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RESUMEN

En este proyecto se llevaron a cabo muestreos de melones var. Galia (Cucumis
melo var. reticulatus) y var. Cantalupo (Cucumis melo var. cantalupensis) en la
campaia de verano 2018 con el fin de obtener aislados de Fusarium spp. e identificarlos
morfoldgica y genéticamente. Con las especies identificadas se realizaron estudios de
patogenicidad y experimentos de exposicion a radiacion UV- C para comprobar qué
efectos tuvo esta en la mortalidad de los conidios. Se aislaron e identificaron un total de
ocho especies distintas de Fusarium (F. brachygibbosum, F. chlamydosporum, F.
equiseti, F. fujikuroi, F. longipes, F. oxysporum, F. proliferatum y F. solani) asi como
una especie de Acremonium/Sarocladium. Los resultados del estudio patogenicidad
demostraron que a pesar de que existen diferencias morfologicas notorias entre especies
cuando estas se aislan en medios de cultivo, los sintomas que causan al fruto del melon
son similares y no existieron diferencias significativas. A nivel in vitro, se pudo
observar una clara disminucién de U.F.C./placa tras ser irradiadas con UV-C. Se pudo
constatar que cuanto mayor fue el tiempo de exposicidon a la radiacion menor fue el
desarrollo de las colonias y la cantidad presente de éstas. Para dosis de radiacion de 10,5
W/m® y tiempos de exposicion de 90 segundos se consiguieron tasas de mortalidad de
conidios superiores al 70%. Para la misma dosis, pero exposiciones de 300 segundos, se
consiguié aumentar estas tasas de mortalidad por encima del 85%, llegando en algunos
casos practicamente al 100%. Con los datos obtenidos podemos concluir que el
tratamiento de radiacion ultravioleta C fue bastante efectivo para hacer frente a
Fusarium y podria ser de gran interés su aplicacion como tratamiento fisico para reducir

las podredumbres en melon.



ABSTRACT

In this work samplings of cv. Galia (Cucumis melo var.reticulatus) and cv.
Cantaloupe (Cucumis melo var.cantalupensis) melons were carried out in order to
obtain Fusarium spp. isolates and identify them by using both genetic and
morphological tools. With the identified species, pathogenicity studies and exposure to
UV-C illumination experiments were conducted to test the effects on conidial
inactivation and the development of new colonies. A total of eight different species of
Fusarium were identified (F. brachygibbosum, F. chlamydosporum, F. equiseti, F.
fujikuroi, F. longipes, F. oxysporum, F. proliferatum and F. solani) as well as a
Acremoium/Sarocladium species. The results of the pathogenicity studies demonstrated
that despite the considerable morphological differences between the species when these
were grown in synthetic culture media, the symptoms they caused to the melon fruit
were similar and no significants. At a in vitro level, it was observed a clear decrease of
C.F.U./plate after being exposed to UV-C. It was stablished that the higher the exposure
time to illumination, the lower the development and quantity of colonies. For
illumination intensity of 10,5 W/m® and exposure time of 90 seconds, conidial
inactivation rates of over 70% were reached. Under the same doses but exposure times
of 300 seconds, inactivation rates exceeded values of 85%, reaching, in some cases,
almost 100%. With the data obtained we can conclude that the UV-C illumination
treatment was very effective against Fusarium and its implementation as a physical

method to control postharvest diseases of melon could be of high interest.



1. INTRODUCCION

1.1. El género Fusarium y su morfologia
El género fingico Fusarium es considerado uno de los que mayor grado de
diversidad de caracteristicas ecologicas, fisioldgicas y morfoldgicas posee. La mayoria
de sus especies atacan a una amplia variedad de hospedantes y pueden estar presentes en
el agua dulce, insectos, otros hongos y en el suelo viviendo como sapréfitos. Solamente
durante las primeras décadas del desarrollo e investigacion en este campo se

describieron alrededor 1.000 especies de este género (Zemankova y Lebeda, 2001).

Uno de los aspectos mas importantes a la hora de describir e identificar este
género, podria basarse, sin duda alguna, en el estudio de sus caracteristicas
morfoldgicas. La caracteristica general mas importante de este género es que las
especies pueden producir tres tipos distintos de esporas: microconidios, macroconidios
y clamidosporas. Hay especies que incluso pueden producir las tres simultdneamente

(Nelson et al., 1994).

Los macroconidios (FIGURA 1.A) tienen forma alargada, curvada, como de canoa
y son hialinos. Suelen estar septados y se caracterizan por tener un apéndice apical y
otro basal con forma de pie (Zemankova y Lebeda, 2001; Leslie y Summerell, 2006).
Estos se forman en esporodoquios, que son masas de monofialides superficiales que
adquieren forma esférica, con apariencia de saco y que a veces pueden estar recubiertos

de exudados (Nelson ef al., 1994).

Los microconidios (FIGURA 1.B) son mucho mas pequefios que los
macroconidios. Poseen una amplia gama de formas, no estdn septados y, al igual que
estos ultimos, son hialinos. Se forman en cadenas tanto en monofialides como en

polifidlides. (Leslie y Summerell, 2006; Nelson et al., 1994).

En ocasiones, aparecen conidios de un tamafio y forma intermedios,
subdesarrollados. Se les suele nombrar mesoconidios, aunque por afinidad en

morfologia se suelen considerar como macroconidios.

Las clamidosporas (FIGURA 1.C) pueden aparecer intercaladas dentro de una

hifa o en sus extremos apicales, tanto en solitario como en cadenas y racimos. Por



ultimo, aunque menos frecuente, también pueden aparecer esclerocios y estromas

(Goémez, 2008).

ok (7]

FIGURA 1. Macroconidios de F. oxysporum (A), monofialides y pollﬁalldes de F. fujikuroi
produciendo microconidios (B) y clamidosporas rugosas terminales de F. brachygibbosum (C).

Fuente: elaboracion propia (Fotografias obtenidas en los laboratorios del drea de Produccion Vegetal de la
Universidad Politécnica de Cartagena)

Otra caracteristica morfoldégica muy importante, aunque se considera un caracter
secundario, es el desarrollo y crecimiento de las colonias. Estas son de rapido
crecimiento y color palido o blanco en los frutos, aunque no es extrafio que pueda
aparecer alguna colonia pigmentada. Sin embargo, al aislar y cultivar especies de este
género de hongos en medios de cultivo es muy frecuente que se desarrollen marcadas y
vistosas tonalidades que pueden variar desde colores amarillos, carmin, violeta, parpura
u ocre (FIGURA 2). Este hecho estd muy relacionado con el pH del medio de cultivo

empleado y con las condiciones de cultivo (Leslie y Summerell, 2006).

FIGURA 2. Colonias de F. oxysporum y F. proliferatum respectivamente creciendo en Agar PDA.

Fuente: elaboracion propia (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la
Universidad Politécnica de Cartagena)



1.2. Fusarium spp. en melon
Como se menciona en el apartado anterior, el género Fusarium ataca a una
amplia variedad de hospedantes, que incluyen plantas, insectos, animales domésticos e
incluso personas (Zemankova y Lebeda, 2001; Leslie y Summerell, 2006). Dentro del
género hay hongos fitopatdogenos que atacan a plantas de la familia de las cucurbitaceas,
a la que pertenece el melon (Cucumis melo L.), que serd un pilar importante en el

estudio desarrollado a lo largo este trabajo.

En el caso del melon, dentro de las especies que aparecen citadas y descritas con
mas frecuencia como causantes de enfermedad, se encuentran Fusarium oxysporum f.

sp. melonis y Fusarium solani f. sp. cucurbitae (Bernhardt et al., 1988; Blancard et al.,

1992;Vazquez y Tello, 2000; Zitter et al., 2004).

Para Fusarium solani f. sp. cucurbitae se menciona que la podredumbre de
raices y tallos causadas por esta especie puede llegar a transmitirse a los frutos,
especialmente la raza 2, si bien la raza 1 también ataca a los frutos ademas de las raices

y tallos. (Bernhardt et al., 1988).

A Fusarium oxysporum f. sp. melonis se le describe como principal causante de
la fusariosis del meldn, con sintomas como el amarilleamiento foliar, podredumbre del
hipocétilo y “damping-off” en plantulas jovenes. Pueden producirse también manchas
clorédticas en la corona que pueden expandirse tallo arriba hasta 25-50 ¢cm produciendo
exudados gomosos. En tejidos muertos puede aparecer profusamente produciendo
manchas miceliares blancas con elevada presencia de macroconidios. No se hace
mencion sin embargo a los dafios causados en el fruto (Zitter et al., 1988). A todo este
conjunto de sintomas ocasionados por esta especie de Fusarium se le conoce como el
marchitamiento fusarico del meléon o MFW de sus siglas en inglés “Melon Fusarium
Wilt” y estd considerada como una de las enfermedades més destructivas del melon

(Oumouloud et al., 2013).

Parece dificil encontrar referencias de otras especies de Fusarium descritas
como patogenos del fruto de melon exceptuando estas dos. Si bien, existen ensayos que
demuestran que se pueden aislar otras especies de los tejidos del tallo del fruto y de la
rizosfera tales como F. commune, F. equiseti, F. proliferatum, F. delphinoides o F.

andiyazi (Seo y Ho Kim, 2017). En el presente trabajo trataremos averiguar si también



se pueden aislar otras especies distintas a F. oxysporum y F. solani exclusivamente de

frutos de melon.

1.3. La radiacion ultravioleta como agente biocida
Las frutas y hortalizas frescas son muy vulnerables a la accion de
microorganismos. Esto puede evitarse, o al menos posponerse, con la aplicacion de
tratamientos superficiales siempre y cuando estos sean lo suficientemente cuidadosos.
Es por ello por lo que surgen técnicas de control fisico de microorganismos como los

tratamientos de luz ultravioleta (Turtoi, 2013).

En los experimentos llevados por Rotem et al., en 1984, se estudiaron las tasas
de germinacién de unos microorganismos (Alternaria solani, Uromyces phaseoli y
Peronospora tabacina) en distintos escenarios: exposicion directa a la luz del sol y
exposicion indirecta a la luz protegidos por un filtro de luz ultravioleta o por una hoja
de tabaco. Para el caso de A. solani y U. phaseoli se consiguieron tasas de germinacion
de entre el 100-95% para las muestras que estaban cubiertas por el filtro anti-radiacion y
del 95 — 90% para las que estaban cubiertas por hoja de tabaco (respectivamente). Sin
embargo, para las muestras expuesta a la luz del sol directa, y por lo tanto a radiacion

ultravioleta, la germinacion se redujo hasta niveles del 78 y 35% respectivamente.

Turtoi, (2013), hace una recopilacion mucho mas exhaustiva de las conclusiones
obtenidas por otros autores acerca de la aptitud biocida de la radiacion ultravioleta, tanto
en experiencias in vitro como in vivo de determinadas cultivares de melones, citricos,
pimiento, uva, frutas de hueso e incluso de algunas frutas tropicales como el mango o la
pifia. Por norma general, los tratamientos con UV-C previos al almacenamiento de los
frutos proporcionaron resultados positivos y efectivos en términos de reduccion de la

aparicion de enfermedades poscosecha.

1.4. Los efectos de la radiacion ultravioleta en melon
La mayoria de los estudios concernientes a la relacion entre el melon y la
radiacion ultravioleta han sido llevados a cabo en frutos procesados, ya sean cortados en

rodajas o piezas pequefias (Laminkara et al., 2002; Laminkara et al., 2005; Turtoi,

2013; Kasim y Ufuk, 2014;).

En el caso de los melones procesados y expuestos a luz ultravioleta, la

produccion de ésteres alifaticos se redujo en un 60% més que en el fruto fresco
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procesado sin recibir ningun tratamiento (Laminkara ef al., 2002;Turtoi, 2013). En
cambio, los frutos procesados bajo radiacion ultravioleta-C mostraron el nivel més bajo
de esterasas durante su periodo de almacenamiento. La actividad de lipasas sin embargo
fue mayor en frutos cortados posteriormente a recibir la radiacion UV-C que aquellos
que fueron procesados directamente bajo la radiacion. Se demostré ademas la
efectividad de dicha radiacion sobre hongos filamentosos, levaduras y algunas bacterias

(Laminkara et al., 2005;Turtoi, 2013).

Kasim y Ufuk (2014) llevaron a cabo una serie de experimentos con melon
cantalupo sometiendo los frutos procesados a una dosis de radiacion UV-C constante,
pero durante distintos tiempos de exposicion. Los resultados obtenidos fueron, entre
otros, que la acumulacion de sélidos solubles durante el almacenamiento posterior al
tratamiento aumentaba paulatinamente con la prolongacién del tiempo de exposicion a
la radiacion. Sin embargo, con el tratamiento control y con el tratamiento de mayor
duracion de exposicion a UV-C, los solidos solubles totales disminuyeron. En cuanto a
la pérdida de peso del fruto durante el almacenamiento, las diferencias entre
tratamientos y entre estos y el control fueron estadisticamente irrelevantes. Por ello los
autores remarcan que no parece existir una relacion causal directa entre este fenémeno y

la exposicion a radiacion UV-C.



2. OBJETIVOS

El primer objetivo de este trabajo es la caracterizacion de la microbiota fusérica
de melén Galia y Cantalupo, tanto a nivel morfoldgico como a nivel genético. Esto nos
permitira conocer con exactitud las especies de Fusarium aisladas de este fruto que son
capaces de producir podredumbre y algunos aspectos importantes concernientes a sus
estructuras reproductivas y caracteres morfoldgicos secundarios para poder elaborar un

método que permita su facil identificacion.

El segundo objetivo consistird en estudiar la patogenicidad de las especies
identificadas para poner de manifiesto sus relaciones parasitarias con el fruto del melén

y los dafios que causan a éste.

El tercer y ultimo objetivo consistird en establecer el efecto de la radiacion
ultravioleta-C sobre las esporas de los aislados identificados. Con los resultados de este
experimento se pretende observar los efectos que tiene la radiacion UV-C sobre la tasa
de mortalidad/inactivacion de los conidios de Fusarium spp. y, por tanto, hacer una
estimaciéon de su viabilidad como posible método biocida de control de las

podredumbres fusaricas de frutos de melon.

Se planteard, ademds, un supuesto practico para comparar y analizar la
rentabilidad econdmica de la implantacion de distintos tratamientos de UV-C en una

linea de procesado de melon.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materias primas
Para obtener los aislados necesarios para el estudio objetivo de este trabajo, se
llevaron a cabo una serie de muestreos semanales (FIGURA 3) de melones de las
variedades Cantalupo y Galia. Dichos muestreos se llevaron a cabo durante la campaiia
de verano de 2018 (julio, agosto y primera quincena de septiembre) en los almacenes de
la empresa Fruca Marketing S.L., del Grupo CFM. Se tomaban muestras de frutos sanos
de cosecha reciente del almacén y se trasladaban al laboratorio de Fitopatologia de la

UPCT.

Ademas, en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la UPCT existian
ya algunos aislados de Fusarium spp., almacenados en la coleccion de microorganismos
del grupo de fitopatologia de la UPCT denominada MAPYS (Microorganismos de la
Agricultura, Poscosecha y Sostenibilidad), asociada a la Red de Microorganismos
Espanoles (REDESMI). Estos aislados fueron obtenidos de melones de las mismas
variedades y el mismo proveedor, pero de las campanas de los veranos de 2015 y 2017.
La procedencia de los melones es la Region de Murcia en su practica totalidad (y un

porcentaje menor de Castilla La-Mancha).

FIGURA 3. Tanda de muestras de melones Galia (izquierda) y Cantalupo
(derecha) de 2018.

Fuente: elaboracion propia



En la TABLA 1 se detalla mas informacion (como por ejemplo la finca de procedencia, la
cantidad y variedad de cada melén o la fecha de realizacion del muestreo) acerca de los

muestreos llevados a cabo en 2018.

TABLA 1. Informacion de los muestreos

Muestra | Fecha muestreo Melones Finca procedencia
| 18/06/2018 6 x Galia Huertas San,151dro
6 x Cantalupo |Agro La Guia

2 25/06/2018 12 x Galia  |Huertas San Isidro
3 02/07/2018 10 x Cantalupo |Leandro Pedrofio
4 11/07/2018 12 x Galia Los Almendros

12 x Galia La Hortichuela
: 17/07/2018 6 x Cantalupo |Huertas San Isidro
6 26/07/2018 12 x Cantalupo |La Forja
7 01/08/2018 12 x Galia Huertas San Isidro

6 x Galia José Mufioz Manjavacas

21/08/201
8 08/2018 6 x Cantalupo |Jestis Molina
b2 100 melones (60 Galia y 40 Cantalupo)

3.2. Condiciones de almacenamiento de la materia prima
Los melones muestreados se guardaron en cajas de carton grandes y se
almacenaron en condiciones de temperatura ambiente y a la sombra en el laboratorio,
sin cubrir. Se separaron por un lado los frutos de la variedad Cantalupo y por otro lado
los Galia. La temperatura media mensual en el laboratorio fue de 25,6°C durante julio,
26°C en agosto y 24°C en septiembre. Se llegaron a alcanzar valores entre el 42,1 y el

50,6% de humedad relativa.

De manera natural y con el paso de los dias, los frutos comenzaron a enfermar
por especies fungicas diversas, incluidas especies de Fusarium, cuyos propagulos
emergia por la corteza y areas de escriturado de los melones. En el caso de que
transcurridos siete dias no hubiesen proliferado hongos en alguna de las cajas, estas eran
sometidas a condiciones forzadas de almacenamiento. Dichas condiciones consistian en
envolver las cajas con una bolsa e introducir un pequefio recipiente abierto con agua (un
vaso o matraz pequeio, por ejemplo) en su interior. Con esto se logra que la

temperatura y la humedad relativa interna dentro de la caja se dispare (alcanzando
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valores de temperatura de hasta 30,7 °C y 80% de HR), acelerando el proceso de

pudricion de los melones y el desarrollo fungico.

Como norma general, los frutos permanecieron una semana en las cajas en
condiciones de almacenamiento normales, y un maximo de dos semanas extra en
condiciones forzadas. Si transcurridos este periodo de tiempo en los melones no se
habia desarrollado ninguna colonia de Fusarium, estos eran descartados. Se estudiaban

aproximadamente una docena de frutos a la semana.

3.3. Obtencion de aislados de Fusarium spp.
El aislamiento de los patdgenos se realizé a partir de los frutos almacenados con
micelio fungico identificado como Fusarium, a partir de areas separadas de otros
micelios que correspondian a otros patégenos en el caso de que se tratase de

podredumbres mixtas (FIGURA 4).

Los aislados se obtuvieron separando cuidadosamente un fragmento de micelio
usando una lanceta o unas pinzas flameadas con alcohol y un mechero bunsen. Se evito
arrastrar corteza o pulpa del melon puesto que puede ser un foco de contaminacion. El
fragmento de micelio se depositd en una placa Petri de 9 cm de diametro con medio de
cultivo Agar de Patata y Dextrosa (PDA — Scharlab®, Barcelona) y se sellé con
parafilm. Estas placas eran rotuladas debidamente y se almacenaban a temperatura
ambiente en el laboratorio, en condiciones de dia y noche, hasta que las colonias de
Fusarium se desarrollaban y ocupaban al menos 2/3 de la superficie de la placa. Una
vez alcanzado ese tamafio, se guardaban en refrigeracion para ralentizar el crecimiento
excesivo de la/s colonia/s, y por lo tanto la degradacion del aislado por falta de

nutrientes.

En la etapa siguiente, se procedia a purificar cada uno de los aislados mediante

una siembra en PDA realizada a partir del borde de cada colonia por separado.

En el caso de que las colonias creciesen con contaminacién bacteriana, se
realizaban subcultivos en PDA con antibidticos como estreptomicina o ampicilina (0,1
g/L). Se recomienda tener al menos 2 o 3 repicados de cada aislado por motivos de

seguridad almacenados en refrigeracion.
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FIGURA 4. Diferencias entre una podredumbre por Fusarium sp. (A) y una podredumbre mixta
(B).

Fuente: elaboracion propia (Fotografias obtenidas en los laboratorios del &rea de Produccion Vegetal de la
Universidad Politécnica de Cartagena)

34. Seleccion de los aislados
Para poder identificar nuestros aislados por técnicas moleculares, primero se
tuvo que seleccionar cuantos se enviarian a secuenciar genéticamente. Para ello, se
realizaron observaciones en el microscopio para intentar buscar algin caracter
morfologico primario que pudiera diferenciar los distintos aislados entre si y
clasificarlos en diferentes morfotipos que engloban a aislados por sus caracteristicas

fenotipicas.

En este caso, la gran mayoria de aislados que se obtuvieron presentaban
caracteristicas muy similares, siendo la mas diferenciadora la ausencia de clamidosporas
y/o macroconidios completamente formados en algunos de ellos. Como las condiciones
y los medios de cultivo fueron los mismos para todos los aislados (temperatura
ambiente del laboratorio y ciclo naturales de luz/oscuridad) se decidi6 también
diferenciar unos aislados de otros por caracteristicas secundarias como la pigmentacion

de las colonias y/o el tipo de micelio aéreo producido.

Todas estas medidas se tomaron para evitar en la medida de lo posible enviar
varias muestras de una misma especie de Fusarium a secuenciar pero, Como veremos en
el apartado 4 de este documento, algunas especies estuvieron presentes multiples veces
en los resultados de secuenciacion e identificacion. El total definitivo de muestras

seleccionadas para ser enviadas a identificar ascendi6 a 19.
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3.5. Identificacion de especies de Fusarium mediante PCR

Los 19 aislados seleccionados fueron llevados a los laboratorios del IBV
(Instituto de Biotecnologia Vegetal) para ser identificados. Se les practicO una
amplificacion de su secuencia genética por medio de una PCR (Polymerase Chain
Reaction o Reaccion en Cadena de la Polimerasa) siguiendo los protocolos y las

instrucciones alli establecidos.

Para ello, primero se llevé a cabo una extraccion de ADN a cada muestra
siguiendo el protocolo de Raeder & Broda (Raeder y Broda, 1985), pero con algunas

modificaciones minimas en las concentraciones de alguno de sus reactivos.

Una vez extraido el ADN se midi6 su concentracion mediante un
fluorimetro/espectrofotometro Nanodrop 2.000 conectado a un ordenador con un
driver/controlador para tomar las mediciones y, en funcion de los valores obtenidos, se
ajusto la concentracion de material genético de cada muestra con agua destilada estéril

hasta alcanzar un valor de 100 ng/pL de ADN.

Con las muestras debidamente ajustadas a la concentracion deseada, se cargaron
en un gel de amplificacion en una cubeta/camara de electroforesis (FIGURA 5) para
estudiar la calidad de éste, respecto a una muestra testigo. El gel amplificado se
visualizd en una camara transiluminadora de luz infrarroja conectada a un ordenador
con el software VisionCapt. Las muestras que amplificaron anémalamente o mostraron
algiin indicio de poder haber arrastrado algin tipo de contaminacion repitieron el

Proceso.

FIGURA 5. Cubeta de electroforesis.
Fuente: elaboracion propia (Fotografia obtenidas

en los laboratorios del Instituto de Biotecnologia
Vegetal de la UPCT)
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A continuacion, se prepard una mezcla maestra o MIX de PCR, la cual se
combind con el material genético en unas proporciones determinadas y durante una
serie de ciclos térmicos, en un termociclador (Biorad). Inmediatamente a posteriori se
volvié a cargar otro gel de amplificacion para visualizar las muestras mediante
VisionCapt. Aquellas que pasaban exitosamente la segunda prueba de amplificacion
eran purificadas para definitivamente, ser enviadas a cotejar a un banco de ADN y luego

secuenciar su estructura genética.

Las secuenciaciones genéticas fueron realizadas por la Doctora Dina Cifuentes
Romo, la cual empleo el software Mega Version 6 (Tamura et al., 2013). Este software
dirige al NCBI (National Center for Biotechnology Information) para que mediante el
programa BLAST se puedan identificar las secuencias. BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) es un programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local,
ya sea de ADN, ARN o de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia
problema con una gran cantidad de secuencias que se encuentren en una base de datos.

En este caso, se estudio la region ITS del ADN ribosomico de las muestras.

Esta es una descripcion pormenorizada del proceso. La explicacion mas
detallada y en profundidad de éste, de todos y cada uno de los reactivos, sus
proporciones y los equipos empleados se encuentra en el documento Anexo 1: Proceso

de PCR.

3.6. Estudios de patogenicidad de las especies identificadas

Conociendo las distintas especies de Fusarium existentes entre nuestros aislados
secuenciados, se procedid a realizar las inoculaciones en frutos para estudiar la
patogenicidad de éstas y sus relaciones parasitarias con el fruto. Como hospedante en
este ensayo se emplearon melones Cantalupo y Galia sanos, recolectados lo mas
recientemente posible. El origen de estos melones es exactamente el mismo que el de
los empleados para obtener los aislados de Fusarium. Fueron todos melones de las
cosechas tardias (en el caso de la Region de Murcia) de primeros de septiembre. El
experimento fue llevado a cabo en un fruto por cada especie identificada tal y como se

describe a continuacion.

Se eligieron estratégicamente 4 puntos en la superficie de un melén (situados en
polos opuestos y en el ecuador del fruto) los cuales fueron desinfectados con alcohol.

En la zona desinfectada se trazo un circulo de unos 2 cm de didmetro con rotulador
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permanente. Con un bisturi flameado con alcohol y mechero se practicd una incision de
unos 5 mm de longitud aproximadamente en el centro del circulo. Dicha incision se
practicé de un solo trazo de tal manera que apenas rasgase la corteza del melon,

profundizando 1 0 2 mm como méximo.

Con otro bisturi flameado se corté un fragmento de agar cuadrado con micelio
de una de las placas de la especie deseada. Con unas pinzas flameadas se deposito el
trozo recortado sobre la incisidon, de modo que el micelio entrara en contacto directo con
el corte. El fragmento de agar se cubri6 con cinta adhesiva para asegurar que se
mantuviese adherido a la superficie del fruto. Este proceso se llevd a cabo en cada uno

de los cuatro puntos elegidos de cada melon para una sola especie de Fusarium.

El experimento se repitio tantas veces como especies identificadas se tenian. Las
especies aisladas de Galia se inocularon en melones del mismo grupo, de igual manera

se procedio con las especies de Cantalupo. (FIGURA 6).

FIGURA 6. Melones inoculados Cantalupo y Galia (de izquierda a derecha).

Fuente: elaboracion propia (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la
Universidad Politécnica de Cartagena).

Los melones inoculados permanecieron a temperatura ambiente (unos 24°C) en
el laboratorio, en bandejas de plastico sin cubrir, y se revisaron con frecuencia una vez
empez6 a evolucionar el micelio en los puntos de inoculacion. Se tomaron fotografias
de dicho progreso y una vez se consider6 el desarrollo micelial suficiente, se procedio a
examinar como se desarrolld el hongo en el interior del fruto y los dafios causados
(tanto internos como externos). Por desarrollo micelial suficiente se consideré que en al
menos 3 de los 4 puntos de inoculaciéon de un melon, el circulo trazado con rotulador

hubiese sido completamente cubierto con micelio.
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Para examinar los efectos ocasionados en el fruto por el parasitismo del hongo,
se practicaron incisiones con un cuchillo en los puntos de inoculacién y se extrajeron
secciones del meldn. Se fotografiaron, describieron y anotaron los efectos observados

con la mayor precision posible.

3.7. Elaboracion de fichas técnicas con descripciones

morfologicas de cada especie

Con las mismas especies de Fusarium con las que se llevaron a cabo los estudios
de patogenicidad se elaboraron unas fichas descriptivas. En estas fichas se recogioé de
una manera breve y simple, pero a la vez concisa, las caracteristicas morfologicas mas

destacables.

Para elaborarlas, se examinaron en el microscopio colonias de todas las especies
identificadas. Con una lanceta flameada con alcohol y un mechero se fueron tomando
muestras de cada hongo, se depositaron en un portaobjetos con un poco de agua y se

visualizan en el microscopio. Las siguientes caracteristicas fueron descritas y anotadas:

e Color y tipo de micelio aéreo.
e Presencia de esporodoquios o exudados.
e Presencia (o no) de microconidios, macroconidios y/o clamidosporas.

e Morfologia de estos/as y tamafio.

Con toda esta informacion se elabor6 un prototipo de ficha, del cual se puede ver
un ejemplo en el apartado 4.1 de este documento. Estas fichas pueden ser de gran
utilidad como un acompafiamiento extra al informe de la secuenciacion genética puesto
que aportan una informacion adicional acerca del desarrollo de cada especie para unas
condiciones determinadas (en este caso temperatura ambiente de unos 23-24°C,
condiciones de luz / oscuridad y medio de cultivo Agar PDA hasta que la superficie del
medio de cultivo se cubra por completo con el hongo. Luego las placas se conservaron
en refrigeracion a unos 4-6°C). Las fichas de todas y cada una de las especies se
entregaran adjuntas en el documento Anexo II: Fichas técnicas de especies

identificadas.

3.8. Preparacion de las suspensiones de conidios
Para poder realizar el experimento in vitro con radiacion UV-C de las especies

identificadas se tuvieron que preparar suspensiones de conidios de cada una de ellas. El
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método elegido para preparar dichas suspensiones es el descrito por D. Newmeyer

(Newmeyer, 1990).

Este procedimiento consiste en tomar unas pipetas de vidrio de 1-10 mL y
colocar un tapén de algodon en la apertura mas ancha de la pipeta (normalmente el
extremo por el que se haria succion con la propipeta) de modo que este acabase en una
especie de mecha. El tapon de algodoén actiia de filtro. Se preparo, siguiendo este
método, una pipeta por cada especie. Las pipetas con sus filtros improvisados de

algododn se esterilizaron en el autoclave envueltas en papel de aluminio.

Llegado el momento de obtener las suspensiones de conidios, se vertié con una
pipeta aproximadamente 15 mL de agua destilada estéril sobre cada una de las placas de
los hongos. Se dejo reposar aproximadamente 2-3 minutos cada placa para dejar que el
micelio de las colonias entrase en contacto con el agua. A continuacion, se aplasto
suavemente con una lanceta flameada con alcohol y mechero la superficie de las

colonias (pero con mucho cuidado de no desprender fragmentos del agar).

Seguidamente se colocd una propipeta en la apertura mas estrecha (normalmente
el extremo que estaria en contacto con el fluido a pipetear) de una de nuestras pipetas
esterilizadas con filtro de algodon. Se puso la mecha del filtro en contacto con la
suspension de agua destilada estéril, conidios y fragmentos de hifas de la placa
pertinente. Haciendo succién con la propipeta, se forzd a la suspension a pasar a través
del filtro de algodon. Los fragmentos de hifas, restos del medio de cultivo y otras
impurezas quedaron atrapados en las fibras del algodén. Por el contrario, los conidios

pasaron sin ningiin problema a través del filtro debido a su menor tamafio.

Finalmente, con mucho cuidado, se retir6 el filtro de algodon con unas pinzas y
se vaciaba el contenido de la pipeta sobre un recipiente de cierre aislante. Este se sellaba
y rotulaba debidamente al instante. El filtro de algodon y la pipeta eran descartados. El
proceso se repitid para cada una de las especies identificadas, siempre dentro de la
cabina de flujo horizontal para asegurar la maxima asepsia del proceso. Los recipientes
con las suspensiones de conidios se guardaron en refrigeraciéon a unos 4-6°C en el

frigorifico.

Al dia siguiente de preparar las suspensiones, se hizo un recuento de la

concentraciéon de conidios de cada una de ellas mediante una camara de recuento
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Thoma. Como las concentraciones fueron muy altas, se ajustaron a unos 3.000 conidios/
mL, aproximadamente, para poder garantizar en un conteo viable de U.F.C. en las

placas sembradas con estas suspensiones.

3.9. Experimentacion con radiacion UV-C
Para estudiar el impacto del incremento del tiempo de exposicion frente a
ultravioleta de las especies de Fusarium identificadas se planted el siguiente
experimento. Se propusieron cuatro tratamientos distintos y un control para cada uno de

los hongos:

e Control: 0 segundos de exposicion a 10,5 W/m? de intensidad de UV-C

e Tratamiento 1: 10 segundos de exposicion a 10,5 W/m? de intensidad de UV-C

e Tratamiento 2: 30 segundos de exposicion a 10,5 W/m? de intensidad de UV-C

e Tratamiento 3: 90 segundos de exposicion a 10,5 W/m? de intensidad de UV-C

e Tratamiento 4: 300 segundos de exposiciéon a 10,5 W/m® de intensidad de UV-
C

Se hicieron 4 repeticiones de cada tratamiento y control. El experimento se llevo
a cabo el 14 de agosto de 2019. Ese mismo dia se rotularon 20 placas Petri de 6 cm de
didmetro (5 tratamientos x 4 repeticiones/tratamiento) vacias, sin medio de cultivo.
Dentro de la cabina de flujo laminar, se pipetearon 300 pL de suspension de conidios y
se depositaron en cada una de las 20 placas. Este proceso se repitioé para cada especie.
Las placas, sin sellar, se colocaron en bolsas agrupadas acorde al tratamiento que se les

hubiese asignado y estas bolsas en bandejas de pléstico.

Las 180 placas (20 placas/especie x 9 especies identificadas) fueron llevadas a
las instalaciones de la empresa Fruca Marketing en Balsapintada. En una de las lineas
de procesado de pimientos con las que cuenta la empresa hay un equipo de radiacion
UV-C. Este equipo consiste en una gran carcasa metalica con varias lamparas de luz
ultravioleta en su interior que envuelve una cinta transportadora por la que circulan los
frutos. Los extremos de entrada y salida de la cinta estan cubiertos por unas cortinas

flecadas de PCV flexible y opaco.

Se colocaron las placas en unas bandejas de carton en funcion del tratamiento
que se les hubiese asignado, e inmediatamente antes de ser irradiadas se les retir6 la tapa

a todas (para evitar que esta redujese la efectividad del UV-C). Cada bandeja
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permanecid expuesta el tiempo correspondiente al tratamiento de las placas que
contuviese. Una vez transcurrido este tiempo, las bandejas eran sacadas y las placas
tapadas de nuevo para volver a ser introducidas en las bolsas de autoclave y estas en las
bandejas de plastico. Este procedimiento se repitido para cada uno de los tratamientos.
Aunque las placas correspondientes al control no fueron irradiadas, también se
colocaron en una bandeja de cartéon (aunque no se abrieron las tapas de estas en ningun
momento) para que las condiciones ambientales fuesen las mismas. Una vez concluidos
todos los procedimientos, las muestras fueron transportadas de vuelta al laboratorio. El
tiempo para efectuar el recorrido de ida y vuelta fue de 45-50 minutos y el experimento

durd en total unos 20 minutos.

La intensidad media de radiacién obtenida en el equipo de ultravioleta,
EXTECH Instruments, modelo SD1L.470, fue de 10,5 W/m?. Esta se mantuvo constante
durante todo el tiempo de exposicion. Si tenemos en cuenta que 1 W/m* x 1 s = 0,01 J/s
xm®x 1 s=0,01 J/m? las dosis recibidas por cada placa expresadas en kJ/m?, en cada

tratamiento fueron las siguientes:

e Control: 0 kJ/m’

e Tratamiento 1: 1,05 kJ/m?
e Tratamiento 2: 3,15 kJ/m?
e Tratamiento 3: 9,45 kJ/m?
e Tratamiento 4: 31,50 kJ/m?

La dosis comercial que se utiliza para el tratamiento de pimientos y melones

varia entre 4 a 10 kJ/m?.

De vuelta en el laboratorio, las suspensiones de conidios irradiadas y las de los
controles fueron sembradas en superficie. Las siembras se realizaron en la cabina de
flujo laminar y por duplicado en placas Petri de 9 cm de didmetro con medio de cultivo
Agar PDA + estreptomicina (para evitar posibles contaminaciones por bacterias,

preparadas uno o dos dias antes del experimento).

Usando una pipeta se repartid el contenido de cada una de las placas Petri
tratadas con UV-C en 2 placas Petri de 9 cm, pipeteando 150 pL en cada una. Usando
asas de siembra estériles y desechables, se repartid bien la suspension de conidios por

toda la superficie de la placa. Las placas sembradas se rotularon y colocaron en unas
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bandejas de plastico agrupadas en ‘torre’ segun el tratamiento recibido. Las placas se
dejaron a temperatura ambiente (26°C) y en condiciones dia/noche. El total de placas
existentes en este punto del trabajo ascienden a 360 (9 especies identificadas x 5

tratamientos/especie x 4 placas/tratamiento x 2 duplicados por placa).

Se efectud un seguimiento diario de las placas. Este seguimiento consistio de un
conteo de U.F.C. en cada una de las 360 placas durante los 14 dias posteriores a la
siembra de éstas. Se tomaron algunas fotografias del proceso. Pasado este tiempo, se
hicieron observaciones al microscopio de algunas de las colonias de placas de los
tratamientos 3 y 4. Posteriormente, todas las placas fueron descartadas y se dieron por
finalizados todos los experimentos de este trabajo. Se guardaron en glicerol muestras de

cada una de las especies sin irradiar para conservarlas en MAPYS.

3.10. Conteo de las U.F.C./placa posterior al experimento con
UV-C
El conteo se realizd los primeros dias empleando una lupa de recuento de
colonias y se continu6 diariamente durante 14 dias para estudiar también el efecto
fungistatico de la radiacion, no sodlo el efecto fungicida. Para ello, se iban marcando las
colonias de Fusarium contabilizadas con un rotulador permanente. Una vez
transcurridos los primeros 3 o 4 dias, como el crecimiento de colonias se estabilizo, el
conteo se efectud a simple vista. Los resultados obtenidos se iban anotando en una hoja
de calculo. Las placas en las que aparecia mucha contaminacién se sellaban con
parafilm. Durante este tiempo las placas seguian permaneciendo en las mismas

condiciones de temperatura ambiente de 26°C y exposicion dia/noche.

3.11. Estimacion de la mortalidad de los conidios irradiados

Para calcular la mortalidad acaecida en las distintas especies segun el

tratamiento recibido se planted una simple ecuacion.

Se decidio asignar al maximo desarrollo (U.F.C./placa) medio en las placas
control (una vez finalizado el experimento) como el 100% de viabilidad de conidios en
condiciones ideales. Por tanto, la mortalidad para estas placas control seria del 0%. En

cambio, en las placas de los demads tratamientos la mortalidad se calculé como:

N° U.F.C./placaxdiaxtratamiento

Mortalidad (%) = 100 — (

- x100) (ECUACION 1)
N° U.F.C./placaxdia* control
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En la Ecuacion 1, el término entre paréntesis representa la supervivencia (en %)
de una placa de un tratamiento determinado para un dia cualquiera. Como U.F.C. / placa
maximo del control se tomo el promedio de los valores méximos de las 8 placas control
tras los 14 dias de cada una de las especies de Fusarium. Se aplico la ECUACION 1 para
cada dia y cada una de las placas de los distintos tratamientos. Los resultados obtenidos

se promediaron.

3.12. Tratamiento estadistico de los datos obtenidos

Se realizaron una serie de analisis estadisticos basicos. Se calcularon valores

medios y la desviacion estandar de:

e Los valores diarios de U.F.C. / Placa de cada tratamiento y especie. Se
representaron graficamente para poder visualizar los periodos de latencia de
cada tratamiento.

e La mortalidad acaecida en cada placa, tratamiento y especie a los 14 dias
de comenzar el experimento. Estos valores se representaron en unos

diagramas de barra incluyendo las barras de error.

Se estudi6 también una regresion polinomial entre las medidas de U.F.C./placa y

las dosis de UV-C recibidas (kJ/m?) a los 14 dias.
3.13. Supuesto practico de comparacion economica de los

distintos tratamientos estudiados

Se planted un supuesto practico con datos estimativos para estudiar, empleando
criterios econdmicos como el VAN (Valor Actual Neto), TIR (Tasa Interna de Retorno)
o el Periodo de Retorno, la rentabilidad de implantar un equipo en una empresa para
aplicar uno de los 4 tratamientos de UV-C vistos en este trabajo. Recordamos las

ecuaciones del VAN (ECUACION 2) y la del TIR (ECUACION 3).

Rj ,
VAN = Z?=1 m - (ECUACION 2)
aN=yn _Rie 9 '
VAN=Y", T TIR) (ECUACION 3)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se muestrearon un total de 100 melones (60 galias y 40 cantalupos). De estos
frutos se consiguid obtener una primera cifra de aislados alta, que posteriormente fue
cribada y reducida (por criterios de semejanza entre si de ciertos aislados) hasta un

numero de 19 aislados aparentemente distintos.

Estos 19 aislados fueron identificados genéticamente por PCR. La homologia
para todas las especies identificadas estuvo entre el 99-100%. En total se obtuvieron
ocho especies de Fusarium: Fusarium brachygibbosum, Fusarium chlamydosporum,
Fusarium equiseti, Fusarium fujikuroi, Fusarium longipes, Fusarium oxysporum,
Fusarium proliferatum y Fusarium solani. En el caso de F. solani y F. proliferatum

fueron identificadas en varios de los aislados.

Se identificaron dos especies inesperadas (Acremonium sclerotigenum 'y
Sarocladium strictum) a partir de un mismo aislado, muy proximas a especies de
Fusarium. Este hecho se debe a que el aislado en cuestion, comparte entre un 99 y un
100% de semejanza genética con ambas especies (aparentemente la diferencia es
minima) asi que no es posible asignar uno de los dos resultados y descartar el otro. Por
ello, de ahora en adelante en este documento, se tratara al aislado en concreto asociado a

una de las dos especies sin especificar cual de las dos es la correcta.

Para acompanar a esta informacion, también se caracterizaron morfologicamente
cada una las especies anteriores. Se observaron sus caracteres morfoldgicos primarios
(tipo de fructificaciones, morfologia, cantidad etc.) y secundarios (micelio aéreo,
desarrollo de las colonias y/o pigmentacion) y se anotaron en unas fichas técnicas. En el
apartado 4.2 se muestra un modelo de ficha de F. brachygibbosum a modo de ejemplo.
Las demas se pueden consultar en el documento Anexo II: Fichas técnicas de especies

identificadas.

Los resultados obtenidos tras la realizacion de estas caracterizaciones son
bastante reveladores. Por ejemplo, F. equiseti y F. chlamydosporum mostraron unos
caracteres tanto primarios como secundarios practicamente idénticos. F. oxysporum y F.
longipes presentaron unos caracteres secundarios muy similares, pero se diferencian en
sus estructuras reproductivas. F. solani no compartid caracteres secundarios con

ninguna otra especie identificada y sus caracteres primarios son también unicos porque
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no produjo clamidosporas ni apenas microconidios. F. fujikuroi y F. proliferatum, sin
embargo, no produjeron ni macroconidios ni clamidosporas, pero difirieron en sus
caracteres secundarios. F. brachygibbosum y F. oxysporum compartieron algunos
caracteres secundarios y tuvieron caracteres primarios muy similares. Todos estos

aspectos se pueden leer con mas detalles en las mencionadas fichas técnicas.

4.1. Ejemplo de ficha técnica

Fusarium brachygibbosum

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla por el agar otorga al medio de cultivo un color marrén
terroso u ocraceo en el anverso de la/s colonia/s (Figura 1.A) siendo el reverso de un tono ain
mas oscuro de ese mismo color. Aparecen pequeias islas de micelio aéreo algodonoso de
color blanco que se desarrollan aleatoriamente por la superficie. A veces estas islas de
micelio presentan un halo rosado o amarillo en la periferia o pequefias manchas de estas
mismas tonalidades.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, presentan tabiques, abundantes ramificaciones y pueden
alcanzar grosores maximos de hasta 5 um (Figura 1.D).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS REPRODUCTIVAS

En los extremos de las hifas aparecen con frecuencias clamidosporas rugosas
hialinas (Figura 1.B) de entre 7,5 y 12,5 um de diametro. Estas llegan a aparecer incluso en
parejas (Figura 1.C), pero no es lo mas habitual, al igual que no parecen producir
clamidosporas intercalares. Esta especie produce una elevada cantidad de macroconidios
fusiformes de entre 20 - 32,5 um de longitud y 3,75 - 5 um de anchura, hialinos y septados.
Normalmente suelen presentar entre 1 y 4 tabiques. También es frecuente encontrar dichos
macroconidios atn sin madurar con formas rectangulares y alargadas, sin septar o con 1 o 2
tabiques a lo sumo y tamafos que alcanzan como mucho 10 — 12,5 um de longitud y 2,5 uym
de anchura (Figura 1.E). A estos macroconidios sin madurar también se les puede llamar
mesoconidios. Al microscopio también es frecuente encontrar fidlides y macroconidios atin
unidos a éstas preparados para ser liberados al medio (Figura 1.F).
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Fusarium brachygibbosum
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Figura de Anejo. Cultivo de Fusarium brachygibbosum en medio agar PDA con estreptomicina (A).
Detalles microscopicos de sus clamidosporas terminales aisladas (B) y en parejas (C), los tabiques y
ramificaciones de sus hifas (D), sus macroconidios tanto maduros como inmaduros (E) y fialides (F).
(Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica
de Cartagena. Fuente: elaboracion propia).

4.2. Estudios de patogenicidad

Aunque se llevaron a cabo experimentos de patogenicidad con las distintas
especies en las respectivas variedades de melon de las que fueron aisladas, los

resultados fueron practicamente idénticos tanto en melones Galia como Cantalupo. El
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factor especie tampoco influyo, o no al menos de una manera concluyente. Por ello, se
considera innecesario y redundante describir uno a uno los resultados obtenidos con

cada especie.

El desarrollo del hongo en el melén, de manera general, se produjo de una forma
expansiva tanto en profundidad como en superficie. Transcurrida una semana, el
micelio se abrid camino a través de la herida del melon alcanzando profundidades de
hasta unos 3-5 cm. En su avance a través de los tejidos del fruto, el hongo produjo dos
sintomas principales: El primer sintoma es que el tejido del mesocarpo inmediatamente
colindante con el epicarpio, adquiri6 una textura oleosa, parda y translicida (FIGURAS
7.A, 7.B y 7.C). Este pardeamiento se tradujo en un reblandecimiento del tejido bajo la
corteza, que se volvio blanda al tacto e incluso pudo llegar a deprimirse el tejido
alrededor de la herida. Este sintoma es facilmente apreciable a simple vista y es un buen

indicativo para saber que el hongo ha colonizado el interior del fruto.

El segundo sintoma que caus6 el hongo al penetrar en el melon se puede definir
como una deshidratacién esponjosa de la pulpa del fruto justo por debajo de la lesion.
Para apreciar estos sintomas era necesario seccionar y examinar el meldn en su interior.
Este sintoma de la pulpa, alcanz6 profundidades de hasta unos 5 cm en una semana,
pero depende de la velocidad de desarrollo de la podredumbre, pudiendo alcanzar
mayores profundidades. Se puede describir como una mancha seca, blanca y
diferenciada del tejido sano (FIGURAS 7.B, 7.C y 7.D). Como resultado de la pérdida de
textura de los tejidos del melon, se producen oquedades y galerias huecas (FIGURA 7.B)
en algunos casos. A diferencia del pardeamiento que se produce bajo el epicarpio que se
extendia en superficie bajo la corteza, el secado del mesocarpio se extiende

principalmente en profundidad. Esto se debe a la proliferacion del hongo por este tejido.

En los ensayos llevados a cabo con melones de la variedad Galia, es frecuente
que en estas oquedades originadas en el mesocarpo aparezca micelio aéreo, a pesar de
ser un entorno practicamente aislado del exterior. Al aparecer micelio en un entorno tan
pequenio, las hifas llenan completamente la oquedad otorgando una apariencia que
podria calificarse de harinosa o pulverulenta (FIGURA 7.D). En algunos casos, podria
formar una especie de quistes formados por tejido hifal compacto. Estas estructuras las
hemos detectado en otras variedades de frutos de meloén cuando estos son podridos por

Cladosporium, pero no lo hemos observado en podredumbres por Fusarium.
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FIGURA 7. Detalles del pardeamiento subepicarpico (A, By C) y el secado de la pulpa en el
mesocarpo (B, C y D) ocasionado en melones Cantalupo y Galia por Fusarium spp.

Fuente: elaboracion propia (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la

Universidad Politécnica de Cartagena).
4.3. Experimentacion con radiacion UV-C

A continuacidn, se muestran para cada una de las especies con las que se llevo a
cabo el experimento una tabla (TABLAS 2-10) con resultados promediados de los conteos
de U.F.C./placa que se llevaron a cabo diariamente. Se incluyen también unos analisis

estadisticos basicos.
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TABLA 2. Recuentos de colonias en F. brachygibbosum tras el experimento con UV-C.

F. brachygibbosum Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7 | Dia 14
C Valor Medio U.F.C/placa 0 25 25 25 25 25
Desviacion Estandar (s) 0,00 4,33 4,36 4,36 4,36 4,36
T1 Valor Medio U.F.C/placa 4 10 13 13 14 14
Desviacidon Estandar (s) 5,34 423 5,35 5,22 5,28 5,68
Valor Medio U.F.C/placa 0 10 14 10 10 10
T2 Desviacion Estandar (s) 0,35 5,60 7,00 4,50 4,90 4,90
T3 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 4 4 7 8
Desviacidon Estandar (s) 0,00 0,00 3,29 3,61 4,13 5,54
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 3 4 4 4
Desviacion Estandar (s) 0,00 0,73 3,02 3,09 3,09 3,09

Para T1 = 1,05 kJ/m%, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m’ y T4 = 31,5 kJ/m".
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FIGURA 8. Evolucion del promedio de U.F.C./Placa y la fase de latencia en los distintos
tratamientos de F. brachygibbosum.
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FIGURA 9. Regresion entre U.F.C./placa y radiacién recibida (kJ/m?) en F. brachygibbosum.
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TABLA 3. Recuentos de colonias en F. chlamydosporum tras el experimento con UV-C.

F. chlamydosporum Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7 Dia 14
C Valor Medio U.F.C/placa 0 96 97 97 97 97
Desviacion Estandar (s) 0,33 32,07 31,96 32,41 32,41 32,41
T1 Valor Medio U.F.C/placa 0 35 38 38 38 38
Desviacion Estandar (s) 0,00 18,52 20,54 20,54 20,71 20,71
Valor Medio U.F.C/placa 0 42 42 43 43 43
T2 Desviacion Estandar (s) 0,33 17,26 17,40 17,41 17,41 17,41
T3 Valor Medio U.F.C/placa 0 18 19 19 19 19
Desviacion Estandar (s) 0,48 12,54 11,66 12,31 12,31 12,31
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 0 0 0 1
Desviacion Estandar (s) 0,00 0,33 0,43 0,43 0,43 0,49

Para T1 = 1,05 kJ/m%, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m’ y T4 = 31,5 kJ/m"’.
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FIGURA 10. Evolucion del promedio de U.F.C./Placa y la fase de latencia en los distintos
tratamientos de F. chlamydosporum.
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FIGURA 11. Regresion entre U.F.C./placa y radiacion recibida (kJ/m?) en F. chlamydosporum.
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TABLA 4. Recuentos de colonias en F. equiseti tras el experimento con UV-C.

F. equiseti Dia 1 Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia7 | Dial4
C Valor Medio U.F.C/placa 0 66 68 68 68 68
Desviacion Estandar (s) 0,00 17,61 16,35 | 16,51 16,51 16,51
T1 Valor Medio U.F.C/placa 4 34 35 35 35 35
Desviacién Estandar (s) 6,16 17,39 | 17,25 17,25 17,56 | 17,56
- Valor Medio U.F.C/placa 0 41 47 47 48 48
Desviacion Estandar (s) 0,43 14,00 12,70 12,70 12,84 12,84
T3 Valor Medio U.F.C/placa 3 9 12 12 12 12
Desviacidn Estandar (s) 5,59 4,24 4,36 5,53 4,58 4,58
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 2 7 7 7 8
Desviacion Estandar (s) 0,00 3,28 6,18 6,36 6,96 7,05
Para T1 = 1,05 kJ/m%, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m’ y T4 = 31,5 kJ/m"’.
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FIGURA 12. Evolucion del promedio de U.F.C./Placa y la fase de latencia en los distintos
tratamientos de F. equiseti.
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FIGURA 13. Regresion entre U.F.C./placa y radiacion recibida (kJ/m?) en F. equiseti.
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TABLA 5. Recuentos de colonias en F. fujikuroi tras el experimento con UV-C.

F. fujikuroi Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7 | Dia14
Valor Medio U.F.C/placa 2 199 199 199 199 199
¢ Desviacion Estandar (s) 2,1 27,0 27,1 27,0 27,0 27,0
Valor Medio U.F.C/placa 0 56 57 57 56 56
T Desviacion Estandar (s) 0,0 19,3 19,3 20,1 20,2 20,2
Valor Medio U.F.C/placa 0 53 60 60 59 59
T2 Desviacion Estandar (s) 0,4 32,5 31,2 31,2 31,7 31,7
Valor Medio U.F.C/placa 0 3 8 9 10 10
T3 Desviacion Estandar (s) 0,4 1,4 3,0 3.4 3.4 3,4
Valor Medio U.F.C/placa 0 0 4 4 4 4
T4 Desviacion Estandar (s) 0,0 0,0 3,7 4,1 4,1 4,1
Para T1 = 1,05 kJ/m%, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m’ y T4 = 31,5 kJ/m"’.
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FIGURA 14. Evolucion del promedio de U.F.C./Placa y la fase de latencia en los distintos
tratamientos de F. fujikuroi.
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FIGURA 15. Regresién entre U.F.C./placa y radiacion recibida (kJ/m®) en F. fujikuroi.
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TABLA 6. Recuentos de colonias en F. longipes tras el experimento con UV-C.

F. longipes Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7 | Dia 14
C Valor Medio U.F.C/placa 0 0 0 0 0 0
Desviacion Estandar (s) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Valor Medio U.F.C/placa 1 0 0 0 0 0
Desviacion Estandar (s) 1,3 0,0 0,0 0,7 0,7 0,7
Valor Medio U.F.C/placa 3 0 0 1 1 1
T2 Desviacion Estandar (s) 5.4 0,0 0,0 1,3 1,5 1,5
Valor Medio U.F.C/placa 0 13 14 14 14 14
T3 Desviacion Estandar (s) 0,3 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 1 1 1 1
Desviacion Estandar (s) 0,0 0,3 1,3 1,3 0,5 0,5
Para T1 = 1,05 kJ/m%, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m’ y T4 = 31,5 kJ/m"’.
TABLA 7. Recuentos de colonias en F. oxysporum tras el experimento con UV-C.
F. oxysporum Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7 | Dial4
c Valor Medio U.F.C/placa 0 11 12 12 12 12
Desviacion Estandar (s) 0,0 5,9 6,2 6,2 6,2 6,2
T1 Valor Medio U.F.C/placa 1 14 16 16 16 16
Desviacion Estandar (s) 1,6 4,2 4,7 4,3 4,3 4,3
T2 Valor Medio U.F.C/placa 1 12 17 17 18 19
Desviacion Estandar (s) 1,3 11,9 14,5 14,7 14,9 14,9
T3 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 3 3 3 3
Desviacion Estandar (s) 0,0 0,5 2,6 2,8 2,8 3,0
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 7 8 9 9
Desviacion Estandar (s) 0,7 0,0 4,7 4.9 4.8 4.6
Para T1 = 1,05 kJ/m®, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m’ y T4 = 31,5 kJ/m’.
TABLA 8. Recuentos de colonias en F. proliferatum tras el experimento con UV-C.
F. proliferatum Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7 | Dia14
C Valor Medio U.F.C/placa 0 127 128 128 128 128
Desviacion Estandar (s) 0 20,3 20,3 20,3 20,3 20,3
- Valor Medio U.F.C/placa 14 13 13 14 14 14
Desviacion Estandar (s) 19,0 7,8 7,8 8,0 8,0 8,0
T2 Valor Medio U.F.C/placa 0 48 53 53 53 53
Desviacion Estandar (s) 0,3 13,2 14,5 14,5 14,5 14,5
T3 Valor Medio U.F.C/placa 3 3 3 1 1 1
Desviacion Estandar (s) 5,0 5,0 5,2 0,8 0,7 0,7
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 15 15 16 16
Desviacion Estandar (s) 0,0 0,7 17,1 18,2 18,7 18,5

Para T1 = 1,05 kJ/m”, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m" y T4 = 31,5 kJ/m".
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FIGURA 16. Evolucion del promedio de U.F.C./Placa y la fase de latencia en los distintos

tratamientos de F. proliferatum.
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FIGURA 17. Regresion entre U.F.C./placa y radiacion recibida (kJ/m?) en F. proliferatum.
TABLA 9. Recuentos de colonias en F. solani tras el experimento con UV-C.
F. solani Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7 | Dia14
C Valor Medio U.F.C/placa 0 50 50 50 50 50
Desviacion Estandar (s) 0,0 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5
T1 Valor Medio U.F.C/placa 0 20 22 23 23 23
Desviacion Estandar (s) 1,7 6,5 6,5 5,9 5,6 5,6
T Valor Medio U.F.C/placa 0 31 33 33 33 33
Desviacion Estandar (s) 0,0 13,9 15,0 15,0 14,9 14,9
T3 Valor Medio U.F.C/placa 0 2 4 12 17 17
Desviacion Estandar (s) 0,3 1,2 4,1 5,5 5,7 5,7
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 1 4 5 6 6
Desviacion Estandar (s) 0,3 0,7 5,3 5,4 5,2 5,8

Para T1 = 1,05 kJ/m”, T2 = 3,15 kJ/m”, T3 = 9,45 kJ/m" y T4 = 31,5 kJ/m".
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FIGURA 18. Evolucion del promedio de U.F.C./Placa y la fase de latencia en los distintos
tratamientos de F. solani.
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FIGURA 19. Regresién entre U.F.C./placa y radiacion recibida (kJ/m®) en F. solani.

TABLA 10. Recuentos de colonias en A. sclerotigenum — S. strictum tras el experimento con UV-C.

A. sclerotigenum- S. strictum Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7 | Dial4
C Valor Medio U.F.C/placa 9 98 99 101 101 102
Desviacion Estandar (s) 13,0 49,2 48.9 46,8 46,5 46,0
T1 Valor Medio U.F.C/placa 59 73 73 59 60 64
Desviacion Estandar (s) 64,0 2,0 2,0 16,9 16,2 15,6
Valor Medio U.F.C/placa 4 84 84 84 84 84
12 Desviacion Estandar (s) 5,7 37,0 35,6 35,5 35,5 35,5
Valor Medio U.F.C/placa 0 32 41 41 42 42
T3 Desviacion Estandar (s) 0,0 21,5 18,2 19,3 17,4 17,4
T4 Valor Medio U.F.C/placa 0 0 2 3 3 3
Desviacion Estandar (s) 0,3 0,0 1,7 2,2 23 23

Para T1 = 1,05 kJ/m’, T2 = 3,15 kJ/m’, T3 = 9,45 kJ/m” y T4 = 31,5 kJ/m".
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FIGURA 20. Evolucion del promedio de U.F.C./Placa y la fase de latencia en los distintos
tratamientos de A. sclerotigenum — S. strictum.
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FIGURA 21. Regresién entre U.F.C./placa y radiacién recibida (kJ/m’) en A. sclerotigenum — S.
strictum.

De las nueve especies aisladas, F. oxysporum y F. longipes presentaron unos
niveles de contaminacién muy altos en las placas Control, Tratamiento 1 y Tratamiento
2, ocasionados por la colonizacion del medio de cultivo por otros microorganismos.
Esto pudo ocurrir porque la suspension de conidios se irradié dentro del aparato con las
placas abiertas para recibir la radiacion directa y este punto tuvo que ser critico. Los
escasos resultados que se obtuvieron de recuento de U.F.C. en los Tratamiento 3 y
Tratamiento 4 no se pudieron referenciar a ningiin Control y por lo tanto no se pudo
calcular la mortalidad sufrida por los conidios. Los resultados obtenidos en estas dos

especies se han considerado inconcluyentes (por esto so6lo se han mostrado los valores
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tabulados de la evolucion del promedio de colonias por placa y tratamiento diario con
sus desviacion estandar). En el resto de aislados también aparecid contaminacion en
alguna que otra placa, pero no lo suficiente como para impedir el desarrollo de colonias

de Fusarium.

De las restantes siete especies con las que se llevo a cabo el experimento, se
pudo observar una marcada latencia de las especies de Fusarium expuestas a radiacion
con respecto a las placas control. En las primeras 24 horas del experimento podian
comenzar a verse germinar los primeros conidios en la mayoria de placas Control. En
contraposicion las placas de los Tratamiento 1, Tratamiento 2, Tratamiento 3 y
Tratamiento 4 no comenzaron a germinar hasta el tercer o cuarto dia, y en algunos casos
practicamente nunca. Esto pudo ser debido a un efecto fungistatico de la radiacion que
podria haber dafiado las esporas y solamente un mecanismo de reparacion celular
interno pudo subsanar el problema, estimulando con retraso la germinacion de los

conidios.

También se ha podido observar que existe cierta regresion polinomica entre el
numero de conidios germinados y la radiacion que estos recibieron (con valores de
ajuste de regresion entre 0,51 y 0,64, exceptuando F. proliferatum con un valor de
0,43). A pesar de ello, podemos afirmar que no se puede estimar el nuimero de colonias
que apareceran en una placa en funcion de la cantidad de UV-C recibida (de otro
tratamiento distinto a los estudiados en este experimento) con mucha precision, pero si
se aprecia que la radiacion tiene un efecto positivo en la reduccion de la supervivencia
de las esporas, incluso dosis tan pequefias como 1,05 o 3,15 kJ/m”. A estas dosis ya se
aprecia una mortalidad, aunque parece ser que una buena parte de los conidios
sobreviven porque se produce un retardo de uno a dos dias en la germinacion. Creemos
que este proceso fungistatico se debe a la presencia de mecanismos reparadores que se
inician en la célula en el momento de recibir el estimulo de la germinacioén en contacto
con el medio de cultivo, horas después de recibir la radiacion. Conforme aumentamos la
dosis de radiacion, estos efectos se ven mas marcados, pero no aumentamos de manera
decisiva la tasa mortalidad. Este efecto tiene una conclusion interesante ya que se
deduce que bastan dosis pequefias de radiacion para obtener un efecto fungistatico o

fungicida, aunque no de forma decisiva.
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Aplicando la ECUACION 1 del apartado 3.11 a los recuentos de colonias de cada
tratamiento y especie en el dia 14, se obtuvieron los porcentajes de mortalidad en
conidios al final del experimento (se consider6 que, transcurridos estos 14 dias con las
curvas en fase estacionaria durante 11 a 13 dias, dependiendo de la especie y
tratamiento, los conidios no germinados medidos por el desarrollo de nuevas colonias,

ya no iban a germinar y, por tanto, se consideraban ya no viables).

En la FIGURA 22 podemos observar que la mortalidad media de las esporas
(transcurridos los 14 dias de los experimentos) en algunas de las especies tratadas como
por ejemplo F. equiseti, F. solani, F. proliferatum o A. sclerotigenum-S. strictum
presentan unos valores un poco andémalos. Segun estos valores medios, en estas especies
la dosis recibida en el Tratamiento 1 (1,05 kJ/m?) surtié mejores efectos que la del
Tratamiento 2 (3,15 kJ/m?). Sin embargo, si tenemos en cuenta los intervalos de error
generados por la desviacion entre los datos, podemos observar que el rango de valores

que puede adquirir la mortalidad en esos casos no es tan disonante.
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FIGURA 22. Comparativa de Mortalidad (%) a los 14 dias entre las distintas especies.

En general, se puede apreciar que el Tratamiento 4 es el mas efectivo,
ocasionando tasas de mortalidad en los conidios superiores al 75%, y en algunos casos

de practicamente el 100%. El Tratamiento 3 tuvo una efectividad muy alta también, con

36




rangos de mortalidad entre el 42% y practicamente el 100% en especies como F.
Sfujikuroi o F. proliferatum. Para el caso de los Tratamientos 1 y 2, la diferencia entre los
efectos causados en la mortalidad de las esporas no es tan significativa, exceptuando en
F. brachygibbosum. En especies como F. chlamydosporum o F. fujikuroi adquieren
unos rangos de valores muy similares. En cualquier caso, es evidente que incluso para
las dosis de estos tratamientos se obtienen unos efectos en la mortalidad de los conidios

bastante positivos.

Otro resultado muy interesante que se observo de este experimento fue el efecto

que tuvo en el desarrollo de las colonias en las placas con mayor exposicion a UV-C.

Para la mayoria de las especies, los Tratamientos 1, 2 y 3 no tuvieron mayores
efectos exceptuando el del incremento de mortalidad/inactivacion de los conidios
existentes. Sin embargo, las esporas que fueron sometidas al Tratamiento 4, (y en el
caso de especies como F. brachygibbosum, F. oxysporum y F. proliferatum también
aquellas del Tratamiento 3) mostraron unos caracteres morfologicos secundarios

idénticos, independientemente de la especie.

Todas las colonias que se desarrollaron lo hicieron de una manera muy lenta. En
muchos de los casos, no habiendo llegado a ocupar la totalidad de la superficie de la
placa e incluso habiendo pasado 25 dias desde la realizacion del experimento (FIGURAS
23 A, B, C, D, E, F, Gy H), cuando en el resto de placas de otros tratamientos hacian

semanas que esto ya habia sucedido.

Estas colonias ademds presentaron un color rosa salmén muy claro y un micelio
aéreo casi inexistente, de textura y apariencia pulverulenta. En algunas de las especies
como F. chlamydosporum (FIGURA 23.B) o F. equiseti (FIGURA 23.C) en las que el
cambio de pigmentacion de las colonias no fue tan dréstico, este hecho pudo haber
pasado desapercibido probablemente, pero en otras especies como F. oxysporum

(FIGURA 23.E) o F. proliferatum (FIGURA 23.F) este cambio fue mucho mas dramaético.

Generalmente cambios en pigmentacion y desarrollo de las colonias se suelen
asociar a las condiciones y el medio de cultivo. Sin embargo, en este caso las
condiciones y el medio fueron exactamente los mismos para todos los tratamientos y
especies. Este hecho del cambio de caracteres secundario es bastante interesante, porque

puede implicar que los dafos que sufren los conidios previamente a su germinacion
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pueden influir en el futuro desarrollo del hongo y en qué caracteres secundarios se

expresaran en este.

En la FIGURA 23 se muestran estos cambios en caracteres secundarios sufridos
desde las placas Control (esquina superior izquierda) a las de Tratamiento 4 (esquina
inferior derecha) de F. brachygibbosum (23.A), F. chlamydosporum (23.B), F. equiseti
(23.0C), F. fujikuroi (23.D), F. oxysporum (23.E), F. proliferatum (23.F), F. solani (23.G) y

S. strictum/A. sclerotigenum (23.H).

Y si bien el cambio en los caracteres secundarios de desarrollo de las colonias es
interesante, el cambio morfologico de los caracteres primarios sufridos es

desconcertante.

Todas las especies volvieron a mostrar de nuevo una sintomatologia comiin en
las placas del Tratamiento 4, independientemente de las singularidades morfologicas
que hubiesen mostrado antes de ser irradiadas. Ninguna de las especies mostré mas
estructuras reproductivas que microconidios. Estos, que aparecian en una cantidad

desbordante, eran ademads en su mayoria esféricos y ovalados. (FIGURAS 24.B y C).

No se apreciaron existencia de clamidosporas, ni siquiera en especies como F.
brachygibbosum o F. oxysporum en las que son una de las causas de sus pigmentaciones
ocraceas. Tampoco se apreciaron macroconidios, que en especies como F. solani o F.
equiseti eran muy abundantes previamente a sufrir los efectos de la radiacion
ultravioleta. En las hifas ademas se pudo apreciar una disminucion de grosor, longitud,

abundancia y formacion de sinemas o agrupaciones hifales (FIGURA 24.A).

La produccion exclusiva de microconidios podria explicar el lento desarrollo de
estas colonias. Quizas los macroconidios permitan un desarrollo del micelio de este
género de hongo mucho mas rapido y eficaz y las deformaciones en las hifas y la escasa
presencia de estas; sumado a la excesiva presencia de microconidios; podria explicar la

apariencia pulverulenta de las colonias.
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FIGURA 23. Repercusiones de los experimentos con UV-C transcurridos 25 dias.

Fuente: elaboracion propia (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la
Universidad Politécnica de Cartagena).
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FIGURA 24. Sinema de hifas de una colonia de S. strictum — A. sclerotigenum (A) y detalle de
microconidios de F. proliferatum (B) y su masificacion en F. brachygibbosum (C).

Fuente: elaboracion propia (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la
Universidad Politécnica de Cartagena).

Es muy posible que los dafios causados por la radiacion UV-C a la estructura
genética de los conidios que consiguieron sobrevivir eliminara o alterara la expresion
genética encargada de diferenciar cada especie. Este hecho se apoya en los datos
obtenidos en las secuenciaciones genéticas de las PCR practicadas previamente a los
aislados. En varias ocasiones, una misma muestra fue identificada para dos especies
distintas con una homologia superior al 99%, y no so6lo en el caso de S. strictum/A.

sclerotigenum.

El hecho de que menos de un 1% de los genes entre dos especies distintas sea lo
unico que las diferencia, refuerza esta idea. Para confirmarla seria necesario realizar
estudios genéticos mas exhaustivos, que podrian ser objeto de otro estudio distinto a

este y de bastante interés.
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5. SUPUESTO PRACTICO DE ANALIS ECONOMICO PARA

COMPARAR LOS TRATAMIENTOS

Vamos a suponer que una empresa en la Region de Murcia pretende montar un
pequeiio equipo de tratamiento UV-C, con una dimension interna de su cinta de
transporte de 5 m de longitud y una anchura de esta de 1 m para poder equipar 5
lamparas GUV40WD de 40W (con una longitud total de 1,19 m y del cuerpo emisor de
algo menos de un metro). Estas tienen un rendimiento de conversion
potencia/irradiacion de alrededor del 30%, por lo que emiten en torno a 12 W/m? de
radiacion UV-C a 254 nm (considerada la mejor longitud de onda para eliminar

microorganismos).

En cada metro lineal de equipo hay 1 ladmpara para garantizar una dosis de
radiacién interna de unos 11-12 W/m?, similar a la estudiada en este trabajo. El coste de
este equipo asciende a unos 50.000 € + un 10% de costes de mantenimiento anuales
(5.000 €). Cada 8.000 h de trabajo hay que reponer las 5 lamparas, las cuales estan
valoradas en unos 500 € en total y no tienen valor residual. Ademaés habria que contratar
a un técnico y supervisor para este equipo, con un salario de 1.400 €/mes que asciende a

un sobrecosto anual de 16.800 €.

Vamos a simular a continuaciéon cuantas horas tendria que trabajar el equipo
para poder tratar 1.000 toneladas de melon por campafia con cada uno de los
tratamientos estudiados en este trabajo y estudiar cudl de ellos seria mas rentable
(conociendo que el coste de produccion en campo del melon es de unos 0,34 €/kg, mas
unos 0,30 €/kg de costes en la empresa en personal, equipos auxiliares y consumo
eléctrico, transporte etc. y un precio de venta del fruto, para el afo 2018 en Espaia de
0,74 €/kg). Para ello analizaremos econémicamente cada situacion tedrica mediante los

criterios del VAN, TIR y el Plazo de Recuperacion.

Podemos relacionar la duracion del tratamiento (T, (s)) con la velocidad de
avance de la cinta transportadora (Y, (m/s)) que circula por el equipo y la longitud total
de esta (L, (m)) mediante la siguiente ecuacion:

L (m)

T%) =T (s) (ECUACION 4)
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Conociendo la velocidad de avance de la cinta (Y (m/s)) podemos multiplicar
por el ancho de la cinta de transporte (W, (m)) para calcular la capacidad de trabajo de

la misma (C, en m?/s de superficie desplazada).
C (m%*s)=Y (m/s) * W (m) (ECUACION 5)

Por ultimo, podemos despejar el nimero de melones que podemos tratar por
segundo (M, (melones/s), dividiendo la capacidad de trabajo de nuestra cinta (C, (m?/s))
entre la superficie que ocupa aproximadamente un melon. Los melones Galia y
Cantalupo tienen un peso habitual que oscila entre 850 y 1.900 gramos (calibres 3 y 5).
Se considera un peso medio de los frutos de 1,25 kg con un diametro de 18 cm, el
equivalente a un calibre 4 de este fruto (los mas frecuentes son de calibre 4 y 5, los de
calibre 3 entre 1,5 y 2,5 kg de peso no son tan frecuentes). Calculamos la superficie que
ocupa el melon en la cinta como el equivalente de un circunferencia del mismo radio del

melén: A mesn = 1¥R* = 1%9% = 254,47 cm’~ 0,0255 m*/melén
M (melones/s) = (W, (m?*/s) / 0,0255(m*/melon)) (ECUACION 6)

Sustituyendo en la ECUACION 4 el valor de L (m) y de T (s) podemos despejar la

velocidad de transporte de la cinta como:

o Para T1 (10 segundos): Y =5m/10s=0,5 m/s

Para T2 (30 segundos): Y =5m /30 s=0,167 m/s

Para T3 (90 segundos): Y =5m /90 s = 0,056 m/s

Para T4 (300 segundos): Y =5m /300 s =0,0167 m/s

Con la ECUACION 5 podemos despejar la capacidad de trabajo de la cinta:

ParaT1:C=0,5m/s * I m=0,5 m?/s

. Para T2: C=0,167 m/s * 1 m= 0,167 m%/s
° Para T2: C=0,056 m/s * 1 m = 0,056 m?/s

. Para T4: C =0,0167 m/s * 1 m = 0,0167 m%/s

Despejamos finalmente el numero de melones en la ECUACION 6:
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° ParaT1: M=0,5 m/s / 0,0255 m°>/melon = 19,61 melones/s

Para T2: M = 0,167 m/s / 0,0255 m°>/melon = 6,55 melones/s

Para T2: M = 0,056 m/s/ 0,0255 m°>/melon = 2,2 melones/s

Para T2: M =0,0167 m/s / 0,0255 m°/melon = 0,65 melones/s

Si 1 melédn pesa de media 1,25 kg, en 1.000 toneladas (1*10°kg) habran 800.000

melones a tratar. El total de tiempo trabajado por el equipo sera:

° Para T1: T; = 800.000 melones / 19,61 melones/s =40.795,51 s=~12 h

° Para T2: T; = 800.000 melones / 6,55 melones/s = 122.137,40 s = 34h

Para T3: T, = 800.000 melones / 2,2 melones/s = 363.636,36 s =102 h

o Para T4: T; = 800.000 melones / 0,65 melones/s = 1.230.769,23 s~ 342 h

El equipo estard compuesto por 5 ldmparas UV de 40W, por lo que tendrd un
consumo de 0,2 kW a la hora en potencia eléctrica. Si lo multiplicamos por el coste del
kWh para industria (0,092 €/kWh) obtenemos unos costes de funcionamiento anuales

de:

. Para T1: 0,2 kW* 12 h * 0,092 €/ K¥Wh =0,22 €
o Para T2: 0,2 K¥W* 34 h * 0,092 €/ kWh =0,63 €
o Para T3: 0,2 k¥W* 102 k * 0,092 €/ kWh =1,88 €

o Para T4: 0,2 kW* 342 k * 0,092 €/ kWh =6,29 €

Podemos observar que el gasto energético de las lamparas es despreciable.
Igualmente, con el tiempo de funcionamiento calculado, la vida util de estas excede los
20 afios. Si suponemos que de todos los melones procesados en esta linea, un 5% se
perderdn por dafios de Fusarium si estos no son tratados (ya sea durante el almacenado
en las instalaciones de la empresa, o durante el transporte a los destinos), y que la
mortalidad de Fusarium con el Tratamiento 1 es del 45%, con el Tratamiento 2 del
50%, con el Tratamiento 3 del 70% y con el Tratamiento 4 del 90% (aproximadamente,
ponderada a partir de los resultados obtenidos en el Apartado 4 de este documento), la

produccion final vendida con éxito para cada tratamiento sera de:
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. T1: 1*¥10° — (1¥10°%0,05*(1-0,45)) = 972.500 kg de producto final
. T2: 1¥10° — (1¥10°%0,05*(1-0,5)) = 975.000 kg de producto final
. T3: 1*10° — (1*¥10°*0,05%(1-0,7)) = 985.000 kg de producto final

. T4: 1¥10° — (1¥10°%0,05*(1-0,9)) = 995.000 kg de producto final

Hay que tener en cuenta que los valores de producto final vendido con éxito son
distintos, pero en todos los tratamientos tendremos que procesar 1.000.000 kg de
producto en cualquier caso, con los costes que ello conlleva. Si calculamos los valores
de VAN y TIR para las siguientes posibles inversiones (Los calculos se adjuntaran en el
Anexo III: Estudio econémico) teniendo en cuenta también los costes de personal del
equipo, su gasto eléctrico y las estudiamos para un horizonte temporal de 20 afios,

obtenemos los siguientes resultados:

e Tratamiento 1: VAN = 1.106.995,60€ para 20 afios, con un TIR del 122% y un
periodo de retorno de 1 afio, con 9.585, 75€

e Tratamiento 2: VAN = 1.143.987,40€ con un TIR del 126% y un periodo de
retorno de 1 afio con 11.490,35 €

e Tratamiento 3: VAN = 1.291.962,40€ con un TIR del 141% y un periodo de
retorno de 1 afio con 19.111,06 €

e Tratamiento 4: VAN = 1.439.874,20€ con un TIR del 156% y un periodo de

retorno de 1 aiio con 26.728,52 €

La opcién mas rentable y viable econdmicamente para esa cantidad de
produccion es implantar el Tratamiento 4. El consumo eléctrico y de personal asociado
al equipo es relativamente bajo (aunque para este Tratamiento 4 el tiempo de trabajo sea
29 veces mayor que en el Tratamiento 1, por ejemplo) y las posibilidades de
incrementar la produccidn, aunque son cifras que rondan entre el 4 y el 5%, hemos visto
que pueden influir ostensiblemente en los insumos y beneficios obtenidos por la

empresa.
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6. CONCLUSIONES
Morfologia y patogenicidad

Por norma general se suelen citar dos especies de Fusarium como principales
patogenos del melon (F. oxysporum y F. solani). En el desarrollo de este trabajo se han
conseguido aislar otras distintas a estas dos: F. brachygibbosum, F. chlamydosporum,

F. equiseti, F. fujikuroi, F. longipes, y F. proliferatum.

Cuando estas especies son aisladas en medios de cultivo sintéticos, como el Agar
PDA, muestran caracteristicas morfoldgicas muy distintas entre si. Sin embargo, cuando
se hallan parasitando al melén muestran caracteres muy similares. Igualmente, los dafios
que causan al fruto son préacticamente idénticos, por lo tanto, se puede descartar su

sintomatologia como elemento distintivo.
Experimento con radiacion UV-C

El tratamiento con radiacion ultravioleta C demostré ser muy eficaz. Cuanto
mayor fue el tiempo de exposicion de las muestras a esta radiacion, mayor fue la
mortalidad e inactivacion de conidios. Para tratamientos de 90 y 300 segundos, con
intensidades de 10,5 W/m?, se consiguieron tasas de mortalidad minimas del 70% y
85% respectivamente, rozando méaximos de casi el 100% en algunas de las especies

estudiadas para exposiciones de 300 segundos.

Ademas, se produjeron efectos secundarios en el desarrollo de todas las especies.
Efectos tales, como la imposibilidad de desarrollar macroconidios o clamidosporas y
formar exclusivamente microconidios en masa e hifas deformadas, asi como un retraso
en el crecimiento y expansion del micelio (disminucion de la tasa de crecimiento y
alargamiento del periodo de latencia). Esta deficiencia en el desarrollo podria hacer al
hongo mucho maés vulnerable frente a las defensas naturales del fruto y/u otros

competidores.

Si bien este fue un experimento desarrollado in vitro, los resultados son muy
prometedores. Seria muy interesante poder llevar a cabo este mismo experimento, pero
irradiando material vegetal como frutos (in vivo) en vez de exclusivamente propagulos
como esporas para comprobar si los resultados obtenidos son similares. De ser asi,

podria ser un método fungicida de de tipo fisico muy 1til para aplicar en lineas de
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procesado de melon para alargar la vida util de estos y reducir sus podredumbres

durante comercializacion.

Supuesto de analisis economico y comparacion de los distintos tratamientos

estudiados

Aunque las pérdidas por pudricion ocasionadas por Fusarium en una empresa
con un volumen de produccion/procesado de meléon moderado (1.000 toneladas por
temporada o mas) no sean superiores al 5%, la posibilidad de aumentar los beneficios
reduciendo estas pérdidas a practicamente el 0% hacen de la radiacion UV-C un

instrumento para la mejora econdmica de la empresa bastante util.

La diferencia entre los costes de operacion de un equipo UV-C para tratamientos
de 300 segundos (11-12 W/m?) y otro para tratar 10, 30 o 90 segundos (misma dosis) es
minima, pero sin embargo, en horizontes temporales lejanos el incremento de beneficios
anuales que se logra es superior cuanto mayor sea la duracion del tratamiento (siempre
que el equipo llevando a cabo ese tratamiento pueda operar al ritmo de produccion de la

empresa, evidentemente).
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Anexo I: Proceso de PCR

1. Extraccion del ADN por medio del protocolo de Raeder & Broda

1) Se afiade en un tubo Eppendorf 300uL de tampon Raeder & Broda, y con
ayuda de un asa de siembra (debidamente esterilizada con alcohol y fuego) y mucho
cuidado se raspa la superficie de las placas de Petri. Hay que evitar a todo coste
arrastrar agar, puesto que este puede adulterar el contenido genético de la muestra.
Se afiadird siempre que se pueda aproximadamente 1/4 de la superficie de micelio
de una placa Petri de 9 cm de didmetro completamente cubierta de éste. Si el micelio
fuera muy abundante, no raspar tanto con el asa de siembra porque si no la muestra
tendrd demasiados sélidos en suspension.

2) Machacar y triturar la mezcla con un émbolo azul (pistilo estéril) hasta
que el micelio quede completamente diluido en el tampon y se observe cierta
homogeneidad en la mezcla. Asegurarse bien de presionar la muestra con el émbolo
contra las paredes y la punta del tubo Eppendorf pero evitando que se derrame el
contenido del Eppendorf o se forme mucha espuma.

3) Se afaden 150 pL de acetato s6dico 3M pH 5,2 a la mezcla y se agita
suavemente con la mano para mezclar.

4) La muestra se mete 10 minutos en el congelador a -20°C.

5) Centrifugar la muestra 10 minutos a 13.000 rpm. Al usar la
centrifugadora hay que tener extremo cuidado en colocar las muestras de una
manera equilibrada (siempre colocar las muestras en lugares opuestos de la
centrifugadora procurando que entre 2 grupos de muestras queden siempre a
izquierda y derecha el mismo numero de espacios sin usar. Nunca ha de ponerse
solo una muestra, si se diese este caso, poner en el lado opuesto otro Eppendorf

relleno con agua con una cantidad aproximada al nuestro) y de asegurarse que la
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velocidad de giro esté programada en las unidades que nos interesa. Ademads, hay
que colocar las bisagras de las tapas de los tubos de mirando hacia arriba para que
los s6lidos indeseados del micelio se solidifiquen y acumulen de tal manera que se
facilite el siguiente paso de extraccion del sobrenadante.

6) Recoger el sobrenadante del paso anterior con pipeta (aproximadamente
unos 350 pL) y mucho cuidado de no recoger los s6lidos depositados en el fondo del
Eppendorf y pasarlos a un Eppendorf limpio.

7) Se afiade el mismo volumen de isopropanol que de sobrenadante
recogido de manera aproximada (como en el paso anterior tendremos la pipeta
calibrada a un determinado volumen, podemos estimar de forma aproximada cuanto
volumen de sobrenadante se recogio). Se agita suavemente con la mano y deberia
comenzar a apreciarse la formacion de las espiras de ADN. Estas son mas turbias y
translucidas que el resto del liquido.

8) Dejar la muestra reposar unos 5 minutos a temperatura ambiente.

9) Centrifugar la muestra 15 minutos a 12.000 rpm.

10)  Después del proceso de centrifugado se habra formado un pellet sélido
muy pequefio en el fondo del Eppendorf. Este pellet es el ADN que nos interesa
obtener, asi que desechamos el sobrenadante con mucho cuidado de no perder dicho
pellet. Si el pellet ha solidificado bien, se podra volcar con mucho cuidado el
Eppendorf hasta deshacernos de la mayoria del sobrenadante y el resto retirarlo con
mucho cuidado con una pipeta con la punta mas fina que haya. La punta de la pipeta
se apoyara en la pared del Eppendorf opuesta a aquella en la que el pellet se ha
depositado (dado que en los procesos de centrifugado, los solidos siempre se
depositan lateralmente) y se ird extrayendo el sobrenadante por ahi. Si se diera el

caso de que el pellet no fuera lo suficientemente solido, el sobrenadante se extraeria
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completamente con pipeta y sumo cuidado. Este se descarta en un vaso de
precipitados.

11)  Anadir sobre el pellet unos 50 pL de etanol al 70%, asegurandose de que
el etanol cubre completamente el pellet.

12)  Centrifugar la muestra 15 minutos a 12.000 rpm.

13)  Recoger el etanol de lavado con una pipeta con mucho cuidado de no
coger nada de pellet procediendo con la pipeta como se hizo en el apartado 10. Si
quedan algunas gotas en el fondo del Eppendorf que no se pueden arriesgar a extraer
sin llevarse parte del pellet no pasa nada, en el siguiente paso se evaporara dicho
etanol.

14)  Secar los pellets en la campana de vacio, previamente programada sin
ninguna temperatura (temperatura ambiente), presion de vacio de 10 atmosferas y la
hacemos funcionar unos 15 minutos con el método manual (“manual run”). Los
Eppendorf que introduzcamos en la maquina se dejaran con la tapa abierta para que
el vacio surta efecto.

15) Una vez secados completamente nuestros pellets, les afiadimos
aproximadamente 30 pL de agua Mili-Q estéril (agua libre de ADN-asas). Si el
tamano del pellet fuese mayor, puede afiadirse mas agua Mili-Q estéril. Una vez
afiadida el agua, agitar un poco con el vortex para que el ADN se disuelva bien en el
agua y centrifugar un instante nada mas para que se deposite todo en el fondo del
Eppendorf. Se dejan reposar las muestras media hora al menos.

16)  Guardar las muestras en el frigorifico.

2. Analisis del contenido de ADN mediante el equipo de Nanodrop
1) Conectamos espectrofotometro Nanodrop al ordenador (en el caso de que

¢éste estuviera desconectado).
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2) Pipeteamos 1 pL de agua Mili-Q estéril en el medidor para limpiarlo de
restos de posibles mediciones anteriores.

3) Abrimos el software de Nanodrop, seleccionando el usuario
‘PRODUCCION VEGETAL’ y seleccionando el tipo de medicién que vamos a
llevar a cabo, en nuestro caso ‘NUCLEIC ACIDS’ (ADN).

4) Automaticamente el programa realizard un protocolo de autocalibrado.

5) Una vez aparezca la pantalla de mediciones, arriba a la derecha
cambiamos el nombre de la medicidon a nuestro gusto (fecha, tipo de muestra,etc.).
Volvemos a cargar 1 pL de agua Mili-Q estéril y le damos a la opciéon ‘BLANK’ y
luego a ‘MEASURE’ (previamente la opcion ‘MEASURE’ no estaba disponible).
Con esto obtenemos el andlisis de la muestra testigo con la que se compararan
nuestras muestras de ADN

6) Pipeteamos 1 pL de agua Mili-Q estéril para limpiar el medidor y
pipeteamos 1 pL de nuestra muestra de ADN. Volvemos a cambiar arriba a la
derecha el nombre, en este caso ponemos qué muestra es (suponiendo que se vayan
a medir mas de 1 muestra).

7) Le damos a ‘MEASURE’ y cuando acabemos, volvemos a limpiar el
cabezal y repetimos el paso 6 y 7 tantas veces como muestras tengamos.

8) Una vez hayamos medido todas nuestras muestras, pipeteamos 2 puL de
agua Mili-Q estéril para limpiar el cabezal de medicion.

9) Pulsamos la opcion ‘EXPORT’ para transformar todas las mediciones
realizadas en un fichero de formato “.xml” que luego convertiremos a formato Excel
y poder con ello manejar los datos en comodas tablas. Si las muestras que hemos
analizado han dado unos valores de concentracion de ADN aceptables, y una calidad

buena de éste, pasaremos a la siguiente etapa. Si las concentraciones de ADN son
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muy elevadas, se realizaran diluciones (100puL/mL, 1:10, 1:50...etc.). En el caso de
que las concentraciones sean muy bajas o la calidad del ADN sea muy pobre, se

tendra que realizar la extraccion de ADN de nuevo.

3. Preparacion de la cubeta y camara de electroforesis

1) Se prepara el gel de agarosa al 1,5%. Hay que tener en cuenta el numero
de muestras que queremos correr en el gel. Si el nimero de muestras es inferior a 15
(los peines suelen ser de 16 cerdas, y al menos 1 cerda hay que reservarla para una
muestra de testigo) se empleard un Unico peine en 1 cubeta de electroforesis. El gel
de agarosa se forma con 90 mL de TBE 1X y la cantidad proporcional de agarosa,
que en este caso se tratan de 1,35 g. Se juntan ambos componentes en un matraz.

2) Calentar la mezcla en el microondas, inicialmente unos 4 minutos a 400
W vy si fuera preciso, luego un poco mas hasta que quede todo bien diluido y no se
observen hebras translucidas en suspension en el fluido.

3) Enfriar la muestra a temperatura ambiente o si existe urgencia, en agua.
En este ultimo caso asegurarse de que el agua entre en contacto con el matraz de
forma homogénea para que no solidifique el gel antes de tiempo.

4) Una vez enfriado el gel de modo que se pueda agarrar el matraz con la
mano sin quemarte, se afiaden 4,5 pL de bromuro de Etidio (con sumo cuidado
puesto que este componente es muy toxico) y se agita suavemente la mezcla con la
mano hasta que quede todo homogeneizado. Hay que afiadirlo cuando el gel esté
templado para evitar sus nocivos vapores.

5) Se prepara la cubeta de electroforesis para el vertido del gel. Para ello se
cierra su perimetro puesto que 2 de sus 4 laterales estan abiertos. Se utiliza para ello
unas piezas de plastico negro destinadas a tal uso y cinta adhesiva. De esta manera,

la cubeta de electroforesis adquiere forma de caja abierta por arriba. Hay que
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asegurarse de que no hay resquicios en la base puesto que el gel se verterd en el
interior de la cubeta y no puede ni debe derramarse.

6) Se coloca el peine en las ranuras de la cubeta, en vertical y sobre las
lineas de color. Hay que asegurarse de que no toque del todo el fondo de la cubeta.
Tiene que quedar un espacio de unos 3-4 mm aproximadamente.

7) Se vierte el gel de agarosa en la cubeta (con decision, y desde una
esquina) y se deja que solidifique durante unos 15 minutos. Una vez solidifique el
gel, se extrae el peine, que con sus cerdas deja unos pocillos y se recorta el gel
sobrante con un escalpelo o bisturi.

8) Se coloca la cubeta de electroforesis en la camara de electroforesis con el
gel debidamente solidificado y se cubre con TBE 1X toda la camara de modo que
quede una capa de unos 3-4 mm por encima del gel solidificado.

9) Se rellenan los pocillos. Para ello se pipetean gotas de 1 pL de un tampdn
colorante (tampon de carga) sobre una ldmina de parafilm (Se pipetea una gota por
cada muestra, dejando espacio de sobra entre gota y gota)y sobre cada gota se
pipetean 3 pL de la/s muestra/s. Con la misma pipeta se mezcla el tampdn con la
muestra (cambiando cabezal de pipeta entre muestra y muestra) y con mucho
cuidado se vierte en la vertical de cada pocillo, atravesando ligeramente la capa de
TBE 1X. No es necesario que la punta de la pipeta llegue hasta el mismo pocillo,
pues por gravedad acaba atravesando la muestra tamponada el TBE 1X y se deposita
en el pocillo por si sola. Se rellenaran tantos pocillos como muestras se tengan,
recordando siempre dejar 1 pocillo para la muestra testigo (testigo Laddes: marcador
de peso molecular Gene Ruder 1 Kb).

10)  Se conectan el cable rojo de la camara de electroforesis con el polo rojo y

el cable negro con el polo negro. Se programa la camara a 80 V, 400 mA (por
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defecto) y para un tiempo de trabajo de 40/60 minutos (dependiendo si la
electroforesis se realiza para una extraccion del ADN o para una PCR). Por ultimo,
se le da a comenzar el proceso y comprobamos que se desplazan burbujas a través
del TBE 1X (indicativo de que el proceso se esta llevando a cabo debidamente
porque existe un diferencial de potencial eléctrico entre los polos).

11)  Una vez pasado el tiempo, desconectar la maquina y extraer el gel con

cuidado para pasar a la siguiente etapa.

4. Visualizacion del gel con el programa Vision Capt.

1) Como la camara transiluminadora estd siempre conectada al ordenador,
encendemos los dos interruptores de la parte inferior de ésta.

2) Abrimos el software de Vision Capt.

3) Introducimos el gel recién salido de la electroforesis, con mucho cuidado
y procurando que no queden burbujas de aire bajo éste.

4) Conectamos la luz blanca de la camara, y dejando la puerta de esta
entreabierta, seleccionamos la opcion ‘LIVE PREVIEW’ del software. Con esto
podemos comprobar que nuestro gel queda bien centrado en el area de toma de
fotografia de la camara.

5) Una vez comprobado que el gel estd bien centrado, detenemos la opcion
‘LIVE PREVIEW’, desconectamos la luz blanca y cerramos la puerta de la camara.

6) Se programa el tiempo de exposicion a 960 msec.

7) Conectamos la luz roja de Transiluminator.

8) Seleccionamos la opcion ‘EXPOSURE TIME’ y en cuanto salga la
imagen damos rapidamente a ‘FREEZE’ y desconectamos rapidamente la luz roja

de Transiluminator.

55



9) Presionamos en ‘AREA TO SAVE’, centramos la imagen a nuestro gusto
y le damos a ‘SAVE’. Una vez hemos comprobado que la imagen se ha guardado
correctamente, imprimimos en color negativo y cerramos el software.

10)  Retiramos el gel de la camara, lo tiramos y limpiamos bien la cAmara con
alcohol. En el caso de que alguna muestra a pesar de haber pasado
satisfactoriamente las mediciones del Nanodrop, diera un resultado negativo o
inconcluyente en el gel de electroforesis y su fotografia inmediatamente posterior
con el software Vision Capt., habra de probarse a otras diluciones distintas o repetir

desde el principio, extrayendo de nuevos su ADN.

5. Preparacion de la PCR

1) Se coge una caja isotérmica y se rellena de hielo picado. En el hielo
depositamos los Eppendorf con los siguientes reactivos que emplearemos en la
mezcla maestra o MIX de la PCR y que tienen que descongelarse: Buffer, MgCl,,
DNTPs y los primers ITS; e ITS4. La Taq. Horse Power, que es el ultimo reactivo
del MIX no es necesario ponerlo a descongelar puesto que incluso estando en el
congelador se encuentra en estado liquido.

2) Sacamos nuestras muestras del frigorifico y las pasamos brevemente por
el vortex y el spinner para homogeneizarlas. Las devolvemos otra vez al frigorifico.

3) Si los reactivos del MIX tardan en descongelarse pueden pasarse por el
vortex también para agilizar el proceso.

4) Elegir qué tipo de MIX se va a realizar. Hay que tener en cuenta que el
Biorad se cargara con Eppendorf con 30 pL, asi que las combinaciones de MIX +
ADN que carguemos no pueden superar esta cantidad. Las combinaciones mas

utilizadas son 29 uL de MIX + 1 uL de ADN y/o 28 uL de MIX + 2 uLL. de ADN.
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En nuestro caso emplearemos mayoritariamente la segunda (28 + 2). La formulacion

del MIX seguiria el siguiente modelo para un MIX de 28 + 2:

[Stock] [Work] [1x] [Reactivo] [Nx]

/ / 13.3 H,0 sdd. Nx(1x)
10x Ix 3 Buffer Nx(1x)

25 mM 2.5mM 3 MgCl, Nx(1x)
2.5mM 0.2 mM 2.4 DNTPs Nx(1x)

5 uM 0.5 uM 3 ITS; Nx(1x)

5 uM 0.5 uM 3 ITS4 Nx(1x)
5U/uL 1.5 U/ uL 0.3 Taq. Horse Power | Nx(1x)

)y / 28 uL de MIX / Nx(Z (1x))

La columna de [Nx] es la columna del nimero de Eppendorf a las que tenemos
que realizar la PCR. Para calcular las cantidades del MIX total simplemente
multiplicamos las cantidades usadas para 1 Eppendorf (columna de [1x]) por el

nimero de tubos totales (N).

El nimero de tubos (N) se obtiene multiplicando por 3 las muestras de ADN a
las que queremos realizar la PCR (puesto que se hace por triplicado), sumando 2
(tenemos que poner un control negativo de H,O sdd. y un control positivo para
hongos y levaduras) y sumando 2 mas de emergencia (en caso de que surja algin

problema al pipetear en alguno de los tubos y haya que repetir el pipeteado de MIX).

Por ejemplo, si se tienen 4 muestras a las que se quiere practicar PCR, habria

que preparar: N = 4x3 +2 + 2 =MIX para 16 tubos=> N = 16.

5) En una gradilla se colocan tantos Eppendorf de 0,2 mL como tubos se
calcularon en el apartado anterior y se rotulan debidamente (Poniendo la fecha al
primero y el ultimo). Se coloca la rejilla en el hielo.

6) Una vez los reactivos se han descongelado y se tiene decidido qué MIX
usar y en qué cantidades, vamos rellenando un Eppendorf de 1 mL con todas las

cantidades de cada reactivo de la columna [Nx] en el orden que vienen en la tabla.
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Realizar este proceso en el hielo para que los reactivos no comiencen a reaccionar.
Obtenemos asi nuestro MIX.

7) Encender el termociclador Biorad 1 para que se vaya calentando y esté
listo cuando tengamos los Eppendorf cargados con el MIX y el ADN.

8) Pasamos el Eppendorf con el MIX rapidamente por el vortex y el spinner
para homogeneizarlo y sacamos las muestras de ADN del frigorifico.

9) Llenamos los eppendorf en el siguiente orden:

¢+ Control negativo (afiadimos los 28 pLL de MIX y 2 uL de H,O sdd.).
¢ Afadimos los 28 pL de MIX a todos los demas Eppendorf.
¢ Anadimos los 2 pL de ADN a cada uno de los Eppendorf
correspondientes.
¢ Anadimos los 2 pL de control positivo al Eppendorf de control positivo.

10)  Pasar todos los Eppendorf de PCR por el vortex y el spinner. Devolver
los reactivos al congelador y las muestras al frigorifico.

11)  Introducimos los Eppendorf en la rejilla del Biorad 1 (previamente
calentado) y llevamos a cabo el programa ITS 56 HONGOS (para analisis de la
region ITS del ADN ribosémico), el cual dura mas de 3 horas. Antes de darle a
iniciar el programa, comprobamos que el protocolo es correcto y no ha sido
alterado.

12)  Cuando el termociclador acabe su programa, guardar los tubos en el
frigorifico. También se pueden dejar en el mismo termociclador porque al acabar el

programa mantiene una temperatura de 4°C.

6. Prueba de electroforesis posterior a PCR
1) Una vez terminada la PCR, se vuelve a preparar un gel de electroforesis

para las muestras de PCR de MIX + ADN. Para ello se repiten los procedimientos 3
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(preparacion de la cdmara y cubeta de electroforesis) y 4 (visualizacion del gel con
el programa Vision Capt.) descritos anteriormente, con la salvedad de que, en este
caso, la cubeta de electroforesis tiene que correr el gel durante una hora (60
minutos) y no 40 minutos como en el caso posterior al uso del software de

Nanodrop.

7. Purificacion del ADN

1) Se afiade etanol del 96-100% al WASH BUFFER (W1) e isopropanol al
BINDING BUFFER (B2) segun las indicaciones de las etiquetas de cada envase.

2) De BINDING BUFFER (B2) se afiade 4 veces el volumen de la PCR (Si
para cargar el gel post PCR empleamos 3 pL, en el tubo de la PCR nos quedaran 27
uL y por lo tanto se necesitaran 108 pL de B2 al Eppendorf de 1a PCR.

3) Mezclar bien pipeteando y se pasa todo a una columna Clean-Up Spin +
Wash Tube.

4) Centrifugar a 10 000g durante 1 minuto. Tirar el liquido que ha caido al
Wash Tube.

5) Colocar de nuevo la columna dentro del Wash Tube y afiadir 650 pL de
WASH BUFFER (W1).

6) Centrifugar a 10 000 g durante 1 minuto. Tirar el liquido que ha caido al
Wash Tube.

7) Poner la columna dentro del Wash Tube. Centrifugar a maxima velocidad
durante 1,5 minutos. Girar el tubo 180° y volver a centrifugar a velocidad maxima
durante 1,5 minutos para secar la columna.

8) Pasar la columna al Recovery Tube y anadir 24 pLL de H,O sdd. Incubar a
temperatura ambiente durante 1 minuto.

9) Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto.
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10)  Guardar a -20°C en el congelador.

8. Secuenciacion genética de las muestras, cotejo con el banco de ADN central

y envio de resultados.
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Anexo II: Fichas técnicas de especies identificadas

Fusarium brachygibbosum

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color
marron terroso u ocraceo en el anverso de la/s colonia/s (Figura 1.A. El reverso
adquiere un tono ain mas oscuro. Aparecen pequenas islas de micelio aéreo
algodonoso de color blanco que se desarrollan aleatoriamente por la superficie. A
veces estas islas de micelio presentan un halo rosado o amarillo en la periferia o
pequefias manchas de estas mismas tonalidades.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, presentan tabiques y abundantes ramificaciones y
pueden alcanzar grosores maximos de hasta 5 um (Figura 1.D).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

En los extremos de las hifas aparecen con frecuencias clamidosporas hialinas
(Figura 1.B) de entre 7,5 y 12,5 pm de diametro. Estas llegan a aparecer incluso en
parejas (Figura 1.C), pero no es lo més habitual, al igual que no parecen producir
clamidosporas intercalares. Esta especie produce una elevada cantidad de
macroconidios fusiformes de entre 20 - 32,5 um de longitud y 3,75 — 5 pm de
anchura, hialinos y septados. Normalmente suelen presentar entre 1 y 4 tabiques.
También es frecuente encontrar dichos macroconidios atn sin madurar con formas
rectangulares y alargadas, sin septar o con 1 o 2 tabiques a lo sumo y tamafos que
alcanzan como mucho 10 — 12,5 um de longitud y 2,5 pum de anchura (Figura 1.E). A
estos macroconidios sin madurar también se les puede llamar mesoconidios. Al
microscopio también es frecuente encontrar fidlides y macroconidios atin unidos a las
hifas listos para ser liberados al medio (Figura 1.F).
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Fusarium brachygibbosum
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Cultivo de Fusarium brachygibbosum en medio agar PDA con estreptomicina (A).

Detalles microscopicos de sus clamidosporas terminales rugosas aisladas (B) y en parejas (C), los
tabiques y ramificaciones de sus hifas (D), sus macroconidios tanto maduros como inmaduros (E) y
fialides (F). (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la Universidad
Politécnica de Cartagena. Fuente: elaboracion propia).
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Fusarium chlamydosporum

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color rosa
salmoén claro en el anverso de la/s colonia/s (Figura 2.A). Los nucleos de las colonias
presentan un tono mds oscuro. Produce un micelio aéreo blanco y algodonoso
moderadamente abundante que puede tener una muy leve pigmentacion rosada.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, presentan tabiques y ramificaciones. Pueden alcanzar
grosores maximos de hasta 3,75 - 5 um. Excepcionalmente pueden presentar
engrosamientos que aumentan su grosor hasta 8,75 um, aunque no es muy frecuente.
(Figura 2.C).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Suelen aparecer clamidosporas hialinas de entre 6,25 — 10um de diametro
tanto terminales como intercalares. Generalmente éstas aparecen aisladas, aunque no

es extrafio que aparezcan también en racimos de hasta 3 — 4 clamidosporas (Figura
2.B).

Esta especie produce una elevada cantidad de macroconidios fusiformes de
entre 20 - 30 um de longitud y 3,75 — 5 um de anchura, hialinos y septados. Suelen
presentar entre 1 y 3 tabiques. Aparecen también macroconidios ain sin madurar (o
mesoconidios), baciliformes, ovalados e incluso esféricos (posiblemente
clamidosporas que se hayan desprendido), sin septar como norma general, hialinos
también y con tamafios que alcanzan como mucho 7,5 - 10 um de longitud y 2,5 pm
de anchura (Figura 2.D).
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Fusarium chlamydosporum
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Figura 2 anexo. Cultivo de Fusarium chlamydosporum en medio agar PDA con estreptomicina (A).
Detalles microscépicos de un racimo de clamidosporas terminales (B), una hifa engrosada (C) y sus
macroconidios tabicados tanto maduros como inmaduros y algunas clamidosporas que se han desprendido
(D). (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la Universidad

Politécnica de Cartagena Fuente: elaboracion propia).
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Fusarium equiseti

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color rosa
salmoén claro en el anverso de la/s colonia/s (Figura 3.A). Los nucleos de las colonias
presentan un tono mas oscuro en el reverso. El micelio aéreo es blanco y algodonoso,
moderadamente abundante y puede tener una muy tenue y leve pigmentacion rosada.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, presentan tabiques y ramificaciones. Pueden alcanzar
grosores maximos de hasta 3,75 - 5 um. (Figura 3.B).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Suelen aparecer clamidosporas hialinas de entre 6,25 — 7,5um de didmetro.
Generalmente éstas aparecen aisladas, pero pueden llegar a aparecer intercaladas en
las hifas (Figura 3.B).

Esta especie produce una elevada cantidad de macroconidios fusiformes de
entre 20 - 30 um de longitud y 3,75 — 5 pm de anchura, hialinos y septados. Suelen
presentar entre 1 y 3 tabiques. Aparecen también macroconidios aun sin madurar (o
mesoconidios), baciliformes, ovalados e incluso esféricos (posiblemente
clamidosporas que se hayan desprendido), sin septar como norma general, hialinos
también y con tamafos que alcanzan como mucho 7,5 - 10 um de longitud y 2,5 um
de anchura (Figura 3.C).
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Fusarium equiseti

Figura 3 anexo. Cultivo de Fusarium equiseti en medio agar PDA con estreptomicina (A). Detalles
microscopicos de una clamidospora intercalar axial en una hifa (B) y sus macroconidios tabicados tanto
maduros como inmaduros y algunas clamidosporas que se han desprendido (C). (Fotografias obtenidas en
los laboratorios del area de Producciéon Vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena. Fuente:
elaboracion propia).
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Fusarium fujikuroi

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color
granate claro en el anverso de la/s colonia/s (Figura 4.A). Los ntcleos de las colonias
presentan un tono mas oscuro en el reverso. Esta especie desarrolla un micelio aéreo
blanco y algodonoso muy abundante, casi lanudo que puede tener una muy leve
pigmentacion granate.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas y ramificadas, pero aparentemente no presentan
tabiques. Pueden alcanzar grosores méaximos de hasta 5 — 6,25 um. Presentan algunos
engrosamientos. (Figura 4.C).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

No se aprecian clamidosporas.

Esta especie produce una pequefia cantidad de macroconidios fusiformes de
entre 25 - 30 um de longitud y 3,75 — 5 um de anchura, hialinos y sin septar. La
escasez de estos los hace poco o nada representativos (Figura 4.B).

Sin embargo, la presencia de microconidios en esta especie es muy elevada.
Estos son generalmente baciliformes, ovalados y rectangulares, hialinos y no estan
septados. Alcanzan longitudes maximas de 10 — 12,5 um y 3,75 — 5 um de anchura
(Figura 4.D).

En preparaciones para el microscopio es muy facil de observar fidlides en las
hifas. En algunos casos se puede hasta contemplar los fialoconidios (Figura 4.C)
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Figura 4 anexo. Cultivo de Fusarium fujikuroi en medio agar PDA con estreptomicina (A). Detalles
al microscopio de un par de macroconidios inmersos en una multitud de microconidios (B), las hifas y un
conjunto de fialides en las que atin se pueden apreciar los fialoconidios unidos a ella (C) y la abundancia
de microconidios (D). (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la
Universidad Politécnica de Cartagena. Fuente: elaboracion propia).
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Fusarium longipes

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color
marron ocre en el anverso de la/s colonia/s (Figura 5.A). El reverso de la/s colonia/s
presenta un tono mas oscuro. Esta especie desarrolla un micelio aéreo blanco con
ligeras pigmentaciones ocre y amarillo claro. Es algodonoso, denso y se desarrolla
aleatoriamente cubriendo parte de la superficie del medio de cultivo formando islas.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, tabicadas y ramificadas. Pueden alcanzar grosores
maximos de hasta 5 um. (Figura 5.B y 5.C).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Son muy abundantes las clamidosporas, tanto hialinas como pigmentadas de
un ligero color ocre (esto ultimo puede deberse a que se traten de clamidosporas de
doble pared) que muy posiblemente sea la causa del color del micelio de las
colonias.Tienen didmetros en torno a 7,5 — 12,5 um, aparecen tanto terminales como
intercalares, en solitario, en pareja y en racimos (Figura 5.B y 5.C).

Esta especie apenas produce estructuras reproductivas. La presencia de
macroconidios es casi despreciable. Estos son fusiformes, hialinos, septados (pueden
tener hasta 5 tabiques) y alcanzan longitudes maximas de 30 um y anchuras de 6,25
um (Figura 5.E y 5.F).

Pueden apreciarse en algunos casos fidlides en los extremos de las hifas (Figura 5.D).
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Fusarium longipes

Figura 5 anexo. Cultivo de Fusarium longipes en medio agar PDA con estreptomicina compitiendo

con una colonia de bacterias, a pesar del antibiotico(A). Detalles microscopicos de sus hifas (B), racimos
de clamidosporas (B) y (C), unas fialides en el extremo de una hifa (D) y sus escasos macroconidios (E) y
(F). (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la Universidad
Politécnica de Cartagena. Fuente: elaboracion propia).
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Fusarium oxysporum

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color
marrdén ocre con una ligera tonalidad color 6xido en el anverso de la/s colonia/s
(Figura 6.A). El reverso de la/s colonia/s presenta el mismo color. Esta especie
desarrolla un micelio aéreo blanco con ligeras pigmentaciones granate y amarillo
claro. Es algodonoso, denso y se desarrolla aleatoriamente cubriendo parcialmente la
superficie del medio de cultivo.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, tabicadas y ramificadas. Pueden alcanzar grosores
maximos de hasta 5 um. Excepcionalmente presentan algunos engrosamientos que
alcanzan hasta 7,5 um de anchura. (Figura 6.B).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Son muy abundantes las clamidosporas, tanto hialinas como pigmentadas de
un ligero color ocre (esto ultimo puede deberse a que se traten de clamidosporas de
doble pared) que muy posiblemente sea la causa del color del micelio de las colonias.
Tienen didmetros en torno a 7,5 — 10 pm, aparecen tanto terminales (Figura 6.C)
como intercalares (Figura 6.D) y en racimos.

Esta especie produce una gran cantidad de macroconidios fusiformes de entre
17,5 — 37,5 um de longitud y 3,75 — 5 um de anchura, hialinos y septados. Pueden
tener entre 3 y 5 tabiques. (Figura 6.F). Pueden aparecer también mesoconidios
fusiformes e hialinos de hasta 7,5 — 10 um de longitud y 2,5 um de anchura pero sin
septar. En preparaciones para el microscopio es muy facil de observar fidlides en las
hifas (Figura 6.E).
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Fusarium oxysporum

Figura 6 anexo. Cultivo de Fusarium oxysporum en medio agar PDA con estreptomicina (A).
Detalles microscopicos de los engrosamientos de sus hifas (B), los racimos de clamidosporas terminales
(C) e intercalares (D), unas fidlides (E) y sus macroconidios tabicados y madurados (F). (Fotografias
obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena.
Fuente: elaboracion propia).
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Fusarium proliferatum

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color
morado oscuro en el anverso de la/s colonia/s (Figura 7.A). El reverso de la/s
colonia/s presenta un tono mas oscuro. Esta especie desarrolla un micelio aéreo
blanco con ligeras pigmentaciones moradas y violetas. Es algodonoso y se desarrolla
aleatoriamente formando pequeiias islas.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, tabicadas y ramificadas. Pueden alcanzar grosores de
entre 1,25 — 3,75 pm. (Figura 7.B).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Esta especie no parece producir clamidosporas.

Escasa presencia de macroconidios. Estos son fusiformes, hialinos y sin
tabicar por norma general con longitudes de hasta 32,5 pm y anchuras de 5 um
(Figura 7.C).

Abundante produccion de microconidios hialinos, baciliformes, ovalados y
rectangulares. Estos no presentan tabiques y llegan a medir hasta 17,5 um de longitud
y 2,5 um de anchura. Algunos presentan forma fusiforme, aunque por tamafio
perfectamente podrian ser macroconidios sin madurar (mesoconidios). (Figura 7.D).
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Fusarium proliferatum

Figura 7 anexo. Cultivo de Fusarium proliferatum en medio agar PDA con estreptomicina (A).
Detalles microscopicos de sus hifas (B), algunos de sus escasos macroconidios (C) y su abundante
variedad de microconidios (D). (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de Produccion Vegetal
de la Universidad Politécnica de Cartagena. Fuente: elaboracion propia).
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Fusarium solani

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color
beige claro con una ligera pigmentacion marrén en el anverso de la/s colonia/s
(Figura 8.A). El reverso adquiere un tono aun mas oscuro de ese mismo color. El
micelio es pulverulento, casi inexistente. Es frecuente la formacion de esporodoquios.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas, presentan tabiques y ramificaciones. Pueden alcanzar
grosores maximos de hasta 5 um. La presencia de hifas es mucho menos notoria en
comparacion con otras especies del género, siendo en algunos casos complicado
encontrarlas en las preparaciones para el microscopio puesto que la abundante
produccion de conidios puede ocultarlas. (Figura 8.C).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Esta especie no parece producir clamidosporas.

También produce una elevada cantidad de macroconidios fusiformes de entre
20 - 37,5 um de longitud y 3,75 — 7,5 um de anchura, hialinos y sin septar. Aparecen
timidamente macroconidios aun sin madurar (0 mesoconidios), fusiformes
incompletos u ovalados, sin septar, hialinos también y con tamafios que alcanzan
como mucho 10 um de longitud y 2,5 um de anchura (Figuras 8.B y 8.D).
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Fusarium solani

Figura 8 anexo. Cultivo de Fusarium solani en medio agar PDA con estreptomicina (A). Detalles
microscopicos de su abundante produccion de macroconidios (B), sus escasas hifas (C) y sus
macroconidios tanto maduros como inmaduros (D). (Fotografias obtenidas en los laboratorios del area de
Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena. Fuente: elaboracion propia).
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Acremonium sclerotigenum — Sarocladium strictum

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS EXTERNAS

El micelio que se desarrolla en el agar otorga al medio de cultivo un color rosa
salmon claro con algunas manchas granate claro en el anverso de la/s colonia/s
(Figura 9.A). En el reverso de la/s colonia/s se puede apreciar que algunos nucleos de
colonias son de color granate oscuro y otros morados. Esta especie desarrolla un
micelio aéreo blanco con ligeras pigmentaciones moradas y granate. Es algodonoso y
se desarrolla aleatoriamente formando islas.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL MICELIO

Las hifas son hialinas y ramificadas pero aparentemente no estan tabicadas.
Pueden alcanzar grosores de entre 2,5 — 8,25 um. (Figura 9.B).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Esta especie no produce clamidosporas.

Los conidios de esta especie son una de sus caracteristicas mas
diferenciadoras. Estos tienen una forma muy homogénea, son todos rectangulares con
los extremos a veces ligeramente ovalados, hialinos y no estan septados. Miden entre
5y 12,5 um de longitud y 1,25 — 3,75 um de anchura y se forman acropetamente, es
decir, las hifas se segmentan y se rompen en fragmentos de igual tamafio (los propios
conidios) que se liberan al medio. Es por esta razon por la que se pueden apreciar una
cantidad ingente de conidios e igualmente se pueden apreciar cadenas de éstos o hifas
en proceso de fragmentarse (Figura 9.C y 9.D).
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Acremonium sclerotigenum — Sarocladium strictum

Figura 9 anexo. Cultivo de Acremonium sclerotigenum — Sarocladium strictum en medio agar PDA
con estreptomicina (A). Detalles microscopicos de sus hifas (B), unas cadenas de conidios (C) y la
formacion de estos ultimos acropetamente (D). (Fotografias obtenidas en los laboratorios del
departamento de Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena. Fuente: elaboracion
propia)
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Anexo III: Estudio econéomico

Tratamiento 1

Ao | C.O | C.E P.O P.E R; Ria P. Retorno
0 0 0 0 50000 -50000 | -50000,00 | -50000,00
1 [ 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 59585,27 9585,27
2 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 61372,83 70958,11
3 [ 719650 | O | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 63214,02 | 134172,12
4 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 65110,44 | 199282,56
5 [ 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 67063,75 | 266346,31
6 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 69075,66 | 335421,97
7 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 71147,93 | 406569,90
8 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 73282,37 | 479852,27
9 [ 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 75480,84 | 555333,12
10 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 77745,27 | 633078,38
11 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 80077,62 | 713156,01
12 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 82479,95 | 795635,96
13 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 84954,35 | 880590,31
14 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 87502,98 | 968093,30
15 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 90128,07 | 1058221,37
16 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 92831,91 | 1151053,28
17 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 95616,87 | 1246670,16
18 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 98485,38 | 1345155,53
19 | 719650 | O | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 101439,94 | 1446595,47
20 | 719650 | 0 | 640000 | 21800,22 | 57849,78 | 104483,14 | 1551078,61

VAN | 1.106.995,60 €

TIR 122%

C.O = Cantidad de producto vendido exitosamente al afio por su precio de venta

(972.500 kg * 0,74 €/kg)

P.O = Costes de produccion de los 1.000.000 de kg de producto (1.000.000 kg *
0,64 €/kg)

P.E = Costes del equipo en el afio 0 (50.000 €) y sus costes de mantenimiento
anuales del afio 0 a 20 (16.800 € de sueldo del operario, 5.000 € de mantenimiento anual

y 0,22 € en consumo eléctrico de las lamparas)
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La tasa de interés empleada para calcular el VAN y los flujos de caja

actualizados (R;,) es el precio del dinero, un 3%.

Tratamiento 2

Ao | C.O | C.E P.O P.E R; Ria P. Retorno
0 0 0 0 50000 -50000 | -50000,00 | -50000,00
1 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 61490,35 11490,35
2 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 63335,06 74825,41
3 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 65235,11 | 140060,53
4 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 67192,17 | 207252,69
5 [ 721500 | 0 | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 69207,93 | 276460,62
6 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 71284,17 | 347744,79
7 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 73422,69 | 421167,49
8 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 75625,38 | 496792,87
9 | 721500 | 0 | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 77894,14 | 574687,00
10 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 80230,96 | 654917,96
11 | 721500 | 0 | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 82637,89 | 737555,85
12 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 85117,03 | 822672,88
13 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 87670,54 | 910343,42
14 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 90300,65 | 1000644,07
15 | 721500 | 0 | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 93009,67 | 1093653,74
16 | 721500 | 0 | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 95799,96 | 1189453,71
17 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 98673,96 | 1288127,67
18 | 721500 | 0 | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 101634,18 | 1389761,85
19 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 104683,21 | 1494445,06
20 | 721500 | O | 640000 | 21800,63 | 59699,37 | 107823,70 | 1602268,76

VAN | 1.143.987,40 €
TIR 126%

C.O = Cantidad de producto vendido exitosamente al afio por su precio de venta

(975.000 kg * 0,74 €/kg)

P.O = Costes de produccion de los 1.000.000 de kg de producto (1.000.000 kg *
0,64 €/kg)

P.E = Costes del equipo en el afio 0 (50.000 €) y sus costes de mantenimiento
anuales del afio 0 a 20 (16.800 € de sueldo del operario, 5.000 € de mantenimiento anual

y 0,63 € en consumo eléctrico de las lamparas)
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actualizados (R;,) es el precio del dinero, un 3%.

Tratamiento 3

La tasa de interés empleada para calcular el VAN y los flujos de caja

Ao | C.O | C.E P.O P.E R; Ria P. Retorno
0 0 0 0 50000 -50000 | -50000,00 | -50000,00
1 [ 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 69111,06 19111,06
2 [ 728900 | 0 | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 71184,40 90295.,46
3 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 73319,93 | 163615,39
4 | 728900 | 0 | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 75519,53 | 23913491
5 728900 | 0 | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 77785,11 | 316920,02
6 | 728900 | 0 | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 80118,66 | 397038,69
7 1728900 | 0 | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 82522,22 | 479560,91
8 | 728900 | 0O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 84997,89 | 564558,80
9 728900 | 0 | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 87547,83 | 652106,63
10 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 90174,26 | 742280,89
11 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 92879,49 | 835160,38
12 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 95665,88 | 930826,26
13 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 98535,85 | 1029362,11
14 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 101491,93 | 1130854,04
15 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 104536,68 | 1235390,72
16 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 107672,79 | 1343063,51
17 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 110902,97 | 1453966,47
18 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 114230,06 | 1568196,53
19 | 728900 | O | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 117656,96 | 1685853,49
20 | 728900 | 0 | 640000 | 21801,88 | 67098,12 | 121186,67 | 1807040,16

VAN | 1.291.962,40 €
TIR 141%

C.O = Cantidad de producto vendido exitosamente al afio por su precio de venta

(985.000 kg * 0,74 €/kg)

P.O = Costes de produccion de los 1.000.000 de Kg de producto (1.000.000 kg *
0,64 €/kg)

P.E = Costes del equipo en el afio 0 (50.000 €) y sus costes de mantenimiento
anuales del afio 0 a 20 (16.800 € de sueldo del operario, 5.000 € de mantenimiento anual

y 1,88 € en consumo eléctrico de las lamparas)
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La tasa de interés empleada para calcular el VAN y los flujos de caja

actualizados (R;,) es el precio del dinero, un 3%.

Tratamiento 4

Ano| C.O |CE| PO P.E R; Ria P. Retorno
0 0 0 0 50000 -50000 | -50000,00 -50000,00
1 [ 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 76728,52 26728,52
2 | 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 79030,38 105758,90
3 | 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 81401,29 187160,19
4 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 83843,33 271003,51
5 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 86358,63 357362,14
6 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 88949,39 446311,53
7 1736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 91617,87 537929,39
8 | 736300 | 0O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 94366,40 632295,80
9 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 97197,40 729493,19

10 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 100113,32 829606,51
11 | 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 103116,72 932723,22
12 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 106210,22 1038933,44
13 | 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 109396,52 1148329,97
14 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 112678,42 1261008,39
15 | 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 116058,77 1377067,16
16 | 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 119540,54 1496607,70
17 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 123126,75 1619734,45
18 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 126820,55 1746555,00
19 | 736300 | 0 | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 130625,17 1877180,17
20 | 736300 | O | 640000 | 21806,29 | 74493,71 | 134543,93 2011724,10

VAN | 1.439.874,20 €

TIR 156%

C.O = Cantidad de producto vendido exitosamente al afio por su precio de venta

(995.000 kg * 0,74 €/kg)

P.O = Costes de produccion de los 1.000.000 de kg de producto (1.000.000 kg *
0,64 €/kg)

P.E = Costes del equipo en el afio 0 (50.000 €) y sus costes de mantenimiento
anuales del afio 0 a 20 (16.800 € de sueldo del operario, 5.000 € de mantenimiento anual

y 6,29 € en consumo eléctrico de las lamparas)
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La tasa de interés empleada para calcular el VAN y los flujos de caja

actualizados (R;,) es el precio del dinero, un 3%
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