipsoidales, fusiformes, menores de 1opm long;
en caso de ser mayores, filífor­
mn<

Conidios unicelulares, cilíndricos, elipsoidales,
con base truncada, mayores de 1oum
long 12

Célulasconidiógenas dolíformes, ampulífon'nes o
muy ensanchadas en la base y angostas en el
ápírp 10

9a

Célulasconídíógenascilíndricas... 11
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1o.b.

11.b

12.b.

13.a.

13.b.

14.a.
14.b.

Conidiospigmentados,oscuros... .

Conídios hialínnc

Conidiosalantoides,pequeños,hialínos... .

Conidiosunicelulares, fusíformes, frecuentemen­
te con dos gútulas subterminales; en ocasiones
acompañados de conídíos filíformes, curvados en
el ápice

Conídíosfusíformes,mítrífonnes,hialínos...

Conidíos elipsoidales o cilíndricos,pigmentados,
oscurn<

Sólo conídios originados por fragmentación de
hífas fértiles (artroconidíos), cilíndricos, híalinos,
formandocadenasgeneralmenteaéreas... ..

Conidiosoriginados por brotación (blastoconi­
dios),oartroconídíosyblastoconidios...

Brotacíóndeconidiossimultánea...
Brotacíóndeconídiosnosimultánea... .

Microsphaeropsís

10.a
Phoma

Cytospora

Phomopsís

Neofusicoccum

Diplodía

¡zb

«¡o

Geotrichum ql Ñ)

000
0 o
Ü

h 13.a

14

15
16
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15.a.

15.b

16.b

17.a.
17.b.

18.b.

Conidióforos poco diferenciados. Artroconidios
presentes. Coloniasoscuras, con áreas mucoídes
colordecremaylorosadas...

Conidíóforos diferenciados de las hifas, ramifica­
dos. Célulasconldíógenas hinchadas. Conidios
sustentados por dentículos. Coloniasgn'sáceas
sin áreas murnirlp<

Conidiossolitarios o formados en sucesión acró­
pela
Conidiosformadosen sucesiónbasípeta...

Conidios (nlifnrínc
Conidiosencadenasacrópetas... ..

Conidiosunicelulares,oscuros,lisos...

Conidiosplurícelulares,oscuros,rugosos... ..

Aureobasldíum

Botrytís

17
20

18

19

Nígrospora

Epicoccum

15.a

15.b

18.a



19.3.

19.b.

20.a.
20.b.

21.b.

22.a.
22.b.

23.a.

23.b.

Conidiospigmentados, aseptados o sólo con
septos ‘ '

Conidiospigmentados, con septos transversales
y. o. .. .

Conidioscontenidospor una matn'zlimosa. .
Conidiossecos,pulverulentosenmasa...

Fíálideslargas y delgadas, células políblásticas
ausentes. Conidiosunícelulares agregados en
cabezuelasIímosas.Desarrollolento... ..

Presencia de fiálides ylo de células conidiógenas
políblásticas. Macroconidíos septados, con forma
de banana; mícroconidíosalantoides, clavados,
elipsoidales.Desarrollorápido... ..

Fiálidespresentes...
Fíálídes nucanfnc

Conidios unícelulares exclusivamente, con morfo­
logía nnífnrmo
Conidios unícelulares ylo plurícelulares. Macro­
conídíos septados, con forma de banana; micro­
conidios, cítríformes, clavados, elipsoidales,
l.

Cladosporíum

Alternaria

21

22

Acremonium

Fusarium

24

Fusarium

19.3

19.b

21.3

21.b



24.a. Conidióforo con forma de pincel, presentando oo
unodoso tres nivelesde ramificación... Penicillium ° go

24.b. Conidíóforo con el ápice ensanchado (vesícula),
presentando uno o dos niveles de ramificación.... Aspergillus

25.a. Conidiosbicelulares, con base truncada, oblicua,
imbricados. Colonias rosadas ............................... .. Trichothecium

25.3
25.b. Conídios unicelulares. Celulas conidiógenas con

raquis geniculado, angosto. Coloniasblan­
rac 26

26.3. Células conidiógenas con la zona basal ensan—
chada (globosa a subglobosa), agrupadas en
cúm. ¡Inc Beauveria

O
O O

26.3

26.b. Células conidiógenas con la zona basal cílíndrica,
solitariaso dispuestasenvertícilos... . Engyodontium

Ilustraciones realizadas por R.M.Comerio.
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