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1. RESUMEN

Con 14,8 millones de hectdreas dedicadas a su siembra, el garbanzo constituye en la actualidad
un cultivo de especial relevancia a nivel mundial por su elevado valor nutritivo. Castilla y Ledn,
con mas de 8.000 hectareas cultivadas, es la segunda mayor productora nacional de garbanzo,
de especial importancia en nuestro pais al ser la leguminosa mds consumida en la dieta espafiola
En concreto, la Indicacién Geografica Protegida “Garbanzo de Fuentesalco”, incluye los
garbanzos producidos en el sureste de la provincia de Zamora, los cuales gozan de un importante
reconocimiento cultural y agronémico, con excepcionales cualidades organolépticas. En la
actualidad, su cultivo se encuentra amenazado por factores como la escasa rentabilidad, la
restriccion en el uso de fitosanitarios y el ataque de enfermedades. Entre estas Ultimas, destaca
la infeccidn conocida como rabia del garbanzo, ocasionada por el hongo Ascochyta rabiei, que
afecta a la totalidad de la parte aérea de la planta, dando lugar a importantes mermas en la
produccion.

El género fungico Trichoderma (Deuteromicota) incluye una serie de especies que han
demostrado su capacidad como Agentes de Control Bioldgico (BCA por sus siglas en inglés), por
lo que podrian ser usadas para disminuir la afeccién y los dafios ocasionados por la rabia. En
base a experiencias anteriores, se analizé el potencial de la especie Trichoderma harzianum con
la finalidad de constatar si permitia controlar la enfermedad y minimizar sus efectos negativos
en la produccién.

En una primera parte del estudio, se examinaron una serie de sustratos provenientes de una
planta seleccionadora de semillas, con la finalidad de determinar cual de ellos producia una
mayor cantidad de esporas de T. harzianum. Entre las especies evaluadas, la avena fue la que
mayor cantidad de esporas produjo. Posteriormente, las esporas producidas masivamente en la
avena fueron aplicadas a los garbanzos mediante la técnica de pildorado, para su posterior
siembra. En otra parte del ensayo, también se determind la viabilidad de este formato a lo largo
del tiempo, determinando que, tras la segunda semana de aplicarse el tratamiento, esta bajo
considerablemente.

En la segunda parte del estudio, se probaron distintos tratamientos en varias parcelas de cultivo
de la IGP Garbanzo de Fuentesatco (incluido el pildorado con T. harzianum) para observar su
efectividad en el control de la rabia y otras enfermedades. También se evalud su influencia en
otras variables relacionadas con el desarrollo de la planta, como la nascencia, la altura y el
estado fenoldgico. Se observd que la inoculaciéon con T. harzianum no produjo una menor
afectacién de rabia respecto a los otros tratamientos, aunque si mostrd cierta eficacia en la
menor infeccién por otras enfermedades, especialmente, durante las primeras semanas tras la
siembra.

Por ultimo, se evalud el efecto del pildorado de T. harzianum en la produccién del cultivo
respecto a los otros dos tratamientos en las mismas parcelas de ensayo. En este caso, si se
observaron incrementos significativos entre las plantas inoculadas con T. harzianum respecto a
las que no lo estaban, lo que sugiere un elevado impacto de este hongo en el rendimiento del
cultivo.
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El tratamiento de pildorado con T. harzianum no demostré la efectividad de este organismo en
el control de la rabia, en consonancia con las escasas investigaciones en condiciones de campo.
Tampoco se observaron modificaciones sustanciales importantes en pardmetros de crecimiento
de las plantas, como la altura o el estado fenoldgico. Sin embargo, el descubrimiento mas
relevante fue el importante incremento de la produccion registrado en aquellas plantas tratadas
con T. harzianum, lo que evidencid el potencial bioestimulante de este hongo y su trascendencia
para lograr una mayor sostenibilidad de la agricultura. Se confirma, por lo tanto, el provechoso
papel de T. harzianum para el garbanzo y pone en evidencia la necesidad de seguir investigando
para confirmar su efecto a nivel de campo en el rendimiento de C. arietinum, asi como la
necesidad de desarrollar métodos eficaces para el control de la rabia del garbanzo.
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2. INTRODUCCION

2.1. SITUACION AGRICOLA ACTUAL

Desde la segunda mitad hasta finales del siglo XX, los rendimientos agricolas experimentaron en
todo el mundo un acelerado crecimiento debido al fendmeno conocido como “Revolucién
Verde”, liderado por Normal E. Borlaug. Gracias a este fendmeno, se consiguié incrementar
hasta un 44 % la produccion agricola entre 1965 y 2021 (Gollin et al., 2021). Sin embargo, en las
primeras décadas del siglo XXI, la agricultura se enfrenta a una serie de problemas complejos
que aparecen interconectados entre si, y cuyas implicaciones afectan de forma importante a la
soberania alimentaria mundial. El primero lo constituye la poblacién mundial, pues, de acuerdo
con la Organizacién de las Naciones Unidas, se estima que esta incremente en casi 2.000
millones de personas para el afio 2050. Con ello, se pasaria de los mas de 8.100 millones actuales
(Wordlometer, 2024), a los 9.700 millones en el afio 2050, pudiendo llegar a alcanzarse el pico
en el aflo 2080 con cerca de 10.400 millones. Con todo ello, se espera que la demanda
alimentaria incremente entre un 35 y un 56 % en el periodo comprendido entre 2010 y 2050
(Van Dijk et al., 2021). Esta tendencia se da sobre todo en los paises en vias de desarrollo,
ligdndose este aumento demografico con la mejora en la esperanza de vida y los avances
médicos (Zarulli et al., 2021). Estos cambios permiten la supervivencia de la poblacién hasta la
edad reproductiva, ocasionando cambios de tendencia en las pirdmides demograficas por el
mayor nuimero y longevidad de sus habitantes (UNFPA, 2023).

A causa de este aumento en la esperanza de vida, se favorecen los movimientos migratorios, lo
gue propicia una incipiente urbanizacion del territorio y el aglutinamiento de la poblacién en las
areas urbanas. Esta concentracién de la poblacidn ocasiona el progresivo abandono de las areas
rurales (Van Dijk et al, 2021). Como resultado, la disminucién de la produccidn de alimentos a
nivel nacional lleva a un aumento de las importaciones para cubrir la demanda interna. Esta
creciente dependencia de productos alimentarios extranjeros incrementa el riesgo para la
seguridad alimentaria, pues el pais queda vulnerable a factores externos (Guo et al., 2023).

A todo lo anterior hay que sumar la globalizacién y el cambio climatico asociado, que, junto con
el aumento de las temperaturas, los cambios en los patrones de la precipitacién y el incremento
de fendmenos climaticos extremos, como sequias e inundaciones, ocasiona una afeccidon
negativa sobre las producciones de los cultivos, la disponibilidad de agua y el adecuado estado
del suelo (FAO, 2011; OECD, 2015). Esto ocasiona la globalizaciéon progresiva de las malas
cosechas en varias partes del mundo, a diferencia de lo que ocurria en el pasado, donde estas
pérdidas se daban de manera localizada. Por lo tanto, este fendmeno puede llegar a provocar
un balance deficitario mundial en la producciéon de alimentos. A modo de ejemplo, en
determinados territorios productores, como Europa, las zonas agricolas propicias se desplazaran
hacia el norte, pudiendo perderse hasta el 17 % de la produccién en los entornos del
Mediterraneo desde la actualidad hasta el 2050 (IPCC, 2022).

A pesar de que la poblacién tiene una tendencia al incremento, su reparto a lo largo del territorio
es desigual segln el pais en que nos encontremos. En Espaiia, desde 1960-1980 se ha producido
un fuerte éxodo migratorio de las areas rurales a las urbanas, que se prolonga en menor medida
hasta el dia de hoy (Collantes & Pinilla, 2022). Seglin un estudio del Instituto Nacional de
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Estadistica (INE), la poblacién rural de Espafia constituia en 2015 el 21,9 % del total (Goerlich &
Cantarino, 2015). Otro trabajo elaborado por el MITECO (2021) determind que, para el afio 2020,
la poblacién censada en municipios rurales habia descendido un 7,1 % en la ultima década. Al
fenédmeno de la despoblacidn va ligado el del envejecimiento y el relevo generacional, que, en
el campo, es alun mas acusado dados sus limitados mdargenes comerciales y la alta inversién
inicial para una explotacién (Maté et al., 2024).

Junto a los problemas de tipo demografico y climatico, hay que sumar el problema ambiental.
La agricultura moderna emplea quimicos de sintesis para asegurar el mantenimiento y
rentabilidad del cultivo. Estos abarcan desde fertilizantes de todo tipo hasta fitosanitarios que
controlan los distintos agentes causantes de la merma en el crecimiento y desarrollo del cultivo
(fungicidas, herbicidas, insecticidas, etc.) (Foley et al., 2011; Pokhrel et al., 2022). El uso de estos
productos provoca importantes dafios medioambientales, como la contaminacién del aire y el
agua, dafios en organismos acudaticos o desarrollo de organismos resistentes (Foley et al., 2011).

A mayores, un estudio de la FAO (2009) expuso que es necesario incrementar las tierras de
cultivo a nivel mundial para satisfacer la demanda alimentaria. Este aumento se cifra entre 70 y
120 millones de hectareas para los paises en desarrollo, mientras que en los paises desarrollados
se producird el abandono de 50 millones de ha. Estas tierras se ocupardn sobre todo en América
Latina y Africa subsahariana, por lo que se requerird de la roturacién de entornos naturales (FAO,
2009).

Como consecuencia de lo expresado en los apartados anteriores, es importante buscar un
modelo agronémico que nos permita gozar de seguridad alimentaria a nivel mundial,
asegurando el suministro de alimento saludable y sostenible a toda la poblacién, para cubrir, al
menos, las necesidades basicas nutricionales. Para ser sostenible, la agricultura debe satisfacer
las necesidades de las generaciones presentes y futuras, garantizando, al mismo tiempo, la
rentabilidad, salud ambiental, equidad social y econédmica (Scown, 2020). Es por ello que, en
consonancia con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), se debe promover un modelo
agricola que permita erradicar el hambre el mundo, a la par que se cumplan el resto de los ODS
(Madyar, 2021).

Debido a la mayor conciencia y preocupacion ambiental, ciertos territorios, como la Unidn
Europea, han desarrollado una serie de politicas que buscan limitar los quimicos de sintesis y
minimizar asi el dafio que puedan provocar sobre el medio ambiente y la poblacién. Este es el
Pacto Verde Europeo (Green Deal) y, en concreto, la estrategia “De la granja a la mesa”, que en
su vertiente de medidas relacionadas con la proteccion del medio ambiente plantea la
disminucién de un 20 % en el uso de fertilizantes quimicos de sintesis o el incremento de la
superficie cultivada en ecoldgico hasta % del total de las tierras cultivables del territorio (Farm
to Fork Strategy, 2024). Sin embargo, la puesta en vigor de este tipo de normas, unido a la
prohibicion de varias materias activas anualmente en consonancia con el RD 1311/2012, hacen
que la lucha frente a plagas y enfermedades sea cada vez mas complicada, debiéndose buscar
formas alternativas para afrontarlo y obtener producciones rentables, como lo pueden ser los
bioindculos, que emergen como una de las posibles soluciones para la reduccién de los
agroquimicos (Creus, 2017).
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2.2. EL GARBANZO

2.2.1. Taxonomiay biologia

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una planta anual diploide perteneciente a la division
Magnoliophyta, conocidas habitualmente como angiospermas, vy caracterizadas
fundamentalmente por la posesidn de flores con pétalos que, al fecundarse, dan lugar a los
frutos. Dentro de esta division, el garbanzo pertenece a la clase Magnoliopsida, sindnima
también de las plantas eudicotiledéneas, aquellas caracterizadas por la emergencia de dos
cotiledones al momento de la nascencia. Si seguimos con la jerarquia taxondmica,
encontrariamos que el garbanzo pertenece al orden de las Fabales y, mas concretamente a la
familia de las fabaceas, caracterizadas fundamentalmente por el notable contenido proteico de
las semillas de sus plantas. Si seguimos avanzando, veremos que el garbanzo pertenece, a
mayores, al género Cicer. A modo de resumen y para observar la taxonomia en los diferentes
niveles, se adjunta una tabla (Tabla 1), en donde se pueden apreciar los diferentes eslabones
taxondémicos.

Tabla 1. Taxonomia del garbanzo (Cicer aietinum).

Reino Plantae
Division | Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Cicereae
Género Cicer
Especie Cicer arietinum

Como ya hemos mencionado, el garbanzo se trata de una planta anual diploide, con una altura
maxima aproximada de 50 a 60 cm, tallos ramificados y pubescentes, y de disposicidén erecta o
rastrera. Las hojas son pelosas y compuestas, presentando una tipologia pseudoimparipinnada,
pues el foliolo terminal se encuentra desfasado. Nos encontramos, entonces, con unas hojas de
tipo paripinnado, con un nimero variable de foliolos aserrados que oscila entre 6 y 8 (Del Moral
et al., 1994; Echevarria et al., 2019).

Posee flores axilares solitarias, con la morfologia tipica de las inflorescencias papilonaceas, y con
un color blanco o violeta caracteristico de las leguminosas. La reproduccién dentro de estas
plantas es fundamentalmente autogamica, encontrandose el nivel de alogamia en torno al 1 %
(Echevarria et al., 2019). Los frutos resultantes son las vainas, que poseen una forma globosa,
puntiaguda y un tacto pubescente. Presentan una forma acortada, con un didmetro de 6 a 12
mm, y un interior que suele albergar 1 o 2 semillas, pudiendo llegar hasta 3 (Del Moral et al.,
1994; Echevarria et al., 2019). Estas semillas presentan unas dimensiones medias de entre 8-11
mm de largo y 6-8 mm de ancho, con una forma achatada por los laterales y un dpice con forma
de pico por el relieve que constituye la radicula (Almada Ackermann et al., 2016). En funcidn del
tamanio y la morfologia de la semilla se distinguen tres tipologias de garbanzo, que son: Desi (de
peguefio tamafio y color amarillo o negro), Kabuli (tamafio medio a grande y color claro) y Gulabi
(de tamafio pequefio, liso y color también claro), constituyéndose el Kabuli como aquel con
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mayor tamafo de semilla (Enjamio et al., 2017). A su vez, existen varios ecotipos de la propia
planta, siendo uno de ellos el de Fuentesauco, que presenta un tamafio de semilla medio—
grande (Junta de Castilla y Ledn, 2019).

En cuanto al sistema radicular, el garbanzo presenta raices fuertes, desarrollando una estructura
profunda que puede llegar a alcanzar los 2 m de profundidad, aunque la mayor parte de las
mismas se ubican dentro de los primeros 60 cm (Echevarria et al., 2019). El desarrollo de una
raiz profunda por parte de la planta permite a esta resistir mejor las temperaturas extremas vy la
sequia (Tardio et al., 2022). En lo relativo al sustrato, mencionar que la planta presenta
preferencia por aquellos suelos carentes de caliza activa y, si la presenta, la preferencia es que
esta no se encuentre en forma de sulfatos (yesos), pues repercuten en la calidad de la semilla
(Del Moral et al., 1994; Tardio et al, 2022). Sin embargo, aquellos factores edaficos que pueden
mejorar la calidad del garbanzo son el incremento en la fertilidad y la cantidad de potasio
asimilable (Del Moral et al., 1994).

Como ya mencionamos anteriormente, el garbanzo se encuentra dentro de la familia Fabaceae
(leguminosas), siendo una de las caracteristicas principales de esta familia la asociacion
simbidtica con bacterias del género Rhizobium. Este género de bacterias infecta las raices de
dichas plantas, formando nédulos en donde son capaces de incorporar el nitrégeno atmosférico
(N2) para transformarlo en un primer proceso en amoniaco (NHs). Esta forma organica sufrira
una serie de transformaciones, las cuales daran lugar a compuestos que podrdn ser empleados
por la planta (Wagner, 2011). La cantidad de nitrogeno fijada por este tipo de asociacion es
variable segin multiples factores, como lo pueden ser la presencia previa de bacterias
Rhizobium en el suelo o las caracteristicas climaticas de cada afo. Segun un estudio de Lopez et
al. (2010), la fijacién de nitrégeno media en el cultivo del garbanzo para la serie de afios tomada
(2002-2007) fue de unos 40 kg/ha para terrenos sin laboreo, y de 30 kg/ha aplicando laboreo,
con afios donde llegaron a alcanzarse 80 kg/ha de nitrégeno fijado como maximo. Es por ello
por lo que el cultivo de leguminosas se considera beneficioso para el suelo en términos de
fertilidad, pues incrementan el contenido de nitrégeno en el suelo, mejoran la estructura del
mismo con la fragmentacidn ocasionada por sus raices, y contribuyen al mantenimiento de la
materia organica del suelo (Lépez et al., 2010).

2.2.2. Cultivo y produccion
2.2.2.1. Fases del cultivo

En lo relativo al garbanzo, al igual que el resto de leguminosas, suele ir en alternativa después
de la implantacion de un cereal. Por esto, en un primer momento, se suele ejecutar una labor
de alzado del terreno a profundidades medias de entre 20 y 30 cm, seguida de una serie de
pases de grada o cultivador para dejar el suelo suelto y sin terrones. A pesar de que se pueden
usar la vertedera o la grada de discos para esta labor, se pueden emplear también el Chisel y el
Kongskilde, que perjudican menos a la estructura del suelo, rompen menor cantidad de
agregados y no dejan suela de labor. En la ultima operacién, sobre todo de cara a mejorar la
facilidad y efectividad en la aplicacion del herbicida o la siembra, es conveniente el pase de una
rastra de puas para dejar liso el suelo (Govantes & Montafiés, 1982; Del Moral et al., 1994).
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Tras la preparacidn del terreno se realizaria la labor de abonado en sementera. Sin embargo,
esta no es una practica habitual en Espafia, pues no se acostumbra a abonar los cultivos de
leguminosa. A pesar de ello, seria interesante el aporte en sementera de nutrientes como el Ky
el P, pues la planta no genera cantidades suficientes para su abastecimiento como si ocurre con
el nitrégeno (Govantes & Montafiés, 1982; Del Moral et al., 1994). Seguidamente, va la siembra,
cuyo momento varia segun la regién geografica en la que nos encontremos. En Espafia se
alternan fundamentalmente dos:

e Andalucia: en funcién del material vegetal y la localidad se puede elegir una fecha de
siembra entre mediados de noviembre y mediados de marzo (Nadal et al., 2017).

e Mesetas (Castilla y Ledn, fundamentalmente): primavera algo mas avanzada (meses
de marzo vy abril) (Sodebur, 2019).

En cuanto a la forma de siembra, en la actualidad, la mayor parte de se lleva a cabo de forma
mecanizada, empleando sembradoras con un espaciamiento de 40 a 70 cm entre lineas de
planta y separacién en la linea variable segun la densidad deseada, que suele oscilar entre 30 —
40 plantas/m? (Sodebur, 2019). Para ello, se pueden emplear sembradoras tradicionales a
chorrillo o sembradora monograno, que distribuyen uniformemente la semilla segun la
separacion configurada. En caso de que tras la siembra se produjera costra en el terreno, seria
conveniente un pase de escarificador que lo destruya (Nadal et al., 2017).

De manera anterior o posterior a la siembra, pueden aplicarse los tratamientos fitosanitarios

(Del Moral et al., 1994). De acuerdo a los principios de manejo integrado, previo a la aplicacion
de quimicos, deberd optarse preferentemente por medidas alternativas como las rotaciones,
labores culturales o control biolégico (Nadal, 2017). Para el caso de Espaia, se debera consultar
el Registro Oficial de Productos Fitosanitarios en su version mas reciente con el fin de aplicar
Unicamente materias activas autorizadas, empledndose a las dosis estipuladas por el fabricante
en consonancia con el RD 1311/2012. Por ejemplo, a fecha de 23/08/2024, materias activas
como la pendimetalina y el prosulfocarb estdn autorizadas como herbicidas, mientras que el
deltametrin o el Tau-fluvalinato se pueden usar como insecticidas (Registro de Productos
Fitosanitarios, 2024).

Por dltimo, tendriamos la operacion de la cosecha, que se hace mayoritariamente de forma
mecanizada, mediante una cosechadora de cereal adaptada para la recoleccion de los
garbanzos. Se debe tener en cuenta, a su vez, que la dehiscencia de las vainas maduras en las
leguminosas es causa de mermas relevantes en la cosecha, por lo que técnicas como la cosecha
a horas tempranas con alta humedad ambiental favorece evitar estos problemas (Govantes &
Montafiés, 1982; Del Moral et al. 1994).

2.2.2.2. Datos del cultivo del garbanzo

Con el fin de conocer la importancia del cultivo del garbanzo a nivel mundial, se analizaran los
datos que permiten conocer la situaciéon del mismo en los diferentes territorios contemplados.
Se examinaran los datos relativos a la produccién y superficie mundiales a través de FAOSTAT
(Estadistica de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la Agricultura) con
la informacidn mas reciente, asi como datos de la Unidén Europea, a través del EUROSTAT, y de
Espafia, a través de los datos mas recientes del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
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(MAPA). Por ultimo, y dado el ambito territorial que nos concierne, se tendran en cuenta los
datos de la Comunidad Autdonoma de Castilla y Ledn, que extraeremos también del MAPA.

¢ Nivel mundial:

En primer lugar, se analizara la produccién a nivel mundial para hacernos una idea de los paises
con mayores cifras. Para ello, se utiliza la grafica mostrada en la Figura 1, elaborada a partir de
los datos existentes en la FAO. Para el afio 2022 en el mundo se producian algo mas de 18
millones de toneladas de garbanzo, de las cuales, el 75 % (13,5 millones de toneladas de grano)
se producian en la India. Este dato refleja la importancia de dicha legumbre en la dieta nacional,
por su alto aporte proteico (ICEX, 2022). Tras la India se encuentran Australia, con mas de un
millén de toneladas, y Turquia, con 588.000 toneladas. El resto de principales productores se
reparten por el Préximo Oriente y Norteamérica, con la excepcién de Myanmar y Rusia. En
cuanto a la Unién Europea, no se han encontrado datos para el afio 2022, pues en la FAOSTAT
(2022) solo figuran los datos de Portugal. A modo de aproximacion, el afio mas reciente de los
datos es el 2017, en el cual la UE de los 27 producia unas 144.000 toneladas de garbanzo seco,
ocupando el duodécimo puesto. Entonces la produccion mundial era de 15,1 millones de
toneladas, pero la India producia poco mas de 9 millones de toneladas y Australia, unos 2

millones.
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Figura 1. Principales productores de garbanzo en el mundo. Expresado en miles de toneladas.

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de FAOSTAT (2022)
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A continuacién, se expone una grafica de la superficie cultivada en los diferentes paises del
mundo (Figura 2). La superficie cultivada total mundial en 2022 fue de 14,8 millones de
hectdreas, ocupando la India el primer puesto en superficie cultivada del garbanzo (con unos
10,7 millones de ha). Seguidamente nos encontramos a Pakistdn que con unas 860.000
hectdreas evidencia los bajos rendimientos del cultivo en el pais, pues ocupaba el séptimo
puesto en produccién. En cuanto a la Unién Europea, nos encontramos en el mismo supuesto
qgue el caso anterior, ocupando para 2017 el décimo puesto en cuanto a superficie, lo que
suponia casi 110.000 ha. Entonces la superficie de cultivo se encontraba muy parecida a la
actual, con 14,57 millones de ha, pero repartidas de forma diferente: Australia ocupaba el
segundo puesto con mas de un milldn de hectareas cultivadas, seguida de Pakistan (algo mas de
971.000 ha). Se puede decir, entonces, que existe, en la mayoria de los paises, un descenso
generalizado de la produccidn en dicho periodo, que en total no ha disminuido apenas al haber
asumido India buena parte de la que han perdido otros paises (9,62 millones de hectareas
cultivadas en 2017).
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Figura 2. Principales paises del mundo en el cultivo del garbanzo por superficie cultivada. Expresado en miles de ha.
Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de FAOSTAT (2022).

e Nivel Unién Europea:

Cambiando la unidad territorial dentro de los datos de la FAO, si nos centramos Unicamente en
la Unién Europea (UE), como hemos visto en las figuras anteriores, esta no ocupa una postura
relevante a nivel mundial, sobre todo comparada con los principales productores. Observando
la evolucion de la produccidn desde el afio 2000 hasta el ultimo del que se tienen registros
(2017), observamos que esta experimentd un importante descenso entre el afio 2000 (66.553
toneladas de grano) hasta el 2005 (25.538 toneladas de grano seco). Después de esto, el cultivo
tuvo un ascenso muy leve hasta el 2012, momento en que se produjo un incremento de la
produccién, alcanzandose el pico en el Ultimo afio de la serie (143.254 toneladas). En lo relativo
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a la superficie, la tendencia es muy similar, partiendo de 91.578 ha el aifio 2000, con un minimo
de 35.739 ha en 2006 hasta las 109.010 ha del 2017.

Si profundizamos en los principales productores de la UE, Espafia ocupa el primer puesto, con
una produccion cercana a las 56.500 toneladas, seguida por ltalia (33.541 toneladas), Bulgaria
(32.383 toneladas) y Grecia (17.125 toneladas). Teniendo en cuenta que la produccién total es
de poco mas de 143.000 toneladas, Espafia produce cerca del 40 % del total y, si sumamos los
cuatro paises mencionados, el restante produce menos del 2 % de la produccion total, por lo
gue podriamos deducir que son los paises del Mediterraneo y sus alrededores, los hegemdnicos
productores. En cuanto a la superficie, Espaiia es el principal cultivador, con casi la mitad del
total (51.856 de 109.010 ha totales); seguido de Bulgaria (22.564 ha); Italia (20.025 ha) y Grecia
(11.026 ha) (FAO, 2017).

¢ Nivel Espaia:

Se procede a comentar el panorama nacional, para comprender el lugar que ocupa el garbanzo
en la agricultura del pais. Para ello, se presenta en la Tabla 2 un resumen que muestra la
superficie, rendimiento y produccién del total de las leguminosas en grano, donde se puede
observar que, con 43.226 hectareas sumando secano y regadio, el garbanzo es el tercer cultivo
prioritario dentro de las leguminosas en grano. Este supone el 12 % de las mismas y es superado
Unicamente por leguminosas de tipo forrajero, como el guisante o la veza (MAPA, 2022).
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Tabla 2. Resumen nacional de superficie, rendimiento y produccion de leguminosas en grano, 2022.

Superficie P Produccion
(hectdreas) (toneladas)
Cultivas (hectareas) {kg/ha) Paja
Secano Regadio Total Secano Regadio Grano cosechada
Judias secas en cultiva dnico 2.451 4. 487 6.938 1.529 1.890 12.226 1.511
Judias secas asociadas a malz 1.076 55 1131 1.442 1.392 1.628 598
JUDIAS SECAS TOTAL 3.527 4.542 B.069 1.502 1.884 13.854 2.109
Habas secas para consumao animal 15.099 2.850 17.949 967 1.857 15.501 8.283
Habas secas para consumo humano 168 56 224 691 2.874 277 168
HABAS SECAS TOTAL 15.267 2.906 18.173 964 1.877 20.178 8.451
LENTEJAS 39.293 1.193 40.486 5497 1.659 25.448 3.861
GARBANZOS 32.806 3.270 36.076 811 1.471 31.403 6.540
Guisantes secos para consumo animal 104.364 18.109 122.473 928 1.989 132.278 26.646
Guisantes secos para consumo
humano 24 15 39 787 1.433 41 20
GUISANTES SECOS TOTAL 104.388 18.124 122.512 928 1.989 132.919 26.666
VEZA 70.278 6.690 76.968 658 1.664 57.370 19.334
ALTRAMUZ 2.423 279 2.702 728 1.320 2,131 74
ALMORTAS 932 50 982 7 1.509 796 176
ALHOLVA 52 36 88 956 1.174 92 -
ALGARROBAS 1.104 57 1.161 B55 1.035 782 240
YEROS 46.862 1.462 48.324 751 1.716 37.715 4.428
OTRAS LEGUMINOSAS GRAND 5.897 336 6.233 911 2.105 6.082 1.101
TOTAL LEGUMINOSAS 322.829 38.945 361.774 - - 328.770 72.980

Fuente: MAPA (2022)

En lo relativo a la produccién del garbanzo, al igual que el resto de las leguminosas, esta ha ido
disminuyendo paulatinamente desde mediados del siglo pasado. Concretamente, las
leguminosas en grano disminuyeron en unas 530.000 has en el periodo comprendido entre 1963
y 2013, requiriendo de la importacién de cantidades muy superiores a las producidas, con la
finalidad de suplir el déficit interno para abastecer al mercado (Gonzélez-Bernal et al., 2016).
Para la ultima década disponible de datos, se puede observar que la superficie disminuye entre
2011 (cerca de 550.000 ha) y 2021 (poco mas de 350.000 ha), con leves recuperaciones
intermedias segun el valor de mercado de las leguminosas en ese momento (Figura 3) (MAPA,
2022).
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GRAFICO: Evolucién de la superficie de leguminosas grano (miles de
hectareas)
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Figura 3. Evolucion de la superficie de lequminosas en grano (miles de hectdreas) para el periodo 2011-2021.
Fuente: MAPA (2022).

Si nos centramos en un contexto mds actual, los datos de la Figura 4 representan las diferentes
superficies ocupadas por el cultivo del garbanzo en la serie entre 2011 y 2021. La superficie ha
disminuido mucho silo comparamos con los datos de 1996, encontrandose esta para 2011 cerca
de 36.000 ha, mientras que en 2021 la misma era de algo mds de 43.000 ha. Se aprecia, sin
embargo, un crecimiento desde 2013, que alcanza su pico en 2018, debido a los altos precios
alcanzados por la legumbre (MAPA, 2022), para luego volver a disminuir en 2020, donde se
incrementa levemente hasta la superficie mencionada para 2021, decayendo de nuevo a 36.076
ha para 2022.
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Figura 4. Evolucion de la superficie del garbanzo para la serie 2011-2021, expresado en miles de hectdreas.
Fuente: MAPA (2022)

Por ultimo, dentro del panorama nacional, se analizardn cudles son los principales territorios
productores de la legumbre en cuestion. Para ello, se volvera a recurrir al anuario del MAPA,
con los datos mas recientes, correspondientes a 2022. Con dichos datos se elabora la Tabla 3,
mostrada a continuacién:
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Tabla 3. Andlisis por comunidades auténomas de superficie, rendimiento y produccion para el afio 2022.

. Superficie (hectareas) Rendimiento Produccion Paja
Com’u nidad , , de grano | cosechada
Autonoma | Secano | Regadio | Total | Secano | Regadio (toneladas) | (toneladas)
Galicia 13 3 16 885 1.150 15 -
P. de
Asturias i i i i i i i
Cantabria - - - - - - -
Pais Vasco 118 - 118 1.397 - 165 -
Navarra 48 49 97 1.199 1.102 112 -
La Rioja 20 5 25 1.200 1.600 32 8
Aragon 49 42 91 847 2.200 134 22
Cataluna 334 48 382 802 1.461 339 -
Islas Baleares 308 - 308 400 - 123 86
Castillay | 510 | 377 | 8091 | 517 | 1509 4.387 1.056
Ledn
Madrid 648 29 677 711 1.506 504 555
Castillala | 5., | 48 | 3762 | 574 | 1185 2.310 197
Mancha
C. Valenciana 5 10 15 716 1.200 16 1
R. de Murcia 37 21 58 1.190 2.200 90 16
Extremadura | 2.438 208 2.646 1.458 1.617 3.890 -
Andalucia 17.546 2.229 19.775 902 1.547 19.275 4.599
Islas Canarias 14 1 15 692 1000 11 -
Espana 32.806 3.270 36.076 811 1.471 31.403 6.540

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos del MAPA (2022).

De acuerdo con los datos mostrados en la Tabla 3, correspondientes al ejercicio del afio 2022,
el mayor productor de garbanzo lo constituye la comunidad auténoma de Andalucia, con un
61,4 % (19 275 toneladas) de la produccion. Le siguen Castilla y Ledn y Castilla-La Mancha,
sumando entre las tres casi un 88 % del total de la produccién nacional. En cuanto a la superficie
cultivada, Andalucia se encuentra primera con un 54,81 % del total de la superficie cultivada,
seguida de Castillay Ledn y Extremadura, ocupando Castilla-La Mancha el cuarto puesto (MAPA,
2024).

e Nivel Castillay Ledn:

Acudiendo a los datos autondmicos del afio 2022, plasmados en la Tabla 4, en cuanto a
productores, los 3 lideres son Valladolid (1.249 toneladas de grano), Salamanca (1.067
toneladas) y Zamora (961 toneladas). Estos acaparan casi tres cuartas partes del total de
produccién de esta legumbre en la comunidad (MAPA, 2022). En cuanto a superficie, Valladolid
sigue siendo la provincia que ocupa el primer lugar, con 2.498 ha, seguida de Zamora (1.736 ha)
y Salamanca (1.715 ha), explicandose esto por los menores rendimientos obtenidos en territorio
zamorano.
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Tabla 4. Andlisis por provincias de Castilla y Leén en cuanto a superficie, rendimiento y produccion para el afio 2022.

Superficie (hectareas) Rendimiento Produccion Paja
Provincia Secano | Regadio | Total | Secano | Regadio (tiilz::::s) (ctz?eclta‘:::)
Avila 172 6 178 287 1.355 57 -
Burgos 626 - 626 500 - 313 94
Ledn 352 61 413 340 1.200 193 68
Palencia 253 15 268 500 800 139 -
Salamanca 1.640 75 1.715 600 1.100 1.067 427
Segovia 457 35 492 700 1.100 358 179
Soria 165 - 165 301 - 50 -
Valladolid 2.498 - 2.498 500 - 1.249 -
Zamora 1.551 185 1.736 500 1.000 961 288
Castillay Leon | 7.714 377 8.091 517 1.059 4.387 1.056

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos del MAPA (2022).

2.2.2.3. Importancia econémica y nutricional

e Importancia econdmica:

Diversos estudios apuntan a que, en base a los yacimientos encontrados en las actuales regiones
del sureste de Turquia y noroeste de Siria, el origen inicial del garbanzo se puede fijar en el
Creciente Fértil, concretamente en la zona sureste de Turquia, donde comenzé paulatinamente
su domesticacion. Este cultivo fue, junto a otros (trigo, cebada, centeno, guisantes, lentejas, lino
y veza), uno de los pioneros en domesticarse conjuntamente para satisfacer las necesidades
nutricionales en los primeros instantes de la agricultura, asi en conjunto con animales como las
ovejas, cabras, cerdos y vacuno. Posteriormente, se fue expandiendo hacia el oeste en
consonancia con los movimientos migratorios y la expansién de la agricultura. Desde entonces
hasta nuestros dias, el cultivo se ha perpetuado, surgiendo multiples variedades y ecotipos
adaptados a cada una de las zonas de cultivo en las que se ha ido implantando (Redden & Berger,
2007; Almada Ackermann et al., 2016).

Una vez mencionados los probables origenes de la leguminosa y la situacion de su produccion,
es importante conocer la dimensiéon econdmica que ocupa dicho cultivo a nivel mundial. Para
ello, recurriremos a los datos mas recientes expuestos en la FAO (FAOSTAT, 2022), mostrandose
en la Figura 5 la produccion bruta (en millones de ddlares) de los diferentes paises lideres. Si nos
fijamos en la grafica, el pais con mayor valor de la produccidn en 2022 fue Irdn, cuya produccion
bruta alcanzé casi los 1.465 millones de dodlares, seguida de Turquia (518,32 millones de S) y
paises de Norteamérica como México (149,69 millones de $) y Estados Unidos (122,91 millones
de $). La Unidn Europea ocupd el octavo lugar, apenas visible en la gréafica, con una produccién
bruta de 3,22 millones de S.
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Figura 5. Principales productores brutos de garbanzo en el mundo. Expresado en millones de ddlares.

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de FAOSTAT (2022).

Otra forma de valorar la importancia econédmica de un cultivo es observando el comercio que se
hace con el mismo. Esto se pudo observar mediante el valor de importaciones y exportaciones
de dicho producto. Recurriendo a los datos de la FAO, se ha elaborado la Figura 6, en donde se
muestran las exportaciones para el garbanzo. Dicho grafico se muestra a continuacion:

Exportacion de garbanzo a nivel mundial

&
% 400
© 350
2 300
S 250
£ 200
o 150
e
S BEERERE
: ] 0
o0 0 -
(]
° - -2 2 Q o e ] -2 > ey - N
£ & & & & W S &
hel \)g& N P < Q\Q Q,Q‘ O & \;\0 @Q’ Q«‘b X
§ \s I 2 Q<<, &v KN
5 &® & N
Q & e \) .60
x XS S
L Q Q’,\' \)
< (0\« &
< é@é
&

Figura 6. Principales paises exportadores de garbanzo a nivel mundial. Expresado en millones de ddlares.
Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de FAOSTAT (2022).

Como se puede observar en el grafico de la Figura 6, para el afio 2022, el pais que se erigié como
principal exportador de garbanzo a nivel mundial fue Australia, con un valor de exportacién de
357,4 millones de S, seguido de la India (225 millones de $) y Canada (203,3 millones de S).
Podemos ver que la Union Europea se posicioné como noveno exportador (74,6 millones de S),
por delante de los Estados Unidos de América.
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Una vez presentadas las exportaciones, se pasd a tratar las importaciones, desveldandose de esta
manera qué paises son deficitarios en la produccion del cultivo (Figura 7):

Importacion de garbanzo a nivel mundial
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Figura 7. Principales paises importadores de garbanzo a nivel mundial. Expresado en millones de ddlares.

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de FAOSTAT (2022)

Atendiendo al grafico de la Figura 7, se ve que Pakistan lideré en 2022 la importacion de
garbanzos a nivel mundial con mas de 284 millones de S, siguiéndole la Unién Europea (193,01
millones de $) y Bangladesh (146,25 millones de $). Si se avanza en la clasificacion, en el puesto
122 se encontrd ltalia, con importaciones por valor de 46,55 millones de S, e incluso a Espafia
en el quinceavo puesto (43.297 millones de S). Esto ultimo se respalda con el estudio de
Gonzélez-Bernal et al. (2016), donde se expresa que tanto Espafia como Europa son potencias
importadoras de legumbres ante el claro déficit de produccidn interna.

e Importancia nutricional:

De acuerdo con el Informe de Consumo Alimentario mds actualizado, el garbanzo constituye en
Espafia la legumbre mds consumida, con una ingesta media per capita de 1,41 kg en el afio 2023,
creciendo ligeramente respecto al ejercicio anterior (2022). Se destaca el incremento del precio
medio de los garbanzos, que asciende a 2,03 €/kg (MAPA, 2024).

En lo relativo a su valor nutricional, el garbanzo es un gran alimento, al formar parte de la dieta
mediterranea, pues contiene polisacaridos complejos, como aporte de hidratos de carbono,
proteinas en una proporcion aceptable y una cantidad saludable de fibra, que tiene capacidad
saciante y caracter regulador a nivel del sistema digestivo (Murty et al., 2010; Wang et al., 2021).
De acuerdo con la Fundacion Espafiola de la Nutricion (FEN), el valor energético de 100 g de
garbanzos (en peso seco) es de 373 kcal, con 19,4 g de proteinas; 5,00 g de grasas totales; 55 g
de hidratos de carbono y 15 g de fibra alimentaria.
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2.2.3. El garbanzo de Fuentesatco (IGP)

Tanto la Denominacién de Origen Protegida (DOP), como la Indicacion Geografica Protegida
(IGP), son una herramienta que emplea la Unién Europea para reconocer la calidad diferenciada
de productos agricolas y alimenticios, ayudando a resaltar sus cualidades y las tradiciones
asociadas con ellos. De esta forma, los consumidores pueden reconocer facilmente la
certificacion y calidad de su reputacion original (ITACyL, 2024). Los productos con IGP “poseen
alguna cualidad determinada o reputacidn u otra caracteristica que pueda atribuirse a un origen
geografico y cuya produccidn, transformacién o elaboracién se realice en la zona geogréfica
delimitada de la que también toma su nombre” (ITACyL, 2024). Hace pocos meses se aprobo el
Reglamento (UE) 2024/1143 del Parlamento Europeo y del Consejo, donde se recogen, entre
otras, las Indicaciones Geograficas para productos agricolas, modificando los Reglamentos (UE)
n? 1308/2013, (UE) 2019/787 y (UE) 2019/1753, y derogandose el Reglamento (UE) n2
1151/2012.

La IGP Garbanzo de Fuentesauco fue oficialmente certificada por el Reglamento (CE) n2
1485/2007, que en base al Reglamento (CE) n? 510/2006 inscribe ciertas denominaciones de
origen en el Registro de Denominaciones de Origen Protegidas y de Indicaciones Geogréficas
Protegidas. Esta IGP se concede a las semillas de la especie Cicer arietinum var. macrocarpum,
ecotipo “Fuentesalico”, destinadas a consumo humano y producidas a grandes rasgos dentro de
la comarca agricola de La Guarefa, ubicada en el sureste de la provincia de Zamora, en la
Comunidad Auténoma de Castillay Ledn (Junta de Castillay Ledn, 2019). En |a actualidad, dentro
de la IGP Unicamente se cultiva la variedad comercial Cuaiz, distribuida al menos desde el siglo
XVI, y proveniente de la seleccidon de una variedad local conservada en el Centro de Recursos
Fitogenéticos (INIA-CSIC). Su registro fue solicitado por el ITACyL (Tardio et al., 2022).

En lo relativo a sus caracteristicas, el Garbanzo de Fuentesalco posee un tamafio medio a
grande, con una coloracién cremosa o apagada, pico curvo y pronunciado, con piel de rugosidad
intermedia. Después de cocerse, los garbanzos se mantienen enteros, manifestandose la piel
blanda y suave, presentando un albumen mantecoso y uniforme. Una vez en boca, el sabor
proporcionado es muy agradable (Tardio et al., 2022).

El ecotipo “Fuentesaulco” lo integran una serie de individuos con amplio bagaje histdrico en su
comarca de origen, los cuales se encuentran adaptados a las condiciones del lugar en el que se
han desarrollado. Presentan una serie de diferencias morfoldgicas y fisioldgicas en su desarrollo
debidas al propio medio, y reciben por ello como sobrenombre la zona geografica de su cultivo.
Se trata de un cultivo de secano con producciones modestas pero que, en consonancia con las
caracteristicas edafoclimaticas del lugar, es poco exigente. Son los caracteristicos rigores
climdticos del entorno, entre otros, los contrastes diurnos y nocturnos de temperatura durante
su desarrollo y maduracidn, los que ocasionan las caracteristicas organolépticas del garbanzo
(Junta de Castillay Leén, 2019; Tardio et al., 2022).

Por ultimo, se ha de mencionar que todo garbanzo comercializado con la IGP “Garbanzo de
Fuentesalco” debera venir envasado en recipientes cerrados e identificados con el sello que se
muestra en la Figura 8, el cual debera impedir su reutilizacidn para certificar el origen (Junta de
Castillay Ledn, 2019).
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Figura 8. Logotipo de la Indicacion Geogrdfica Protegida (IGP) “Garbanzo de Fuentesatico”.
Fuente: ITACyL (2024).

2.3. LA RABIA DEL GARBANZO (Ascochyta rabiei)

“La rabia” del cultivo del garbanzo es el nombre de una enfermedad producida por el desarrollo
parasitario del hongo Ascochyta rabiei. La importancia de la enfermedad es primordial,
coincidente con la distribucién del garbanzo en las distintas partes del mundo, y pudiendo llegar
a ocasionar pérdidas del 10 al 100% de la cosecha (Knights & Hobson, 2016; Sharma & Ghosh,
2016).

2.3.1. El agente causante y su desarrollo

A. rabiei es el nombre de la fase asexual (o anamorfa) del hongo, que puede presentar también
forma sexual o teleomorfa (Didymella rabiei). Se trata de un organismo haploide, heterotalico y
perteneciente a la division Ascomycota, siendo este el causante de la rabia o tizén del garbanzo.
Se trata de un hongo necrotrofo, que causa la muerte del tejido hospedante y tiene la capacidad
de sobrevivir en los tejidos muertos, lo que deriva en problemas para la produccién del garbanzo
(Singh et al., 2022).

La forma sexual del hongo, situada en los restos de las cosechas enfermas, estd constituido por
una serie de cuerpos globosos (75 — 150 x 120 - 250 um de didametro) dentro de los cuales se
encuentran las ascas, con 8 ascosporas irregulares de forma elipsoidal (12,5-19 x 6,7-7,6 um)
(Del Moral et al., 1995). Para que se produzca la reproduccion sexual del hongo, es necesario el
emparejamiento de dos talos de signo contrario (MAT1-1 y MAT1-2), los cuales se encuentran
ampliamente distribuidos en la mayor parte de las areas de cultivo del garbanzo (Singh et al.,
2022).

En lo relativo a la fase imperfecta, produce unos corpusculos de color negro mas o menos
esféricos (65-245 um), que afloran en las manchas de los érganos afectados por la enfermedad
(picnidios), y con forma de pera, en cuyo interior se encuentran esporas que miden de 6-12 um
de largo por 4-6 um de ancho (Figura 9). Estas pueden ser unicelulares o, mas raramente,
bicelulares, encontrandose inmersas en un medio mucilaginoso (Del Moral et al., 1995; Pande
et al., 2005).
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2.3.2. Ciclo biolégico

A. rabiei muestra, en su ciclo bioldgico, tanto el desarrollo anamorfo como teleomorfo en
diferentes fases. Como se menciond antes, la forma sexual D. rabiei se desarrolla cuando existen
talos de signo contrario en los restos de cosecha durante el invierno (con condiciones de alta
humedad y baja temperatura, en torno a 5-10 °C). La fusién de ambas partes conduce a la
formacidn del cuerpo fructificacion sexual, denominado pseudotecio, inmerso inicialmente en
el tejido del hospedante. El pseudotecio maduro produce numerosas ascas de forma cilindrica
o alargada. Cada asca da lugar a 8 esporas, que, bajo condiciones de humedad, provoca la
descarga de estas ascosporas en el aire (Singh et al., 2022). En lo relativo a su forma anamorfa,
los picnidios producen un elevado niumero de esporas asexuales o conidios (Singh et al., 2022).

La progresion de la enfermedad provocada por A. rabiei combina los estadios sexuales y
asexuales de la siguiente forma: (i) los conidios dispersados a través del aire infectan la planta
del garbanzo (ii) mediante la deposicién de los mismos en la superficie de las hojas de garbanzo,
(iii) comenzando estos a germinar y a formar unas estructuras denominadas “apresorios”, en las
puntas de las hifas. (iv) Estos apresorios atraviesan la epidermis e (v) invaden los tejidos
subepidérmicos. (vi) En un estadio posterior, se forman los picnidios, que dispersan sus esporas
gracias a las gotas de lluvia. (vii) Durante el ciclo sexual, debido a la combinacion de individuos
de diferente signo, se forma una estructura especializada (pseudotecio) en la planta infectada
bajo condiciones himedas y frias, propias del invierno. Esta formacién posee una estructura
concava con una parte interna fértil (himenio), la cual posee una abertura estrecha denominada
“ostiolo”. (viii) El himenio da lugar a las ascas, cada una de las cuales contiene 8 ascosporas. (ix)
En primavera, el pseudotecio descarga con fuerza las ascosporas, las cuales pueden ser
transportadas por el viento a distancias de mdas de 10 km. El ciclo bioldgico de A. rabiei se
muestra en la Figura 9 (Singh et al, 2022).
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Figura 9. Progresion de la enfermedad causada por A. rabiei: fases de desarrollo sexual y asexual del ciclo bioldgico.
Fuente: Singh et al. (2022).

2.3.3. Sintomas e infeccidn

Los sintomas de la rabia pueden desarrollarse en todas las partes aéreas de la planta. Las
semillas infectadas desarrollan lesiones marrones en las plantulas emergidas, cuyo tamafio
aumenta paulatinamente. Estas lesiones pueden afectar a hojas, tallos y frutos de los garbanzos
enfermos, en los cuales aparecen manchas necrdticas circulares u oblongas (Figura 10), y en
cuyo centro pueden apreciarse picnidios del hongo. Seglin va aumentando la virulencia de la
enfermedad o sensibilidad de la variedad, aumenta también la severidad, tronchandose los
tallos lesionados o dando lugar a la muerte de las plantulas (Del Moral et al., 1995; Pande et al.,
2005).
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Figura 10. Lesiones causadas por A. rabiei en hojas (a), tallos (b), vainas (c) y rotura de tallos (d) de C. arietinum.

Fuente: elaboracion propia.

Lo normal es que los primeros focos de la enfermedad se desarrollen en plantas aisladas que, al
cabo de unas semanas, se extienden, dando lugar a rodales con plantas totalmente muertas y
con una separaciéon media de 20-30 m (Del Moral et al, 1995). Esta dispersién estd mediada por
las condiciones climaticas, siendo la temperatura y la humedad las mas importantes. Para el
desarrollo de sintomas, la temperatura éptima es de 20 °C, y se requiere un mojado foliar de
entre 4-8 h (Manjunatha et al., 2018). Bajo condiciones altamente conductivas (5-30 °C, con alta
humedad relativa >95% y 10 h o mas de mojado), las lesiones incrementan su tamafio y el hongo
es capaz de dispersarse mediante conidios (Pande et al., 2005; Khaliq et al., 2020).

A pesar de que la infeccién se puede dar en cualquier momento, ésta es mas frecuente durante
la floracion y hasta el crecimiento temprano de los frutos. La dispersion aérea de los conidios y
ascosporas ocasiona la propagacién en las hojas jévenes, produciendo pequeiias lesiones que
rapidamente se van agrandando. Esta infeccién también puede producirse por las salpicaduras
del agua dentro de la misma planta, infectdndose indistintamente tallos, hojas, peciolos, etc. El
desarrollo de los picnidios en anillos concéntricos dentro de las lesiones es una caracteristica de
la enfermedad (Pande et al., 2005).

2.3.4. Medidas para combatir la enfermedad

A continuacidn, se muestran algunos de los métodos existentes para el control de la
enfermedad, que varian desde los cuidados culturales, el control quimico o la seleccidn genética
(Manjunatha et al., 2018). Dentro de estos encontramos:

e Selecciéon de cultivares: a pesar de la existencia de cultivares moderadamente
resistentes, ninguno presenta un mecanismo lo suficientemente eficaz para tolerar la
infeccién. Esto se explica por la amplia variabilidad que presenta el patégeno para
desarrollar genes virulentos, sobre todo debido a la reproduccion sexual del mismo
(Sharma & Ghosh, 2016).
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e Tratamiento de la semilla: pueden emplearse diversos tratamientos fungicidas (sulfato
de cobre, mancozeb, benomilo, ...), capaces algunos de erradicar el patégeno o limitar
en gran medida su crecimiento (Gan et al., 2006; Foresto et al., 2023).

e Rotacion y labranza: debido a la capacidad de supervivencia del hongo en los restos de
cosecha, el tratamiento del rastrojo es esencial. El laboreo y posterior enterramiento
profundo de restos de cosecha (10-20 cm) limita mucho el tiempo de supervivencia del
mismo, disminuyendo sensiblemente la presencia de indculo en los campos de cultivo
(Foresto et al., 2023). Las rotaciones, en cambio, a pesar de ser una buena opcion en
otras latitudes, para el caso de Espaia no resultan muy eficaces, pues la dispersion del
hongo se da en buena parte por el viento, alcanzando grandes distancias (Trapero-Casas
et al., 1996).

e Tratamientos quimicos: ciertos fungicidas han resultado ser eficaces para el control de
la rabia del garbanzo (Fanning et al., 2022). Sin embargo, es importante tener en cuenta
el momento de su aplicacidon segun la duracién del ciclo, pues puede contemplar la
diferencia de aplicar producto en 2 ocasiones hasta incluso 10, segun las condiciones y
momento de aplicacién (Gan et al., 2006). A mayores de ello, se ha de tener en cuenta
que A. rabiei ha desarrollado resistencia frente a varios tratamientos fungicidas (Wise
et al., 2009) debido a la aplicacion repetida de unos pocos productos, por lo que habra
de revisarse su eficacia para evitar perjuicios econdmicos y medioambientales (Corkley
et al., 2022)

e Cuidados en la siembra: la adaptacion de la época de siembra también es crucial, pues
en funcién de cuando se realice, puede coincidir con el momento de mayor dispersion
de las esporas por parte de A. rabiei. De esta manera, variando la siembra se puede
evitar el momento de maxima esporulacidon y minimizar asi la cantidad de patégeno.
Mayores profundidades de siembra o densidades de plantas no excesivas también
contribuyen a minimizar la transmision y dispersién de la enfermedad (Gan et al., 2006;
Foresto et al., 2023).

e Alternancia de cultivos: la disposicién de barreras con cultivos no hospedantes de
forma alterna puede contribuir a limitar la dispersion del patdgeno segun el porte de
dichas plantas (Marzani, 2023). Sin embargo, en explotaciones con fines comerciales,
puede resultar complicado, por la dificultad de compatibilizar los cultivos (Gan et al.,
2006).

e Nutricién: una adecuada nutricién de las plantas ayuda a estas a presentar mayor
resistencia y minimizar los momentos de estrés que puedan favorecer el contagio de la
rabia (Foresto et al., 2023). Sin embargo, fertilizaciones excesivas con nitrégeno pueden
provocar mayor susceptibilidad a enfermedades fungicas, por lo que aplicar cantidades
elevadas de abono tampoco resulta beneficioso (Gan et al., 2006).

Habiendo visto los principales métodos existentes, es importante adoptar un manejo integrado
de la enfermedad por motivos econdmicos y de efectividad para nuestra ubicacién, como lo
pueden ser el empleo de semilla libre de patdgeno, enterramiento de los restos de cosecha
infectados y una adecuada sanidad de la planta, proporcionando los cuidados nutricionales
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necesarios y aplicando la cantidad justa de fungicidas autorizados en el momento de maxima
eficacia (Pande et al., 2005).

A mayores de estas medidas, desde hace varios afios se estd planteando la posibilidad de utilizar
un nuevo método para limitar los dafios de la rabia del garbanzo: el control bioldgico. Este se
presenta como una alternativa al control de enfermedades, mostrando claras ventajas respecto
al manejo tradicional. Entre estas ventajas encontramos que no genera resistencias en los
patdgenos, no contamina el medio ambiente, es compatible con la produccién ecolégica y
permite obtener rendimientos de cosecha similares respecto a los métodos tradicionales
(Rahman et al., 2018; Foresto et al., 2023). Una de las posibilidades del control bioldgico es el
empleo de agentes de control biolégico (BCAs, por sus siglas en inglés), microorganismos que,
de forma natural, son antagonistas de los organismos fitopatdgenos (Rizvi et al., 2017). De entre
todos los BCAs investigados, existe un género de hongos, Trichoderma, que ha demostrado su
eficacia en el control de multiples enfermedades flngicas, debido a la versatilidad de sus
mecanismos de accidn y la capacidad de adaptacidn a varios ambientes (Ferreira & Musumeci,
2021).

2.4. Trichoderma

2.4.1. Taxonomiay biologia

El género Trichoderma comprende un gran numero de especies de hongos filamentosos
rizocompetentes, saprofitos, anamorficos, aerobios y encontrados en una amplia variedad de
ecosistemas (Sandle, 2014; Echevarria et al., 2019; Macias-Rodriguez et al., 2020). Este conjunto
de hongos pertenece a la division de los ascomicetos, concretamente al orden Hypocreales y a
la familia Hypocreaceae (Sandle, 2014). En la Tabla 5 se muestra la clasificacion taxondmica total
de Trichoderma spp.

Tabla 5. Taxonomia del género Trichoderma.

Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Division Ascomycota
Subdivision | Pezizomycotina
Clase Sordatiomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma

Fuente: elaboracion propia empleando la informacién del NCBI Taxonomy (2020).

Trichoderma posee una alta densidad poblacional en el suelo, presentando una facil adaptacion
y rapido crecimiento en distintos sustratos, tanto sélidos como liquidos (Vasquez, 2010). En
cuanto a las condiciones de crecimiento, a pesar de que posee una gran ubicuidad, manifiesta
unos rangos medios y 6ptimos para los diferentes factores en los que se desarrolla (Vasquez,
2010; Sandle, 2014):

e Temperatura: se trata de un organismo mesofilo, capaz de sobrevivir a temperaturas
de entre 10 y 40 °C, pero crece de manera dptima desde los 25 a los 30 °C.
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e pH: amplio rango de crecimiento, entre 2y 9, pero de forma dptima lo hace entre 4y 7
(Vasquez, 2010). Se ha demostrado que un pH de caracter acido favorece el crecimiento
de varias especies del género Trichoderma (Singh et al., 2013).

e Humedad: capacidad de adaptarse a medios con humedades entre el 20-90 %, pero
crece de forma éptima entre el 70 y el 80 % de humedad relativa (Vasquez. 2010).
Existe, sin embargo, cierta discusién acerca de la humedad déptima, pues un exceso
provocaria baja disponibilidad de oxigeno y, por tanto, bajo desarrollo del
microorganismo. A mayores, compactaria el sustrato e impediria su colonizacion total.
Sin embargo, una baja humedad podria ocasionar la inhibicién del crecimiento
microbiano al no disponer de suficientes nutrientes en la solucién (Elésegui, 2006).

e Luz: se trata de una especie fotosensible, pues, aunque presenta mayor esporulaciony
desarrollo al ser expuesto a la luz, es preferente la alternancia de luz y oscuridad.

e Nutricidn: es capaz de desarrollarse sobre gran cantidad sustratos, pues posee enzimas
amilasas, celulasas, peptidasas y quitinasas, entre otras. Tiene preferencia por aquellos
con buen contenido de materia orgdnica (Echevarria et al., 2019; Macias-Rodriguez et
al., 2020).

En cuanto a su reproduccién, la mayor parte de las especies de Trichoderma no tienen fase
sexual, produciendo Unicamente esporas asexuales. La fase teleomorfa de las especies del
género Trichoderma son los ascomicetos del género Hypocrea, los cuales producen ascas con
ascosporas bicelulares en su interior (Sandle, 2014).

En lo relativo a su dispersion, la principal forma de propagacién son los conidios, productores de
esporas asexuales que se dispersan rapidamente con el viento, el agua u otros organismos.
También pueden diseminarse mediante el crecimiento de las hifas de su micelio y, en
condiciones adversas, son capaces de producir clamidosporas unicelulares (Martinez et al.,
2013). Desde un punto de vista microscoépico, los conidiéforos estan muy ramificados, pudiendo
encontrarse estos sueltos o mas bien compactos, formando en varias ocasiones anillos
concéntricos (Sandle, 2014).

2.4.2. Mecanismos de accion

Trichoderma es un organismo que presenta multiples aplicaciones en el campo de la agricultura.
Una de estas es la promocién del crecimiento vegetal, pues incrementa la fertilidad y captacion
de nutrientes del suelo (Hermosa et al.,, 2012). Aparte de su papel como promotor en el
crecimiento vegetal, también es muy eficiente como Agente de Control Bioldgico (BCA) contra
multiples enfermedades de las plantas en todo el mundo (Tyskiewicz et al.,, 2022). Los
mecanismos de los que dispone este hongo como BCA son: la generacion de tolerancia frente a
estreses abidticos, la competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo, el efecto
antibidtico y la resistencia inducida en las plantas. (Gajera et al., 2013; Pacheco-Trejo et al.,
2022; Yao et al., 2023). De hecho, una prueba de su relevancia en la agricultura moderna es que
mas del 60 % de los productos biofungicidas del mundo tienen férmulas basadas en Trichoderma
spp. (Kubiak et al., 2023). Sin embargo, la variabilidad en las caracteristicas del entorno puede
afectar a la efectividad de Trichoderma como BCA (Howell, 2003). Un ejemplo de estos factores
ambientales es el tipo de sustrato, que condiciona la formacién de enzimas y metabolitos
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secundarios, influyendo en la eficacia de Trichoderma como controlador de fitopatologias. A
continuacién, se expondran por orden las aplicaciones de Trichoderma dentro del mundo
agricola.

e Promocidn del crecimiento vegetal:

De forma similar a como ocurre con el proceso de micorrizacién, la alta cantidad de hidratos de
carbono complejos en la capa de mucigel de las raices, asi como la presencia de mono y
disacdridos en el entorno de la rizosfera, estimulan el crecimiento de estos hongos en la porcién
de suelo circundante a las raices (Hermosa et al., 2012). De esta forma, los hongos del género
Trichoderma promueven un mayor crecimiento de las plantas debido a la mejora en la captacion
de los nutrientes, lo que incrementa la productividad de los cultivos (Pokhrel, 2022). Entre los
ensayos que demuestran este fendmeno, se encontrarian el de Yedidia et al. (2001), donde se
ve un incremento en el desarrollo de las raices y tallo en las plantas de pepino, o el de Vargas et
al. (2009), observandose un incremento en la tasa fotosintética de la planta de maiz, lo que
ocasiona un mayor crecimiento. Esto es debido a que el desarrollo de Trichoderma conlleva la
transmisioén a la planta de metabolitos (péptidos con diferentes radicales) que incrementan el
crecimiento de la planta (Lombardi et al., 2020), asi como la mejor asimilacién a nivel radicular
de P y Fe, ocasionada por la secrecion de fitasa y ferritina (Yao et al., 2023). Ademas, se ha
constatado la capacidad de este hongo para incrementar las poblaciones de microorganismos
beneficiosos vegetales en la rizosfera las plantas (Khan et al., 2017). De esta forma, la aplicacion
de biofertilizantes con inéculo de Trichoderma puede ayudar a conseguir las mismas
producciones que las que se lograrian con abonos quimicos, lo que ayudaria a reducir el uso de
estos ultimos (Harman, 2011; Khan et al., 2017).

e Tolerancia frente a estreses abioticos

Se ha comprobado que la aplicacion de Trichoderma incrementa la tolerancia frente a estreses
abioticos (Pacheco-Trejo et al., 2022). Uno de estos es la sequia, con experiencias que prueban
el incremento de tolerancia en plantas de tomate (Mona et al., 2017) o el mantenimiento en el
crecimiento del arroz (Bashyal et al., 2021). Otros ensayos muestran mayores tolerancias frente
a las bajas temperaturas (Cornejo-Rios et al., 2021). También se ha documentado una mejora
del desarrollo frente a condiciones salinas (Sanchez-Montesinos et al.,, 2019). Ademas,
Trichoderma ha mostrado eficacia en la tolerancia frente a metales pesados (Maurya et al.,
2019). Estos beneficios aportados a sus hospedantes se deben a la capacidad de bio-priming, a
la cual se le atribuye la induccion de una respuesta que mejora la capacidad de adaptacion de
las plantas frente a diferentes situaciones estresantes abidticas (Mauch-Mani et al., 2017).

e Competencia:

Los integrantes del género Trichoderma tienen la capacidad de resistir, en la mayoria de
ocasiones, el efecto fungistdtico del suelo causado por los metabolitos secundarios de otras
especies (incluyendo plantas). Esto se debe a que, de forma natural, pueden sobrevivir en
presencia de compuestos toxicos, incluyendo herbicidas, fungicidas e insecticidas (Chet et al.,
1997). Ademas, Trichoderma tiene una capacidad superior respecto a otros organismos para
movilizar nutrientes del suelo, explicindose esto por la elevada cantidad de enzimas que es
capaz de producir, las cuales le permiten asimilar aztcares de multiples fuentes de su entorno
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(celulosa, glucano, quitina, ...) (Chet et al., 1997). De esta forma, colonizan rdpidamente los
sustratos y desplazan a especies de crecimiento mas lento (Oszust, 2020).

Enrelacion a la competencia, otra estrategia utilizada por Trichoderma, implica a unas moléculas
conocidas como sideréforos, necesarias para la captacion de Fe en situaciones de déficit de este
nutriente. En gran parte de los organismos, incluidos los hongos filamentosos, la toma de Fe es
esencial para su supervivencia y, bajo carencias de este nutriente, buena parte de los estos
excretan moléculas peptidicas de bajo peso molecular que tienen caracter de quelantes férricos
(siderdforos), capaces de captar Fe del ambiente (Hoffmeister & Keller, 2007; Gajera, 2013). En
este caso, Trichoderma también produce siderdforos, siendo capaz de detener el crecimiento
de algunos hongos patdgenos, como demostraron Cui et al. (2024) para el caso de la fusariosis
de la banana. A mayores de ello, estos complejos moleculares quelantes son capaces de
incrementar el crecimiento de la propia planta (Cui et al.,, 2024), incluso bajo ambientes
estresantes salinos, como en el caso del pepino (Zhao et al., 2014).

e Micoparasitismo:

Esta interaccidn corresponde a un tipo de interaccién inter-fungica en la cual un hongo parasito
se beneficia de otro (huésped), obteniendo de este los nutrientes necesarios para completar su
crecimiento y reproduccion, pudiendo causar al primero perjuicio e incluso la muerte. Cuando
se produce la muerte del hongo parasitado, se denomina parasitismo necrotrofo, con el fin de
distinguirlo del parasitismo biotrofo, dentro del cual la interaccién solo puede ocurrir con las
células vivas del huésped (Poveda, 2018). Para ello, Trichoderma primero reconoce y se une al
hongo patdgeno, excretando posteriormente enzimas liticas extracelulares, como [-1,3-
glucanasas, quitinasas, proteasas y lipasas (Geraldine et al., 2013).

Aparte de los hongos, estudios recientes han demostrado el posible papel de control que puede
ejercer Trichoderma sobre los nematodos, reportandose numerosas investigaciones sobre ello
(Sahebani & Hadavi, 2008). El mecanismo de control parece implicar a las enzimas quitinasa y
proteasa, que influyen en este papel nematicida (Suarez et al., 2004; Rajinikanth, 2016; Contina
et al., 2017), ya sea a través del parasitismo de huevos y larvas, o bien mediante la induccién de
respuestas en las plantas con la resistencia sistémica (Suarez et al., 2004; Sahebani & Hadavi
2008).

e Antibiosis:

El mecanismo de antibiosis se basa en “la inhibicion del crecimiento de un organismo por los
metabolitos secundarios (SMs) producidos por otro, sin que medie contacto fisico entre ellos”.
(Poveda, 2018). Estas moléculas no estan involucradas directamente en el crecimiento,
desarrollo o reproduccidn de los organismos, pero juegan un papel crucial en la interaccidon entre
organismos (Keller, 2005; Hoffmeister & Keller, 2007). Numerosas especies del género
Trichoderma son capaces de producir metabolitos secundarios, algunos de los cuales presentan
un efecto téxico para patdgenos fungicos de las plantas, constituyendo otra via en que
Trichoderma puede usarse como BCA (Reino et al.; 2007 Vinale et al., 2009; Vinale et al., 2014).
Algunos de ellos son los peptaiboles, policétidos, péptidos no ribosémicos, pirones, azafilones,
o viridios (Hoffmeister & Keller, 2007; Vinale et al., 2014).
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e Resistencia inducida en las plantas

Parainducir la resistencia en las plantas, en primer lugar, Trichoderma debe adherirse a las raices
de las plantas. La colonizacién de las raices implica la capacidad del hongo para reconocer y
adherirse a las células de la misma, penetrar en la planta y resistir los metabolitos tdxicos
producidos por la planta en defensa propia. En el caso de Trichoderma, esta adhesion puede
estar mediada por hidrofobinas, pequefias proteinas hidrofébicas en la capa mas exterior de la
célula fuangica, asi como por proteinas expansivas ligadas al desarrollo de la pared celular
(Hermosa et al., 2012). Estas juegan un papel esencial en la formacién de la estructura de
infeccidn, la agregacion de las hifas y la unidn de las células a superficies hidrofdbicas (Benitez
et al. 2004). Las enzimas implicadas en la degradacion de la pared celular también estan
involucradas en la colonizacién de las raices, como es el caso de la endopoligalacturanosa de
Trichoderma harzianum (Moréan-Diez et al., 2009). Una vez las hifas traspasan la epidermis de
las raices, el hongo se multiplica en esta y progresa hasta el cértex, principalmente mediante el
crecimiento intercelular (Yedidia et al., 1999).

Esta colonizacion fungica implica la respuesta de la planta, que induce a las células de alrededor
a producir compuestos obstructores (calosa) y sintetizar sustancias antimicrobianas, como
derivados fendlicos, fitoalexinas y flavonoides, entre otros (Shoresh, 2010; Gupta & Bar, 2020),
restringiendo la progresion hacia el sistema vascular (Gupta & Bar, 2020). Esto provoca una
estimulacién del crecimiento de raices por parte de Trichoderma, disponiendo de esta forma de
mas espacio para desarrollarse y obteniendo la planta un beneficio mutuo por la expansion de
las mismas. En este contexto se produce, a causa de la colonizacidn radicular de Trichoderma'y
del reconocimiento de los patrones moleculares asociados a microorganismo (MAMPs, por sus
siglas en inglés), un cambio tanto a nivel del transcriptoma como del proteoma (Hermosa et al.,
2012; De Palma et al., 2019).

Dependiendo de la especie y cepa de Trichoderma de la que se trate, las plantas son capaces de
desarrollar dos tipos de resistencia principales: resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas
en inglés) y resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés). La SAR, por lo general,
se desencadena a consecuencia de exponer a las plantas hospedantes a patégenos biotréficos
o hemibiotréficos, que causan una infeccion local. Entre sus consecuencias, estaria el
incremento en acumulacidn interna de acido salicilico (SA, por sus siglas en inglés) como
molécula sefalizadora, la activacidon de los genes relacionados con patogénesis (PR, por sus
siglas en inglés) y la posibilidad de acumular fitoalexinas o compuestos antimicrobianos
similares. Este tipo de resistencia viene asociada a reacciones hipersensibles, lesiones o
fitotoxicidad en las plantas (Nawrocka & Matolepsza, 2013; Gupta & Bar., 2020). Por otra parte,
la ISR suele estar potenciada por organismos beneficiosos, siendo eventualmente producida por
insectos herbivoros o patdgenos necrotrofos (Nawrocka & Matolepsza, 2013). Trichoderma,
tratandose de un hongo con efectos beneficiosos, generalmente produce una activacion de la
respuesta ISR, que deriva en la acumulacidon de compuestos asociados a las rutas del acido
jasmonico (JA) y del etileno (ET), como lo son la fenilamonioliasa y peroxidasa (Contreras-
Cornejo et al., 2011; Gupta & Bar, 2020). Sin embargo, no parece esclarecerse la diferencia
exacta entre la activacién de SAR o de ISR por Trichoderma, pues diariamente surge informacion
que evidencia la difuminacion de ambos términos (Segarra et al., 2007; Moran-Diez et al., 2009).
A consecuencia de este tipo de respuestas, las plantas que muestran alguno de los dos
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mecanismos poseen una respuesta defensiva mds rapida y fuerte después de haber sido
infectados por un patégeno. Esta respuesta se denomina priming, y acelera la actividad del
sistema inmune de la planta, activando la respuesta frente a estreses bidticos o abidticos
(Conrath, 2015; Gupta & Bar, 2020).

Volviendo al proceso de infeccidn, una vez Trichoderma ha colonizado el espacio radicular de la
planta, existe un reconocimiento molecular a través de una red de sefializacién que implica las
fitohormonas JA, SA y ET. Una vez activada la respuesta de defensa en la planta, se induce la
expresion de una serie de genes que deriva en la sintesis y secrecién por parte de esta de
compuestos antimicrobianos, como lo son las fitoalexinas y los compuestos fendlicos (Pacheco-
Trejo et al., 2022). De esta manera, a mayores de la propia respuesta local que pueda producir
Trichoderma sobre el patdgeno, al inhibir el crecimiento y la reproduccién del patégeno, la
planta obtiene una resistencia local o sistémica frente al mismo, siendo mas eficiente en el
control del mismo (Yao et al., 2023).

2.4.3. Formulacién y aplicaciéon de Trichoderma

Como vimos anteriormente, Trichoderma es capaz de producir propagulos en forma de micelio,
clamidiosporas y esporas (Sala et al., 2019). Las clamidiosporas son el propagulo mas resistente
debido a su mayor tamafio y paredes mds finas. Sin embargo, la forma mas comun de
multiplicacién de Trichoderma es a través de las esporas, que se producen de forma masiva.
Debido a su mayor facilidad para producciéon en masa, estas ultimas son el propdgulo mas
empleado de Trichoderma para su diseminacién como BCA (Yuan et al., 2019; Cao et al. 2023).

Dichos propagulos se pueden producir por fermentacion en estado sdlido (SSF, por sus siglas en
inglés) o fermentacion sumergida (SmF, por sus siglas en inglés). Durante el proceso de SSF, no
existe agua libre, creciendo entonces el microorganismo en sustrato sélido (Ejaz & Sohail, 2021).
En cambio, en la SmF el caldo de cultivo es liquido y estd optimizado con nutrientes para el
crecimiento microbiano (Behl et al., 2023). Entre estos dos, el SSF es el mas empleado para la
produccién por esporas, pues éstas tienen caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas que las
hacen mas resistentes a las condiciones ambientales respecto al método SmF (Sala et al., 2019).
A mayores, esta técnica tiene la gran ventaja de que no requiere tecnologias muy complejas o
personal experimentado (Saldafia-Mendoza et al., 2023b).

Una formulacién correcta que contenga los propagulos fungicos debe ser facil de preparar,
mantener las propiedades funcionales (viabilidad, tasas de germinacién y actividad enzimatica)
durante un almacenamiento prolongado, facilitando ademas la aplicacién dentro del organismo
objetivo (Harman & Custis, 2006). Las formulaciones de BCAs suelen integrarse por: el principio
activo (células o metabolitos secundarios del microorganismo en cuestion), excipientes
(materiales que contienen el principio activo y lo posicionan adecuadamente) y adyuvantes
(nutrientes adicionales, protectores, estabilizadores, adherentes, etc.) (Teixidé et al., 2022).
Dentro de estas formulaciones, podemos encontrarnos dos grandes grupos de formatos: sélidos
(polvos, granulados y microganulados) y liquidos (emulsiones, suspensiones concentradas,
dispersiones de aceite o suspensiones encapsuladas) (Martinez et al., 2023). El formato
dependera del tipo de aplicacién deseada, pues cuando se requiere de una actuacion mas rapida
por parte del producto las formulaciones liquidas con tensioactivos producen mejor efecto, al
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tener mds superficie de contacto. En cambio, las formulaciones granuladas presentan efectos
mas duraderos (Saldafia-Mendoza et al., 2023b).

En el campo de las soluciones sélidas, aquellas con composicidn mineral (vermiculita, biochar,
etc.), han demostrado importantes ventajas, como la alta capacidad de retencién de agua para
el crecimiento posterior de los hongos (Martinez et al.,, 2023; Elshahawy et al. 2017). Sin
embargo, un importante avance de la técnica SSF es la posibilidad del uso de residuos
agroindustriales como sustrato (posos de café, paja de trigo, grano, etc.), contribuyendo a la
mitigacidn del impacto negativo en la produccién de residuos y la generacion de nuevos recursos
a través de la economia circular (Saldafia-Mendoza et al. 2023a, 2023b).

Las formulaciones en formato seco son las mas comunes para los productos comerciales, debido
a la estabilidad de sus propiedades respecto a las férmulas liquidas, asi como la mayor dificultad
de contaminacion en este tipo de formatos (Martinez et al., 2023). A mayores, el producto seco
ofrece una serie de ventajas como la disminucién de los costes en transporte, prolongacién de
la vida util y la evitacion de conservarlo a bajas temperaturas (Jones & Burges, 1998).

Por ultimo, en cuanto al principio activo de estos bioformulados, nos encontrariamos con las
especies del género Trichoderma, las cuales se suelen encontrar en concentraciones de entre
10°-10° Unidades Formadoras de Colonia por gramo (UFC/g) de producto (Sokhandani et al.,
2016; Natsiopoulos et al., 2022). Dentro de las especies mas empleadas, la mayoria de estos
productos se formulan a partir de las especies T. viridae, T. virens, y en mayor proporcion, de T.
harzianum (Benitez et al., 2004; Vargas-Hoyos & Gilchrist-Ramelli, 2015). En lo relativo a la
composicion de la formulacidn, la gran mayoria de los preparados estan compuestos, segun la
etiqueta, de una sola especie (67 %), incluyendo el resto del preparado combinaciones de
especies conocidas o desconocidas, aislados, o mezclas de Trichoderma con otros
microorganismos beneficiosos, como micorrizas (sobre todo Glomus) y/o bacterias (Bacillus
subtilis, Pseudomonas fluorescens) (Woo et al., 2014).

2.4.4. Importancia agricola y mercado

Como mencionamos en el apartado anterior, cerca del 60 % de los productos biofungicidas
existentes a lo largo del mundo poseen férmulas basadas en Trichoderma spp., probando de
esta manera su eficacia en la agricultura moderna (Kubiak et al., 2023). Las especies del género
Trichoderma, debido a los mecanismos de accidn nombrados en apartados anteriores, estan
entre los microorganismos mas comunmente usados como BCAs, encontrandose presentes en
el mercado con multiples aplicaciones: biopesticidas, biofertilizantes, y estimulantes de la
resistencia natural de las plantas. Su aplicacidén esta tan extendida que representan entre el 50-
60 % de BCAs fungicos que existen en todo el mundo (Tyskiewicz et al., 2022). En el campo de la
nutricion y suplementacion vegetal, como se menciond al comienzo del apartado anterior, la
aplicaciéon de fertilizantes con indculo de Trichoderma puede ayudar a disminuir el empleo de
fertilizantes quimicos para obtener las mismas producciones (Harman, 2011; Woo et al. 2014;
Khan et al., 2017).

El éxito comercial de sus productos puede atribuirse al gran volumen de propagulos que pueden
ser producidos de forma facil y rapida, en gran diversidad de sustratos y a bajo coste (Motta &
Santana, 2012; De La Cruz Quiroz et al. 2015). Para la producciéon de Trichoderma, India es, con
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diferencia, el mayor productor de formulados que emplean especies certificadas de este hongo
a nivel global. Las especies utilizadas con este fin son principalmente T. asperellum, T. atroviride,
T. gamsii, T. hamatum, T. harzianum, T. polysporum, T. virens, y T. viride (Woo et al., 2014;
Hernandez-Melchor et al.,, 2019). De acuerdo al primer autor, otra zona que se estd
desarrollando rdpido en términos de productos a base de Trichoderma para las enfermedades
de las plantas es Centro y Suramérica, principalmente Brasil. En cuanto a su uso, aquellos
territorios donde Trichoderma ha sido autorizado para su uso (Woo et al., 2014) son: paises de
la UE (Bélgica, Chipre, Francia, Italia, Paises Bajos, Espafia, Suecia, Eslovenia y Reino Unido),
Turquia, dos paises norteamericanos (EE.UU. y Canada), Africa (Surafrica y Marruecos), Asia
(India y Vietnam) y Oceania (Australia y Nueva Zelanda).
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3. JUSTIFICACION DEL TRABAJO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El presente trabajo se justifica en la necesidad de encontrar alternativas para el manejo
integrado de la enfermedad “rabia del garbanzo”, disminuyendo asi el empleo de fitosanitarios
de origen quimico, en consonancia con la creciente preocupacién por la proteccion
medioambiental y los principios de la agricultura sostenible. En linea con estas premisas, se
plantea que el hongo beneficioso Trichoderma harzianum, aplicado en un formato adecuado y
eficaz sobre las semillas de garbanzo, podria constituir una nueva via sostenible y efectiva para
el control de la rabia del garbanzo. Con esta aplicacidon se conseguiria un incremento en el
rendimiento econémico del cultivo por la mejora sanitaria de las plantas. También se lograria
limitar el uso de fitosanitarios quimicos y los efectos nocivos que acarrea su uso. Todo esto
derivaria en un menor riesgo para la salud de las personas y un incremento en la seguridad
alimentaria.

La hipdtesis de la presente investigacion consiste en que la aplicacién del hongo T. harzianum
sobre las semillas de garbanzo mediante la técnica del pildorado consigue minimizar la afeccidn
de la enfermedad de la rabia del garbanzo, causada por A. rabiei, sobre las propias plantas del
garbanzo en campo. Consecuentemente, éstas podrian desarrollarse en mejores condiciones
sanitarias e incrementar la produccion.

El objetivo principal consiste en analizar la efectividad de control ejercida por T. harzianum

sobre A. rabiei, siendo la finalidad ultima la de disminuir el impacto de la infeccién de la rabia
sobre las plantas de garbanzo. Con esta premisa, se plantean una serie de objetivos secundarios:

1. Desarrollar un método que permita la produccién industrial de indculo de T. harzianum,
utilizando subproductos de plantas seleccionadoras de semillas. Con esta premisa, se
estudiard el sustrato mas eficiente para la produccién masiva de esporas de T.
harzianum.

2. Analizar la viabilidad del indculo de T. harzianum aplicado sobre las semillas de garbanzo
mediante pildorado.

3. Estudiar en campo el efecto del bioinoculante de T. harzianum como BCA para el cultivo
del garbanzo de Fuentesauco. Para ello, se tomaron diferentes variables a lo largo del
cultivo del garbanzo, elaborando un analisis con la finalidad de observar el efecto del
tratamiento sobre el estado sanitario de las plantas.

4. Examinar en el mismo ensayo de campo la posible influencia del bionoculante de T.
harzianum sobre la produccién de las plantas de garbanzo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL FUNGICO Y VEGETAL UTILIZADO

El microorganismo empleado para este estudio fue el hongo T. harzianum. Este se conservé en
placas Petri con medio de cultivo PDA hasta el inicio de los ensayos. El hongo T. harzianum (EN1)
fue obtenido de la coleccidn interna del GIR AGROBIOTECH de la Universidad de Valladolid,
aislado de la corteza de diferentes especies de Pinus en la provincia de Palencia (Castilla y Ledn,
Espaiia).

Aparte de este microorganismo, también se utilizaron garbanzos, concretamente semillas
certificadas R1, pertenecientes a la especie C. arietinum var. Cuaiz, las cuales poseen una pureza
minima del 98 % y un porcentaje de germinacién no inferior al 80 %. Estas semillas fueron
cedidas amablemente por el Consejo Regulador de la IGP “Garbanzo de Fuentesatco”, siendo el
numero del lote el ES-08-37-0081-23CUAI5102 y la fecha de su precintado en febrero de 2023.

4.2. MEDIOS DE CULTIVO

Se emplearon dos medios de cultivo para la realizacién de los ensayos en laboratorio. En primer
lugar, se utilizd Agar de Patata y Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés), suministrado por
Scharlab (Barcelona). El otro medio de cultivo utilizado fue Base de Agar Selectiva para T.
harzianum (medio selectivo para el crecimiento de T. harzianum), suministrado por HiMedia
(India). La composicidn de este ultimo (expresado por L de producto disuelto) es: 0,2 g MgS0O;, -
7H,0, 0,9 g K;HPO4, 1,0 g de NH4NOs, 0,15 g de KCI, 3,0 g de glucosa (dextrosa), 0,15 g de Rosa
de bengalay 20,0 g de agar.

4.3. ENSAYO DE PRODUCCION DEL INOCULO

La finalidad de este ensayo consistid en la evaluacion del crecimiento y esporulacién de T.
harzianum sobre diferentes subproductos de planta seleccionadora de semillas, para conocer
en cual de ellos el hongo generd mayor nimero de esporas. Con esta informacion, se pudo saber
gué sustrato resulta mas eficiente para la produccién masiva de T. harzianum.

En este ensayo de produccion del inéculo se emplearon una serie de subproductos de semillas,
cedidos amablemente por la empresa RAGT lbérica, situada en Villamuriel de Cerrato (Palencia).
Estos subproductos pertenecian a derivados de la toma de muestras para analisis en laboratorio
de la propia empresa, y correspondieron a especies de las familias Poaceae y Fabaceae. Estos
subproductos de semillas correspondian a 9 especies de las siguientes variedades:

e Avena RGT-Insignia (Avena sativa).

e Cebada RGT-Planet (Hordeum vulgare).

e Centeno KWS-Receptor (Secale cereale).

e Festuca RGT-Aprilia (Festuca spp.).

e Guisante Lapony (Pisum sativum).

e Trigo blando RGT-Tocayo (Triticum aestivum).

e Trigo duro RGT-Aventadur (Triticum durum).
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e Triticale RGT-Coplac (x Triticosecale).

e Veza RGT-Amelia (Vicia sativa).

4.3.1. Procedimiento experimental

Este ensayo se dividié en dos partes segln el objetivo perseguido, y se realizé por duplicado en
cada una de ellas para asegurar la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados. En la primera
fase se midid la cantidad de esporas producida en cada una de las especies de semillas de
subproducto. Tras conocer el sustrato en que se obtuvo mayor cantidad de esporas, se procedid
a repetir la inoculacion de T. harzianum sobre este sustrato con objetivo de producir esporas de
forma masiva. Con las esporas resultantes de este ultimo experimento, se inocularon semillas
de garbanzo en otro ensayo posterior, las cuales fueron sembradas después en campo.

4.3.1.1. Ensayo de medicion
Para la produccion de esporas en cada una de las 9 especies de semillas, se emplearon tarros de
vidrio de 0,5 L de capacidad. Posteriormente, se llevé a cabo el conteo de las esporas producidas
en cada una de las especies de semillas. Se hicieron 4 repeticiones para cada especie en este
tipo de envase. El procedimiento se dividio en 4 fases:

» Acondicionamiento del medio de cultivo:

En primer lugar, se llevd a cabo una pequefia preparacion de los subproductos empleados
(cereales y leguminosas), con la finalidad de que estos se encontraran en un estado de humedad
6ptimo para el crecimiento de T. harzianum.

Se pesaron 50 g de subproducto seco para cada uno de los tarros. Una vez medida la masa, se
lavaron cada una de las porciones 3 veces bajo el grifo con ayuda de un escurridor. Tras escurrir
cada una de las porciones, fueron depositadas en su correspondiente tarro. A continuacidn, se
afiadié agua destilada hasta cubrir completamente las semillas en el envase, y se dejaron
reposando durante 12 horas para que las mismas absorbieran agua y aumentaran su peso
(Figura 11).

Figura 11. Subproducto preparado en sus respectivos envases durante la fase de remojo de las semillas.

Fuente: foto del autor
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Transcurridas las 12 horas, se drend el contenido de cada tarro y se pesd la masa del
subproducto himedo. En cada tarro se dejaron Unicamente 50 g de subproducto hiumedo,
eliminando el sobrante. Con la masa justa pesada, se cerrd cada tarro con cinta Micropore de
3M (USA) para autoclavarlos durante 30 minutos a 120 °C, eliminando asi cualquier
microorganismo que pudiera contaminar el sustrato.

> Preparacién del inéculo:

Paralelamente, dentro de la campana de flujo del laboratorio, se preparé el indculo a partir de
placas Petri con medio selectivo de T. harzianum, las cuales se encontraban colonizadas por
este. Primeramente, se vertieron 5 mL de agua destilada estéril sobre la superficie de la placa.
Seguidamente, se raspd el micelio humedecido mediante una punta de pipeta, teniendo cuidado
para no extraer también el medio de cultivo. Después de haber raspado, se obtuvo una mezcla
de micelio con agua destilada, la cual se pipeted y paso, a través de un filtro Miracloth de
Millipore (USA) esterilizado, a un tubo Falcon de 15 mL. El filtro Miracloth de Millipore impidio
el paso del micelio, permitiendo Unicamente el flujo de las esporas en suspensién y el agua
destilada.

Con la finalidad de conocer la concentracidn de esporas en la disolucién, esta fue llevada a un
tubo Eppendorf, donde se diluyé con agua destilada estéril hasta una concentracién de 1:100.
Posteriormente, se llevd a cabo el conteo de las esporas mediante una camara de Neubauer. Se
introdujeron 100 ulL en cada una de sus dos hendiduras, tapando posteriormente el liquido con
un cubreobjetos. Para realizar el conteo de esporas, se requirio la siguiente férmula matematica.

Esporas/mL=Y-25-10*- 10?

Siendo x la media aritmética de las esporas encontradas en los diferentes cuadrantes de la
cdmaray 10%el factor de correccidn por la dilucién.

Se requirié conocer el nimero de esporas en la disolucidn para que la cantidad dispensada sea
idéntica en todos los tarros. Esta cantidad fue de 1 mL de indculo con una concentracién de
1-10’ esporas/mL para cada tarro. El procedimiento se fundamenta en que,
independientemente de la concentracion inicial de disoluciéon con esporas, siempre se disponga
de una disolucién final con concentracién estandar. Esto se logra mediante la operacion
matematica:

Ci-Vi=0C- V2
Siendo C la concentracién inicial (1) y final (2), y V el volumen de disolucién inicial (1) y final (2).

Con una concentraciéon media de 1,45-108 esporas/mL, se pipetearon 2,76 mL de esta disolucién
concentrada para la preparacion de 40 mL de disolucién con concentracién de 1-10” esporas/mL.
Los 2,76 mL se vertieron en un tubo Falcon, que contenia el volumen restante de agua destilada
estéril.

> Inoculacion del medio:

Dentro de la campana de flujo, cada tarro con sustrato autoclavado se inoculé con 1 mL, de
concentracién conocida (1-10” esporas/mL). Seguidamente, se agitd el tarro para homogeneizar
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el contenido y facilitar el contacto de la disolucidn con las semillas. Una vez inoculados, ambos
recipientes fueron cerrados con cinta Micropore de 3M (USA) para evitar contaminaciones. Tras
haberse realizado el procedimiento en todos los envases, estos fueron llevados a una cdmara de
cultivo durante 7 dias, bajo una temperatura de 28 °Cy en ausencia de luz para que se produjera
una esporulacién abundante.

> Extraccidon de esporas:

Transcurridos 7 dias en la camara de cultivo, T. harzianum se habia desarrollado y esporulado
en cada uno de los sustratos. Dentro de la cdmara de flujo laminar, se abrieron de nuevo los
tarros, vertiéndose en cada uno de ellos 200 mL de agua destilada autoclavada, y agitdndose
después suavemente para homogeneizar la mezcla. Posteriormente, se removid el contenido
con una pipeta grande y se extrajeron 2 mL de la solucidn. Esta disolucién fue filtrada por un
filtro Miracloth de Millipore (USA) y transferida a un tubo Falcon de 15 mL. De la disolucion de
esporas, se tomaron 2 ul y se echaron a un Eppendorf para su disolucidn con 198 uL de agua
destilada (proporcién 1:100). Por ultimo, se realizé el conteo de esporas con la cdmara Neubauer
empleando la misma férmula que en la preparacién del inéculo. De esta forma, se obtuvo el
dato de las esporas producidas en cada sustrato por mL de disolucién.

4.3.1.2. Ensayo de produccion masiva de esporas

Tras medir la cantidad de esporas producida por cada especie de subproducto, se analizaron los
resultados estadisticamente en el apartado 5. Resultados. El analisis arrojé que la especie que
produjo mayor nimero de esporas fue la avena, por lo que se escogié esta para la produccién
masiva de las esporas. Sin embargo, el formato para este procedimiento fue en bolsas de
autoclave de 0,5 L de capacidad, pues el mayor tamafio de estas permitié introducir una cantidad
de semillas superior. De esta forma, se pudo producir mas cantidad de esporas. Ademas, la
superficie de contacto con el indculo era mayor, incrementando la esporulacién. Para este
ensayo se emplearon un total de 5 bolsas. El procedimiento para la produccién en masa de las
esporas de T. harzianum fue similar al realizado para la medicidn de la cantidad de esporas en
cada especie, aunque difiere en algun paso. Las fases para este ensayo fueron:

» Acondicionamiento del medio de cultivo:

El procedimiento fue similar al caso anterior. Sin embargo, en este caso, se pesaron 750 g de
semilla para las 5 bolsas de autoclave. Una vez lavada, la avena humedecida se dispuso
extendida en una bandeja de plastico para su mejor manejo. Se afadié agua destilada hasta
cubrir completamente las semillas en la bandeja y se dejo reposar 12 h. Transcurrido el tiempo,
se escurrid el agua y se pesaron 150 g de semillas humedas para cada bolsa de autoclave,
desechando el sobrante. Por ultimo, se sellaron las bolsas con cinta Micropore de 3M (USA) y se
autoclavaron.

> Preparacion del indculo:

La metodologia fue la misma que para los tarros de vidrio, con la puntualizacién de que para
inocular cada bolsa de avena fueron necesarios 3 mL de disolucién de esporas con concentracion
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de 1-107 esporas/mL. En este caso, se prepararon 20 mL de disolucién con concentracién 1-107
esporas/mL. Para ello fueron necesarios 1,38 mL de disolucién con 1,45-10% esporas/mL.

> Inoculacién del medio:

El protocolo para esta fase fue idéntico al realizado para la inoculacién en los tarros de vidrio,
salvo en la cantidad pipeteada de disolucion con esporas. De esta disolucién se tomaron 3 mLy
se aplicaron sobre las semillas de avena en la bolsa, masajeando posteriormente el contenido
para homogeneizarlo. Acto seguido, se cerrd con cinta Micropore de 3M (USA), y se dejo reposar
una semana en cdmara de cultivo (Figura 12).

> Extraccién de esporas:

En primer lugar, se abrieron las bolsas en el interior de la cdmara de flujo con ayuda de unas
tijeras, para verter después 300 mL de agua destilada autoclavada dentro. A continuacion, se
removid bien para favorecer la salida de las esporas y se mezclé el contenido. Seguidamente, se
extrajeron 35 mL de cada bolsa con ayuda de una pipeta, que fueron transferidos a través de un
filtro Miracloth de Millipore (USA) a un tubo Falcon de 50 mL, obteniendo asi una disolucién de
las esporas filtradas sin micelio. Después, se tomd una alicuota de 2 ulL de cada bolsa para
mezclarlos en un tubo Eppendorf con 198 ulL de agua destilada autoclavada (proporcién 1:100).
Se realizd el conteo de esporas mediante una cdmara de Neubauer de igual forma que antes,
averiguando su concentracion en la disolucion.

Los tubos Falcon de 50 mL con la disolucidn de esporas fueron centrifugados para que las mismas
precipitasen. Una vez centrifugados (Figura 13), se retird el sobrenadante de los mismos,
qguedando una suspension de esporas que fue transferida a un vidrio estéril (Figura 14). Este
vidrio con la suspension se dejo secar en la cabina de flujo laminar durante 12 h para mantener
la esterilidad. Cuando se secd, la fina pelicula resultante fue raspada con ayuda de una espatula
pequefia. Como resultado, se obtuvieron las esporas secas en un formato pulverulento. El
producto seco se guardd en un tubo Falcon para su posterior uso en el pildorado de las semillas
de garbanzo. La cantidad de esporas necesarias de T. harzianum para pildorar 1 kg de garbanzos
fue de 6-107. Para el ensayo se requirié un saco de 25 kg de garbanzos, por lo que fueron
necesarias 1,5-10° esporas.

Figura 12. Bolsa con A. sativa una semana después de la inoculacion.

Fuente: foto del autor.
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Figura 13. Tubos Falcon con esporas en disolucion antes y después del centrifugado.

Fuente: foto del autor.

Figura 14. Esporas de T. harzianum después del secado en campana de flujo.

Fuente: foto del autor.

4.4. ENSAYO DE MEDICION DE VIABILIDAD DEL INOCULO

En este ensayo el objetivo consistié en evaluar la vida util que tuvo el indculo en el formato de
pildorado sobre la semilla de garbanzo, con la finalidad de conocer la posible capacidad de
almacenamiento que tendria este sin perder viabilidad. El indculo de T. harzianum sobre los
garbanzos fue realizado mediante un procedimiento industrial en la empresa Rooteco
Agriculture S.L., utilizando las esporas obtenidas en el ensayo anterior.
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4.4.1. Preparacion de las semillas

Después de haber obtenido las esporas secas en el ensayo anterior, se llevd a cabo el
tratamiento de pildorado, en el que se adhirieron las esporas de T. harzianum a las semillas de
garbanzo mediante una mezcla de arcilla con aditivos. La pildoracidon de las semillas de garbanzo
se realizd con la siguiente formula por kg de semilla: 90 g de arcilla caolin + 2 gramos de quitosan
+ 2 gramos de goma Xantana + 40 mL de agua + 6:107 esporas de T. harzianum.

4.4.2. Procedimiento experimental

Para la medicion de la viabilidad se utilizaron los garbanzos inoculados mediante el proceso
industrial de pildorado. Dentro de la campana de flujo en ambiente esterilizado, primeramente,
se introdujeron 4 garbanzos inoculados en un tubo Falcon de 15 mL, adicionandose
seguidamente 5 mL de agua destilada estéril. Después de sumergir los garbanzos, se sometié al
tubo Falcon durante unos segundos a agitacién de su contenido mediante un agitador Vortex,
con la finalidad de diluir el pildorado en el agua destilada. Tras mezclar el contenido, en la
campana de flujo, se transfirié la disolucién a través de un filtro Miracloth de Millipore (USA), a
un tubo Falcon de 15 mL para dejar pasar las esporas disueltas e impedir el paso del micelio.
Después de esto, se realizaron 6 disoluciones seriadas desde la propia disolucién madre original
en proporcion 1:10, en sucesivas repeticiones. Posteriormente, se tomaron 20 ulL de cada
disolucién seriada y se extendieron sobre el medio selectivo de T.harzianum dispuesto en una
placa de Petri con ayuda de una punta de pipeta. Por ultimo, se cerraron las placas con Parafilm
y se dejaron a temperatura ambiente en ausencia de luz durante un periodo no inferior a 2 dias.
El ensayo se realizd con 4 repeticiones de cada disolucidn para asegurar la fiabilidad de los datos
obtenidos.

Transcurridos al menos dos dias, las esporas comenzaron a germinar. Para medir su viabilidad,
el conteo se realizd el tercer dia a simple vista, sin necesidad de microscopio. Este cdlculo se
realizd contando cada una de las colonias formadas en las placas de Petri anteriores, las cuales
se manifestaban como puntos en la base de la placa con una orla alrededor. En ocasiones, el
numero de colonias formadas fue tan elevado que resulté incontable, por lo que figura como
“NC” en las tablas de resultados. El procedimiento de medicidn de viabilidad descrito se realizd
todas las semanas desde el primer dia del pildorado hasta que la cantidad de esporas
germinadas llegd a ser nula en casi todas las disoluciones, habiendo una caida drastica también
en aquellas de mayor concentracioén.

4.5. ENSAYO DE CAMPO CON LAS SEMILLAS INOCULADAS CON T. harzianum

El objetivo del ensayo es evaluar la influencia de la inoculacion de T. harzianum en las semillas
de garbanzo sobre la mitigacién de los dafos provocados por el patégeno A. rabiei, para
constatar si puede utilizarse en la supresion de la rabia. A pesar de que el objetivo principal del
ensayo consistié en evaluar la influencia de T. harzianum sobre la mitigacién de los dafios
provocados por A. rabiei, también se tuvieron en cuenta una serie de parametros relacionados
con el estado sanitario y desarrollo del cultivo del garbanzo. En cuanto al estado sanitario, se
tomaron datos de la incidencia y severidad del ataque de A. rabiei sobre las plantas de garbanzo,
asi como de otras enfermedades. En lo relativo al desarrollo del cultivo, se estudié la evolucién
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en la nascencia, estado fenoldgico y altura de las plantas a lo largo de su ciclo de cultivo. Por
ultimo, también se estudid el efecto de T. harzianum sobre la produccion en la cosecha.

4.5.1. Parcelas de ensayo y ubicacion de las mismas

Antes de conocer las operaciones realizadas sobre el terreno es necesario saber cémo son y
dénde se van a ubicar las parcelas que se emplearon para el ensayo de campo. Dos de las
parcelas se localizaron dentro del término municipal de Fuentesaulco, mientras que la tercera se
ubicé en el término de Villamor de los Escuderos. Ambas localidades colindan y se ubican en la
comarca de La Guareia, al sureste de la provincia de Zamora (Castilla y Ledn, Espafia). Para la
realizacion del ensayo, se escogieron 3 puntos geograficos diferentes donde se constaté la
presencia de rabia en los afios anteriores. Estos 3 puntos geograficos se encontraron dentro de
unas parcelas catastrales, que denominaremos “parcelas de agricultor”. En el interior de cada
una de estas parcelas de agricultor se ubicaron 3 “parcelas de ensayo”, con unas dimensiones
aproximadas de 6 x 10-12 m. A su vez, cada parcela de ensayo se dividid en 2 subparcelas, para
tener el ensayo duplicado, dentro de las cuales se sembraron las semillas de garbanzo con cada
uno de los siguientes 3 tratamientos:

e Control: garbanzos sin ningun tipo de tratamiento.

e Pildorado: garbanzos recubiertos con la arcilla caolin y demds aditivos del pildorado,
pero sin indculo de T. harzianum.

e Pildorado con arcilla y T. harzianum: garbanzos pildorados con T. harzianum, adherido

el indculo a las semillas mediante la arcilla y aditivos afiadidos en el proceso industrial.

Cada uno de los tres grupos de semillas con diferente tratamiento se dispuso en dos lineas de
siembra distintas en cada parcela de ensayo. Las semillas con tratamiento de pildorado fueron
sembradas 48 horas tras el proceso industrial. De esta forma, se lograron, en total, cuatro surcos
con semillas de cada tratamiento por parcela de ensayo (12 en total). Las semillas con cada uno
de los tres tratamientos se colocaron en la sembradora con orden: Control — T. harzianum —
Arcilla — Arcilla — T. harzianum — Control. Se eligié esta disposicién para minimizar la influencia
del efecto borde fuera de la parcela sobre los tratamientos de pildorado aplicados, asi como
para no tener que desinfectar las botas de siembra si se hubiera querido cambiar la distribucion
de los tratamientos. Para su mejor comprensién, en la Figura 15 aparece una representacion
esquematica de las lineas de siembra presentes en cada parcela de ensayo, con su respectivo
tratamiento.
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Figura 15. Representacion esquemdtica de cada uno de los tratamientos en las lineas de siembra de la parcela de
ensayo.

Fuente: elaboracion propia.

Para especificar la ubicacién concreta de cada parcela de ensayo, se recurrié al Sistema de
Informacién Geografica QGIS, que utiliza los datos del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castillay
Leén (ITACyL) de mayor actualidad (2022). Con ayuda de este software, se elabord una
composicion (Figura 16, Figura 17, Figura 18, Figura 19) donde se muestra la situacion de cada
parcela del agricultor y el emplazamiento de cada una de las tres parcelas de ensayo contenidas
en cada parcela de agricultor. Las coordenadas de cada una de las parcelas de agricultor se
muestran mds abajo. Sin embargo, se ha de puntualizar que estas correspondieron al centroide
de la figura, es decir, el punto donde reposa el centro de gravedad del poligono geométrico. Por
tanto, las coordenadas del centroide de cada parcela de agricultor fueron:

e Parcela de agricultor 1: 41° 13’ 32,55 N, 5° 29’ 32,59” O.
e Parcela de agricultor 2: 41° 12’ 51,04 N, 5° 31’ 15,44" O.
e Parcela de agricultor 3: 41° 16’ 18,92"" N, 5° 31’ 5,48" O.

A mayores de las coordenadas, se recurrio al registro administrativo del Catastro para tener un
mayor conocimiento de las parcelas donde se ubicaron las experiencias. Las referencias
catastrales y superficie de cada parcela fueron:

e Parcela de agricultor 1:

o Poligono 1, Parcela 348. Referencia Catastral: 49094A001203480000SU.
o Superficie: 11,98 ha.

e Parcela de agricultor 2:

o Poligono 1, Parcela 10446. Referencia Catastral: 49094A001104460000SR.
o Superficie: 4,18 ha.
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e Parcela de agricultor 3

o Poligono 501, Parcela 1150. Referencia Catastral: 49284A501011500000U)J
o Superficie: 10,93 ha.

P

Zamora

‘Nﬂh\“’%

TR

Villamor de los Escuderos

Fuentesatico
La Guarefia

Figura 16. Localizacion de las parcelas de agricultor. (Izda.) Mapa de Espaiia con sus provincias, resaltada en rojo la
provincia de Zamora. (Centro) Comarca de La Guarefia en la provincia de Zamora. (Dcha.) Localizacidn de las
parcelas de agricultor a nivel municipal (puntos rojos)

Fuente: elaboracion propia
1
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Figura 17. Localizacidn de la primera parcela de agricultor (“PARCELA” en el plano) y emplazamiento de las parcelas
de ensayo (“Subparcelas” en el plano) en el dmbito de Fuentesatico (cuadro azul)

Fuente: elaboracion propia
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Figura 18. Localizacion de la segunda parcela de agricultor (“PARCELA” en el plano) y emplazamiento de las parcelas
de ensayo (“Subparcelas” en el plano) en el dmbito de Fuentesatco (cuadro azul).

Fuente: elaboracion propia.

Figura 19. Localizacion de la tercera parcela de agricultor (“PARCELA” en el plano) y emplazamiento de las parcelas
de ensayo (“Subparcelas” en el plano) en el dmbito de Fuentesatco (cuadro azul).

Fuente: elaboracion propia.

4.5.2. Analisis edafico

Con el fin de tener en cuenta la posible influencia del suelo en el estudio, se tomaron datos del
mismo en todas las parcelas de ensayo donde se fuera a sembrar. Para que la muestra pudiera
ser lo mds representativa posible, se cogieron tres submuestras en cada parcela de ensayo. Estas
submuestras se realizaron en forma de diagonal ascendente desde la esquina inferior izquierda
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de la parcela de ensayo. Posteriormente, se mezclaron estas tres tomas en una bolsa para su
analisis conjunto en laboratorio.

Para obtencidn de cada submuestra, se excavd un pequeiio hoyo mediante una azada, con la
cual se profundizé entre 10 — 20 cm de suelo, tomandose después una pequefia cantidad de
suelo a través de una pala de mano. Tras la extraccién y embolsado de las 9 muestras, estas
fueron depositadas en el Centro Tecnolégico Agrario y Agroalimentario (ITAGRA), para su
analisis detallado (Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8, Tabla 9, Tabla 10, Tabla 11, Tabla 12, Tabla 13,
Tabla 14). De este analisis se obtuvieron los resultados que se mostraran en los siguientes
apartados. Aparte del resultado numérico para el parametro medido, también figura una
interpretacion del propio ITAGRA segln la cantidad que presente el nutriente respecto a una
escala del centro.

e Parcela de agricultor 1; Parcela de ensayo A:

o Coordenadas del centroide: 41° 13’ 38,40 N, 5° 29’ 38,02”’ O.

Tabla 6. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 1 A.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 6.42 £+0.11 --- Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.06 mS/cm --- Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 79.72 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 6.28 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 14.00 g/100g --- Densimetro Bouyoucos

Textura ISSS

Franco arenoso

Materia organica

oxidable 0.59 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05
Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard
P asimilable 39.8 +4.4 mg/kg Alto Olsen. PNT-S-04
K asimilable 170 £22 mg/kg Bajo ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 5.7 0.7 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 1.17 +0.18 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.03 meq/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07

N total

0.05 g/100g

Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

e Parcela de agricultor 1; Parcela de ensayo B:

o Coordenadas del centroide: 41° 13’ 35,69” N, 5° 29’ 36,58 O.

Tabla 7. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 1 B.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 5.58 - Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.03 mS/cm --- Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 81.72 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 5.28 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 13.00 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Textura ISSS Franco arenoso - -
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Tabla 7 (cont.). Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 1 B.

Parametros Resultado Interpretacion Método
Mat(ce):(lfd:ﬁ:mca 0.53 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05
Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard
P asimilable 34.2 4.4 mg/kg Alto Olsen. PNT-S-04
K asimilable 141 9 mg/kg Bajo ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 4.7 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 1.66 meq/100g Alto ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.03 meqg/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07
N total 0.05 g/100g Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

e Parcela de agricultor 1; Parcela de ensayo C:

o Coordenadas del centroide: 41° 13’ 34,71” N, 5° 29’ 37,99 O.

Tabla 8. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 1 C.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 5.68 Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.03 mS/cm Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 80.72 g/100g Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 4.28 g/100g Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 15.00 g/100g Densimetro Bouyoucos

Textura ISSS

Franco arenoso

Materia orgdnica

oxidable 0.51 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05
Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard
P asimilable 38.7 +4.4 mg/kg Alto Olsen. PNT-S-04
K asimilable 170 +22 mg/kg Bajo ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 5.4 0.7 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 1.96 meq/100g Normal ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.03 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-07

N total

0.05 g/100g

Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

o Parcela de agricultor 2; Parcela de ensayo A:

o Coordenadas del centroide: 41° 12’ 49,86’ N, 5° 31’ 11,10” O.

Tabla 9. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 2 A.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 5.48 - Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.02 mS/cm --- Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 77.72 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 6.28 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 16.00 g/100g - Densimetro Bouyoucos
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Tabla 9 (cont.). Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 2 A.

Parametros Resultado Interpretacion Método
Textura ISSS Franco arcillo arenoso --- ---
Mat(ce):(lfd:ﬁ:mca 0.37 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05

Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard

P asimilable 20.5 3.4 mg/kg Normal Olsen. PNT-S-04
K asimilable 97 mg/kg Bajo ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 5.8 £+0.7 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 2.81 meq/100g Alto ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.03 meqg/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07

N total 0.04 g/100g Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

e Parcela de agricultor 2; Parcela de ensayo B:

o Coordenadas del centroide: 41° 12’ 47,56” N, 5° 31’ 15,01” O.

Tabla 10. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 2 B.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 5.37 --- Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.02 mS/cm Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 77.72 g/100g Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 5.28 g/100g Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 17.00 g/100g Densimetro Bouyoucos
Textura ISSS Franco arcillo arenoso
Mati;'fd:gfzmca 0.48 g/100g Muy bajo | Volumetria redox. PNT-S-05
Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard
P asimilable 20.5 +3.4 mg/kg Normal Olsen. PNT-S-04
K asimilable 130 9 mg/kg Bajo ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 7.2 £1.0 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 2.96 meqg/100g Alto ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.02 meq/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07
N total 0.04 g/100g Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

e Parcela de agricultor 2; Parcela de ensayo C:

o Coordenadas del centroide: 41° 12’ 53,18"” N, 5° 31’ 18,95” O.

Tabla 11. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 2 C.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 5.66 --- Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.02 mS/cm --- Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 79.72 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 7.28 g/100g - Densimetro Bouyoucos
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Tabla 11 (cont.). Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 2 C.

Parametros Resultado Interpretacion Método

Arcilla ISSS 13.00 g/100g --- Densimetro Bouyoucos
Textura ISSS Franco arenoso - -

Mat(ce):(lfd:ﬁ:mca 0.50 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05

Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard

P asimilable 26.4 4.4 mg/kg Alto Olsen. PNT-S-04

K asimilable 111 ¥9 mg/kg Bajo ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 4.8 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 1.40 £0.18 meq/100g Bajo ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.03 meqg/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07

N total 0.05 g/100g Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

e Parcela de agricultor 3; Parcela de ensayo A:

o Coordenadas del centroide: 41° 16’ 9,15” N, 5° 31’ 2,64"” O.

Tabla 12. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 3 A.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 6.37 £0.11 --- Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.05 mS/cm Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 78.72 g/100g Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 4.28 g/100g Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 17.00 g/100g Densimetro Bouyoucos

Textura ISSS
Materia orgdnica

Franco arcillo arenoso

oxidable 0.73 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05
Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard
P asimilable 58.8 £5.6 mg/kg Muy alto Olsen. PNT-S-04
K asimilable 204 +22 mg/kg Normal ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 9.1 1.0 meq/100g Bajo-Normal ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 1.73 meq/100g Normal ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.02 meq/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07

N total

0.06 g/100g

Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

e Parcela de agricultor 3; Parcela de ensayo B:

o Coordenadas del centroide: 41° 16’ 9,70 N, 5° 31’ 1,77” O.

Tabla 13. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 3 B.

Parametros Resultado Interpretacion Método

pH (1:2,5) * 6.46 +0.11 --- Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.05 mS/cm --- Conductivimetro (1:5)

Arena ISSS 73.72 g/100g - Densimetro Bouyoucos
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Tabla 13 (cont.). Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 3 B.

Parametros Resultado Interpretacion Método
Limo ISSS 4.28 g/100g - Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 22.00 g/100g --- Densimetro Bouyoucos

Textura ISSS

Franco arcillo arenoso

Materia orgdanica

oxidable 0.82 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05
Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard
P asimilable 55.6 +5.6 mg/kg Muy alto Olsen. PNT-S-04
K asimilable 199 +22 mg/kg Normal ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 12.4 +2.9 meq/100g Alto ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 2.91 meqg/100g Alto ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.02 meqg/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07

N total

0.05 g/100g

Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

e Parcela de agricultor 3; Parcela de ensayo C:

o Coordenadas del centroide: 41° 16’ 11,71"” N, 5° 30’ 59,41 O.

Tabla 14. Andlisis fisicoquimico del suelo para la parcela de ensayo 3 C.

Parametros Resultado Interpretacion Método
pH (1:2,5) * 8.09 £0.13 Potenciometria PNT-S-01
Conductividad 0.12 mS/cm Conductivimetro (1:5)
Arena ISSS 70.72 g/100g Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS 5.28 g/100g Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS 24.00 g/100g Densimetro Bouyoucos

Textura ISSS

Franco arcillo arenoso

Materia orgdnica

oxidable 0.71 g/100g Muy bajo Volumetria redox. PNT-S-05
Carbonatos No detectable No detectable Bernard. PNT-S-03
Caliza activa No detectable No detectable Bernard
P asimilable 45.3 4.4 mg/kg Muy alto Olsen. PNT-S-04
K asimilable 132 +9 mg/kg Bajo ICP-OES PNT-S-07
Ca asimilable 24.4 meqg/100g Muy alto ICP-OES. PNT-S-06
Mg asimilable 3.63 meq/100g Alto ICP-OES. PNT-S-06
Na asimilable 0.02 meqg/100g Muy bajo ICP-OES. PNT-S-07

N total

0.07 g/100g

Kjeldahl modificado

Fuente: laboratorio del ITAGRA (2024).

*La determinacién del pH se realizé a una temperatura de 20,7°C.

4.5.3. Andlisis climatico

A mayores del suelo, también se procedid a realizar un analisis de los principales indicativos
climaticos en el entorno de la zona de estudio. Este andlisis fue ejecutado para relacionar el valor
de las variables climaticas con su posible influencia sobre el ensayo. Debido a la escasa
variabilidad de los factores climaticos por la proximidad entre las diferentes parcelas de
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agricultor, se han supuesto los parametros meteoroldgicos como iguales para todas ellas. Estos
valores han sido provistos amablemente por la Delegacion Territorial de la Asociacion Estatal de
Meteorologia (AEMet) en Castilla y Ledn. Los datos pertenecen al observatorio climatico de
Fuentesauco, con coordenadas 41° 14’ 12" N, 5° 28’ 53" O, indicativo “2555B” y situado a 811
m de altitud. La serie de datos abarca el periodo de tiempo del ensayo de campo, desde la ultima
semana de marzo hasta la ultima semana de julio de 2024. Con los datos en bruto, se ha
procedido a elaborar un resumen en el que figuran diferentes pardmetros meteoroldgicos para
periodos temporales de diez dias a fin de simplificar su interpretacion. En el caso del viento, en
cambio, este se expresara mensualmente. Las variables meteoroldgicas que se contemplaron en
este caso fueron:

e Variables térmicas (medidas en °C) (Tabla 15):

o Temperatura maxima absoluta del periodo (T’a).

o Temperatura media de las maximas registradas (T).
o Temperatura media del periodo de tiempo (tm).

o Temperatura media de las minimas (t).

o Temperatura minima absoluta (t'a).

Tabla 15. Cuadro resumen de las variables térmicas durante el ensayo.

MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO

oC a 12 22 3a 12 22 3a 12 22 32 12 a 3a

T'a 24,2 |23,8275]|202|270)|258|304|32,1|27,0]33,1|35,6|355]380
T 15,0 |16,1|22,6|159|19,0|189|24,3|27,0|18,9|28,1|30,5]|30,7|35,0

tm 9,6 11,0 (14,1 9,2 | 12,3 12,7 |16,1 | 19,1 | 16,6 | 20,8 | 21,8 | 22,5 | 25,7
t 4,2 58 | 56 |25 |56 66|78 |11,2| 9,5 |13,5|13,2|14,3|16,5

t'a 1,0 o404 )|-16|18 | 35|43 |6,2 |63 86| 95/|105]|11,6

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de la AEMet.
e Variables pluviométricas (medidas en mm) (Tabla 16):

o Precipitaciéon acumulada en el periodo de tiempo considerado (P).

Tabla 16. Cuadro resumen de las variables pluviométricas durante el ensayo.

MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO
32 12 22 32 12 22 32 12 22 3a 12 a 32
‘ P (mm) 41 16,8 0 8,8 11,2 | 10,8 0 2,6 16,2 | 9,4 0 1 0

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de la AEMet.

e Vientos de la zona (medidos en km/h) (Tabla 17):

Velocidad media del viento.
Velocidad maxima del viento.
Direccion de la velocidad maxima del viento.

Racha de viento maxima mensual.

o O O O O

Direccion de la racha de viento maxima mensual.
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Tabla 17. Cuadro resumen de las variables relacionadas con el viento durante el ensayo.

MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO

Vmed (km/h) 30,9 23,9 24,2 25,0 22,2
Vmax (km/h) 63,0 46,0 40,0 40,0 32,0
Dir. Vmax Suroeste Suroeste Suroeste Suroeste Oeste
Racha ('::‘IIT)e“s"a' 96,0 71,0 58,0 62,0 56,0
Dir. Racha Max Suroeste Oeste Suroeste Oeste Oeste

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de la AEMet.

Para facilitar la interpretacion de los datos numéricos, se aporta un grafico (Figura 20) en el que
se refleja la temperatura media del periodo contemplado y la precipitacién acumulada durante

el mismo.
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Figura 20. Climodiagrama durante el periodo de estudio.

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos de la AEMet.

4.5.4. Preparacion del terreno y siembra

En esta seccidn se describen el conjunto de operaciones que se llevaron a cabo en el terreno
durante el periodo de tiempo previo a la siembra, asi como la propia operacién de sembrado y
las caracteristicas de la misma. Las tres parcelas de agricultor descritas pertenecian a dos
agricultores diferentes, que aplicaron una serie de tratamientos integros en el terreno antes de
la siembra de sus propios garbanzos. Nuestras parcelas de ensayo, emplazadas dentro de estas
parcelas de agricultor, recibieron entonces los mismos tratamientos antes de la siembra que la
parcela del agricultor. Sin embargo, después de la siembra, las parcelas de ensayo no recibieron
ninguna intervencion mas. Las condiciones y trabajos previos a la siembra que se realizaron en
nuestra parcela fueron:

Alumno: Enrique Carrion Molpeceres
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS

Titulacién de Ingenieria Agricola y del Medio Rural 49



Estudio aplicado en campo para el control bioldgico de la rabia del garbanzo de Fuentesatico (IGP) mediante pildorado

con el hongo beneficioso Trichoderma harzianum

4.5.4.1. Cultivos precedentes en la parcela

Es importante conocer los cultivos previos en las diferentes parcelas de agricultor durante los

dos afios anteriores a la siembra de la leguminosa. Se realiza con la finalidad de observar la

posible influencia que pudieran tener los cultivos anteriores al ensayo sobre la extraccién de

nutrientes o la conformacidn del suelo. Se estudian los cultivos de las dos campafias previas a

nuestra siembra:

e Parcela de agricultor 1:

O

O

Hace 1 aio: cebada.

Hace 2 afios: barbecho.

e Parcela de agricultor 2:

@)

O

Hace 1 afio: trigo.

Hace 2 afios: barbecho.

e Parcela de agricultor 3:

O

O

Hace 1 afio: trigo.

Hace 2 aiios: girasol.

4.5.4.2. Preparacion del terreno y labores precedentes del cultivo

En este apartado se exponen de forma cronoldgica las labores realizadas previamente a la

siembra de los garbanzos en las diferentes parcelas de agricultor. Estas labores comprenden la

preparacion del terreno y los tratamientos fitosanitarios.

e Parcelas de agricultor 1y 2:

o O O O O O

12 semana de diciembre: alzado con vertedera.

12 semana de marzo: pase de grada de puas.

22 - 32 semana de marzo: pase de cultivador.

22/03/2024: segundo pase de cultivador.

23/03/2024: siembra de garbanzos, exceptuando nuestra parcela de ensayo.

23/03/2024: tratamiento de herbicida en preemergencia con las materias
activas pendimetalina, a dosis de 2 L/ha y prosulfocar, a dosis de 2 L/ha.

e Parcela de agricultor 3:

o O O O

o

21/12/2023: alzado con vertedera.
20/03/2024: pase de cultivador.
21/03/2024: segundo pase de cultivador.

22/03/2024: tratamiento de herbicida en preemergencia con pendimetalina a
dosis de 1,25 L/ha.

22/03/2024: siembra de garbanzos, exceptuando nuestra parcela de ensayo.

23/03/2024: tratamiento de herbicida en preemergencia con pendimetalina a
dosis de 1,25 L/hay prosulfocar a dosis de 2 L/ha.
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4.5.4.3. Siembra de las parcelas de ensayo

En este epigrafe se detallard el procedimiento de la siembra que se llevd cabo dentro de las
parcelas de ensayo. A partir de este momento, las plantas no recibieron mas tratamientos hasta
la cosecha. La siembra se llevé a cabo durante la mafiana del dia 25 de marzo en las diferentes
parcelas de ensayo mencionadas antes. Para su realizacién, se empled un tractor de 110 CV de
potencia, al que fue acoplado una sembradora monograno equipada con 6 botas de siembra. En
cada una de estas botas de siembra se depositaron las semillas con los tres tratamientos en el
siguiente orden: Control — Control —T. harzianum —T. harzianum — Arcilla — Arcilla. Al depositarse
las semillas con cada tratamiento siempre dentro de la misma bota, cuando se agotaban y se
procedia a rellenar la sembradora con mas simiente, no era necesario desinfectar estas ni
limpiarlas, pues seguian transportando el material vegetal con idéntico tratamiento.

La sembradora, después de cargar las botas de siembra, se encargd de enterrar cada una de las
semillas a una profundidad constante (5 cm aprox.) y con una separacién uniforme (50 cm),
siendo el espaciamiento aproximado entre semillas de la misma linea de 8 cm. Tras abrir el
terreno y depositar la semilla, la propia sembradora se ocupd, mediante unos rodillos calibrados
de enterrarla en el surco de siembra. El mecanismo que utilizé la sembradora para la distribucién
de la semilla fue de tipo neumdtico de succidn. En este sistema, el ventilador de la sembradora
genera un vacio en el dosificador de las semillas. Las semillas son succionadas y se adhieren a
los orificios del disco dosificador, que gira y las lleva a la posicién de siembra. Al espaciamiento
calibrado, el vacio se interrumpe y la semilla cae en el surco en una posicién precisa. Se puede
observar una foto del apero en la Figura 21 y de la separacién de las semillas en la linea de
siembra en la Figura 22:

Figura 21. Sembradora monograno empleada para la siembra de los garbanzos.

Fuente: foto del autor.
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Figura 22. Espaciamiento y profundidad de los garbanzos en el surco de siembra (franja inferior de la fotografia).

Fuente: foto del autor.

Cada parcela estuvo constituida por 12 lineas de siembra, con las plantas pertenecientes a los 3
tratamientos mencionados. Sin embargo, la maquina sembradora Unicamente podia sembrar 6
lineas simultdaneamente. Para cubrir las 12 lineas de siembra, el tractor, una vez completd las
primeras 6 lineas, cambid el sentido y continud con la siguiente tanda dentro de la parcela de
ensayo (Figura 23).

Figura 23. Aspecto de una parcela de ensayo después de realizarse la siembra.

Fuente: foto del autor.

4.5.5. Toma de datos

Los datos comenzaron a tomarse a partir de la nascencia de las semillas, tres semanas después
de la siembra. El espaciamiento entre visitas fue de 3 semanas. Para cada obtencion de datos se
empled una estructura metdlica cuadrada de 1 x 1 m, lo que permitié recoger las variables
referentes a 1 m? de superficie dentro de cada una de las 9 parcelas de ensayo.
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A lo largo de cada par de surcos con semillas del mismo tratamiento, se realizaron 4

lanzamientos aleatorios del marco metélico, midiéndose todas las variables en cada una de ellas.

Se tomaron cuatro variables en total para cada muestra del ensayo. Sin embargo, la medicién

de cada variable no se realizé en todas las visitas. A continuacién, se explican las variables que

fueron tomadas en cada visita:

e 12vijsita:

O

N2 de plantas germinadas: se tomd el nimero de plantulas cuya plimula, al

menos, hubiera emergido por encima de la superficie del suelo.

Altura media de las plantas: de entre todas las plantas emergidas, se seleccioné

aquella representativa de la altura promedio dentro de cada marco metdlico. La

medicién del ejemplar modelo se hizo desde la base hasta el limite superior de

sus hojas en estado erguido.

Estado fenoldgico: mediante un visado general del conjunto de las plantas, se

establecié el estado fenoldgico medio en muestra tomada. Para establecer los

diferentes estadios fenoldgicos de las plantas se empled la escala del GRDC

(2018), donde definen cada uno de los estados fenolégicos de las plantas de

garbanzo (Tabla 18):

Tabla 18. Estadios fenoldgicos de la planta de garbanzo.

Estado vegetativo (Estado V) en garbanzos

Designacion

Estado de
crecimiento

Descripcion

VG

Germinacion

Los cotiledones permanecen subterrdneos dentro de
los tegumentos y proporcionan energia para el
rapido crecimiento primario de las radiculas y

plumula.

VE

Emergencia

La plumula emerge y las dos primeras hojas se
expanden. La primera hoja verdadera tiene dos o
tres pares de foliolos junto con un foliolo terminal.

Vi

Primer nédulo

Las hojas imparipinnadas unidas al primer nédulo
estdn completamente expandidas y aplanadas,
mientras que la primera hoja unida al nédulo
superior empieza a desenrollarse.

V2

Segundo nédulo

La primera hoja unida al segundo nddulo estd
completamente expandida y aplanada, mientras que
la segunda hoja del nddulo superior comienza a
desenrollarse.

V3

Tercer nddulo

La segunda hoja unida al tercer nédulo esta
completamente expandida y aplanada, mientras que
la tercera hoja del nédulo superior comienza a
desenrollarse. La mayor parte del rendimiento de
cosecha se encuentra en las hojas a partir del tercer
nédulo.
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_ Un nddulo se cuenta cuando su hoja se desenrolla y
V(n) Enésimo nodulo sus foliolos estan aplanados.

Estado reproductivo (Estado R) en el garbanzo

En la transicion del estado vegetativo a
reproductivo, un conjunto de flores falsas puede
desarrollarse desde las yemas axilares. Dichas yemas
florales carecen de pétalos verdaderos y usualmente

RO Falsa floracion se desarrollan cuando la floracién es provocada por
una temperatura insuficiente para el desarrollo de
las flores verdaderas, mdas aun cuando hay un alto

contenido de humedad en el suelo.
Aparicién de una yema floral en cualquier nédulo

R1 Inicio de floracidn del tallo principal.

La yema crece, pero aun es estéril. Comienzan a

R2 Apertura del caliz formarse los sépalos.

La polinizacidn ocurre antes de la apertura de la

R3 Antesis yema floral.

R4 Apertura de pétalos Los pétalos se extienden para formar la flor.

La flor colapsa y los pétalos se secan, doblandose el
R5 Colapso de la corola pedunculo. Por eso, la vaina en desarrollo
normalmente cuelga debajo de su hoja subyacente.

R6 Inicio de la vaina Existe una vaina en algun nudo del tallo principal.

Hay alguna vaina completamente expandida que se
R7 Vaina completa adecua a las dimensiones caracteristicas de la
variedad.

Hay alguna vaina completamente expandida en la
RS Inicio del semillado que el crecimiento interno de la semilla es visible
cuando esta es cortada transversalmente.

Hay alguna vaina con el espacio aparentemente

RS Llenado de la semilla lleno por las semillas cuando esta verde.
Alguna vaina del tallo principal empieza a tornarse

R10 Comienzo de madurez amarillenta.

R11 50% de vainas El 50 % de las vainas de la planta estdn maduras.

doradas

El 90 % de las vainas de la planta estdn maduras,
o .
R12 90% de vainas normalmente tras 140 — 200 dias después de la
doradas siembra, dependiendo de la variedad y la estacién.

Fuente: GRDC (2018).

e 22 33 43y 53 yijsita:

o Altura media de las plantas

o Estado fenoldgico
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o Estado sanitario: para evaluar el estado sanitario de las plantas se recurrié a dos
variables diferentes:

= Incidencia: reflejé el % de plantas afectadas por fitopatologias fungicas.
Para su medicidn, se calculd el porcentaje de afeccidon respecto al total
de plantas de la muestra. Se tomaron dos indices de esta misma
variable:

v Incidencia de rabia: Unicamente se tomd el porcentaje de plantas con sintomas visibles

de rabia respecto al total.
v Incidencia de enfermedades: se anoté la totalidad de plantas con sintomas de infeccién
por cualquier patologia, incluida la rabia, respecto al total.

= Severidad: esta magnitud se definié Unicamente para aquellas plantas
infectadas por rabia. Hizo referencia al grado de afeccién de la planta.
Para su definicién, primeramente, se establecid una escala de dafos
segun los sintomas que presentasen los individuos afectados (Figura
24). Esta escala abarca desde el 0 hasta el 3 y constituiria los siguientes
niveles de ataque:

<

Nivel 0: la planta no tiene sintomas visibles.

v' Nivel 1: la planta tiene sintomas observables en las hojas (manchas necréticas). Las
manchas existentes poseen forma orbicular o elipsoidal.

v" Nivel 2: la planta tiene sintomas observables en el tallo y/o comienza la defoliacién. Las
manchas son redondeadas o alargadas, de color pardo.

v Nivel 3: rotura del tallo debido a la estrangulacidn causada por la mancha necrética.

Figura 24. Niveles de severidad (0-3) de A. rabiei sobre sobre la planta de garbanzo.

Fuente: elaboracion propia.

Alumno: Enrique Carrién Molpeceres
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS

Titulacion de Ingenieria Agricola y del Medio Rural 55



Estudio aplicado en campo para el control bioldgico de la rabia del garbanzo de Fuentesatico (IGP) mediante pildorado
con el hongo beneficioso Trichoderma harzianum

Conociendo la escala de dafios de A. rabiei, se expone la férmula necesaria para calcular el indice
de Severidad Media (DS, por sus siglas en inglés) (Fernandez-San Millan et al., 2022). Este indice
es necesario para calibrar la intensidad de ataque del hongo en la estadistica de los datos
tomados.

»(c-i
Ds = =<9 . 100
N-lmax
Siendo C el numero de plantas en cada grado de la escala de dafios, i el valor en la escala de
dafios, imax €l valor mas alto de la escala de dafios y N el nimero total de plantas examinadas.

e 62 visita:
o Estado sanitario de la enfermedad

= |ncidencia de rabia e incidencia de enfermedades.

= Severidad

Como se menciond al inicio, para la medicién de las variables en campo se hicieron seis visitas
periddicas cada 3 semanas, con observacion directa de cada muestreo tomado. Estas visitas
comprendieron desde la germinacién de las plantas hasta la cosecha de las mismas, coincidiendo
esta ultima con la 42 semana de julio.

4.6. ESTUDIO DE PRODUCCION

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el impacto sobre la produccién que tiene la
aplicacién de T. harzianum en las semillas de garbanzo respecto a los otros dos tratamientos
aplicados.

4.6.1. Procedimiento experimental

Después de que las plantas alcanzaran la madurez, la 42 semana de julio se procedid a su
cosecha. Para estimar la produccion de las plantas segun el tratamiento recibido en la siembra,
se realizaron una serie de muestreos con el marco metdlico de 1 m2. Al igual que antes, se lanzé
este marco al azar 2 veces en cada par de lineas de siembra con homélogo tratamiento. En cada
muestreo se arrancaron manualmente todas las vainas de las plantas ubicadas dentro del cuadro
metalico, asi como aquellas semillas caidas dentro del mismo. Cada una de las muestras tomadas
fue introducida en una bolsa y etiquetada para su posterior analisis.

Posteriormente, el contenido de cada una de las bolsas se extendid por separado en el suelo de
un exterior sobre periddicos, para que se secara totalmente. Transcurridos dos dias, se
recogieron por separado cada una de las muestras ya secas, para cribar los granos del resto de
impurezas. En esta operacion de trillado, primeramente, se dispuso el contenido de cada bolsa
hermética en un tamiz de luz estrecha, pisandose, a continuacién, para romper las vainas y
extraer los garbanzos. Posteriormente, para separar los granos de la paja, se aplico aire con un
compresor. Seguidamente, se transfirieron los garbanzos de cada muestra a una balanza para
medir su masa, obteniéndose la produccién por hectarea. Por ultimo, se obtuvo el nimero de
semillas de cada muestra con ayuda de un contador automatico de semillas.
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4.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos, tanto de los ensayos de laboratorio, que incluyen produccidn y medicién
de la viabilidad del inéculo, como de campo, que engloban caracteristicas fisioldgicas y
sanitarias, asi como produccién de la planta, fueron procesados empleando el lenguaje de
programacion R (The R Project for Statistical Computing). Para evaluar las variables obtenidas
en cada uno de estos ensayos, se utilizd el andlisis de la varianza (ANOVA), y un test de
comparaciones multiples. Con este fin, previo al andlisis ANOVA, fue necesario verificar que se
cumplian las condiciones de normalidad y homogeneidad de la varianza, a través de los Test
Shapiro y Barlett, respectivamente. En aquellas ocasiones donde se cumplieron tanto
normalidad como homocedasticidad, se llevé a cabo un ANOVA cldsico de un factor y un test
HSD Tukey para las comparaciones multiples.

Sin embargo, para aquellos factores donde no se cumplieron ambas premisas, fue necesaria la
aplicaciéon de métodos robustos (Garcia-Pérez, 2010). Concretamente, se realizd un andlisis
ANOVA no paramétrico y un test de comparaciones multiples empleando el procedimiento
generalizado de Welch, con un recorte de colas de 0,1. A tal efecto, se utilizé el paquete Wilcox
Robust Statistics (WRS2), implementado en el lenguaje de programacion R.
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5. RESULTADOS

5.1. ENSAYOS DE LABORATORIO

5.1.1. Ensayo de produccién del inéculo

Los datos analizados no mostraron normalidad en su distribucion. No obstante, si manifestaron
homogeneidad en sus varianzas (Barlett’s K-squared = 14,15; p = 0,08). El andlisis ANOVA no
paramétrico expuso la existencia de diferencias significativas en la produccién de esporas
asociadas a cada una de las especies de semillas testadas (Fwe = 67,04; p < 0,001). En concreto,
el test de comparaciones multiples reveld diferencias significativas entre la produccidon de
esporas en guisante respecto el resto de las semillas, siendo este el que produjo menor cantidad
de esporas (8,00-107 esporas/g de semilla). La produccidn de esporas en el resto de las semillas
no tuvo diferencias significativas, a excepcién de la avena, la cual produjo una cantidad de
esporas significativamente superior respecto al resto de los sustratos (7,30-10% esporas/g de
semilla) (Figura 25).
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Figura 25. Numero de esporas de T. harzianum por gramo de semilla. Distintas letras indican diferencias
significativas entre los sustratos testados.

Como se expuso en el apartado 4. Materiales y Métodos, tras conocer que el sustrato sobre el
que se produjeron mayor cantidad de esporas fue la avena, se decidié emplear esta para la
produccién masiva de conidios en bolsas, las cuales abarcaban mayor cantidad de semillas
debido a sumayor tamafo y, por tanto, una generacion superior de esporas. Después de realizar
este ensayo, se obtuvo una produccién media de 4,98:108 esporas/g de semillas, con una
desviacion tipica de 2,89 -108 esporas/ g de semillas.

5.1.2. Ensayo de viabilidad del inéculo

Para la interpretacion de resultados en el presente ensayo, se opté por tomar la disoluciéon
seriada con mayor concentracién de conidios viables/g de garbanzo. Sin embargo, debido a que
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en las 2 primeras semanas el nimero de conidios fue calificado como incontable por su
inabarcable cantidad, se optd por recurrir a la disolucidon seriada mas concentrada en la que
existieran datos cuantificables desde la primera semana. Debido a esto, se selecciond la dilucidn
con concentracidon 1:10.000 respecto a la disolucidn madre original para la evaluacion del
numero de conidios viables de T. harzianum/g de garbanzo. A partir de estos datos, se calculd
el promedio y desviacidn tipica en cada una de las 4 réplicas, y se descartaron aquellos datos
extremos andmalos que pudieran distorsionar los resultados (Figura 26).

Durante las dos primeras semanas, se produjo una disminucidn sostenida en el nimero de
conidios viables de T. harzianum/g de garbanzo, pero sin diferencias estadisticas significativas.
Posteriormente, entre la 22 y la 32 semana del ensayo se produjo un descenso significativo
brusco en la produccién de esporas, pasando de 5,75-108 conidios viables de T. harzianum/g de
garbanzo en la semana 2, a 1,25-107 conidios viables de T. harzianum/g de garbanzo en la
semana 3. La cantidad de esporas generadas continud disminuyendo hasta la semana 5, en la
cual se produjo un pequeno aumento, aunque no constituyé una diferencia significativa. Por
ultimo, entre lasemana 5y la 6 se volvié a producir un descenso brusco en el nimero de conidios
viables de T. harzianum/g de garbanzo, aprecidndose una diferencia significativa al pasar de
1,50-107conidios viables de T. harzianum/g de garbanzo a 1,68:10° conidios viables de T.
harzianum/g de garbanzo. Después de la semana 6, dado el bajo nimero de conidios viables, se
decidio suspender los ensayos al ser la capacidad de reproduccidn del inéculo muy escasa
(Figura 26).
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Figura 26. Evolucion en el nimero de conidios viables de T. harzianum por gramo de garbanzo. Distintas letras
indican diferencias significativas entre semanas de medicion de la viabilidad.

5.2. ENSAYOS DE CAMPO

5.2.1. Nascencia de las semillas

A las 3 semanas de la siembra, en la parcela de agricultor 1, se constaté la homogeneidad de
varianzas (Barlett’s K-squared = 2,72; p = 0,26), aunque no todos los datos siguieron una
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distribucidn normal. El analisis ANOVA no paramétrico mostré diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos aplicados (Fwe = 8,65; p < 0,001). Concretamente, se produjeron
diferencias significativas entre las semillas inoculadas con T. harzianum respecto a los otros dos
tratamientos, evidenciando una menor tasa de germinacién en las semillas tratadas con el
hongo respecto al control y las semillas recubiertas con arcilla. En el resto de las parcelas, a pesar
de presentar una tendencia similar a la mencionada, la germinacidn no experimenté diferencias
significativas en los resultados. Transcurridas 6 semanas de la siembra, ninguna parcela mostré
diferencias significativas en el andlisis de sus resultados, a pesar de que en la parcela 1 el valor
p se encontré proximo a 0,05 (p = 0,13) (Figura 27).
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Figura 27. Nascencia de las semillas (n® plantas germinadas/m?) a las 3 semanas (A) y 6 semanas de la siembra (B)
en cada parcela de agricultor. Distintas letras indican diferencias significativas dentro de una misma parcela de
agricultor.

5.2.2. Altura de las plantas

En esta variable, las Unicas diferencias significativas apreciables acontecieron transcurridas 3
semanas tras la siembra, en la parcela de agricultor 1. En este caso, los datos no mostraron una
distribucidn normal, aunque si presentaron homogeneidad en sus varianzas (Barlett’s K-squared
=3,79; p=0,15). Tras la realizacién del ANOVA no paramétrico, se pudieron apreciar diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados (Fwe = 3,55; p = 0,039), concretamente entre la
arcilla y el control, por la mayor altura de las plantas con recubrimiento de arcilla respecto a
aquellas del control. En las demas parcelas de agricultor también se tomo la altura media de las
plantas, pero en ninglin caso se aprecié que hubiera diferencias significativas entre los
resultados obtenidos. De forma similar ocurrié tras 6, 9, 12 y 15 semanas de producirse la
siembra, puesto que, aunque se acudid en estas cuatro ocasiones mds para la toma de datos,
los andlisis estadisticos mostraron la inexistencia de diferencias significativas entre la altura de
las plantas con distintos tratamientos en la semilla, evidenciando la homogeneidad en este
parametro (Figura 28).
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Figura 28. Altura de las plantas (cm) a las 3 semanas (A), 6 semanas (B), 9 semanas (C), 12 semanas (D) y 15
semanas (E) desde la siembra en cada parcela de agricultor. Distintas letras indican diferencias significativas entre
los tratamientos dentro de una misma parcela de agricultor.

5.2.3. Estado fenoldgico de las plantas

El estado fenoldgico de las plantas no recibié un estudio estadistico de sus datos al tener un
componente cualitativo y ser dificilmente interpretable desde el punto de vista aritmético. Sin
embargo, para poder facilitar su analisis de forma visual, se optd por transformar la escala
fenoldgica a una escala numérica facil de comprender. Los valores de esta escala progresaron
de forma ascendente desde el primer estadio medible (VG), que se correspondié con el valor 0,
hasta el valor V18, considerado el tltimo de la escala vegetativa en nuestro caso, y equivalente
al valor 18 de la escala numérica. Posteriormente, se inicid la fase reproductiva RO en el valor
19, aumentando linealmente segln progresaron los diferentes estadios, de acuerdo con la Tabla
18.

Al no existir un analisis estadistico de los datos, las diferencias que se sefialaron Unicamente se
obtuvieron a través de los datos transformados y su visualizacién grafica (Figura 29). Esta
evolucidn en el estado fenoldgico fue ascendente de forma continuada en todas las parcelas
visitadas a lo largo del tiempo, con muy pocas diferencias apreciables. Estas diferencias fueron
mas patentes en las primeras visitas, donde pudo apreciarse un avance inicial mas rapido de las
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plantas tratadas con T. harzianum, mas notable en la parcela de agricultor 2. Sin embargo, el
estado fenoldgico progresé de forma casi idéntica con los distintos tratamientos aplicados, pues
las variaciones entre estos fueron practicamente imperceptibles, y se homogeneizaron casi
totalmente a partir de las 9 semanas tras la siembra (Figura 29).
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Figura 29. Evolucion en el estado fenoldgico de las plantas a las 3 semanas, 6 semanas, 9 semanas, 12 semanas y 15
semanas desde la siembra en la parcela de agricultor 1 (A), 2 (B) y 3 (C).

5.2.4. Estado sanitario de las plantas

5.2.4.1. Incidencia

El andlisis estadistico de los datos correspondientes a la incidencia de la rabia sobre las plantas
de garbanzo no mostrd diferencias significativas en ninguna de las cinco visitas que se hicieron
desde la 62 a la 172 semana del cultivo, dentro de cada una de las parcelas de agricultor
contempladas. Los niveles de significacion mas bajos se encontraron a las 12 semanas de
producirse la siembra, concretamente en las parcelas de agricultor 1y 2, donde el valor de p fue
de 0,09 y 0,07, respectivamente. Sin embargo, al ser p > 0,05, estas diferencias no pudieron
considerarse significativas (Figura 30).
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Figura 30. Incidencia de rabia (%) a las 6 semanas (A), 9 semanas (B), 12 semanas (C), 15 semanas (D) y 17 semanas

(E) desde la siembra en cada parcela de agricultor. Distintas letras indican diferencias significativas entre los

tratamientos dentro de una misma parcela de agricultor.

5.2.4.2. Severidad

El analisis estadistico de los datos relativos a la severidad de la enfermedad en las plantas

tampoco arrojo diferencias estadisticas significativas en los resultados obtenidos, a pesar de

haberse realizado 5 visitas durante todo el ciclo de cultivo. De forma similar a la incidencia de la

rabia, se produjeron algunos casos en los que el nivel de significacién de los datos se aproximé

a 0,05. Al igual que sucedid con la incidencia, a las 12 semanas de producirse la siembra el valor
p fue de 0,08 en la parcela de agricultor 1,y de 0,051 en la parcela de agricultor 2. En estos casos
0,05 < p < 0,10, mas las diferencias se consideraron irrelevantes y no fueron tenidas en cuenta

por no presentar significacion suficiente (Figura 31).
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Figura 31. indice de Severidad Media de las plantas infectadas con rabia a las 6 semanas (A), 9 semanas (B), 12
semanas (C), 15 semanas (D) y 17 semanas (E) desde la siembra en cada parcela de agricultor. Distintas letras
indican diferencias entre los tratamientos dentro de una misma parcela de agricultor.

5.2.4.3. Enfermedad total

Bajo esta denominacion se aglutind a todas aquellas plantas que mostraron alguin sintoma de
patologia (tanto rabia como cualquier otra) dentro del conjunto total analizado. Se calculd
mediante la suma de porcentajes de las plantas afectadas por rabia, junto con aquellas que
mostraron sintomas de otras enfermedades diferentes a la rabia.

Unicamente se apreciaron diferencias estadisticas significativas a las 9 semanas tras la siembra,
concretamente en la parcela de agricultor 1. En este caso, los datos no presentaron normalidad
en su distribucidn, aunque si se aprecié homogeneidad en las varianzas estudiadas (Barlett’s K-
squared = 3,54; p=0,17). Tras realizarse el ANOVA no paramétrico, se pudo apreciar la existencia
de diferencias significativas entre los datos (Fwe =5,81; p = 0,006). En concreto, después de
realizarse el test de comparaciones multiples, se obtuvo que dichas diferencias se dieron entre
las plantas tratadas con arcilla respecto a aquellas que se inocularon con T. harzianum,
existiendo una afectacidn menor de enfermedades en estas ultimas. Posteriormente, al igual
que en las variables anteriores, no se apreciaron diferencias significativas entre los tratamientos
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aplicados, a pesar de que se hicieron 5 visitas en cada una de las tres parcelas. Nuevamente, se
dieron algunos casos en que los ANOVAs realizados para el resto de las visitas expusieron niveles
de significacién bajos. En concreto, el valor p fue de 0,056 a las 12 semanas de producirse la
siembra en la parcela de agricultor 1, y de 0,08 a las 9 semanas de producirse la siembra en la
parcela de agricultor 2. Sin embargo, al ser p superior al valor 0,05, las diferencias estadisticas
no fueron significativas y, por tanto, no aportaron datos concluyentes sobre el ensayo. Por
ultimo, es importante mencionar que los datos pertenecientes alas 12, 15y 17 semanas después
de producirse la siembra presentaron muy poca variabilidad, siendo incluso nula en
determinados casos, por lo que los datos pertenecientes a la ultima visita no fueron
representados graficamente. Este fendmeno se produjo debido a que, en las ultimas visitas, la
afectacién de las plantas por enfermedades fue muy alta para todos los tratamientos aplicados,
apreciandose una gran homogeneidad en las varianzas resultantes del andlisis de sus datos. Esto
provoco el error en el programa R, por lo que no fue posible realizar su andlisis (Figura 32).
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Figura 32. Plantas enfermas sobre el total (%) a las 6 semanas (A), 9 semanas (B), 12 semanas (C), 15 semanas (D) y
17 semanas (E) desde la siembra en cada parcela de agricultor. Distintas letras indican diferencias entre los
tratamientos dentro de una misma parcela de agricultor.

5.2.5. Estudio de la produccion

Como se expuso en el apartado 4.6.1, la produccién fue medida en rendimiento (kg/ha) y
rendimiento de granos (n2 de granos/m?2). Por tanto, el analisis estadistico se realiz6 teniendo
en cuenta ambas mediciones, las cuales nos permitieron cuantificar la produccién del cultivo.

En la primera parcela de agricultor, tanto el rendimiento como la cantidad de granos/m?

mostraron normalidad en los datos analizados. Sin embargo, no existi6 homogeneidad en sus
varianzas (Barlett’s K-squared = 7,84; p = 0,02 y Barlett’s K-squared = 11,36; p = 0,003,
respectivamente), por lo que se debid aplicar un ANOVA no paramétrico en ambos casos. Los
analisis ANOVA realizados mostraron diferencias estadisticas significativas, tanto en el caso del
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rendimiento (Fwe = 13,13; p<0,001), como del rendimiento de granos/m? (Fwe = 13,09; p < 0,001).
En concreto, tras los test de comparaciones multiples, se evidencié una produccién muy superior
de las plantas tratadas con T. harzianum respecto a las semillas pildoradas con arcilla y el control
(semillas sin tratar). Este incremento de produccion en las plantas inoculadas con T. harzianum
respecto a arcilla y control fue de entre un 100-115% para el rendimiento, respectivamente, y
de entre el 95-105% para el rendimiento en granos (Figura 33).

En la segunda parcela de agricultor, rendimiento y rendimiento de granos mostraron tanto
normalidad como homogeneidad de los datos analizados (Barlett’s K-squared =1,18; p = 0,55 y
Barlett’s K-squared = 1,50; p = 0,47, respectivamente). Los ANOVAs realizados revelaron
nuevamente la existencia de diferencias significativas en los datos correspondientes a la
produccidn, tanto en redimiento (F= 27,12; p < 0,001), como en rendimiento de granos (F =
24,27; p < 0,001). El analisis post-hoc de Tukey mostré la importante diferencia de produccion
entre las plantas tratadas con T. harzianum respecto a aquellas del control, o las tratadas con
arcilla. El incremento del rendimiento de las plantas inoculadas con T. harzianum fue del 80 %
respecto a las tratadas con arcilla, y del 92 % en comparacion con el control. En el caso del
rendimiento de granos, las plantas inoculadas produjeron un aumento del 73 % respecto a las
pildoradas con arcilla, y del 89 % en comparacién al control (Figura 33).

En la tercera parcela de agricultor, los datos relativos a rendimiento del cultivo y n2 de granos/m?

no mostraron normalidad en su distribucidn, ni tampoco homogeneidad en la distribucién de
sus varianzas (Barlett’s K-squared = 16,19; p < 0,001 y Barlett’s K-squared = 15,81; p < 0,001). El
analisis ANOVA no paramétrico mostré la existencia de diferencias significativas en el andlisis de
los valores del rendimiento (Fwe = 14,86; p < 0,001) y del rendimiento de granos (Fwe = 11,45; p
= 0,001). En concreto, a través del test de comparaciones multiples, se observé una clara
diferencia de produccién entre las plantas inoculadas con T. harzianum respecto a aquellas
pildoradas con arcilla, tanto en rendimiento (97 %) como en rendimiento de granos (83 %),
mostrando el tratamiento con arcilla una produccién inferior (Figura 33).
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Figura 33. Rendimiento (kg/ha) y rendimiento en granos (granos/m2) de cada parcela de agricultor.
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6. DISCUSION

6.1. ENSAYOS DE LABORATORIO

En el ensayo de produccion de inéculo se buscé estudiar el sustrato sobre el que se produjeran
mayor cantidad de esporas, con la finalidad de valorar cual de ellos seria el mas util para una
produccién econdmica a gran escala, a la par que se creaba valor en un subproducto de la
industria de las semillas. Gracias a esto, se conseguiria reutilizar un residuo de la industria
seleccionadora de semillas, dotandolo de un valor econémico para la empresa y evitando asi su
desperdicio al tener utilidad y poder generar nuevos ingresos. Gran parte de los ensayos
realizados con T. harzianum y su produccidn masiva han sido ejecutados en paises de clima
tropical, por lo que resulta complicado encontrar informacién en lo relativo a la produccion de
T. harzianum sobre sustrato perteneciente a plantas de latitudes mas templadas (Bhagat and
Sitasu, 2007; Jegathambi et al., 2010; Yadav, 2020).

En el presente estudio, unicamente mostraron diferencias significativas dos especies de
semillas: guisante y avena. En el caso del primero, este quedd descartado para la produccion
masiva de esporas de T. harzianum, pues dado el bajo nimero en comparacion con el resto no
es util con el propdsito buscado. En cambio, la avena demostrd ser el sustrato con mayor
produccién de esporas de T. harzianum transcurridos 7 dias de la inoculacién, doblando la
produccién respecto a la especie de semillas con la segunda mayor produccidn, el trigo duro. Es
posible que, de haberse mantenido mas dias de incubacidn fungica, especies con producciones
menores lograran incrementar hasta producir diferencias significativas. Otros factores externos
también podrian haber interferido con la esporulacién, pero dado que las muestras se
encontraban en condiciones controladas dentro de la cdmara de cultivo (T2 = 28 °C y oscuridad
continua), se descarta que en el presente ensayo pudieran tener relevancia.

Aungue no se encontraron resultados de los sustratos estudiados, si se localizaron productos
similares para poder compararlos. Por ejemplo, Sala et al. (2021) obtuvieron, tras 5-6 dias desde
lainoculacién con T. harzianum, una produccién de 7,5-10° conidios/g de sustrato para el bagazo
de cebada, mientras que en la paja de trigo la produccidn fue de 2,5-10° conidios/g de sustrato.
Los ensayos fueron realizados en condiciones similares a las nuestras, por lo que nuestra
produccién es, en comparacion, bastante inferior, incluso si lo comparamos con la produccién
de conidios obtenidos de la avena. Sin embargo, otros investigadores encontraron resultados
mas similares a los nuestros, como Mishra (2016), que encontrd que el bagazo de trigo produjo
2,1-108 conidios/g de sustrato 14 dias después de producirse la inoculacién, o Bhagat y Sitasu
(2007), que obtuvieron una produccién de 1,04-108 esporas/g de sustrato tras 15 dias desde la
inoculacién. Este Ultimo autor también obtuvo una produccién de 9,1-107 esporas/g de sustrato.
Estos resultados se encuentran mas préximos a los 3,5-108 conidios/g de sustrato de trigo
blando, que resulté ser el mas similar a los mencionados.

Otro ejemplo de sustrato para la produccion de T. harzianum fue la cédscara de maiz, donde
Yadav (2020) encontrd una concentracion de 1,2-10% conidios de T. harzianum/g de sustrato tras
14 dias de incubacion. Dabire et al. (2023), en cambio, descubrié una concentracién de 2,97-10%°
esporas de T. harzianum/g de sustrato 7 dias después de realizarse la inoculacién. También se
realizaron ensayos de T. harzianum con cascarilla de arroz, donde se encontraron 9,1-10’
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conidios/g de sustrato tras 15 dias de inoculacién (Bhagat & Sitasu, 2007), o 5-10° esporas/g de
sustrato después de 14 dias de la inoculacién (Yadav, 2020). Asimismo, se encontraron
experiencias en paja de sorgo, donde se contabilizé una concentracién de 3,1-108 esporas de T.
harzianum/g de sustrato tras 7 dias de incubacién, o en salvado de leguminosas, donde se
registré una concentracién de 7,1-:107 conidios de T. harzianum/g de sustrato a los 15 dias de
ocurrir la inoculacidn.

Segun lo descrito previamente, la maxima produccion de conidios se dio en avena, que alcanzé
una concentracion de 7,3-108 esporas/g de semillas, mientras que el ensayo posterior en bolsas
reunid una concentracion media total de 4,98-10% esporas/g de semillas. Si lo comparamos con
los resultados de estudios anteriores, a pesar de no tener el mismo sustrato de referencia, la
produccién de esporas se considera elevada respecto a buena parte de los resultados anteriores.
Por el contrario, otros ensayos como el de Sala et al. (2021) y Dabire et al. (2023) muestran una
produccién bastante superior a la nuestra, lo cual podria deberse en parte a la mayor
concentracién de indculo aplicada, pues Dabire et al. (2023) aplicaron una disolucidn inicial con
concentracion de 108 esporas/mL, frente a la nuestra, que varié entre 1 0 3 mL de disolucién con
107 esporas/mL para bolsas y botes, respectivamente. También es posible que el formato de
inoculacién influyera en la esporulacién y fueran mas convenientes formatos de mayor
capacidad, como bandejas plasticas, para conseguir una mayor cantidad de esporas por gramo
de sustrato. Segun lo mencionado anteriormente, la influencia de las condiciones ambientales
para la esporulacion se descarto al haber sido mantenidas en cdmara de cultivo.

La variabilidad de resultados anterior evidencia la necesidad de investigar mas en este ensayo
con la finalidad de obtener conclusiones mas certeras que permitan contrastar con las
existentes. Por lo tanto, seria aconsejable la realizacién de nuevas experiencias con un mayor
numero de repeticiones para afianzar los resultados que se obtuvieran, dada la importancia para
aclarar estos estudios.

Ademas, la produccién de conidios de T. harzianum mediante los restos de clasificacién de una
planta seleccionadora de semillas constituye una importante oportunidad, tanto para la
empresa seleccionadora como para el dmbito agricola regional, pues permite generar un nuevo
insumo beneficioso para los cultivos, a la vez que evita los efectos dafinos de los fitosanitarios,
tanto para el ser humano, como para el medio ambiente. Aparte de la creacién de valor para la
propia empresa, este proceso tiene una serie de ventajas, como lo es el importante ahorro
econdmico en la obtencién de inéculo de T. harzianum, puesto que los medios de cultivo de este
hongo tienen un valor considerable y, por tanto, resulta inviable su empleo para la produccion
a gran escala. A mayores, se limitaria el empleo de productos sintéticos en la obtencion del
indculo, a la vez que se genera un insumo ecoldgico que puede ayudar a mejorar el rendimiento
de nuestro cultivo, evitando los efectos nocivos de fitosanitarios y fertilizantes de sintesis. Todo
ello repercutiria positivamente también en la empresa seleccionadora, pues se generaria un
valor afladido al producir el sustrato de un bioinoculante que pudiera estar en auge en los
proximos afos, y en una zona en la que la principal materia prima (cereales y leguminosas) se
encuentra muy disponible por el amplio cultivo de cereales y leguminosas en la regién.

El estudio de viabilidad mostré que el recubrimiento de T. harzianum con el resto de aditivos
presentd una viabilidad buena las dos primeras semanas respecto al conteo original,
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disminuyendo bruscamente a partir de la tercera. Hasta la sexta semana, la viabilidad se
mantuvo baja, pero aceptable. Sin embargo, en adelante esta fue minima y no se siguid
estudiando. Se desprende, por lo tanto, que la capacidad de multiplicacién de T. harzianum fue
muy buena las dos primeras semanas, aceptable hasta la sexta semanay practicamente inviable
a partir de entonces. Por lo tanto, este formato de inoculacién de T. harzianum permite que no
sea necesario sembrar instantdneamente tras el proceso de pildorado, pero no admite un
almacenamiento en el largo plazo, pues la capacidad de multiplicacién del hongo es casi nula a
partir de la sexta semana. Autores como Prasad et al. (2002) exponen que la minima
concentracién de esporas recomendada para garantizar la capacidad de multiplicaciéon de
indculos es de 10° esporas/g. Estos mismos autores llevaron a cabo una experiencia en la que
mezclaron los conidios secos de T. harzianum con caolin en proporcién 1:2 y goma de acacia, y
conservaron esta mezcla en bolsas de polietileno cerradas. La concentracién inicial de inéculo
fue de 108 esporas/g, y no varié durante los primeros 30 dias. A los 180 dias de iniciarse el
experimento, los niveles de indculo siguieron manteniéndose por encima de 10° esporas/g, por
lo que siguieron siendo viables. Aunque el nimero de conidios inicial es similar al nuestro, los
resultados de Prasad et al. (2002) contrastan con los obtenidos, pues en su caso, la viabilidad se
mantiene de forma mas continuada y prolongada en el tiempo respecto a la nuestra. En otro
ensayo, Bhai (2020) mezclé una suspensién de Trichoderma spp. con alginato de sodio 0,6% en
proporcién 1:4, y obtuvo que, tras seis afios, la viabilidad de Trichoderma spp. seguia siendo
adecuada, pues era capaz de inhibir patégenos como F. oxysporum en una magnitud muy similar
a antes de ser conservada.

Ambos ensayos demuestran la elevada capacidad de preservaciéon de los conidios durante largos
periodos de tiempo si los formatos son adecuados. Es posible que, en nuestro ensayo, por tanto,
las condiciones de conservacion no hayan sido las dptimas y, por tanto, la viabilidad se vea
fuertemente mermada tras dos semanas de su aplicacidn. Segun Fernandez-Sandoval (2012), la
duraciéon minima de la viabilidad en un producto comercializado debiera ser de 1-2 afios, por lo
qgue nuestro indculo se encontraria muy alejado de esta estimacidn, y, por tanto, de poder
comercializarse sin ninguna modificacidn. Otra posibilidad es que el producto se deteriore mas
rapidamente en contacto con el garbanzo, por lo que podria ser conveniente conservar la mezcla
de T. harzianum vy el resto de aditivos de forma hermética, y pildorar los garbanzos cuando se
fuera a usar, lo que podria minimizar el deterioro de la viabilidad y potenciar la capacidad de
conservacién del producto.

6.2. ENSAYOS DE CAMPO

En lo relativo a la edafologia, se estudié fundamentalmente la influencia de los niveles de P y K,
debido a la importante demanda que la planta tiene de estos (Del Moral et al., 1994). Aunque
cabria esperar mayor crecimiento y rendimiento en aquellas parcelas donde el contenido de P
es mayor, en nuestro ensayo no se cumplio dicha suposicidn, pues la parcela con mayor cantidad
de P asimilable fue aquella con menor produccion. En contraposicién a nuestros resultados,
Tripathi et al. (2013) registraron un incremento de hasta el 10% en la altura y del 50% en el
rendimiento de las plantas tratadas con 90 kg/ha de P respecto a aquellas del control. En lo
relativo al K, la tendencia observada fue igual que en el P, pues la parcela de agricultor 3, con los
contenidos mas altos de este mineral, registré las menores producciones de la campaiia. Sin
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embargo, Ali et al. (2007) corroboraron un aumento de hasta un 25 % de la altura y de hasta un
75 % en el rendimiento en aquellas parcelas tratadas con 150 kg K,O/ha respecto a aquellas del
control.

Ambos ensayos contradicen nuestra suposicion inicial, pues en nuestro caso, pareciera que un
incremento en la disponibilidad de estos minerales asimilables no se traduce en mayores
crecimientos o producciones. Sin embargo, de acuerdo con la Ley del minimo de Liebig (Liebig,
1840), es posible que exista alguin nutriente limitante que impida una producciéon mayor de las
plantas, por lo que la esta uUltima no incrementaria sin el aumento de la disponibilidad de este
nutriente limitante, independientemente del adecuado contenido del resto de elementos.

La nascencia de las semillas, a pesar de que Unicamente mostré diferencias significativas en la
primera parcela de agricultor, parecié ser inferior en el caso de aquellas que se encontraban
inoculadas con T. harzianum. Esta reduccion fue, de media, un 15 % entre las semillas tratadas
con T. harzianum vy las del control. Sin embargo, a las 6 semanas de haberse producido la
siembra, no se apreciaron diferencias en la germinacion entre las semillas con cada uno de los
tratamientos. Por lo tanto, se deduciria que T. harzianum Gnicamente influye en la germinacién
de los garbanzos durante las primeras semanas tras la siembra. Esto se podria deber a la sintesis
de algin compuesto por parte del hongo, que podria funcionar como inhibidor de la
germinacion, lo que causaria una interferencia con la nascencia de las semillas.

Varios autores han constatado el comportamiento de herbicida bioldgico que tienen algunas
especies del género Trichoderma (Javaid & Ali, 2015; Yin et al., 2020; Zhu et al., 2020), lo que
explicaria la menor germinacion de los garbanzos durante las primeras semanas. Por ejemplo,
Yin et al. (2020) descubrieron dos compuestos herbicidas (Harzianum A y Harzianum B),
provenientes de T. brevicompactum, los cuales fueron capaces de inhibir considerablemente la
germinacion de B. chinensis a concentraciones superiores a 2ug/mL. Javaid & Ali (2011) testaron
el papel herbicida de 4 especies de Trichoderma, y reportaron la capacidad de T. harzianum de
inhibir la germinacién de Phalaris minor hasta un 41%, y la de Rumex dentatus, hasta un 46 %,
ademas de la disminucién en el crecimiento de tallos y raices en plantas tratadas. Por lo tanto,
es bastante posible que la capacidad herbicida de T. harzianum inhibiera la germinacién de los
garbanzos durante las primeras semanas, pues este efecto desaparecid a las 6 semanas desde
la siembra.

Sin embargo, estos hallazgos contrastan con los resultados obtenidos por otros investigadores,
los cuales registraron mayores tasas de germinacidon en aquellas semillas tratadas con T.
harzianum frente a los controles. Por ejemplo, Kumar et al. (2014) registraron una tasa de
germinacion del 92 % en garbanzos tratados con T. harzianum, mientras que Chaurasia & Bara
(2018) detectaron una tasa de germinacidon del 85,3 % para semillas tratadas con T. harzianum,
frente al 60 % detectado para el control. Experiencias como la de Tripathi (2009) también avalan
esta afirmacidn, pues este obtuvo unas tasas de germinacion de entre el 56-61 % para semillas
tratadas con T. harzianum frente al 39 % registrado en el control.

En el caso de la altura, a pesar de que en un caso se detectaron diferencias significativas entre
las plantas tratadas con arcilla y el control, se consideré un fendmeno aislado que no tiene
relevancia para el estudio, puesto que su efecto no se mantuvo en el tiempo y mas adelante no
se produjeron diferencias significativas. En el resto de las mediciones no se detectd ninguna
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variacion significativa de la altura entre plantas con diferentes tratamientos, siendo mas acusada
la homogeneidad de este parametro en las Ultimas visitas. Por lo tanto, se puede inferir que, en
base a la baja variabilidad de alturas en las plantas, los diferentes tratamientos no influyeron
apenas en esta variable.

Estos resultados contrastan con la mayoria de las experiencias anteriores de otros autores,
donde se detectd una altura de hasta 6 cm mas en plantas de garbanzo inoculadas con T.
harzianum, respecto con el control (Srivastava et al., 2008), llegando incluso a doblarse la altura
de las plantas de garbanzo tratadas con el hongo en comparacién a las que no lo estaban (Javaid
et al., 2021). Experiencias similares obtuvo Yedidia (2001) en las plantas de pepino, que observo
cémo la altura de las plantas inoculadas con T. harzianum aumentd frente al control. No
obstante, en ensayos mas prolongados como el de Martinez-Martinez (2020), superior a los 100
dias, la altura incrementé solamente un 3% en plantas inoculadas (102 conidios/g de semilla)
frente a aquellas no inoculadas. De forma similar, Boureghda & Bouznad (2009) también
aplicaron T. harzianum a plantas de garbanzo y obtuvieron un incremento de altura del 8%
frente a aquellas plantas no inoculadas. Es posible, por lo tanto, que la concentracién y formato
en que fue aplicado el indculo de T. harzianum también influyera en los resultados obtenidos.

Si atendemos al estado fenolégico, las plantas progresaron de forma muy pareja,
independientemente del tratamiento que hubieran recibido sus semillas. En todo caso, se pudo
ver en alguna parcela un desarrollo mds precoz de aquellas plantas que fueron tratadas con T.
harzianum, pero en ninguna ocasién este incremento fue relevante. Por lo tanto, de forma
similar a como sucedié con la altura, es posible que la inoculacién de T. harzianum no influyera
significativamente en el desarrollo de las plantas de nuestro ensayo. La comparacion con
experiencias similares resulta complicada para este pardmetro, pues en los ensayos de
inoculacidn de T. harzianum no se han encontrado datos relativos al estado fenoldgico de las
plantas. Sin embargo, si existen estudios donde se analizd el estado fenoldgico a lo largo del
cultivo del garbanzo. Por ejemplo, en la regidn noreste de Irdn, para el cultivar Hashem, con
temperaturas maximas medias entre los 5 y 40 °C, y minimas entre los -3,5 y los 27 °C, la
germinacidn se produjo a los 6 dias de media desde la siembra, la floracion a los 42 dias y el
comienzo de la madurez de las vainas a los 82 dias (Soltani et al., 2006). En otro ensayo al oeste
de la India, las temperaturas medias maximas fueron de 26-40 °C, mientras que las minimas
fueron de entre 9-24 °C. Para este caso, la germinacion se produjo alrededor del dia 6 tras la
siembra, ocurriendo la floracidon de media a los 45 dias, la formacion de las vainas en el dia 71y
la cosecha el dia 115 desde la siembra (Gudadhe et al., 2013).

En nuestro caso, el comienzo de cada estado fenoldgico no pudo determinarse con certeza
debido al espaciamiento de las visitas, aunque si pueden darse unos valores aproximados. La
germinacion se produjo entre 10-15 dias tras la siembra, la floracidn en torno al dia 63 dias, el
llenado de las vainas a los 84 dias, la madurez de las vainas transcurridos 98 dias y la cosecha a
los 119 dias. En ambas investigaciones, el desarrollo fenoldgico del cultivo se dio de forma mas
precoz a nuestro caso, ya que, al tratarse de latitudes mas cdlidas, junto con la influencia de los
diferentes cultivares, es razonable que las plantas se desarrollaran mas rapido. A esto hay que
sumarle la falta de conocimiento exacto sobre el inicio de las fases para nuestro estudio, lo que
también podria provocar retrasos en la detecciéon de los mismos. Por lo tanto, el estado
fenolégico de las plantas resulta coherente con las temperaturas propias de la zona de estudio.
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En cuanto a la incidencia de la rabia sobre nuestras plantas, no se encontraron diferencias
significativas entre las distintas visitas. Por lo tanto, en este ensayo, la inoculacion de T.
harzianum parecié no tener apenas influencia en esta variable del estado sanitario. Sin embargo,
en el caso de la parcela 3, aunque no existieron diferencias significativas respecto a los otros dos
tratamientos, es posible apreciar una leve disminucion de la incidencia hasta las 12 semanas tras
la siembra, incrementandose a partir de entonces. En este caso, es posible que el efecto de
aplicacién de T. harzianum se mantuviera activo durante este periodo de tiempo, perdiendo
eficacia a partir de las 12 semanas. En caso de que se confirmara esta tendencia, podria
plantearse una aplicacidon de T. harzianum a mitad del ciclo de cultivo para compensar la
disminucién de eficacia que tiene el tratamiento a partir de la 122 semana desde la siembra.
Puesto que se trata de un hongo radicular, el inéculo se podria aportar disuelto mediante spray
en el suelo, o esparciéndose en formato de granulos similares al abono sintético.

Los resultados de otros autores en ensayos in vitro demostraron una reduccion notoria en el
crecimiento de A. rabiei por el efecto antagdnico de T. harzianum. Morcuende et al. (2024)
observaron una reduccidn considerable del area colonizada por el patégeno en presencia de T.
harzianum. Mientras que Ahmad et al. (2021), registraron una disminucién en el crecimiento de
A. rabiei de entre un 17 y un 41 %, con aplicaciones de T. harzianum a concentraciones variables
de entre 10° y 107 conidios/mL. En cambio, en los ensayos realizados in planta y en condiciones
de campo, los resultados son menos claros. En este caso, en ensayos con C. arietinum,
Morcuende et al. (2024) no encontraron diferencias significativas entre la aplicacién de
diferentes especies de Trichoderma y las plantas control en cuanto a dafios causados por la
enfermedad. Por el contrario, en dichas plantas infectadas con rabia, estos autores si registraron
una mayor tasa de supervivencia en ejemplares inoculados con T. harzianum respecto a otros
inoculados con otras especies del género Trichoderma, y respecto al control, lo cual plantearia
la efectividad de T. harzianum como BCA en ensayos in vivo. En el ensayo de Amin & Melkamu
(2014), en condiciones naturales de infeccién de A. rabiei, y mediante la aplicaciéon de otros
tratamientos fungicidas, tampoco se registraron reducciones importantes de la incidencia de A.
rabiei sobre las plantas de garbanzo. En este ensayo, a los 62 dias tras la siembra, la afeccion de
las plantas tratadas era del 95 %, y la de las no tratadas, del 100 %. En resumen, los anteriores
ensayos podrian sugerir que aun no se ha localizado un tratamiento capaz de combatir
efectivamente a A. rabiei en largos plazos de tiempo similares a los ciclos de cultivo y a las
condiciones de campo.

Con respecto a la severidad de la rabia, ocurre algo similar a la incidencia. En consonancia con
esta Ultima, el nivel de severidad dentro de las parcelas de agricultor normalmente fue muy
homogéneo, por lo que resulté dificil apreciar diferencias entre los distintos tratamientos
aplicados. En este caso, también se aprecid Unicamente una ligera tendencia de mejora en las
plantas tratadas con T. harzianum respecto a los otros dos tratamientos en la parcela de
agricultor 3, hasta las 12 semanas tras la siembra. En este caso también podria ser recomendable
una aplicacidon en mitad del ciclo de cultivo para potenciar el posible efecto de T. harzianum a
partir de las 12 semanas.

Para esta variable, los resultados de otros autores si muestran diferencias en la severidad de
ataque de A. rabiei entre plantas de garbanzo no tratadas frente a aquellas que si lo estan. Sin
embargo, esta diferencia es, por lo general, muy estrecha, por lo que tampoco plantea grandes
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diferencias frente a los resultados que han sido obtenidos. Normalmente este contraste es
pequeio, por lo que concuerda en gran medida con los resultados obtenidos. Naseer et al.,
(2022) apreciaron diferencias de severidad entre las plantas de garbanzo tratadas con T.
harzianum frente a aquellas no inoculadas en las condiciones de aplicacion de Ahmad et al.
(2021). No obstante, estas diferencias no fueron excesivamente notorias, pues las plantas
inoculadas con T. harzianum reportaron una severidad media del 63%, mientras que en el
control esta fue del 75%. En la experiencia de Amin & Melkamu (2014) también se aprecié una
leve reduccion de la severidad a los 62 dias tras la siembra entre las plantas de garbanzo no
tratadas (35%), frente a aquellas con aplicacién de fungicidas (Mancozeb y Top) (31% y 29 %
respectivamente). Estos estudios sugieren la elevada dificultad de combatir a A. rabiei en el
cultivo del garbanzo, al menos a través de una Unica aplicacion de BCA o fungicida.

A diferencia de los dos anteriores, Kumar et al. (2019), si observaron una importante reduccién
desde la severidad a los 90 dias tras la siembra entre las plantas de garbanzo no tratadas (78 %)
y aquellas tratadas con aplicacion de T. harzianum (55 %). Sin embargo, en este ensayo A. rabiei
fue inoculado 35 dias tras la siembra y T. harzianum comenzé a aplicarse a los 50 dias tras la
siembra, pero repitiéndose las aplicaciones 2 veces mas a espacios de 15 dias. Es posible que,
por tanto, repetir la aplicacién de T. harzianum pudiera tener un importante efecto beneficioso
en la resistencia del garbanzo frente a A. rabiei, lo que avalaria nuestra hipdtesis anterior.

Para los estudios anteriores, se ha de tener en cuenta que en la mayor parte de las
investigaciones se sigue la escala de Chen et al. (2004) o similar para medir la severidad. En esta
escala, los niveles de afeccion varian entre el 0-9, desde la absoluta ausencia de sintomas, a la
muerte total de la planta por la infeccion. A pesar de no ser la misma escala, los valores 3,6y 9
se corresponden a grandes rasgos con nuestros valores 1,2 y 3, por lo que las posibles diferencias
que pudieran existir se consideran tan minimas que este indice también resulta compatible para
medir los resultados de nuestro estudio.

Por otra parte, los factores climaticos, aparte de influir sobre el crecimiento y produccién de las
plantas (Kheiri et al., 2021), también tienen relevancia en la propagacion de la rabia. De acuerdo
con Manjunatha et al. (2018), los sintomas de esta enfermedad se desarrollan a partir de los 20
°C y con un mojado foliar de entre 4-8 h. En nuestro ensayo, los 20 °C de temperatura media no
se alcanzaron hasta la tercera semana de junio, en la que ademas se registraron precipitaciones.
Por lo tanto, resulta coherente que el incremento mas virulento de la rabia se produjera entre
las 15-17 semanas tras la siembra, pues es cuando se reunieron las condiciones térmicas y de
humedad necesarias para que la enfermedad se propagara con mayor rapidez. De esta forma,
se evidenciaria la elevada correlacién de las variables climaticas en la propagacién de la rabia a
nivel de campo.

En cuanto a la cantidad de plantas enfermas sobre el total, que incluye también aquellas
infectadas por la rabia, en este caso si se observaron diferencias significativas a las 9 semanas
de la siembra en la parcela de agricultor 1, donde se corroboré una menor afeccién de las plantas
tratadas con T. harzianum frente a las semillas pildoradas Unicamente con arcilla. Aparte de esta
ocasidn, aunque no fue estadisticamente significativo, también se observaron alas 9y a las 12
semanas menores afecciones de enfermedad en las plantas tratadas con T. harzianum frente a
aquellas que no lo estuvieron. A partir de las 15 semanas esta tendencia desaparecio, por lo que
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de nuevo se planted la posibilidad de que el tratamiento de T. harzianum Unicamente presentara
buena eficacia hasta un determinado momento, que en nuestra investigacién se dio
transcurridas 12 semanas desde la siembra. A partir de entonces, podria resultar interesante
aplicar T. harzianum en alguno de los formatos antes mencionados, con la finalidad de investigar
si se mantendria el mejor estado sanitario de las plantas inoculadas frente a aquellas que no lo
estuvieran.

Para comprender esta tendencia, es importante tener en cuenta que, aparte de A. rabiei, C.
arietinum también puede ser atacado por otros patégenos flngicos de relevancia. Entre los mas
importantes, encontrariamos la seca del garbanzo, causada por Fusarium spp. (F. oxysporum,
fundamentalmente) y la podredumbre, ocasionada por Botrytis cinerea (Del Moral et al., 1995).
Aparte de A. rabiei, T. harzianum también demostré efectividad en el control y disminucién de
dafios ocasionados por estos organismos. Por ejemplo, Marzani et al. (2017) descubrieron una
disminucién en la incidencia de F. oxysporum en aquellos casos donde aplicé indculo de T.
harzianum. Concretamente, se produjo una disminucion del 15 % de incidencia con 5 g T.
harzianum/kg de garbanzos, y del 25 % con 10 g de T. harzianum/kg de garbanzos. Otra
experiencia con F. oxysporum también determind la menor afeccién en campo de aquellas
plantas tratadas con T. harzianum. En particular, se inoculd este en cantidad de 10° esporas/10
g de garbanzos, y se consiguié un incremento de entre el 10-15 % en la nascencia respecto al
control, y una disminucion de la incidencia de entre el 20-40 % respecto al control (Dubey et al.,
2007).

En lo relativo a B. cinerea, T. harzianum registré uno disminucién en la incidencia de entre el 34-
70% frente al control, segun si el formato de aplicacién fue indculo sélido o suspension de
esporas, respectivamente. En este ensayo, el inéculo se aplicé en cantidad de 20 mL por planta
con concentracidn de indculo de 108 esporas/mL (Geng et al., 2022). Las experiencias anteriores
confirman la capacidad de BCA de T. harzianum sobre otros patégenos del garbanzo aparte de
A. rabiei, lo cual repercutid positivamente en el estado sanitario de la planta. De esta forma, los
resultados obtenidos fueron coherentes con los estudios previos, pues al poder minimizar los
dafios de otras enfermedades del garbanzo, T. harzianum contribuyé a generar un estado
sanitario mas favorable de las plantas inoculadas con respecto a aquellas del control.

Por ultimo, los andlisis de la produccion mostraron un claro incremento en las plantas
inoculadas con T. harzianum frente a aquellas que recibieron otros tratamientos. Esta llegd a ser
de mas del doble en algunos casos, tanto en rendimiento como en rendimiento de granos. Dicho
incremento podria estar relacionado con la promocién del crecimiento vegetal de T. harzianum
sobre C. arietinum, asi como con la capacidad de resistir mejor la infeccion de A. rabiei frente a
las plantas no tratadas, a pesar de que padecieran igualmente la infeccion. Es decir, aunque las
plantas inoculadas se hallaran infectadas con rabia, tedéricamente estas habrian sido capaces de
resistir mejor la enfermedad, evitando asi que influyera en la produccion de garbanzos.

Ambas variables relativas a la produccion estan correlacionadas, pues un incremento en el
rendimiento de granos se tradujo en un incremento en el rendimiento general. Aunque no se
analizo el peso individual de los granos en los diferentes tratamientos, se supone que buena
parte del incremento en el rendimiento de la cosecha se debe a un mayor nimero de granos/m?
y no tanto al mayor peso de cada garbanzo. Otros autores también registraron este fenémeno
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de incremento en el rendimiento de los cultivos inoculados con T. harzianum. Poveda (2021)
obtuvo un incremento aproximado en la produccidon de granos de hasta el 40 % en plantas de
garbanzo inoculadas con 1 mL de disolucién de esporas de T. harzianum (concentracion de 2-107
esporas/mL) respecto a las plantas del control.

La produccién de estas plantas se dio en invernadero, por lo que es posible que su crecimiento
y produccidn se viera, limitados por las dimensiones de la maceta. Dubey et al. (2007) descubrié
gue, hasta en dos campafias, el rendimiento de las plantas tratadas con T. harzianum respecto
a las de control fue superior al 100 %, lo que revalidaria nuestros resultados. Martinez-Martinez
(2020) registré un incremento en el numero de flores de hasta el 35%, y del nimero de vainas
en hasta un 25% en aquellas plantas de garbanzo que fueron inoculadas con T. harzianum (108
conidios/g de semilla). Este incremento en las estructuras reproductivas explica, en parte, el
aumento en la produccién de las plantas al generarse mas granos individualmente. Experiencias
similares se dieron para el pepino (Draie, 2024), donde se registré hasta un incremento del 80%
en plantas tratadas con T. harzianum respecto al control, o para la cafia de azucar, con
rendimientos entre un 7-35 % mayores segun la cantidad de T. harzianum inoculada (Srivestava
et al., 2006).

Sin embargo, esta mejora en el rendimiento no es aplicable a todas las especies, como sucede
con el tomate, pues que tanto Bal & Altintas (2006), como Nzanza et al. (2012), no encontraron
incrementos en la produccién de las plantas inoculadas con T. harzianum respecto a aquellas
del control. Esto sugiere la posibilidad de que el efecto de T. harzianum no sea aplicable a todas
las especies, o al menos no en determinados formatos, por lo que seria interesante conocer
aquellos organismos donde si fuera util su aplicacion a fin de incrementar los beneficios y
diversificar el uso de este bioinoculante.

Volviendo a la produccidn en el cultivo del garbanzo, el hallazgo descubierto en el presente
estudio deberia contrastarse en nuevas campanas, a fin de afianzar los resultados obtenidos,
pues, de confirmarse, podria postularse como una gran oportunidad para el cultivo del garbanzo
de Fuentesauco. Este incremento en la produccién reportaria un aumento de beneficios por la
mayor produccidn, asi como por los menores costes asociados a la misma, pues el agricultor
seria capaz de incrementar el rendimiento sin invertir mas insumos que los que estaba
destinando, aparte del bioinoculante de T. harzianum. A mayores, el resultado en este ensayo
podria sugerir una mayor tolerancia de las plantas de garbanzo frente a A. rabiei. Esto se
confirma porque, a pesar de manifestar sus sintomas, la produccién incrementd, aun siendo
muy similar tanto incidencia como severidad frente a los otros dos tratamientos.

Por lo tanto, se sugiere que, en terrenos mds afectados por la rabia, estas diferencias se
incrementarian frente a plantas no tratadas, causando mayores diferencias en la produccion. En
resumen, este incremento de la produccién podria repercutir en la rentabilidad del garbanzo de
Fuentesauco, generando la puesta en cultivo de mayor superficie destinada a su obtencién y
fomentando, también, la recuperacidon valores culturales asociados a este al mismo. En cuanto
al aspecto demografico, ademas de los beneficios asociados a la recuperacion de un cultivo
leguminoso de secano, este ayudaria a fijar poblacidén en los nucleos de produccién y generaria
empleo tanto directo como indirecto en los mismos, contribuyendo repoblamiento de las
localidades y el relevo generacional de la agricultura.
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7. CONCLUSIONES

1. El subproducto de la planta seleccionadora de semillas correspondiente a la especie
Avena sativa resultd ser el que mayor produccién de esporas de T. harzianum registré
tras su inoculacién, convirtiéndolo en el mejor sustrato de entre los testados para la
multiplicacidn de este hongo.

2. La viabilidad del inéculo de T. harzianum en formato de pildorado sobre el garbanzo
disminuyd bruscamente tras 2 semanas, resultando minima a partir de la semana 6.

3. La nascencia de las semillas a las 3 semanas de producirse la siembra resultd
significativamente menor cuando se encontré inoculada con T. harzianum, lo que pudo
evidenciar la secrecidon de compuestos inhibitorios de la germinacidn por parte de T.
harzianum en condiciones de campo. Sin embargo, tras la semana 6 de la medicién no
se apreciaron diferencias entre los tratamientos.

4. No se apreciaron incrementos en la altura de las plantas tratadas con T. harzianum, lo
que sugiere un efecto minimo o nulo del pildorado de T. harzianum en condiciones de
campo sobre esta variable.

5. No se registraron cambios sustanciales en la incidencia ni la severidad de A. rabiei sobre
las plantas inoculadas con T. harzianum, lo que evidencia la posibilidad del bajo o nulo
impacto de T. harzianum como controlador de A. rabiei en condiciones de campo.

6. Las plantas inoculadas con T. harzianum registraron una menor afectacién de
enfermedades, en general, durante las primeras semanas tras la siembra, que se fue
igualando mas adelante con el resto de los tratamientos aplicados.

7. Las plantas tratadas con T. harzianum experimentaron un elevado incremento de la
produccién, lo cual corrobora el papel de este hongo como bioestimulante en
condiciones de campo.
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