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1. RESUMEN

El garbanzo (Cicer arietinum) es un cultivo de secano ampliamente distribuido en Castilla
y Ledn, alcanzando una produccion anual de 7,8 millones de toneladas. La Indicacion
Geografica Protegida Garbanzo de Fuentesalco incluye a un cultivo desarrollado en el
sur de la provincia de Zamora, de gran importancia agronémica, economica y cultural.
Actualmente, este cultivo se enfrenta a importantes desafios, entre los cuales destaca la
enfermedad conocida como rabia del garbanzo, causada por el hongo patégeno Ascochyta
rabiei. Esta enfermedad afecta a hojas, tallos y vainas del cultivo y tiene graves impactos

sobre la produccién.

Diversas especies del género Trichoderma se han destacado como agentes de control
bioldgico efectivos contra patdgenos agricolas. Por ello, este trabajo analiza su potencial
para el control de la enfermedad de la rabia del garbanzo. La primera fase del estudio se
centro en la caracterizacion de varias especies de Trichoderma para su potencial uso en
el control biologico de A. rabiei, mediante ensayos de antagonismo directo in vitro y la
activacion de resistencia sistémica en plantas de garbanzo. Entre las especies evaluadas,

Trichoderma harzianum EN1 demostro ser la cepa mas eficaz.

En la segunda fase, se probaron distintos recubrimientos para aplicar los conidios de T.
harzianum en semillas de garbanzo. La goma arabiga al 1% resultd ser el recubrimiento

mas adecuado, promoviendo de manera optima la germinacion de conidios y semillas.

La siguiente fase del estudio implicé aplicar este recubrimiento con conidios de T.
harzianum a las semillas de garbanzo y evaluar la supervivencia de las plantas tras la
infeccion con A. rabiei. Para simular condiciones de campo, el sustrato de crecimiento
utilizado fue suelo recogido en parcelas de cultivo de la IGP Garbanzo de Fuentesadco,
el cual no fue autoclavado. Se observd que las plantas tratadas con goma ardbiga y T.
harzianum mostraron significativamente la mayor tasa de supervivencia a lo largo de todo

el ensayo.

Por dltimo, se evalud el impacto de la aplicacion de T. harzianum a través del

recubrimiento goma arabiga al 1% en la produccion de garbanzos, los cuales fueron
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crecidos en suelo de la IGP sin autoclavar y en ausencia de aplicacién exdgena del
patdgeno A. rabiei. No se observaron diferencias significativas, por lo que el impacto del

recubrimiento y T. harzianum en el potencial productivo es limitado o nulo.

En este trabajo se ha podido apreciar el potencial de las especies de Trichoderma,
especialmente T. harzianum, como agentes de biocontrol contra A. rabiei. La capacidad
de estos hongos para incrementar la supervivencia de las plantas de garbanzo confirma
su potencial como una herramienta valiosa para la agricultura sostenible. Ademas, la
compatibilidad de los recubrimientos testados con la viabilidad y germinacion tanto de
los conidios de Trichoderma como de las semillas de garbanzo, evidencia un método

prometedor para la aplicacion préctica de estos agentes bioldgicos en campo.
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2. INTRODUCCION
2.1.  Situacion agricola actual

En la primera década del siglo XXI, el mundo se enfrenta a desafios complejos e
interrelacionados que tienen profundas implicaciones para la seguridad alimentaria
global. Segiun un meta-analisis reciente, la poblacion mundial se proyecta en
aproximadamente 9.700 millones para 2050, con un crecimiento predominante en los
paises en desarrollo. La migracion de las areas rurales hacia las urbanas continla
aumentando significativamente, impulsando la urbanizacion acelerada. La globalizacion
y el cambio climético estan ejerciendo una influencia considerable en el sector agricola,
mientras que el crecimiento econdémico y la urbanizacion estan transformando los
patrones de consumo alimentario. Como resultado, se espera que la demanda global de
alimentos aumente entre un 35% y un 56% entre 2010 y 2050, subrayando la urgencia de
abordar estos desafios para garantizar la seguridad alimentaria futura (van Dijk et al.,
2021).

En los sistemas agricolas se precisa un cambio para superar los desafios que se han de
abordar para erradicar el hambre y la pobreza, ademéas de avanzar hacia producciones
sostenibles. Entre tales desafios, estdn el desigual crecimiento demografico que se
producira en las préximas décadas, las amenazas que plantea el cambio climatico, la
intensificacion de los desastres naturales y el aumento en las plagas y enfermedades
transfronterizas, asi como la necesidad de adaptacion ante los grandes cambios que estan
sucediendo en los sistemas alimentarios globales (FAO, 2017).

El cambio climético ha hecho evidente que no basta con aumentar la produccion agricola;
también es crucial adoptar estrategias que no comprometan al medio ambiente. Un
componente de gran importancia para avanzar en este aspecto es la reduccion del uso de
productos fitosanitarios de sintesis quimica (fungicidas, herbicidas, insecticidas...),
sustancias que son de gran importancia en la actualidad para garantizar la produccion,
pero que tienen graves impactos sobre el medio ambiente. El uso excesivo o inadecuado
de productos fitosanitarios puede ocasionar riesgos para la calidad del suelo y de las aguas

superficiales, la biodiversidad, los ecosistemas y la salud humana a través de residuos en
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los alimentos (Tribunal de Cuentas Europeo, 2020). Actualmente urge la necesidad de
generar practicas agricolas sostenibles apoyadas en la conservacion de los recursos
naturales, sin generar efectos dafinos en la salud humana y animal, contexto en el que los

bioinoculantes son elementos clave (De los Angeles, 2017).
2.2. Elgarbanzo
2.2.1. Taxonomiay biologia

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una planta que se ubica dentro de la division de las
Magnoliophyta, o plantas con flores, y es clasificado en la clase Magnoliopsida. Este
cultivo pertenece al orden de las Fabales, intengrandose en la familia Fabaceae, la cual
agrupa a una extensa gama de plantas leguminosas. Dentro de esta familia, el garbanzo

se sitlia en el género Cicer (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia del garbanzo.

Reino: Plantae
Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotyledoneae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Cicereae
Género: Cicer

Especie: Cicer arietinum

El garbanzo es una planta herbacea anual de aproximadamente 70 cm perteneciente al
grupo de las leguminosas de grano. Se caracteriza por sus hojas pubescentes compuestas
y alternas y sus flores papilionaceas blancas o violetas tipicas de la familia Fabaceae. La
planta desarrolla vainas pubescentes, puntiagudas e hinchadas, llegando a alcanzar hasta
3 cm de longitud y pudiendo contener hasta 3 semillas o garbanzos. El tamafio de las
semillas oscila entre los 8-11 mm de largo, 6-8 mm de ancho, son asimétricas con el

I6bulo radical prominente. Las raices son pivotantes y el sistema radicular es profundo,

Alumno: Javier Morcuende Herrero i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de Ingenieria Agricola y del Medio Rural



Estudio y desarrollo de bio-inoculante basado en Trichoderma spp. en semilla de garbanzo de Fuentesatco (IGP)
para el control efectivo de la rabia (Ascochyta rabiei, Pass)

llegando a alcanzar los 2 metros (Almada-Ackermann et al., 2016). En cuanto a su
reproduccion, predomina fundamentalmente la autogamia, situandose el nivel de

alogamia entorno al 1 % (Echevarria et al., 2019).

El garbanzo, como todas las leguminosas, establece relaciones simbioticas con
Rhizobium, un género de bacterias capaces de transformar el nitrégeno atmosférico (Nz)
en amoniaco (NHs), que posteriormente la planta utiliza como fuente de nitrogeno (Van
Rhijn & Jos Vanderleyden, 1995). El cultivo de garbanzo fija aproximadamente 50 kg/ha
y afio de nitrogeno atmosférico (del Moral et al., 1996). Dada esta asociacion con
bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico, se conoce al cultivo de garbanzo como
“mejorante del suelo”, en términos de estructura, control de la erosion y fertilidad

(Ablanque et al., 2023).
2.2.2. Cultivoy produccion

El garbanzo es una especie originaria de la region del Creciente Fértil, mas precisamente
en el sureste de Turquia, donde podria haber comenzado el proceso de domesticacién
(Almada-Ackermann et al., 2016). Este versatil cultivo se ha expandido por todo el
mundo, dando lugar a una diversidad de variedades adaptadas a distintos entornos. En el
presente subapartado se detallaran las caracteristicas del cultivo del garbanzo en Espafia,

su importancia y su interés nutricional.

El periodo de siembra del garbanzo varia segun la region y la variedad de garbanzo,
realizandose entre los meses de noviembre y marzo, siendo mas frecuente su siembra en
primavera. La recoleccion se realiza de finales de junio o principios de julio, presentando

un ciclo corto, generalmente de 4 meses (Rubio-Moreno et al., 2021).

El garbanzo es un cultivo con gran importancia en Espafia, con una alta demanda,
principalmente por ser una semilla con un alto valor nutritivo: rica en proteinas,
carbohidratos y otras sustancias esenciales (Tabla 2). Cien gramos suministran 373
calorias y contienen el 19,4% de proteinas, el 5% de grasas, 145 mg de calcio, 6,7 mg de

hierro, ademas de diversas vitaminas (Moreiras et al., 2013).
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Tabla 2. Composicion nutricional del garbanzo. Fuente: Moreiras et al., 2013.

Por 100 g de Por racién | Recomendaciones | Recomendaciones
porcién comestible (70 9) dia-hombres dia-mujeres
Energia (Kcal) 373 261 3.000 2.300
Proteinas (g) 19,4 13,6 54 41
Lipidos 5 3,5 101-117 77-89
AG saturados (g) Tr Tr 23-27 18-20
AG monoinsaturados (g) 2,08 1,46 67 51
AG poliinsaturados (g) 2,08 1,46 17 13
CI8:2 Linoleico (g) 2,08 1,456 10 8
Hidratos de carbono (g) 55 38,5 375-413 288-316
Fibra (g) 15 10,5 >35 >25
Agua (g) 5,6 3,9 2.500 2.000
Calcio (mg) 145 102 1.000 1.000
Hierro (mg) 6,7 4,7 10 18
Magnesio (mg) 160 112 350 330
Zinc (mg) 0,8 0,6 15 15
Sodio (mg) 26 18,2 <2.000 <2.000
Potasio (mg) 797 558 3500 3500
Fosforo (mg) 375 263 700 700
Selenio (pg) 2 14 70 55
Tiamino (mg) 0,4 0,28 1.2 0.9
Riboflavina (mg) 0,15 0,11 1.8 1.4
Equivalentes niacina (mg) 4,3 3 20 15
Vitamina Bs (Mg) 0,53 0,37 18 1.6
Folatos (ug) 180 126 400 400
Vitamina B2 (ug) 0 0 2 2
Vitamina C (mg) 4 2,8 60 60
Vitamina A: Eq.Retinol (ug) 32 22,4 1000 800
Vitamina D (ug) 0 0 15 15
Vitamina E (mg) 2,88 2 12 12

*Tr: Trazas

Para comprender la importancia del cultivo del garbanzo en Espafia, Europa y de forma

global, se realizard un anélisis detallado de las tendencias en la produccion y

exportaciones de garbanzo, basado en los datos proporcionados por la Organizacion de

las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), EUROSTAT vy el

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA). Se ha examinado la evolucion

de estos indicadores, identificando patrones significativos y cambios a lo largo del

tiempo.

La produccion global de garbanzo muestra una clara hegemonia de India, con una

produccidn que excede los 9 millones de toneladas en el afio 2022 (Figura 1), la mitad de

la produccion mundial de dicha legumbre (18 millones de toneladas). Este volumen
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representa la mitad de la produccion mundial total de esta legumbre, que asciende a 18
millones de toneladas, dato que refleja la importancia del garbanzo dentro de su economia
y dieta nacional. Australia asume la posicion de segundo productor global, con una
produccion que ronda los 2 millones de toneladas, lo cual nos indica una diferencia
significativa de produccion del gigante del sur de Asia con los paises que le siguen. La
Union Europea ocupa el decimosegundo puesto a nivel mundial de produccion de

garbanzos, teniendo poca participacion en el volumen del mercado global (FAO, 2022).
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Figura 1. Principales paises productores de garbanzo del mundo en 2022. Elaboracion propia
a partir de la fuente: FAO, 2022

En el mercado global, en el afio 2022, Australia emerge como el principal exportador, con
valores que superan los 350 millones de délares (Figura 2), lo cual evidencia su dominio
en el mercado de exportacion de garbanzos. India y Canada le siguen como principales
exportadores, con valores de 225 y 203 millones de ddlares, respectivamente,
demostrando su fuerte presencia en el comercio internacional. India, en su caso, a pesar
de ser la mayor productora del mundo, destina la mayor parte de su produccion a
satisfacer las necesidades de su poblacion. La UE se posiciona en la novena posicion, con

unas exportaciones con valor de 74 millones de délares (FAO, 2022).
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Figura 2. Principales paises exportadores de garbanzo a nivel global en 2022. Elaboracion
propia a partir de la fuente: FAO, 2022

En cuanto a las importaciones, en el afio 2022 Paquistan destaca como el principal
importador mundial de garbanzos, seguido de cerca por la Union Europea (Figura 3), lo
que indica una fuerte demanda y un papel significativo de los garbanzos en la dieta de
ambos territorios (FAO, 2022).
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Figura 3. Principales paises importadores de garbanzo a nivel global en 2022. Elaboracion
propia a partir de la fuente: FAO, 2022
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A continuacion, se analiza en mayor profundidad la situacién del cultivo del garbanzo en
la UE, basandose en los datos obtenidos de la FAO para el rango de afios 2011-2021
(Figura 4). Desde 2011, se observa una tendencia creciente sostenida en la produccion
hasta el afio 2018. Posteriormente, se ha registrado una recuperacion y un aumento
gradual cada afio, alcanzando un pico significativo de mas de 91 mil toneladas en 2018,
lo que representa el maximo en la década observada. Después de este pico, la produccion
sufrio una caida destacable en 2019, disminuyendo a 50 mil toneladas nuevamente. La
tendencia decreciente continud levemente en los afios siguientes, terminando la serie
historica en un valor de 40 mil toneladas en 2021 (FAO, 2022).
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Figura 4. Evolucion de la produccién de garbanzos en Espafia entre los afios 2011 y 2021.
Fuente: MAPA, 2024

Espafia es el principal pais productor de garbanzo a nivel europeo, seguido de Italia y de
Bulgaria. En 2017 (ultimo afio con registros en la FAO) en Espafia se produjeron 56.498
toneladas de garbanzo, es decir, el 39,44% de la produccion total de la UE y se cultivd
una superficie de 51.856 hectareas de garbanzo, el 47,57% de la superficie que ocupa
dicho cultivo en la UE (Tabla 3) (FAO, 2022). Aunque Espafia destaque como un
importante productor de garbanzos en comparacidén con sus vecinos europeos, tanto la
Union Europea como Espafia no son grandes productores de esta legumbre a nivel

mundial, como se ha podido observar anteriormente (Figura 1).
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Tabla 3. Produccion y superficie cultivada en Espafia y en la UE en 2017. Elaboracion propia
a partir de la fuente: FAO, 2022.

Espafia Unién Europea
Superficie cultivada (ha) 51.856 109.010
Produccion (t) 56.498 143.254

El garbanzo es la tercera leguminosa de grano con mayor superficie cultivada en Espafia,
Unicamente por detrds del guisante y la veza (Tabla 4). A pesar de ello, es la segunda
leguminosa a nivel nacional que mas produccién destina al consumo humano, con 577

toneladas, siendo superado solo por las judias, con 2.539 toneladas (MAPA, 2022).

Tabla 4. Resumen nacional de superficie, rendimiento y produccién de leguminosas de grano en
el afio 2021. Fuente: MAPA, 2022.

Superficie Rendimiento Produccién
(hectéreas) (kg/ha) (toneladas)
Cultivos Pl
Secano Regadio Total Secano Regadlfo  Grano cosechada
Judias secas en cultivo unico 2.419 5.650 8.069 1.474 2.339 16.787 1.646
Judias secas asociadas a maiz 1.169 69 1.238 1.394 1.532 1.734 644
JUDIAS SECAS TOTAL 3.588 5.719 9.307 1.448 2.330 18.521 2.290
Habas secas para consumo animal 19.209 2.556 21.765 996 1.804 23.751 8.433
Habas secas para consumo
humano 63 43 106 1.008 1.628 133 75
HABAS SECAS TOTAL 19.272 2.599 21.871 996 1.801 23.884 8.508
LENTEJAS 33.892 1.449 35341 854 1.755 31.498 4.563
GARBANZOS 40.038 3.188 43.226 883 1.435 39.914 9.444
Guisantes secos para consumo 96.434 18.863 115.297 1.352 2.299 173.710 29.385
animal
Guisantes secos para consumo 16 20 36 8958 1.335 41 19
humano
GUISANTES SECOS TOTAL 96.450 18.883 115333 1.351 2.298  173.751 29.404
VEZA 72,161 7.571 79.732 972 1.613 82371 23.501
ALTRAMUZ 2.460 299 2.759 922 1.500 2.718 76
ALMORTAS 1.239 65 1.304 927 1.455 1.242 122
ALHOLVA 40 18 58 977 1.345 62 1
ALGARROBAS 1.172 53 1.225 760 1.090 949 300
YEROS 41.430 1.759 43.189 1.061 1.891 47.274 6.107
OTRAS LEGUMINOSAS GRANO 7.921 350 8.271 1.110 2.348 9.612 1.588
TOTAL LEGUMINOSAS 319.663 41953 361616 - - 431.796 85.904
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A nivel nacional, Castilla y Leon se sitia como la segunda comunidad auténoma con
mayor produccion de garbanzo, generando el 18,84% del total del grano a nivel nacional,
lo que equivale a 7.521 t (Tabla 5). Esta cifra la coloca solo por detras de Andalucia, que
lidera con un 57,16%, equivalente a 22.813 t de grano (MAPA, 2022). Es importante
destacar que estas dos comunidades autdnomas, en conjunto, representan el 76% de la
produccién total de garbanzos en Espafia, 1o que subraya la gran relevancia que tiene

cultivo del garbanzo en ambas regiones.

Tabla 5. Analisis de superficie, rendimiento y produccién de garbanzo en 2021 por CCAA.
Elaboracién propia a partir de la fuente: MAPA, 2022.

e EEAA Superficie (ha) Rendimiento (kg/ha) ngdgurgi:gn Produ_ccién
Secano | Regadio | Total | Secano | Regadio 0 de paja (t)
GALICIA 14 3 17 1.095 1.025 19 -

P. DE ASTURIAS - - - - - - -
CANTABRIA - - - - - - -
PAIS VASCO 80 - 80 2.975 - 238 -

NAVARRA 35 20 55 586 1.415 49 -

LA RIOJA 11 9 20 1.300 1.700 30 8

ARAGON 33 12 45 798 2.083 51 6

CATALURNA 354 32 386 817 1.463 336 52
BALEARES 280 - 280 660 - 185 129
CASTILLA Y LEON 7949 575 8524 868 1.072 7521 1724
MADRID 1502 131 1633 708 1.387 1245 1074
CASTILLA-LA MANCHA | 3790 232 4022 989 1.322 4058 338

C. VALENCIANA 3 - 3 560 - 2 -

R. DE MURCIA 33 23 56 893 1.998 75 13

EXTREMADURA 2642 100 2742 1.193 1.297 3282 -
ANDALUCIA 23298 2050 25348 843 1.548 22813 6100

CANARIAS 14 1 15 659 1.000 10 -
ESPANA 40.038 3.188 43.226 | 14.944 17.310 39.914 9.444

En Castilla y Ledn hay tres provincias que destacan en la producciéon de garbanzo:
Valladolid, Zamora y Salamanca, con producciones de grano de 2.273 t, 1.629 t y 1.565
t, respectivamente (Tabla 6). Estas provincias en conjunto producen el 5.467 t de grano,
lo que se corresponde al 72,7% de la produccion de su comunidad autobnoma (MAPA,

2022).
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Tabla 6. Andlisis de superficie, rendimiento y produccién de garbanzo en las provincias de
Castilla'y Leon en 2021. Elaboracion propia a partir de la fuente: MAPA, 2022.

o Superficie (ha) Rendimiento (kg/ha) | Produccion | o o0 oo
Provincias y CCAA de grano .
Secano Regadio | Total | Secano | Regadio ) de paja (t)
Avila 176 - 176 610 - 107 13
Burgos 265 22 287 1.200 1.800 358 107
Ledn 404 69 473 750 1.500 407 142
Palencia 501 20 521 1.500 2.000 792 -
Salamanca 1.744 154 1.898 800 1.100 1.565 626
Segovia 362 30 392 800 1.300 329 165
Soria 97 2 99 600 1.200 61 -
Valladolid 2.525 - 2.525 900 - 2.273 182
Zamora 1.875 278 2.153 750 800 1.629 489
CASTILLA Y LEON 7.949 575 8.524 868 1.072 7.521 1.724

2.2.3. El garbanzo de Fuentesauco (IGP)

El garbanzo de Fuentesalco es una Indicacion Geogréfica Protegida (en adelante 1GP)
concedida en el afio 1996 a la legumbre de la especie Cicer arietinum var. macrocarpum
producida en la comarca de la Guarefia, segun refleja el Reglamento de la Unién Europea
(CE) No 510/2006 «Garbanzo de Fuentesalico». La comarca de la Guarefia esta situada
al sureste de la provincia de Zamora, en la comunidad autonoma de Castilla y Leon,
Espafia. La IGP es un sello distintivo que reconoce la gran calidad organoléptica de esta
legumbre y vincula inseparablemente su produccién a las caracteristicas geogréaficas y
culturales de la regién (CE 510/2006) (Figura 5).

arbanzo jde

uentesauco

Figura 5. Logotipo de la IGP garbanzo de Fuentesalco. Fuente: MAPA, 2021
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El garbanzo de Fuentesalco es un tipo de garbanzo caracterizado por estar adaptado a las
condiciones del lugar en el que vive, presentando diferencias morfoldgicas y fisioldgicas
en su desarrollo debidas al medio. Precisamente por ello, recibe como sobrenombre el de
la zona geogréafica donde se cultivan. Es un cultivo poco productivo, pero sin grandes
requerimientos nutricionales e hidricos. Por otro lado, presenta una elevada calidad de

producto, caracterizada por su tamarfio, textura y sabor (Junta de Castillay Ledn, 2019).
2.3. Larabia del garbanzo

La rabia del garbanzo es una enfermedad fungica que supone la principal limitacion para
la produccion de garbanzos en todo el mundo (Gan et al., 2006). Esta enfermedad es
causada por el hongo Didymella rabiei (en su forma teleomorfica o sexual) o Ascochyta
rabiei (en su forma anamorfica o asexual). A. rabiei es un hongo ascomiceto perteneciente
a la familia Didymellaceae. La enfermedad que produce se manifiesta en todas las partes
aéreas de la planta, causando lesiones necréticas que son circulares en los foliolos y las
vainas y alargadas e irregulares en los tallos y peciolos (Bayraktar et al., 2007). La
destruccion del tejido del huésped por parte de A. rabiei provoca el eventual fallecimiento
de las plantas de garbanzo, lo que resulta en pérdidas significativas en la produccion
agricola. Ademas, la presencia del hongo en el tejido muerto también puede contaminar
las semillas de garbanzo, lo que compromete a la viabilidad de la cosecha futura (Singh
et al., 2022). Se han registrado experiencias en diversos paises de pérdidas totales del

cultivo como consecuencia de la infeccion de A. rabiei (De Rossi et al., 2018).

El ciclo de vida del hongo A rabiei (Figura 6), se inicia con la dispersién de conidios a
través del aire (i), los cuales alcanzan y se adhieren a la superficie de las hojas de las
plantas de garbanzo (ii). Estos conidios germinan y forman apresorios (iii), facilitando la
penetracion a través de la capa epidérmica y la invasion de los tejidos subepidérmicos de
la planta (iv). Posteriormente, se desarrollan picnidios que contienen esporas conidiales
asexuales, las cuales se dispersan mediante salpicaduras de lluvia (vi). Durante el ciclo
sexual, en condiciones humedas y frescas (invierno, 5-10°C), se forma en la planta
infectada una estructura especializada llamada pseudotecio, una estructura en forma de

copa con una capa fértil interior llamada himenio y una apertura estrecha exterior llamada
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ostiolo (vii). Dentro del himenio, se producen ascas, que contienen ocho ascosporas cada
una (viii). En primavera, el pseudotecio libera con fuerza las ascosporas, las cuales son

dispersadas por el viento a distancias considerables, hasta 10 km, propagando asi la
infeccion a nuevas areas (ix).

(viii) Ascus

(ix) Ascospores

(vii) Pseudothecium Sexual stage

MAT1-1
+
MAT1-2

(vi) Conidia

(v) Pycnidium

(i) A twig of chickpea

Asexual cycle

(ii) Spore

(iv) Sub-epidermal aeiitegen

Infected plant spreading of fungal

\ hyphae

(iii) Appresorium
formation

/

Figura 6. Ciclo de vida de A. rabiei y D. rabiei: etapas asexual y sexual en el ciclo de vida.
Fuente: (Singh et al., 2022).
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En términos de control, los cultivares actuales ofrecen una resistencia parcial a A. rabiei,
que puede disminuir rapidamente debido a la variabilidad del patégeno, impulsada por su
capacidad de recombinacion sexual. Para el control de la enfermedad se debe desarrollar
un manejo integrado, combinando las siguientes opciones agronémicas (Gan et al., 2006):

- El uso de semillas libres de A. rabiei y el tratamiento de semillas con fungicidas
eficaces reduce la probabilidad de transmitir enfermedades transmitidas por las

semillas a las plantulas.

- Enterrar profundamente el rastrojo de garbanzo minimiza el indculo transmitido

por el rastrojo.

- Se requieren uno o dos afios de cultivos no hospedantes para areas calidas y
himedas y una rotacion de cultivos de 3 a 4 afios para areas frias y secas, para

reducir los niveles de indculo transmitido por rastrojos.

- La siembra de garbanzos a una distancia considerable de los cultivos previos
ayudard a reducir la densidad de ascosporas en el aire liberadas por los desechos

infectados.

- Se debe considerar la fecha 6ptima de siembra, ya que puede determinar si los
cultivos estan expuestos a condiciones propicias o desfavorables para la
proliferacion del hongo. La siembra profunda también es beneficiosa, ya que
enterrar las semillas a mayor profundidad puede protegerlas de la infeccion.
Ademas, la optimizacién de la densidad de las plantas favorece una mejor
circulacion del aire, reduciendo la humedad y disminuyendo las posibilidades de

propagacion del hongo.

- Una nutricion equilibrada es esencial para fortalecer la resistencia de las plantas a
la rabia, proporcionando los nutrientes necesarios para mantener su salud y

capacidad de defensa.

- Adoptar un enfoque integrado que combine todas las opciones agronomicas,
incluida la seleccion de cultivares, es de vital importancia para controlar esta

enfermedad de forma econdmica y eficaz.
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2.4.  Trichoderma
2.4.1. Taxonomiay biologia

Trichoderma es un género de hongos filamentosos anamorficos pertenecientes a la
familia Hypocreaceae (Figura 7). La reproduccién de estos hongos es asexual (en su
forma anamorfica: Trichoderma) y sexual (en su forma teleomorfica: Hypocrea).
Producen tres tipos de propagulos: hifas, conidios y clamidosporas, estas Gltimas son
estructuras globosas con pared rugosa y mas gruesa que la de los conidios, con capacidad
de resistencia a las condiciones ambientales desfavorables (Martinez et al., 2013).

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Subdivisién: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Figura 7. Taxonomia del género Trichoderma. Elaboracion propia a partir de la fuente:
Tyskiewicz et al., 2022

Los hongos de este género se desarrollan en una gran variedad de sustratos y bajo un
amplio intervalo de temperaturas, aunque muestran preferencia por los suelos ligeramente
acidos y ricos en materia organica (Klein & Eveleigh, 2002). El desarrollo de
Trichoderma se activa con la presencia de humedad, con 6ptimo de 60% de la capacidad
de retencién de humedad del suelo. A porcentajes mayores de saturacién, la colonizacién

y supervivencia disminuyen, por baja disponibilidad de oxigeno (Martinez et al., 2013).
2.4.2. Mecanismos de accion

Las especies de Trichoderma tienen la capacidad de estimular el crecimiento y desarrollo
de las raices laterales en las plantas (Pelagio-Flores et al., 2017), lo que lleva a un aumento
en la productividad de los cultivos (Harman, 2006). Aislados de estas especies han

mostrado la capacidad de generar mas de 70 metabolitos, incluyendo compuestos que
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fomentan el crecimiento y desarrollo vegetal. Estos microorganismos pueden liberar
compuestos de tipo hormonal y diversos acidos organicos que reducen el pH del suelo
(Singh et al., 2016 ; Youssef et al., 2016). También son capaces de solubilizar fosfatos y
otros nutrientes esenciales, lo que mejora el desarrollo de las plantas (Companioni et al.,
2019).

Trichoderma también es utilizado como agente de biocontrol contra hongos
fitopatogenos, debido a sus maltiples mecanismos de accion (Herndndez-Melchor et al.,
2019). Las principales enfermedades de las plantas se han manejado con éxito gracias a
su aplicacién y, actualmente, méas del 60% de los biofungicidas presentes en el mercado

se derivan de especies de Trichoderma (Manzar et al., 2022).

Los mecanismos de accion de Trichoderma como agente de biocontrol incluyen la
competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo, la antibiosis y la resistencia
inducida de las plantas (Manzar et al., 2022). Las especies de Trichoderma crecen
rapidamente y son competidores agresivos frente a otros hongos, ya que colonizan
velozmente los sustratos y desplazan a los patdgenos, de crecimiento mas lento (Oszust
et al., 2020). EI micoparasitismo es el tipo de interaccion en la que un hongo parasito se
beneficia de otro, el huésped, del que obtiene los nutrientes necesarios para completar su
crecimiento y reproduccién, pudiéndole causar perjuicio o incluso la muerte (Poveda,
2018). Por otro lado, la antibiosis se define como la supresién de un organismo vivo por
varios metabolitos producidos por otro organismo (Kumar et al., 2023). Otro mecanismo
de accion de Trichoderma es la induccion de tolerancia a estreses abioticos y la resistencia

vegetal (local y sistémica) frente a estreses bioticos.

El inicio de la resistencia sistémica requiere que las cepas de Trichoderma colonicen
eficientemente la raiz de la planta huésped. La colonizacion de las plantas por
Trichoderma provoca cambios a nivel del transcriptoma y proteoma, lo que resulta en
alteraciones significativas en el metabolismo de la planta (Verma et al.,, 2007). La
interaccion fisica entre Trichoderma y la planta se limita a las capas celulares externas,
donde las hifas de Trichoderma colonizan el cortex de la raiz, sin alcanzar los haces

vasculares. Cuando Trichoderma coloniza las raices de la planta, inicia la produccion de
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moléculas sefalizadoras que activan defensas locales y generan sefiales transmitidas a
través del sistema vascular a otras partes de la planta, induciendo respuestas defensivas
en tejidos distantes (Gupta & Bar, 2020). Este proceso, conocido como resistencia
sistémica inducida, depende principalmente de la sefializacion de acido jasmdnico (JA) y
etileno (ET). Trichoderma promueve la sintesis de JA y ET que, al activar defensas
locales, tambiéen envian sefiales a otras partes de la planta (Chakraborty et al., 2020). Esto
induce la expresion de genes clave en la sintesis de compuestos de defensa, como
fitoalexinas y compuestos fenolicos. Aunque el &cido salicilico (SA) tiene un papel menor
en este proceso, puede complementar la respuesta defensiva (Pacheco-Trejo et al., 2022).
Asi, Trichoderma no solo refuerza la resistencia contra patdgenos locales, sino que
también mejora la defensa sistémica, preparando a la planta para responder rapidamente

a futuros ataques mediante la pre-activacion de genes defensivos (Gupta & Bar, 2020).
2.4.3. Formulacion y aplicacion de Trichoderma

Trichoderma se produce en formulaciones solidas y liquidas con inéculo viable (hifas,
clamidosporas y conidios) para usarlo como agente de biocontrol (Cumagun, 2014;
Hernandez-Melchor et al., 2019). Ambas formulaciones requieren el secado para obtener
un producto estable y con una vida prolongada; asi, el secado por aspersion es el mas
utilizado a escala industrial, por su bajo costo y eficiencia (Morgan et al., 2006). La
mayoria de estos bioformulados se preparan a base de las especies T. viride, T. virens y,

en mayor medida, T. harzianum (Vargas-Hoyos & Gilchrist, 2015).

Algunas formulaciones comerciales de este microorganismo corresponden a talcos,
vermiculita-salvado de trigo, granulos de pesta (masa cohesiva hecha de harina de trigo,
rellenos y otros aditivos que contienen al hongo), cascara de café y aceite vegetal o
mineral (Kumar et al., 2014). El 67% de estas formulaciones estan compuestas por una
Unica especie de Trichoderma, mientras que el resto son combinaciones de dos o mas
especies de este género o mezclas con especies de hongos micorricicos, bacterias u otros

compuestos bioldgicos (Hernandez-Melchor et al., 2019).
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2.4.4. Importancia agricola y mercado

Trichoderma se encuentra entre los agentes de control biolégico mas efectivos en la
agricultura, constituyendo mas del 60% de los biofungicidas registrados a nivel mundial.
Este microorganismo se comercializa en varias formas, incluyendo bioplaguicidas,
biofertilizantes, estimulantes del crecimiento y rendimiento de las plantas, y como agente
que solubiliza nutrientes en campos agricolas o que descompone materia organica (Vinale
et al., 2008; Charoenrak & Chiradej, 2016; Hernandez-Melchor et al., 2019).

India es el principal distribuidor mundial de productos que utilizan especies certificadas
de Trichoderma, como T. asperellum, T. atroviride, T. gamsii, T. hamatum, T. harzianum,
T. polysporum, T. virens y T. viride. Otros paises que también tienen una produccién
significativa de este microorganismo son Bélgica, Chipre, Francia, Italia, Espafia, Suecia,

Eslovenia, Reino Unido, Turquia y Estados Unidos (Hernandez-Melchor et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION DEL TRABAJO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El presente trabajo se justifica en la necesidad de desarrollar estrategias de manejo
integrado de enfermedades que sean menos dependientes de insumos quimicos, en linea
con los principios de la agricultura sostenible y la proteccion ambiental. En este contexto,
la optimizacion de las practicas de aplicacion de Trichoderma podria ofrecer una solucion
sostenible y eficaz para el manejo de la rabia del garbanzo, teniendo un impacto positivo

en la rentabilidad de los cultivos y contribuyendo a la seguridad alimentaria.

La hipdtesis de este trabajo de investigacion es que la aplicacion de Trichoderma spp.
sobre las semillas de garbanzo antes de su siembra ejerce un efecto supresor significativo
sobre la rabia del garbanzo, causada por A. rabiei. Este efecto seria consecuencia de la
capacidad de Trichoderma de colonizar las raices de las plantas de garbanzo, activando

una resistencia sistémica en las plantas frente a A. rabiei.

El objetivo principal de este estudio es analizar la eficacia del hongo beneficioso
Trichoderma como agente de control bioldgico contra la enfermedad causada por el
patdgeno A. rabiei en garbanzo de Fuentesauco. A partir de este objetivo, se plantean

diferentes objetivos especificos:

1. Evaluar y comparar la eficacia de diversas especies de hongos pertenecientes al
género Trichoderma como agentes de control biolégico frente a A. rabiei de forma

directa e indirecta.

2. Analizar el efecto de diferentes recubrimientos sobre la germinacion de conidios

de Trichoderma y semillas de garbanzo de Fuentesalco.

3. Comprobar la eficacia de la aplicacion de Trichoderma mediante recubrimientos

para el control bioldgico de la rabia del garbanzo.
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4, MATERIALES Y METODOS
4.1.  Material fungico utilizado

Los organismos utilizados fueron 5 especies distintas del género Trichoderma (T.
hamatum, T. harzianum, T. asperellum, T. citrinoviride y T. atroviride) y el hongo
patogeno A. rabiei (Figura 8). Los hongos se conservaron en placas Petri con medio de
cultivo PDA, realizando subcultivos periddicos, cada 2-4 semanas, transfiriendo una
porcion del hongo a una nueva placa con medio fresco para evitar la senescencia y

mantener la viabilidad y pureza del cultivo a lo largo del tiempo.

El hongo A. rabiei (cepa P1ENE/19): fue facilitado amablemente por el Dr. Diego
Rubiales, del Instituto de Agricultura Sostenible del CSIC, el cual fue aislado de campos

de cultivo de garbanzo en Alemania.

Los hongos T. asperellum (ITL), T. citrinoviridae (EN2), T. atroviridae (HP151) y T.
harzianum (EN1) se obtuvieron de la coleccion interna del GIR Patologia Forestal de la

Universidad de Valladolid, aislados de diferentes especies forestales.

El hongo T. hamatum (MBG) fue facilitado amablemente por el Dr. Pablo Velasco de la
Mision Biologica de Galicia del CSIC, aislado de raices de berza en parcelas

experimentales de la provincia de Pontevedra.
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Ascochyta rabiei Trichoderma asperellum Trichoderma atroviride

Trichoderma citrinoviride Trichoderma hamatum

Figura 8. Placas Petri colonizadas por los organismos utilizados para la realizacion de los
ensayos. Fuente: elaboracion propia.

Se han utilizado también garbanzos, semillas certificadas R1 C. arietinum var. cuaiz, con
una pureza minima del 98% y una germinacién minima del 80%, cedidas amablemente
por el Consejo Regulador de la Indicaciéon Geografica Protegida “Garbanzo de
Fuentesauco”. El nimero de lote de las semillas utilizadas es ES-08-37-0081-
23CUAI5102 y fue precintado en febrero del 2023.

4.2.  Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para la realizacion de los ensayos in vitro fueron PDA
(Potato Dextrose Agar) y CSMDA (Chickpea Seed Meal Dextrose Agar). Las
composiciones de los medios de cultivo solidos distribuidos en las placas Petri fueron las

siguientes:

e PDA: se suspendieron 39 g en 1 L de agua destilada. Suministrado por Scharlab
(Barcelona, Espafia).
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e CSMDA: se suspendieron 40 g de harina de garbanzo de ADPAN (Asturias,
Espafia), 20 g de dextrosa de Becton, Dickinson (BD) (Madrid, Espafia) y 20 g de
agar de Biomedics (Madrid, Espafia) en 1 L de agua destilada.

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave 30 minutos a 120°C, después, en
una cabina de flujo laminar, se vertieron en placas Petri hasta su solidificacion. De esta

forma, se obtuvieron placas con medio de cultivo estéril.
4.3. Ensayo de antagonismos in vitro

Este ensayo tiene como objetivo evaluar la eficacia de diferentes especies de Trichoderma

en la inhibicion del crecimiento de A. rabiei en placas de Petri.
4.3.1. Procedimiento experimental

Para la realizacion de este ensayo se extrajo un disco de agar de 5x5 mm de una placa
Petri colonizada por el hongo patégeno y se deposito en la parte central izquierda de una

placa Petri con medio de cultivo estéril, a dos centimetros del borde de la placa.

Debido a la diferencia de velocidad de crecimiento entre los hongos de estudio
(antagonista y patdgeno), el patégeno se desarrolldé durante 48 h en ausencia de otros
organismos y, pasado este tiempo, se afiadio a la placa un disco de igual tamafio de una
placa colonizada por completo por Trichoderma, en este caso en la parte central derecha,
a dos centimetros del borde (Figura 9).

Alumno: Javier Morcuende Herrero i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de Ingenieria Agricola y del Medio Rural

23



Estudio y desarrollo de bio-inoculante basado en Trichoderma spp. en semilla de garbanzo de Fuentesatco (IGP)
para el control efectivo de la rabia (Ascochyta rabiei, Pass)

Ascochyta rabiei Trichoderma spp.

Figura 9. Representacion de la disposicién de la placa Petri para la realizacion del ensayo de
antagonismos in placa (vista en planta).

Tras 48 horas de afiadirse los discos de Trichoderma se sacaron fotografias a la parte
posterior de cada placa (Figura 10), repitiéndose el proceso cada 24 horas, hasta que

fueron colonizadas por completo.

Figura 10. Estado de una de las placas del esayo a las 48 horas de afiadir Trichoderma (A.
rabiei en la parte izquierda de la placa; Trichoderma atroviride en la parte derecha).
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En cada ensayo se pusieron 5 placas Petri por cada especie de Trichoderma y otras 5
placas de control, en las que se puso Unicamente el disco del hongo patdgeno y se
desarroll6 en ausencia de otro organismo. El ensayo se realizd dos veces para cada medio
de cultivo, PDA y CSMDA.

4.3.2. Andlisis de imagen

Finalmente, se analizaron todas las fotografias con el programa ImageJ, desarrollado por
Wayne Rasband en el U.S. National Institutes of Health (NIH), para obtener el area
colonizada por el hongo patégeno en cada momento. En primer lugar, se determind una
escala para cada imagen con una distancia real conocida, como es el diametro de la placa
Petri (90 mm). Posteriormente, se selecciond la opcion Freehand selection (seleccion a
mano alzada) y se trazo el area colonizada por el patégeno, para conocer el valor del area

que ocupa el patdgeno (Figura 11).
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Figura 11. Medicion de la superficie de la placa colonizada por el hongo patogeno.
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4.4. Ensayo in planta con inoculacion radicular de Trichoderma

El objetivo del presente ensayo es evaluar la influencia de la inoculacion radicular de 5
especies diferentes de Trichoderma en la supervivencia de las plantas y en los dafios

provocados por A. rabiei.
4.4.1. Siembra

Para llevar a cabo este ensayo, se emple6 un sustrato compuesto por una mezcla de suelo
y perlita en una relacion volumétrica 2:1 (2 partes de suelo por 1 parte de perlita). El suelo
se recogid en el municipio de Fuentesatco, con el proposito de replicar las condiciones
de cultivo similares a las de la zona de estudio. Fuentesalco es un municipio situado al
sureste de la provincia de Zamora (Castilla y Leon, Espafia). Las coordenadas geograficas
de la parcela en la que se recogio la tierra son las siguientes: 41° 13' 45.7" N, 5° 29' 48.2"
W. Este suelo fue sometido a un andlisis detallado por parte del Centro Tecnoldgico
Agrario y Alimentario ITAGRA (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis fisicoquimico del suelo utilizado en todos los experimentos in planta.

Parametros Resultados Métodos
pH 6.87 £ 0.11 Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.06 mS/cm Medidor de conductividad (1:5)
Arena 63.56 g/100g Densimetro de Bouyoucos
Limo 10.28 g/100g Densimetro de Bouyoucos
Acrcilla 26.16 g/100 g Densimetro de Bouyoucos
Textura Franco arcilloso-arenoso -
Materia orgénica oxidable 0.84 g/100g Redox volumetry PNT-S-05
Carbonatos Indetectable Bernard PNT-S-03
Caliza activa Indetectable Bernard
P asimilable 40.5 £ 4.4 mg/Kg Olsen PNT-S-04
K asimilable 273 £ 22 mg/Kg ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 12.4 £ 2.9 meq/100g ICP-OES PNT-S-06
Mg asimilable 3.2 meqg/100g ICP-OES PNT-S-06
Na asimilable 0.03 meqg/100g ICP-OES PNT-S-07
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El sustrato se esterilizd en autoclave mediante dos ciclos de 30 minutos a 120°C,
espaciados entre si por 48 horas, con el objetivo de evitar la supervivencia de cualquier

tipo de organismo presente en el sustrato.

Previamente a la realizacion de la siembra se asegur6 la desinfeccion completa de todo el
equipo y material utilizado en el proceso. Para ello, se sumergieron las macetas, las pinzas
y cualquier otro instrumento utilizado en etanol al 70%, un desinfectante efectivo que
garantiza la eliminacion de posibles patdgenos y microorganismos que podrian afectar al
desarrollo de las plantas.

Una vez desinfectado el material, se llenaron macetas de 500 ml de volumen con el
sustrato mencionado anteriormente. Posteriormente, se realizé la siembra de las semillas
de garbanzo, colocandolas en el sustrato a una profundidad de aproximadamente 1 cm,
utilizando pinzas esterilizadas para evitar la contaminacion cruzada y asegurar una

siembra precisa.

En el presente ensayo se utilizaron 15 plantulas para cada uno de los seis tratamientos que

se disefiaron. Estos tratamientos se distribuyeron de la siguiente manera:

e Cinco tratamientos en los que las plantas fueron inoculadas con una especie
diferente de Trichoderma (T. hamatum, T. harzianum, T. asperellum, T.
citrinoviride y T. atroviride), junto con una inoculacion en la parte aérea del

patdgeno.

e El sexto tratamiento se establecié como grupo de control. En este tratamiento, las
plantas Unicamente fueron inoculadas con el patégeno, sin recibir ninguna

inoculacién de Trichoderma.
4.4.2. Inoculacion de Trichoderma

La inoculacién de Trichoderma se realizd 7 dias después de haber sembrado los
garbanzos. Para ello, se obtuvieron las esporas de placas germinadas por las distintas
especies, echando 5 ml de agua destilada estéril sobre las placas y friccionando por

completo las placas con la punta de la pipeta. Posteriormente se vertié el liquido obtenido
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a un tubo Falcon haciendolo pasar por el filtro de esporas Miracloth de Millipore (USA),
que impide el paso del micelio y permite el paso del agua destilada y las esporas en

suspension.

Para conocer la concentracion de esporas que tiene el liquido resultante, éste se diluyo6 en
un tubo Eppendorf a una concentracion 1:100 con agua destilada estéril y se depositaron
100 pl de la dilucion en una camara de Neubauer cubriendo el liquido con un
cubreobjetos. Se realizo el conteo de esporas y se aplicd la siguiente formula para conocer

la concentracion de esporas de la muestra:
Esporas/mL = y x 25 x 10* x 102

Siendo y la media aritmética de las esporas contadas en cada cuadrante, y 10 el factor de

dilucion.

Conocida la concentracion de esporas de las suspensiones obtenidas, se diluyeron hasta
obtener una concentracion de 2-107 esporas/ml y se aplicd 1 ml de dicha dilucion a cada
maceta. El agua destilada estéril con las esporas en suspension se aplicé con una pipeta,
introduciéndola con un angulo de 45° a una profundidad de aproximadamente 2 cm,
procurando soltar las esporas lo méas cerca posible de la raiz principal.

4.4.3. Inoculacién del patégeno

El hongo patdgeno (A. rabiei) se inocul6 a los 14 dias tras la siembra, 7 dias después de
inocular Trichoderma. Para obtener las esporas y conocer la concentracion se utilizé el
mismo procedimiento descrito en el apartado anterior. En este caso, las plantas se
inocularon por pulverizacion con una suspension concentracion 5-10° esporas/ml,
siguiendo la metodologia descrita por Pande et al. (2011). Tras la inoculacion, las
plantulas se secaron parcialmente al aire durante 30 minutos para evitar el
desprendimiento de las esporas. Posteriormente, se cubrieron con bolsas de plastico
durante una semana, con la finalidad de mantener la humedad y asegurar la instalacién

del hongo (Figura 12).
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Figura 12. Ejemplo de una de las bandejas del ensayo, tapadas tras la inoculacion del hongo
patogeno.

4.4.4. Toma de datos

La toma de datos comenzé a realizarse 15 dias tras la inoculacion del patdgeno. Se
establecié una escala de dafios para evaluar el estado de las plantas en cada medicién
(Figura 13):

1. Laplanta no presenta sintomas visibles.
2. Laplanta presenta sintomas observables en las hojas (manchas necroéticas).
3. Laplanta presenta sintomas observables en el tallo y/o comienza la defoliacion.

4. Rotura del tallo debido a la estrangulacion causada por la mancha necrética.
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Figura 13. Ejemplo de plantas que corresponden a cada grupo de la escala de dafios.
Fotografias tomadas 15 dias después de la inoculacion de A. rabiei.

Se realizaron mediciones continuas hasta que todas las plantas del control alcanzaron un
valor de 4 en la escala, indicativo de su muerte, momento en el cual se considero

finalizado el ensayo.

4.5. Ensayo de compatibilidad de esporas de T. harzianum con los recubrimientos

En el presente ensayo se pretendio evaluar la influencia de diferentes recubrimientos en
la germinacion de esporas de T. harzianum, con el fin de determinar si los recubrimientos

son o0 no compatibles con los conidios.
4.5.1. Material utilizado

Tras la evaluacion de los resultados obtenidos con la metodologia del apartado 4.4, se

selecciond T. harzianum para llevar a cabo este ensayo y los subsiguientes.

Los productos con los que se realizaron los distintos recubrimientos utilizados fueron los
siguientes:  almidon  pregelatinizado (PS) de Biosynth (Reino  Unido),
carboximetilcelulosa (CMC) de SaporePuro (Italia), goma arabiga (GA) de SaporePuro

(Italia) y alginato de sodio (NaA) de SaporePuro (Italia).
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4.5.2. Procedimiento experimental

En tubos Eppendorf estériles, se afiadié 1 ml de cada uno de los distintos recubrimientos,
que consistieron en disoluciones de 1, 3, 5y 7 % peso/volumen de los productos
mencionados en el apartado anterior en agua destilada. Todos los productos utilizados
fueron autoclavados previo a su utilizacion. Posteriormente, con pipetas estériles se
introdujeron en todos los tubos 10° conidios de T. harzianum y se colocaron en un
agitador orbital a 100 rpm y 22°C. A las 12 y 24 horas después de la inoculacion, se
realizaron conteos de esporas germinadas: se depositaron 100 ul de cada muestra en
camaras de Neubauer y se cuantificd el porcentaje de esporas germinadas. Este

procedimiento se repitio cuatro veces para cada recubrimiento.
4.6. Ensayo de compatibilidad de las semillas con los recubrimientos

Este ensayo se llevo a cabo para evaluar el efecto de los diferentes recubrimientos sobre
la germinacion de semillas de garbanzo, con el fin de identificar recubrimientos que

promuevan o inhiban su proceso de germinacion.
4.6.1. Material utilizado

El material utilizado para la realizacién de este ensayo fueron garbanzos de Fuentesatico
y los distintos tipos de recubrimientos mencionados anteriormente, a excepcion de CMC,
que fue descartado al observar que inhibia totalmente la germinacion de los conidios de

T. harzianum tras la realizacion del ensayo descrito en el apartado 4.5.
4.6.2. Procedimiento experimental

Se pesaron 50 g de semillas y se introdujeron en una bolsa con 2,5 ml de cada uno de los
recubrimientos (los mismos que en el apartado 4.5.1). Las bolsas fueron agitadas
homogéneamente hasta que los recubrimientos cubrieron por completo la superficie de
las semillas (2-3 min). Por ultimo, las semillas se dejaron secando en una cabina de flujo

laminar durante 2 horas en placas Petri abiertas a una temperatura de 25°C.
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Una vez recubiertas las semillas, se depositaron diez de ellas sobre una placa Petri con un
papel de filtro estéril. Este papel habia sido previamente humedecido con agua destilada
estéril para favorecer la germinacion, ya que la humedad activa los mecanismos
bioquimicos de germinacion de las semillas. Las placas Petri se llevaron a una camara de
cultivo modelo IGCS 900 HR LED (lbercex, Espafia), con una temperatura de 22°C, una
humedad relativa del 80% y un fotoperiodo de 18 h de luz y 6 h de oscuridad. En cada
ensayo se pusieron 4 placas Petri por cada recubrimiento, es decir, un total de 40 semillas

por recubrimiento.

Trascurridos 5 y 8 dias desde el recubrimiento se realizaron conteos, observando si las
semillas germinaron y, en caso de haberlo hecho, se midid la longitud de la radicula 'y la

plumula de las plantulas (Figura 14).

Figura 14. Ejemplo de una de las placas del ensayo a los 5 dias de aplicar los recubrimientos.

4.7.  Ensayo in planta con el recubrimiento GA 1% y T. harzianum

Este ensayo evalua el efecto de la inoculacion de T. harzianum con el recubrimiento GA
al 1% en la supervivencia de las plantas y la reduccién de dafios causados por A. rabiei.
El sustrato utilizado fue el mismo que el descrito en el apartado 4.4.1, en este caso sin
esterilizar, simulando condiciones similares a las de campo. Esto permite conocer el
impacto de T. harzianum en la supervivencia de las plantas y su proteccion contra A.

rabiei en un contexto similar al agricola.
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4.7.1. Material utilizado

El presente ensayo, y los que le siguen, se realizaron habiendo escogido un unico tipo de
recubrimiento, tras analizar los resultados de los ensayos anteriores (GA al 1%) y una
Unica especie de Trichoderma (T. harzianum), como se ha explicado en el apartado 4.5.1.
También se utilizaron macetas de 500 ml y el sustrato mencionado en el apartado 4.4.1,

en este caso, sin esterilizar.
4.7.2. Procedimiento experimental

Este ensayo se repitio dos veces, sembrandose 20 semillas con cada tratamiento en cada
repeticion del ensayo. En primer lugar, se recubrieron las semillas siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 4.6.2. En este caso, se inoculd T. harzianum
afiadiendo 3-10° esporas a los 2,5 ml de GA al 1% que se utilizaron para recubrir las

semillas antes de la siembra.

La aplicacion del recubrimiento y T. harzianum sobre las semillas se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita por Dogaru et al. (2021), con modificaciones. En 50 g de semillas
de garbanzo se aplicaron 2,5 mL de GA al 1% con una concentracion de conidios de T.
harzianum de 6-10* conidios/g de semillas. Para ello se cuantificaron mediante una
camara de Neubauer 3-10° conidios, los cuales se suspendieron en los 2,5 mL de GA al
1%. Posteriormente, se aplicd el recubrimiento con conidios de Trichoderma a las
semillas de garbanzo de manera uniforme en toda su superficie, mediante mezclado

continuo durante 5 min.

Después de aplicar el recubrimiento, las semillas se dejaron secar 12 horas en una placa
Petri abierta, dentro de la cabina de flujo laminar. Posteriormente, se sembraron en
macetas de 500 ml con el sustrato de cultivo mencionado en el apartado 4.4.1, en este
caso, sin esterilizar. Transcurridos 14 dias desde la siembra, se llevd a cabo la inoculacion
de A. rabiei, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.4.3. Quince dias
después de la inoculacion del patdgeno, se inicid la evaluacion de dafios de las plantas.

Las mediciones tomadas fueron las mismas que las descritas en el apartado 4.4.4.
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4.8. Ensayo de produccion

El presente ensayo pretende evaluar el impacto de la aplicacion de T. harzianum a través

del recubrimiento GA 1% en la produccion de garbanzos, en ausencia de A. rabiei.
4.8.1. Material utilizado

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron macetas de 500 ml para la siembra,
garbanzos de Fuentesalco, GA de SaporePuro (Italia), el hongo T. harzianum, una pipeta
para la inoculacion, una bascula y el sustrato mencionado en el apartado 4.4.1, que en

esta ocasion no fue esterilizado en autoclave.
4.8.2. Procedimiento experimental

Para la realizacién de este ensayo, se aplicaron tratamientos diferenciados a las semillas

sembradas, aplicandose siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.7.2:

Control: se sembraron las semillas aplicando agua destilada estéril como

recubrimiento, sin T. harzianum.
- GA 1%: se recubrieron las semillas con GA al 1% antes de sembrarlas.

- Aqua + Th: se recubrieron las semillas con una dilucién de conidios de T.

harzianum en agua destilada estéril.

- GA 1% + Th: se recubrieron las semillas con una dilucion de conidios de T.

harzianum en GA al 1%.

El ensayo se repitid dos veces, en cada uno de ellos se recubrieron 15 semillas con cada
tratamiento, siguiendo los pasos descritos en el apartado 4.6.2. Las semillas fueron
sembradas en macetas de 500 ml que contenian el sustrato mencionado en el epigrafe
4.4.1, que en esta ocasion no fue esterilizado en autoclave. Durante el crecimiento, las
plantas se mantuvieron en un invernadero y se las proporciono riegos periédicos hasta su
marchitez, comenzando a recolectar las vainas a los 70-80 dias. Posteriormente, se
extrajeron los garbanzos de éstas y se registrd el niumero de garbanzos obtenidos por

planta, asi como el peso total de los mismos.
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4.8.3. Andlisis estadistico

Para evaluar las mediciones obtenidas en los ensayos de antagonismo in vitro, asi como
los dafios registrados en diferentes etapas de los ensayos in planta y los resultados del
ensayo de produccion, se utilizd el analisis de varianza (ANOVA) y test de
comparaciones multiples. Este analisis permitié determinar si los tratamientos aplicados
tuvieron un efecto significativo en el crecimiento del patdgeno. La normalidad de los
datos y la homogeneidad de la varianza fue analizada para cada variable por medio del
Test Shapiro y Bartlett, respectivamente. En aquellos casos que se cumplieron tanto la
normalidad como la homogeneidad de varianzas, se efectu6 un ANOVA clésico de un
factor y un test HSD Tukey. Por el contrario, para aquellas variables en las que alguna de
las dos condiciones no se cumplio, se aplicaron métodos robustos (Garcia-Pérez, 2010).
En concreto, se realizd un ANOVA de un factor y un test de comparaciones multiples
usando el procedimiento generalizado de Welch aplicando una transformacion mediante
un recorte de 0,1 de las colas. Para ello, se uso el paquete Wilcox’ Robust Statistics
(WRS2) implementado en el software R (Mair & Wilcox, 2020).

En los ensayos in planta, se llevaron a cabo andlisis de supervivencia basadas en el
estimador no paramétrico Kaplan-Meier utilizando el paquete Survival (Therneau, 2023).
Las curvas de supervivencia fueron creadas con la funcion “Survfit” y las diferencias

entre las distintas curvas fue analizada con la funcion “Survdiff”.

En cuanto a los ensayos de germinacion de esporas de T. harzianum y de semillas bajo la
influencia del recubrimiento, se llev6 a cabo un analisis de chi-cuadrado (y2) de Pearson.
Este analisis se empled para evaluar el efecto de los tipos de recubrimiento y porcentajes
de dilucion sobre la germinacion. La correccion de Yates fue aplicada en aquellos casos

en los que la frecuencia esperada era inferior a 5.

Todos los datos obtenidos en las mediciones se procesaron utilizando el lenguaje de

programacion R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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5. RESULTADOS

Todos los ensayos descritos en el apartado 4 fueron realizados por duplicado o triplicado
para garantizar la reproducibilidad y precisién de los resultados. Sin embargo, a
continuacion se presentardn unicamente los resultados de una de las repeticiones del

ensayo, representativa del resto.
5.1. Ensayo de antagonismos in vitro
5.1.1. Medio de cultivo PDA

Tanto a las 48 como a las 72 horas, los datos mostraron homogeneidad de varianzas
(Bartlett's K-squared = 2,42; p = 0,79 y Bartlett's K-squared = 0,81; p = 0,98,
respectivamente), pero no siguieron una distribucion normal. Los ANOVAs no
paramétricos mostraron en ambos casos que no existian diferencias significativas entre

tratamientos (Fwe = 2,71; p = 0,11 y Fwe = 1,85; p = 0,21, respectivamente) (Figura 15).

A las 96 horas todas las distribuciones de los tratamientos mostraban normalidad. La
homogeneidad de varianzas entre los tratamientos fue confirmada nuevamente (Bartlett's
K-squared = 1,98; p = 0,85). En este punto, el analisis de ANOVA reveld un efecto
significativo del tipo de tratamiento (F = 5,92; p = 0,002). El analisis post-hoc de Tukey
indica que T. atroviride, T. hamatum y T. harzianum mostraron una disminucion
significativa en el area colonizada por el patégeno en comparacién con el control (Figura
15).

Al llegar a las 120 horas, las distribuciones de los tratamientos fueron normales y la
homogeneidad de varianzas entre ellos se confirmé (Bartlett's K-squared = 2,94; p =
0,71). En este momento, el ANOVA también revelé diferencias significativas entre los
tratamientos (F = 10,24; p < 0,001). El test de comparaciones multiples (Tukey) mostro
que T. asperellum, T. atroviride, T. hamatum y T. harzianum tuvieron diferencias
significativas respecto al control, disminuyendo el area colonizada por A. rabiei (Figura
15).
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Finalmente, a las 144 horas, las distribuciones de T. asperellum y T. atroviride no fueron
normales, pero se mantuvo la homogeneidad de varianzas entre los tratamientos (Bartlett's
K-squared = 2,66; p = 0,75). El analisis de varianza revel6 un efecto significativo del tipo
de tratamiento en el &rea cubierta (Fwe = 12,06; p = 0,001). Por ultimo, el test de Tukey
mostré que existieron reducciones significativas en el area colonizada por el patdgeno,
especialmente en los tratamientos T. atroviride y T. harzianum en comparacién con el
control (Figura 16). También mostraron diferencias significativas con el control, aunque

en menor medida, los tratamientos T. asperellum y T. hamatum (Figura 15).
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Figura 15. Area colonizada por A. rabiei en presencia de distintas especies de Trichoderma en
distintos momentos del ensayo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos.
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Figura 16. Fotografias del ensayo de antagonismos in vitro en medio de cultivo PDA, entre A.
rabiei (a la izquierda de las placas) y diferentes especies de Trichoderma (a la derecha de las
placas). C: control, Tas: T. asperellum, Tat: T. atroviride, Tc: T. citrinoviride, Thm: T.

hamatum, Thr: T. harzianum
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5.1.2. Medio de cultivo CSMDA

A las 48 horas, se confirmo la normalidad en todas las distribuciones de los tratamientos,
incluyendo el Control. Las varianzas entre los tratamientos fueron homogéneas (Bartlett's
K-squared = 4,34; p = 0,50). Mediante el ANOVA se observé un efecto significativo del
tipo de tratamiento en el area cubierta (F = 4,17; p = 0,007). Sin embargo, el anélisis post-
hoc de Tukey no mostré diferencias significativas de ningun tratamiento frente al control
(Figura 17).

Al alcanzar las 72 horas, se reafirmé la normalidad en las distribuciones de todos los
tratamientos. También se mantuvo la homogeneidad de varianzas (Bartlett's K-squared =
6,81; p = 0,12) y el ANOVA reveld diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (F = 5,66; p = 0,001). Concretamente, se destacaron diferencias
significativas en la disminucion del area colonizada por A. rabiei en los tratamientos T.

hamatum y T. harzianum respecto al control (Figura 17 y Figura 18).

Para las 96 horas, todos los tratamientos mostraron distribuciones normales. La
homogeneidad de varianzas se confirmo (Bartlett's K-squared = 5,78; p = 0,33). Se
encontr6 un efecto significativo del tipo de tratamiento en el area colonizada por el
patégeno (F = 10,36; p < 0,001). El andlisis post-hoc de Tukey revel6 diferencias
significativas entre el control y todos los tratamientos, excepto T. citrinoviride (Figura
17).
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Figura 17. Area colonizada por A. rabiei en presencia de distintas especies de Trichoderma en
distintos momentos del ensayo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos.
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Figura 18. Fotografias del ensayo de antagonismos in vitro en medio de cultivo CSMDA, entre
A. rabiei (a la izquierda de las placas) y diferentes especies de Trichoderma (a la derecha de
las placas). C: control, Tas: T. asperellum, Tat: T. atroviride, Tc: T. citrinoviride, Thm: T.
hamatum, Thr: T. harzianum.
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5.2.  Ensayo in planta con inoculacion radicular de Trichoderma
5.2.1. Anadlisis de dafios causados por el patdgeno

Los resultados evidenciaron una falta de distribucion normal en todos los casos. La
homogeneidad de las varianzas se confirm6 mediante la prueba de Bartlett (Bartlett's K-
squared = 0,93517; p = 0,9676). EI ANOVA mostr6 que no hubo diferencias
significativas en el dafio causado a las plantas entre los diferentes tratamientos con
Trichoderma vy el control (Fwe 0,66; p = 0,65). Esto confirma que los tratamientos de
Trichoderma no tuvieron un efecto significativo en la reduccion del dafio causado por el

patdgeno en las plantas inoculadas, en comparacién con el control (Figura 20).

Al examinar las medias de dafio para cada tratamiento, se observd que las plantas del
control mostraron la media mas alta de dafio (3,46), mientras que las plantas tratadas con
Trichoderma mostraron medias de dafio similares (alrededor de 3,1). Sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 19).

Dafio promedio segin escala
(¥

0
O Control @T. asperellum OT. atroviride @ET. citrinoviride OT. hamatum @T. harzianum
Figura 19. Valor promedio del dafio de las plantas tras 15 dias de la infeccion del patdgeno

para cada tratamiento segun la escala definida. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos.
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Control T. asperellum T. atroviride

T. citrinoviride T. hamatum T. harzianum

Figura 20. Fotografias de plantas de cada tratamiento tras 15 dias de la inoculacion del
patogeno.

5.2.2. Andlisis de supervivencia de las plantas

El andlisis de supervivencia realizado para evaluar el efecto de diferentes cepas de
Trichoderma en la supervivencia de las plantas revela diferencias notables entre los
tratamientos. Las plantas tratadas con T. atroviride tuvieron una supervivencia del 80% a
los 15 dias, disminuyendo al 40% el dia 39. En contraste, el grupo control comenz6 con
una supervivencia del 54% y cayo al 0% en el mismo periodo (Figura 21). Esta diferencia
resulto ser estadisticamente significativa (y2 = 5,00; p = 0,03).

Por otro lado, el tratamiento con T. harzianum también demostré superioridad

comparativa y una mejora estadisticamente significativa respecto al control (32 = 6,70; p
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= 0,01), empezando con una supervivencia del 86,7% y manteniendo un 40% al final del
estudio (Figura 21). En contraste, los tratamientos con T. asperellum y T. citrinoviride no
mostraron una mejora estadisticamente significativa respecto al control (32 = 0,90; p =
0,30 y 2 = 0; p = 0,90, respectivamente). T. asperellum redujo su supervivencia del
73,3% inicial a20% y T. citrinoviride de un 80% a solo un 6,7% (Figura 21). Finalmente,
T. hamatum siguié un patron similar al control, disminuyendo de un 80% inicial a 13,3%

(Figura 21), sin alcanzar significancia estadistica (y2 = 1,60; p = 0,20).
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Figura 21. Curva de supervivencia de plantas tratadas con diferentes especies de Trichoderma.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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5.3.  Ensayo de compatibilidad de esporas de T. harzianum con los recubrimientos

Tras 12 horas de incubacidn, se observo un incremento estadisticamente significativo en
la germinacion de conidios de T. harzianum con el uso de diferentes recubrimientos y
concentraciones, en comparacion con el control. Especificamente, los tratamientos con
PS al 1%, 3% y 5%, GA al 1% y 5%, y NaA al 3%, 5% y 7% tuvieron un efecto positivo
en la germinacién de conidios, siendo PS al 1% el més favorable (Tabla 8). Por otro lado,
el recubrimiento a base de CMC demostré una inhibicion total en la germinacion de
conidios de T. harzianum (Tabla 8).

A las 24 horas, se observé un incremento estadisticamente significativo en la germinacion
de conidios de T. harzianum con el uso de recubrimientos a base de PS (en
concentraciones de 1%, 3%, 5% y 7%), GA (1%, 5% y 7%) y NaA (3%, 5% y 7%) en
comparacion con el control (Tabla 9). Ademas, los tratamientos con PS al 1%, 3% y 5%
mostraron un aumento significativo en la germinacién de conidios en comparacién con
los recubrimientos con GA al 3% o NaA al 3%. De manera similar, los tratamientos con
GA en concentraciones de 1%, 5% y 7% reportaron una germinacion de conidios

significativamente mayor que GA al 3% (Tabla 9).
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Tabla 8. Matriz de chi-cuadrado que compara el nimero de conidios de T. harzianum germinados y no germinados entre los diferentes recubrimientos, tras 12 horas de

incubacion.
GA5% | GA7%
(4.6%) (7.5%) (3.4%)
(15.1%)
PS3% | «x
(6.1%)
PS 5% *
(4,3%)
PS 7%
(2.9%) NS
CMC 1%
(%) X
CMC 3%
(0%) X X
CMC 5%
%) X X X X X X
CMC 7%
(%) X X X X X X X
GA 1%
ot * o NS NS NS X X X X
GA 3%
(3.6%) NS ool NS NS NS X X X X NS
?ﬁsf/:’)/l’ ok * NS NS NS X X X X NS NS
?943/:’)/1’ NS ok NS NS NS X X X X NS NS NS
Ny | NS o NS NS NS X X X X NS NS *
Ngﬁjﬂ;% *x o NS NS NS X X X X NS NS NS
Ng%z;% * ke NS NS NS X X X X NS NS NS
Na(§%7)% o o NS NS NS X X X X NS NS NS
NS: diferencias no significativas; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; X: Ausencia de germinacion en alguno de los tratamientos comparados.
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Tabla 9. Matriz de chi-cuadrado que compara el nimero de conidios de T. harzianum germinados y no germinados entre los diferentes recubrimientos, tras
24 horas de incubacion

GA 7% NaA 5%
(17.5%) (17.8%) (12.7%)
(21.6%)
PS 3% Sk
(19.8%)
PS 5% Ak
(17%)
PS 7% Sk
(20.8%)
CMC 1% X
(0%)
CMC 3%
(0%) X X X
CMC 5%
(0%) X X X X
CMC 7%
(0%) X X X
GA 1%
(17%) el NS X X X
GA 3%
(1.3%) NS ekt X X X
GA 5%
(17.5%) o NS X X X
GA 7%
arsw) | o NS X X X
NaA 1%
@.7%) NS ekl X X X NS
NaA 3%
(12‘9%)° el NS NS NS NS X X X NS Fhx NS NS
NaA 5%
(12‘7%)° faaled NS NS NS NS X X X NS Fhx NS NS
Ny | ™ | Ns NS NS NS X X X X NS | e NS NS
NS: diferencias no significativas; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; X: Ausencia de germinacion en alguno de los tratamientos comparados.
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5.4. Ensayo de compatibilidad de las semillas con los recubrimientos

Después de 5 dias de incubacion, solo el recubrimiento PS 5% presentd diferencias
estadisticamente significativas en comparacién con el control, manifestando una
reduccion marcada en la germinacion. Ademas, se observo que tanto los recubrimientos
GA 1% como NaA 3% ocasionaron un aumento estadisticamente significativo en el
porcentaje de germinacion en relacion con los diversos tratamientos con PS, pero no en

comparacion al control (Tabla 10).

Al llegar a los 8 dias de incubacion, el tratamiento con el recubrimiento PS 3% aln
mantenia una germinacion notablemente menor que el control, aunque no se registraron
diferencias significativas con respecto al resto de tratamientos. Por el contrario, el
recubrimiento GA 1% alcanz6 una tasa de germinacion del 100%, superando
sustancialmente a los diversos tratamientos con PS y NaA (Tabla 11). Ademas, se observo
un incremento significativo de la longitud de la plimula en todas las muestras tratadas

con GA en comparacion con el control (Figura 22).
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Figura 22. Longitud de la radicula (a) y la plumula (b) en semillas de garbanzo con 8 dias de
incubacién. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Tabla 10. Matriz de chi-cuadrado que compara el nimero de semillas de garbanzo germinadas y no germinadas entre los diferentes recubrimientos y
porcentajes de dilucion utilizados, después de 5 dias de incubacién.

(65%)
PS 5% -
(25%)
|
G@;‘;" NS NS NS
G('g;;gﬁ’ NS NS NS NS NS NS NS
Ca(f‘z;:;”’ NS NS NS * NS NS NS NS
N?é%‘(yg% NS NS * o NS NS NS NS NS
N?Q;;%’ NS * > > > NS NS NS NS
N?;%‘OZ;% NS NS NS NS NS NS NS NS NS
N?QJO;% NS * o o NS NS NS NS NS
NS: diferencias no significativas; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; X: Ausencia de germinacion en alguno de los tratamientos comparados.
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Tabla 11. Matriz comparativa de chi-cuadrado que compara el nimero de semillas de garbanzo germinadas y no germinadas entre los diferentes
recubrimientos y porcentajes de dilucion utilizados, después de 8 dias de incubacién.

(75%)
PS 3% -
(57%)
oy | NS
Ty | NS
?ﬁ)‘oﬁg" NS o NS
G(?z;:;ﬁ) NS NS * NS NS
G(%;;A’ NS NS NS NS NS NS
G('g‘z(;g”’ NS NS * NS NS * NS NS
N?g'g‘(yg%’ NS NS * NS NS NS NS NS NS
N?é%‘(yf;%’ NS NS NS NS NS * NS NS NS
N?Qofo;% NS NS * NS NS * NS NS NS
N?QJO;% NS NS * NS NS * NS NS NS
NS: diferencias no significativas; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; X: Ausencia de germinacion en alguno de los tratamientos comparados.
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5.5. Ensayo in planta con el recubrimiento GA 1% y T. harzianum

El tratamiento combinado de GA + Th mostr6 una tasa de supervivencia inicial del 90%,
que se redujo al 27,8% el dia 40 (Figura 23). Este tratamiento mantuvo consistentemente
tasas superiores de supervivencia en comparacioén con el control, evidenciando una
diferencia estadisticamente significativa (y2 = 8,60; p = 0,003). Por otro lado, el
tratamiento con HO y T. harzianum registro la misma supervivencia inicial 90 %,
cayendo hasta el 10% el dia 40. Este tratamiento no registré diferencias estadisticamente
significativas respecto al control (32 = 3,50; p = 0,06). Por ultimo, el tratamiento con GA
tuvo una supervivencia inicial del 80%, que disminuy6 al 15% al final del estudio (Figura
23). La comparacion con el control tampoco revel6 una diferencia estadisticamente
significativa (y2 = 3,00; p = 0,08).
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Figura 23. Curva de supervivencia de plantas tratadas con diferentes recubrimientos.

Alumno: Javier Morcuende Herrero i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de Ingenieria Agricola y del Medio Rural

50



Estudio y desarrollo de bio-inoculante basado en Trichoderma spp. en semilla de garbanzo de Fuentesatco (IGP)
para el control efectivo de la rabia (Ascochyta rabiei, Pass)

5.6. Ensayo de produccion

En el presente ensayo se observé que la media de semillas producidas variaba entre los
diferentes tratamientos: GA 1% tuvo una media de 1,47 semillas; GA 1% + Th produjo
un promedio de 1,80 semillas; H20 + Th obtuvo una media de 1,27 semillas; el control
(H20) tuvo una media 1,87 semillas. Sin embargo, no existen diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos (Fwe = 0,43; p = 0,73). Ademas, la diferencia entre la
produccion promedio de los distintos tratamientos fue pequefia (0,17 semillas/planta), lo
que sugiere que las diferencias observadas pueden no ser relevantes (Figura 24).

En cuanto al peso de las semillas, se encontraron resultados similares. El tratamiento GA
1% tuvo una produccion promedio de 0,44 gramos por planta, seguido por GA 1% + Th
con 0,59 g/planta, el grupo de control con 0,64 g/ planta y, finalmente, H.0 + Th con 0,41
g/planta. Al igual que con la cantidad de semillas, en este caso tampoco se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos (Fwe = 0,80; p = 0,51) (Figura 25).

2.5

. | w }

Nimero de granos/planta
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Figura 24. Namero de semillas de garbanzo producidas por planta. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 25. Peso en gramos de las semillas de garbanzo producidas por planta. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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6. DISCUSION

Los ensayos de antagonismo in vitro aportan una vision sobre la efectividad antagénica
de diversas especies de Trichoderma frente al patogeno A. rabiei. Inicialmente, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas en las primeras fases de crecimiento
sobre los medios PDA y CSMDA, lo cual sugiere que el periodo observado pudo haber
sido insuficiente para manifestar diferencias notables entre los distintos tratamientos.
Especificamente, en el medio PDA se observaron diferencias estadisticamente
significativas a las 96 horas en los tratamientos con T. atroviride, T. hamatum y T.
harzianum, evidenciando su potencial antagdnico. Este efecto se mantuvo en mediciones
posteriores a las 120 y 144 horas. En contraste, T. asperellum solo mostr6 diferencias
significativas en las fases mas avanzadas de crecimiento. Por otro lado, en el medio
CSMDA, T. hamatum y T. harzianum demostraron un efecto antagdénico consistente
desde las 72 horas. T. asperellum y T. atroviride, sin embargo, solo exhibieron efectos

significativos mas adelante, a partir de las 96 horas.

Las especies T. atroviride y T. harzianum destacaron como los biocontroladores méas
eficaces. Estos hallazgos coinciden con estudios anteriores (Poveda, 2021), que
documentan la capacidad de T. harzianum y T. atroviride para inhibir el crecimiento de
A. rabiei mediante mecanismos como la competencia, el micoparasitismo y la antibiosis,
los cuales pueden actuar de forma aislada o conjunta. Ademas, T. hamatum y T.
asperellum también mostraron un efecto significativo en la reduccion de la superficie
colonizada por el patdgeno. Esto respalda los resultados de ensayos de antagonismo in
vitro previos que evaluaron la capacidad antagonica de T. hamatum contra A. rabiei
(Magar et al., 2020; Poveda, 2021) y la de T. asperellum contra Fusarium oxysporum
(Magar et al., 2020). Por ultimo, T. citrinoviride no mostr6 resultados significativos en
ninguna fase del ensayo, lo que contrasta los resultados obtenidos en estudios anteriores
(Gezgin et al., 2020).

Cabe destacar que se observaron variaciones en la velocidad de crecimiento y la eficacia
antagénica de Trichoderma entre los dos medios de cultivo, con un desarrollo mas

acelerado y una accién antagonista mas temprana en el medio CSMDA. Esto
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probablemente sea debido a las diferencias en la composicion y disponibilidad de

nutrientes entre los medios.

El ensayo in planta con diferentes especies de Trichoderma reveld que los tratamientos
con Trichoderma no lograron reducir significativamente el dafio causado por el patégeno.
Esto se contradice con estudios anteriores, que destacan a T. harzianum como un
tratamiento efectivo para reducir la gravedad de la enfermedad causada por A. rabiei
(Kumar et al., 2019). De igual manera, se ha descrito a las especies T. asperellum y T.
atroviride como efectivas contra los patdgenos Fusarium equiseti (Adnani et al., 2024) y
Fusarium oxysporum f. sp. ciceri (Boureghda & Bouznad, 2009) en plantas de garbanzo,

respectivamente.

Por otra parte, los tratamientos con Trichoderma si mejoraron de manera significativa la
tasa de supervivencia de las plantas, especialmente los tratamientos con T. atroviride y T.
harzianum. Si bien se han realizado varios estudios con estas dos especies sobre plantas
de garbanzo, T. atroviride no habia sido descrita anteriormente como biocontrolador de
A. rabiei, aunque si se ha descrito como biocontrolador contra el patdgeno radicular F.
oxysporum (Poveda, 2021). T. harzianum, en su caso, ha sido descrito como promotor del
crecimiento vegetal de plantas de garbanzo y como inductor de resistencia sistémica
contra el patdgeno Sclerotinia rolfsii (Saxena et al., 2014). En contraste, T. asperellum,
T. citrinoviride y T. hamatum no mostraron mejoras significativas en la tasa supervivencia
respecto al control, subrayando la importancia de seleccionar especies y cepas especificas
para diferentes cultivos y condiciones experimentales. Estos resultados contradicen los
resultados de estudios anteriores, que describen a estas especies como biocontroladores
eficaces del garbanzo para diversos patdgenos. Anteriormente, T. hamatum habia sido
descrito como un organismo que reduce la marchitez en plantas infectadas por F.
oxysporum f. sp. ciceri y Rhizoctonia solani (Khan et al., 2014). También hay estudios
que sugieren que el tratamiento de semillas con T. asperellum es una forma eficaz de
controlar el marchitamiento por F. equiseti en plantas de garbanzo (Adnani et al., 2024).
Por su parte, T. citrinoviride no habia sido probado como biocontrolador en plantas de

garbanzo hasta el momento de este estudio.
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Resulta contradictorio que se hayan encontrado diferencias significativas en la
supervivencia de las plantas con los distintos tratamientos, pero no se hayan observado
diferencias en los dafios medidos tras 15 dias de la inoculacion del patégeno. Esta
discrepancia puede deberse a que la medicion del dafio se realizé demasiado pronto para
poder observar diferencias significativas. En ensayos de biocontrol, el tiempo de
evaluacion es importante, ya que los efectos de los tratamientos bioldgicos pueden
manifestarse gradualmente. Es posible que los mecanismos de defensa inducidos por
Trichoderma, como la activacion de resistencia sistémica o la competencia por nutrientes
y espacio, requieran un periodo mas prolongado para ser efectivos contra el patdégeno.
Por lo tanto, es probable que una evaluacion a mayor plazo revele diferencias mas
pronunciadas en la gravedad del dafio causado por el patdégeno entre los diferentes

tratamientos.

La seleccién de T. harzianum para los siguientes ensayos se justifica por su desempefio
consistente tanto in vitro como in planta, ofreciendo una via prometedora para el manejo
sostenible de la rabia del garbanzo. La siguiente fase del ensayo se centrd en seleccionar

el mejor recubrimiento para aplicar los conidios de T. harzianum sobre las semillas.

Los resultados del ensayo sobre la compatibilidad de los recubrimientos con la viabilidad
de las esporas de T. harzianum y con las semillas de garbanzo indicaron que los
recubrimientos con NaA son compatibles tanto con el bioinoculante como con las
semillas. Este recubrimiento tuvo un efecto positivo en la germinacion de conidios de T.
harzianum, resultados respaldados por estudios previos que proponen a este
recubrimiento como una de las mejores estrategias para favorecer la viabilidad de los
conidios de T. harzianum (Chin et al., 2021; Lotfalinezhad et al., 2024). Sin embargo, no
tuvo un efecto positivo en la germinacién de la planta ni en el desarrollo de la radicula y
la plimula, lo que contradice estudios anteriores que sostenian que el recubrimiento con

NaA mejora el rendimiento de las semillas (Chin et al., 2021).

Por otro lado, se observd que el recubrimiento CMC inhibié completamente la
germinacion de los conidios de Trichoderma. Estos resultados contrastan con las

conclusiones de estudios previos que proponen que los recubrimientos con CMC y NaA
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tienen una mayor eficacia de recubrimiento que la GA y la goma xantana para promover

la germinacion de conidios de Trichoderma (Chin et al., 2021).

En cuanto al PS, se obtuvieron efectos positivos sobre la germinacién de T. harzianum,
pero tuvo un efecto negativo en la germinacién de las semillas de garbanzo.
Anteriormente, se habia demostrado que este recubrimiento era compatible con los
conidios de Trichoderma (Cortés-Rojas et al., 2021), aunque no se habia probado su
efecto en la germinacion de semillas. Por otra parte, se observo que GA tuvo un efecto
positivo sobre la germinacion de conidios de Trichoderma. Este material habia sido
descrito con anterioridad como un protector de conidios de T. harzianum y T. asperellum
por microencapsulacion (Braga et al., 2019). Ademas, las semillas tratadas con GA
mostraron un aumento significativo en la longitud de la plimula, sin afectar
negativamente a la tasa de germinacion. En concreto, el recubrimiento GA 1% logré una
germinacién del 100% en 24 horas, superando al control que alcanzdé un 90%. Este
recubrimiento ya habia sido descrito como promotor de la germinacion de semillas de
garbanzo (Aayushee et al., 2023). Por estas razones, el recubrimiento GA 1% se considero
el mas beneficioso y se usé para la realizacion del ensayo in planta en el que se inocul6

T. harzianum mediante el recubrimiento de la semilla.

El ensayo in planta con recubrimientos y T. harzianum demostrd que el tratamiento
combinado de GA 1 % y este bioinoculante mejora significativamente la supervivencia
de las plantas afectadas por A. rabiei, sugiriendo una estrategia prometedora de
biocontrol. Este resultado estd en linea con estudios previos que han demostrado la
eficacia de la combinacion de GA y T. harzianum en la reduccion de dafios de hongos
patdgenos, como Fusarium spp., Macrophomina phaseolina, y Rhizoctonia solani. Estos
ensayos han concluido que esta combinacion no solo mejora la germinacion y el
crecimiento de la planta, sino que también reduce significativamente la infeccion por

estos patdgenos en cultivos de okra y girasol (Dawar et al., 2014).

Por ultimo, el ensayo de produccion no mostro diferencias entre la produccion de granos
de plantas tratadas con T. harzianum mediante el recubrimiento de GA 1% vy las plantas

no tratadas. Estos resultados contradicen los resultados de ensayos anteriores, que

Alumno: Javier Morcuende Herrero i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de Ingenieria Agricola y del Medio Rural

55



Estudio y desarrollo de bio-inoculante basado en Trichoderma spp. en semilla de garbanzo de Fuentesatco (IGP)
para el control efectivo de la rabia (Ascochyta rabiei, Pass)

pudieron comprobar que la aplicacion de dos especies de Trichoderma (T. hamatum y T.
koningii) sobre plantas de garbanzo aumenté significativamente la formacion de granos
por planta (Poveda, 2021). Los resultados del presente trabajo se obtuvieron en
condiciones de invernadero, lo cual puede no reflejar adecuadamente las condiciones
reales del campo. Seria deseable realizar pruebas adicionales en entornos de campo para
evaluar de manera mas precisa la eficacia del recubrimiento con T. harzianum y GA 1%
en la produccion de granos. Las condiciones controladas del invernadero pueden limitar
el potencial de crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que subraya la necesidad de
validar estos hallazgos en un entorno agricola real para obtener conclusiones mas

concluyentes sobre la efectividad de este tratamiento.

Estos resultados resaltan la importancia de continuar investigando y desarrollando
soluciones basadas en la biotecnologia. Esta estrategia de biocontrol tiene un gran
potencial para ser aplicada en el sector agricola, ofreciendo una herramienta sostenible

para mejorar la resiliencia del cultivo de garbanzo frente al patdgeno A. rabiei.
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7.

CONCLUSIONES

Diferentes especies de Trichoderma, especialmente T. harzianum y T. atroviride,

demostraron ser efectivas como antagonistas directos de A. rabiei in vitro.

Los tratamientos radiculares con Trichoderma, y en concreto con T. harzianum,
aumentaron significativamente la supervivencia de las plantas afectadas por el

patdgeno A. rabiei.

Los recubrimientos testados, con la excepcion de CMC, fueron compatibles con
la viabilidad de los conidios de Trichoderma. Ademas, estos recubrimientos no
solo mantienen la viabilidad, sino que también promueven la germinacion de los

conidios.

Los recubrimientos GA y NaA son compatibles con la viabilidad de las semillas
de garbanzo, sin embargo, solamente GA promueve la germinacion de las semillas
y el desarrollo de la plamula. El recubrimiento GA 1% resulto6 ser el més apto para

la aplicacion de T. harzianum sobre las semillas.

El uso del recubrimiento GA al 1% como vehiculo para el in6culo de T. harzianum
a las semillas aumento significativamente la supervivencia de las plantas afectadas

por A. rabiei a lo largo del estudio, resultando ser el tratamiento mas efectivo.

No se observaron diferencias en la produccion de semillas entre los tratamientos
aplicados, lo que sugiere que el impacto del recubrimiento y Trichoderma en la

produccion de semillas es limitado o nulo en el momento de la medicién.
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