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RESUMEN

ETAYO, MLL. Y DE MIGUEL, AM. (1998). Estudio de las

ectomicorrizas en una trufera cultivada situada en Olériz (Navarra).
Publ. Bio. Univ. Navarra, Ser. Bot., 11: 55-114

En el presente trabajo se aportan los resultados obtenidos en el estudio de las
ectomicorrizas presentes en una trufera cultivada situada en Olériz (Navarra),
plantada con arboles (encinas, robles y avellanos) micorrizados por la trufa negra
Tuber melanosporum Vitt., a partir de los muestreos realizados estacionalmente en
primavera y otofio durante los afios 1996 y 1997.

Se han clasificado un total de 7 tipos micorricicos, en 5 de los cuales se ha
identificado el simbionte fungico a nivel de especie. Se analiza también la evulocion
de la micorriza de T. melanosporum, asi como las diferencias entre los tres tipos de
arboles y la influencia de los tratamientos de acolchado.
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SUMMARY

ETAYO, M.L. Y DE MIGUEL, A.M. (1998). Study on the ectomycorrhizae of
a cultivated truffle bed located in Olériz (Navarra). Publ. Bio. Univ. Navarra, Ser.
Bot., 11: 55-114.

An experimental plot planted with mycorrhized trees for the culture of black
truffle has been monitored in order to know its mycorrhizal state.
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A total of 7 mycorrhizal types was classified, for 5 of which the fungus was
identified at the species level. The evolution ot T. melanosporum mycorrhizas and
other competing mycorrhizae during two years was also studied as well as the
differences among the three tree species (oak, hazel and evergreen oak) and the
influence al mulching treatments (straw and plastic).

Key words: Ectomycorrhizae, truffle bed, Navarra, mulching.
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INTRODUCCION

I. LA TRUFA.

1. Introduccion historica

La trufa, siempre rodeada de un halo de misterio, fue cantada por escritores,
buscada para las mesas de los que podian costear su alto precio, pero su naturaleza y
su origen permanecen misteriosos hasta fin del siglo XIX.

Conocida desde la antigiiedad, la trufa ha despertado gran interés por parte
del hombre. Pitagoras la cita en el siglo VI a. C.. Posteriormente Teofrasto (siglo III
a. C.) atribuye el origen de las trufas a los truenos. Unos siglos mas tarde,
Dioscorides sostuvo que eran raices tuberificadas. Ciceron supuso las trufas hijos de
la tierra, mientras Porfirio las consideré hijos de los dioses. Plinio el Viejo las
considerd callosidades de la tierra y milagro de la naturaleza (PACIONI, 1987).
Brillat-Savarin en su libro “Fisiologia del gusto” calificé la trufa como "el diamante
de la cocina” (REYNA, 1991)

El primero en observar la anatomia interna de las trufas fue Micheli (1792)
seguido de Fries (1923), Vittadini (1831) y Tulasne & Tulasne (1851).

El descubrimiento de la relacion simbidtica entre los arboles y los hongos se
debe al estudio realizado por Frank (1885) para promover el desarrollo en Prusia de
la produccion de trufa. Entonces Frank, acufié el término micorrizas utilizado hasta
nuestros dias.

Curiosamente se da el hecho de que el primer libro impreso de micologia
fuera el “Opusculum de Tuberis” de Ciccarelli que trata precisamente de trufas
(PACIONI, 1987).
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La trufa es por tanto, un hongo que por su interés gastronémico a lo largo de
siglos y su propio misterio, ha dado lugar a multitud de posibilidadaes de
investigacion: de ella parti6 el estudio de las micorrizas, con sus multiples lineas
actuales, y también en cierto modo, el estudio de los hongos. Todo esto encaminado
a desvelar el misterio de su origen, formacién y desarrollo, dirigido a lograr su
cultivo y produccion por el hombre, para no depender del capricho de la naturaleza.

2. Usos y tradiciones en el mundo.

Trappe (1990) recoge usos y tradiciones relacionadas con las trufas (como
terminologia genérica) en el mundo.

En Africa y Oriente Medio las trufas del desierto, probablemente servidas
a los faraones, y mencionadas en el Talmud judio, eran especies de Terfezia,
Tirmania, y Phaeangium.

Las trufas del desierto no dependen de los animales para dispersarse sino
que son los granos de arena llevados por el viento los que junto con el calor y la
sequia rompen las paredes del esporocarpo, que estdn formadas por células grandes
de paredes finas que se colapsan con la sequia. Las esporas son dispersadas por el
viento. Terfezia y Tirmania fructifican prolificamente en estas areas en afios de
condiciones favorables. Esta abundancia de trufas esta recogida en el Talmud,
haciendo admisible la idea de que el mana de los israelitas fueran trufas del desierto.
(TRAPPE, 1990)

Los beduinos hoy en dia usan las trufas como comida, y como medicina
para los ojos inflamados (enfermedad comun en el desierto) y, en el caso de
Phaeangium lefeburei como cebo para atrapar pajaros. Los bosquimanos del desierto
de Kalahari del Sur de Africa han recolectado Terfezia pfeilii desde el inicio de los
tiempos.

El uso de las trufas en Asia esta poco documentado. Aunque abundan los
hongos hipdégeos, las medicina tradicional china parece no incluirlos.

En la base del Himalaya se sabe que se recolecta Tuber indicum Cooke &
Massee. Se puede encontrar en los mercados de esta zona, lo mismo que otras trufas
no conocidas. En Nepal poseen una tradicion oral respecto a la recoleccion y comida
de los hongos hipogeos. En Japon, una region es famosa por su sopa de Rhizopogon

sp.

En Australia y Nueva Zelanda los aborigenes recolectaban hongos
hipogeos. Los maories de Nueva Zelanda apreciaban ciertas especies hipogeas. Las
tradiciones indigenas del uso de hongos hipégeos se han perdido
desafortunadamente.
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Tanto en Norte América como en Sudamérica abundan los hongos
hipogeos pero el unico testimonio de su utilizacion viene de los indios de México. En
el ultimo siglo se observo a una tribu recolectar Melanogaster y actualmente hongos
del género Rhizopogon se consumen en las poblaciones rurales. En los ritos
religiosos se usaba Elaphomyces granulatus y su parasito Cordyceps spp. Los
nativos americanos debieron tener conocimiento de las trufas pero se han perdido los
usos.

En Europa, son apreciadas por sus cualidades gastronomicas sobre todo en
Francia y en Italia, y también en Espafia y Grecia. Principalmente se consume Tuber
melanosporum, pero también Tuber aestivum o T. magnatum.

A lo largo de los siglos XVIII y XIX, se incrementd bastante el consumo de
trufas como manjar culinario, uso que se ha extendido hasta nuestros dias y que es,
junto con la escasez, el causante del alto precio que alcanzan las trufas en el
mercado.

3. Tipos de trufas. Las falsas trufas.

Si definimos trufas como hongos hipdgeos, podemos hablar de trufas en casi
todas las subdivisiones de los hongos verdaderos.

Los hongos hipoégeos son "macro-hongos" que han evolucionado, para
evitar la desecacion que supone el medio terrestre, desarrollando y reteniendo sus
cuerpos fructiferos productores de esporas bajo tierra. Se clasifican dentro de las tres
subdivisiones principales del reino Fungi: Zygomycotina, Basidiomycotina, (6rdenes
Agaricales, Boletales, Cortinariales, Phallales, Russulales, Stereales) y Ascomycotina
(Elaphomycetales, Pezizales). Incluso los Deuteromycotina pueden formar
estructuras hipdgeas que asemejan cuerpos fructiferos, por ejemplo Cenococcum
geophilum (Link. Fr.) Fr. La similitud de habitat, sin embargo, ha resultado en una
similitud superficial de la forma del cuerpo fructifero. La mayoria de las especies, de
cualquier subdivisién, producen cuerpos fructiferos que son relativamente simples en
estructura, globosos o irregulares, con una regién interna productora de esporas, la
gleba, rodeada y protegida por la capa externa, el peridio. (PEGLER, 1993).

Los Zygomycotina esporocarpicos hipdgeos se encuadran dentro de las
Mortierellaceae (Mucorales) y Endogonaceae (Endogonales). Sélo se consideran
"trufas" aquellas especies macroscOpicas que parecen andlogas a las verdaderas
(Ascomycotina) o falsas trufas (Basidiomycotina). Se excluyen las que tienen estado
esporocarpico pero son conocidas por esporas ectocarpicas.

Las trufas anamorficas. Deuteromycotina. Como hongos imperfectos, los
Deuteromycotina no presentan estado sexual, aunque generan esporas asexuales o
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conidios. A este grupo pertenece el hongo hipogeo Cenoccocum Moug & Fr.
caracterizado por esclerocios de 1-5 mm de diametro, globosos, lisos, con aspecto de
corcho marrén oscuro a negro.

Mucho maés importantes son las falsas trufas de la subdivisién
Basidiomycotina. Estos representan la principal subdivision de los hongos
Eumycota.

Todas las especies de Basidiomycotina hipdgeos son de la subclase
Holobasidiomycetidae ~ (con  basidios no  septados, frente a los
Phragmobasidiomycetidae, que presentan septos). El habito subterraneo de estas
"falsas trufas" presenta similitudes con la estructura y apariencia de los
gasterocarpos, es decir, una capa externa protectora o peridio que rodea a una regién
interna productora de esporas o gleba.

El término trufa en sentido estricto deberia designar sélamente hongos
Ascomycotina hipogeos, pero los Basidiomycotina han experimentado una evolucion
paralela hacia el habito hipégeo y un desarrollo paralelo del uso por el hombre
(TRAPPE, 1990).

Por ultimo las especies de trufas mas apreciadas por su valor gastronémico
son especies de Ascomycotina (Pezizales) caracterizadas por unas cubierta externa o
peridio de diversa apariencia y una zona interna productora de esporas o gleba
recorrida por venas.

En general, las formas hipdgeas han evolucionado de las epigeas. Las
presiones de seleccion natural pueden haber sido en gran parte climaticas. Los
estreses climaticos como el frio, calor, sequia se dieron mientras los hospedadores de
los hongos evolucionaban. Los esporocarpos que no emergen bajo esos estreses, a
veces, maduran bajo tierra.

Como esta maduracion subterranea no permite la dispersion de las esporas
por el aire, se da una seleccion paralela hacia la produccion de sustancias aromaticas
que atraigan a los animales hambrientos. Asi, una reduccion de la complejidad de la
estructura (estipe, sombrero, himenio, etc.,) estaria acompafiada de una quimica
mucho mas evolucionada, nichos ecoldgicos mas especializados y protegidos y
dependencia de los animales para la dispersion de esporas.(TRAPPE, 1990). Son
numerosos los trabajos sobre la evolucion de las trufas y su situacion filogenética.
(O'DONELL, et al., 1997; BERBEE & TAYLOR, 1993), asi como sobre las
relaciones con mamiferos. (JOHNSON, 1996 y JOHNSON, 1997).
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4, La trufa negra. Caracteristicas. Ciclo.

La trufa negra es la mas apreciada por sus cualidades culinarias, lo que
unido a su alto valor econdémico, hace que sea la mas buscada por los truferos. Como
trufa verdadera pertenece a los Ascomycotina. El género Tuber es el mas
representado entre las trufas europeas, a ¢l pertenece la trufa negra, la blanca y otras
menos apreciadas gastronomicamente.

Dentro de las trufas, es la negra la que ha captado mayor interés por lo que
fue la primera de la que se intento su cultivo.

Los primeros intentos para plantear el cultivo de la trufa se basaron en
desentramar el ciclo biolégico que describimos a continuacion, para saber en qué
punto se puede intervenir y asi optimizar su cultivo.

Ciclo. Ante condiciones favorables de humedad y temperatura, en los meses
de abril-mayo, se da la germinacién de las esporas de la trufa, que dan lugar a un
micelio que se extiende por el sustrato hasta contactar con una raiz de un arbol con el
que es capaz de establecer simbiosis. A partir de este momento, el micelio crece
recubriendo externamente la raiz, y penetra a través de las células corticales. Asi se
constituye la micorriza.

El micelio nacido de las micorrizas primarias o de las que permanecen de
las formadas el afio precedente, o perennes, va a colonizar otras raicillas, lo mismo
que el suelo. Este micelio colonizador del suelo se va a extender al mismo tiempo
que las raices van creciendo y transformandose en micorrizas de las cuales partiran
hifas que daran lugar a los primordios de trufas, mayo-junio, que poco a poco
formaran trufas maduras, si resisten el verano. En otofio se para el crecimiento de las
micorrizas. En esta etapa son importantes las micorrizas perennes, es decir,
micorrizas que van a resistir el invierno conservando el micelio que puede invadir
nuevas raicillas. Este modo de transmision es a menor distancia, pero es mas seguro
que las esporas. Los primordios que aguanten el verano llegaran a la madurez al final
del invierno, principios de primavera, época propia para la recoleccion (diciembre-
marzo) en la que liberaran sus esporas. (GRENTE, 1974; DELMAS, 1978)

Este ciclo biologico se ha estudiado fundamentalmente, para ver dénde se
puede incidir de cara a favorecer el desarrollo de primordios y su maduracién
propiamente dicha, para acelerar el momento de la fructificacion. Una de las lineas
en la que mas se ha trabajado es en la de la micorrizacion de plantas en vivero por
Tuber melanosporum y su introducccion en parcelas de “cultivo”. Con esto se
consigue favorecer el desarrollo de la especie fungica en campo, a nivel del sistema
radicular, e incrementar con ello la probabilidad de fructificacidén; ademas se
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adelanta la entrada en produccion de los ejemplares, y se dispone de una zona muy
precisa para realizar la recoleccion.

II. LAS MICORRIZAS.
1. Las micorrizas.

Como ya se ha indicado, hacia 1880, el profesor A. B. Frank fue el
encargado de hacer un estudio sistematico para promover la produccion de trufas en
Prusia. No tuvo éxito en el cultivo de trufas, pero describid la estructura y
funcionamiento esencial de una relacién simbidtica entre los arboles y los hongos
que por primera vez denominé “mykorhiza”, del griego, mykos (hongo) y del latin
Rhiza (raiz). (ALLEN, 1991: Frank, 1885). Alguna descripcion morfoldgica anterior,
las observaciones de Frank, y la intrusion de Kamienski (1882) en el mutualismo
entre Monotropa y sus hongos asociados, inici6 el interés en las micorrizas y su
importancia en la supervivencia de las plantas y la produccion.

Aunque el término micorriza fuera acufiado por Frank, las caracteristicas
estructurales y ecoldgicas habian sido reconocidas anteriormente. Hartig (1840)
ilustr6 una ectomicorriza y una micorriza orquidoide. Kamienski describié la
naturaleza de la micorriza monotropoide en 1882.

Segin ALLEN (1991), De Bary (1887) diferencio varios tipos de simbiosis.
La simbiosis se define como el estado resultante cuando dos organismos viven en
contacto intimo, pero De Bary reconocié varios tipos de simbiosis incluyendo
parasitismo, comensalismo, amensalismo, neutralismo y mutualismo. La tabla 1
indica los tipos de simbiosis entre organismos segun la relacion entre éstos sea
positiva, negativa o neutra.

Tabla 1.- Tipos de simbiosis entre organismos. (Tomada de ALLEN, 1991)

ESPECIE1
ESPECIE2 + 0 -
+ MUTUALISMO COMENSALISMO PARASITISMO
0 COOMENSALISMO NEUTRALISMO AMENSALISMO
- PARASITISMO AMENSALISMO ANTAGONISMO

Las asociacién micorricica es, segun ALLEN (1991): “una simbiosis
mutualista entre la planta y el hongo localizada en una estructura similar a la raiz en
la que la energia se mueve primariamente de la planta al hongo y los recursos
inorganicos se mueven desde el hongo a la planta. Esta asociacion se encuentra en un
amplio rango de habitats, desde acuaticos a desérticos, bosques tropicales, grandes
latitudes y altitudes.”
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A pesar de que el término micorrizas implica la asociacion de hongos con
raices, se han encontrado relaciones llamadas micorricicas, las cuales estan
relacionadas con la absorcién de nutrientes desde' el suelo, entre hongos y los
organos subterraneos de los gametofitos de algunos briofitos y pteridofitos, asi como
en las raices de espermafitas y en los esporofitos de la mayoria de pteridofitos. Los
fosiles confirman que la colonizacion de la tierra estuvo ligada a los organismos
simbioticos. (SMITH & READ, 1997).

Tradicionalmente, las micorrizas han sido consideradas rarezas bioldgicas y
excepciones, cuando la investigacion ha ido demostrando que estan ampliamente
extendidas por las familias de plantas y que parecen haber evolucionado con las
primeras plantas terrestres. Asi s6lo hay unas pocas familias no micotréficas
(Brassicaceae, Chenopodiaceae, Juncaceae, Equisetaceae, Isoetaceae) aunque
ultimamente se ha sugerido que también presentan invasiones fungicas aunque las
relaciones fisioldgicas no estan muy definidas.

2. Tipos de micorrizas

Segun STRULLU (1991) Las micorrizas se separan en tres grupos
principales: ectomicorrizas, endomicorrizas y ectendomicorrizas.

Estos grupos a su vez, se subdividen en otros, variando un poco la clasificacion
segun los autores. Podriamos reestructurar el esquema precedente de forma que
englobasemos en los tres grupos anteriores todos los tipos citados por SMITH &
READ (1997), de la siguiente forma:

e Ectomicorrizas.

e Endomicorrizas.
- Vesiculo-arbusculares (VA).
- Ericoides.
- Orquidoides.

e Ectendomicorrizas.
- Arbutoides.
- Monotropoides.

La clasificacion facilita un poco la comprension. A continuacion pasaremos
a describir cada tipo de micorriza.

a) ECTOMICORRIZAS

Podriamos definir las ectomicorrizas como aquellas en las que la relacion
con el hongo es puramente externa, es decir, el hongo no penetra en las células de la
raiz sino que forma una estructura llamada manto, o vaina, la cual envuelve la raiz.
Esto es, una marafia de hifas que rodean a la raiz. Desde el manto radian hacia el
sustrato hifas o rizomorfos.
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Las hifas penetran entre las células de la raiz para formar un sistema
intercelular complejo, que en seccién parece una red de hifas, llamada, red de Hartig,
pero no hay penetracion intracelular.

Las principales familias de plantas que son huéspedes de estos hongos son:
Betulaceae, Fagaceae, Pinaceae, Tiliaceae, Juglandaceae, Salicaceae, Ulmaceae,
Corylaceae, Rosaceae y Fabaceae.

Los hongos capaces de formar este tipo de asociacion pertenecen a los
Basidiomycotina, Ascomycotina, y raramente a los Zygomycotina.

b) ENDOMICORRIZAS

Se llaman asi porque el hongo penetra en las células de la raiz y no se queda
simplemente en el espacio intercelular como ocurria con las ectomicorrizas.

El hongo penetra en las células corticales y no forma capa fiingica externa.

Vesiculo-arbusculares: Formadas por el 80-90 % de las especies vegetales y
hongos Zygomycotina, se caracterizan porque el hongo se desarrollan en el interior
de la raiz, las hifas externas no forman manto, el micelio es inter e intracelular. Las
hifas intracelulares forman arbusculos y vesiculas.

Ericoides: Formadas por plantas de la familia de las Ericaceas. En ellas el
hongo forma pelotones dentro de las células corticales, pero no vesiculas ni
arbusculos.

Los hongos formadores de este tipo de micorrizas son los Ascomycotina y
raramente los Basidiomycotina.

Orquidoides: Las orquideas forman unas micorrizas con una fisiologia
especial con hongos Basidiomycotina.

c) ECTENDOMICORRIZAS

Se trata de un tipo intermedio entre las ectomicorrizas y las endomicorrizas.
Segin STRULLU (1991) las ectendomicorrizas poseen a la vez caracteres de
ectomicorrizas, (manto y red de Hartig) y de endomicorrizas (colonizacion de células
radicales).

Existen ectendomicorrizas de tipo arbutoide en Arbutus, Arctostaphylos o
Vaccinium formadas por hongos Basidiomycotina.

Las micorrizas formadas en la raiz de las Monotropaceae poseen una red de
Hartig y un manto bien desarrollado y ademas poseerl una estructura similar a un
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haustorio altamente especializada que penetra las células epidérmicas. El hongo
también forma ectomicorrizas en las plantas autétrofas colindantes.

Los hongos que forman este tipo de micorrizas pertenecen a los
Basidiomycotina.

3. Importancia en la naturaleza. Las micorrizas de especies arboreas.

La mayoria de las especies arboreas de nuestras latitudes son formadoras de
ectomicorrizas.

Conviene remarcar que las ectomicorrizas existen esencialmente en las
Dicotiledéneas y las Gimnospermas; este hecho esta ligado a la morfologia y
anatomia de las raices. Estos dos grupos poseen raices primarias de talla limitada y
especializadas en la absorcion. Luego aparecen las secundarias. En las
Monocotiledéneas, al contrario, las raices primarias tienen un volumen importante y
una diferenciacion rapida, no formando ectomicorrizas.

Existen numerosos listados que nos indican los diversos géneros de plantas,
hongos y tipos de micorrizas formadas en cada caso. (STRULLU, 1991; HARLEY
& HARLEY, 1987; MARKS & KOZLOWSKI, 1973; SMITH & READ, 1997)

El numero de géneros que forman ectomicorrizas no es muy importante
comparandolo con los que forman endomicorrizas vesiculo-arbusculares.Es
importante resaltar, mas que el numero, que se trata, en el caso de las ectomicorrizas,
de especies forestales de gran importancia. Dentro de los arboles, estan muchas de
las especies del hemisferio Norte: pino, abeto, picea, abeto de Douglas, roble,
castafio, abedul...

Como ya se ha indicado, los hongos que forman ectomicorrizas pertenecen
a los Zygomycotina, Ascomycotina y Basidiomycotina.

Los Zygomycotina no desarrollan carpéforos, sino esporas aisladas o
encerradas en esporocarpos. Es un grupo de poca importancia para las
ectomicorrizas.

Segun STRULLU (1991), la gran mayoria de especies forestales de interés
economico, objeto de selvicultura pertenecen a las familias Pinadceas, Fagéceas,
Tiliaceas, Betulaceas, Salicaceas, Juglandaceas, Myrticeas, Mimosiceas o
Casuarinaceas. Todas estas familias o géneros citados se caracterizan por la
presencia constante y obligatoria de ectomicorrizas.

Esto ocurre en las especies que constituyen poblaciones monoespecificas, en
las zonas templadas, mediterraneas y tropicales secas. En cambio especies
diseminadas representadas por especies aisladas mezcladas con las anteriores, suelen
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ser_endomicorricicas. Este es el caso de Cupresaceas (Thuja, Chamaecyparis)
Rosaceas (cerezo silvestre, serbal...) Aceraceas (arce), Oleaceas (fresnos), etc.

Las especies del bosque tropical humedo son mayoritariamente
endomicorricicas con algunas excepciones.

4. Importancia de las micorrizas y aplicaciones derivadas.

Las micorrizas son de gran interés por su accion beneficiosa para la planta,
para el suelo y para el ecosistema: :

e Mejoran el enraizamiento y el establecimiento de las plantas.

¢ Incrementan la captacion de iones (nutrientes) lentos, con lo que aumentan
el crecimiento.

e Facilitan el ciclado de nutrientes en el sistema suelo-planta-atmosfera.

e Aumentan el nivel de tolerancia de la planta a situaciones de estrés (bidtico
o0 abidtico).

e Mejoran las propiedades fisico-quimicas del suelo, como por ejemplo la
textura y estructura.

4.1. Aplicacion practica de las micorrizas: micorrizacion controlada y
técnicas de inoculacion en vivero.

Tanto para la selvicultura, jardineria o produccién de hongos, se realiza

la inoculacion de las plantas en vivero. Los pasos a seguir, grosso modo, son
los siguientes: desinfeccion del suelo; aplicacion del indculo; técnicas culturales para
favorecer la planta y el conjunto hongo-planta. (Riego, luz, temperatura). Por ultimo,
el transplante destaca como etapa decisiva para la supervivencia del vegetal y la
micorriza.

4.2. Micorrizas en proteccion fitosanitaria. (STRULLU, 1991)

La micorriza interviene de forma preponderante en las interacciones
microbianas. Esta influencia se ejerce de forma variable segin la planta, el hongo, €l
ambiente....

La micorrizacion entrafia modificaciones importantes de funcionamiento de
la planta, en particular de su sensibilidad a agentes patogenos. Puede aumentar esta
sensibilidad como en el caso de los patdgenos de la parte aérea o en los virus.

En cambio, el modificar el ambiente edafico con la introducciéon de la
micorriza repercute sobre el organismo patogeno, constituyendo un efecto protector,
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tanto/por la proteccion mecanica por la barrera que constituye el manto, como por la
modificacion del ambiente fisico-quimico del suelo.

4.3. Importancia en horticultura y agricultura.

En la mayoria de las plantas herbaceas y lefiosas que sirven de alimento al
hombre y el ganado, las micorrizas presentes son VA.

En horticultura y agricultura las micorrizas son interesantes porque
aumentan el crecimiento y la nutricién fosfatada, nitrogenada, absorcién de agua y
oligoelementos, con lo que se incrementa el rendimiento. Se produce también una
mejora en la resistencia al estrés.

En la agricultura, por tanto, el efecto positivo mas evidente, de las
micorrizas en las plantas es un crecimiento mas rapido que se traduce de una forma
general por un aumento de la biomasa producida. (STRULLU, 1991).

4.4. Micorrizds en selvicultura, reforestacion y restauracion de ecosistemas
degradados. '

Actualmente en todas las estrategias de revegetacion se tienen en cuenta las
micorrizas como factor importante a la hora de favorecer el establecimiento de las
plantas. Las plantas que presentan micorrizas enraizan mejor y sobreviven mas que
las no micorrizadas. :

Al favorecer las micorrizas la absorcion de nutrientes y agua, asi como
soportar mejor los estreses por contaminacion o sequia, se estan utilizando de forma
aplicada para la recuperacion de suelos contaminados o degradados, asi como en
practicas de reforestacion. (BAREA & HONRUBIA, 1993; BAREA & REQUENA,
1994; KROPP & LANGLOIS, 1990; ALLEN, 1989; CUDLIN et al, 1996;
CHANWAY, 1997; DiAZ & HONRUBIA, 1995; DIAZ & HONRUBIA, 1994;
RODRIGUEZ et al., 1997).

En las comunidades naturales se ha desarrollado con el tiempo un equilibrio
entre las plantas y sus hongos micorricicos, pero en ecosistemas degradados se
limitan las fuentes de propagulo, por tanto, se hace necesaria la introduccién de
hongos micorricicos.

Otra aplicacion de la micorrizacion controlada es la utilizacion para facilitar
las plantaciones de proteccion u ornamentales en condiciones dificiles, por ejemplo
la revegetacion de suelos perturbados de zonas de mineria o terrenos inestables de
montafia, etc. (STRULLU, 1991; ALLEN. 1989; DIAZ & HONRUBIA, 1994; DIAZ
& HONRUBIA, 1995)).
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4. 5. Produccion de hongos de interés econémico.

Por ultimo, se puede recurrir a las asociaciones ectomicorricicas con el
objetivo de obtener carpdforos comestibles como las trufas o los boletos
(GARCIA, 1987; LOPEZ, 1990; PACIONI, 1987; MANOZZI-TORINI, 1991;
REYNA, 1992; SAEZ & DE MIGUEL, 1995; SINGER, 1964). Se trata de
micorrizar los arboles adecuados con el hongo adecuado y esperar a la produccién de
hongos. Estos hongos ectomicorricicos, en ausencia de la micorriza, no se
desarrollan, por lo que resulta muy interesante el cultivo.

Un ejemplo de esta practica es la truficultura.
III. TRUFICULTURA.
1. Origen de la truficultura.

La curiosidad en torno al misterio de la trufa estuvo siempre muy viva en
Francia, asi en 1699 Ray descubre la presencia de “granulos minisculos” en la trufa
(esporas). En 1766 Vigi realiza la primera expedicion a la busqueda de trufas con
ayuda de perros. En 1780 De Borch publica una obra titulada “Lettres sur les truffes
du Piémont” en la que se describe la germinacién de esporas y la designacion de las
caracteristicas botanicas del Tuber borchii Vitt.

Es importante la obra de CHATIN (1892) que es el origen de la
truficultura.

El primer verdadero cultivo de trufa se dio en 1810 cuando un agricultor
francés llamado Joseph Talon se enriqueci6 al sustituir los cultivos tradicionales de
vid y cereales, por encinas. Al utilizar bellotas para la repoblacién, unos afios mas
tarde recogio trufas. (PACIONI, 1991).

La repoblacion con bellotas de encinas truferas se extendio rapidamente, asi
el Sefior de Gasparin acuiid su célebre frase “si queréis trufas, sembrad bellotas”.

Se sucedieron varios intentos de “sembrar trufas” hasta el avance en las
investigaciones en biologia y ecologia de las trufas, la microbiologia y micologia
forestal y descubrimiento de las micorrizas.

El método indirecto de cultivo de Talon fue difundido en la Exposicion
Universal de Paris (1855) por A. Rousseau. Le siguieron métodos tradicionales
basados en las experiencias de Talon.

En Italia, Francolini y VANCINI (1963) sucesivamente introdujeron los
meétodos tradicionales de truficultura. Francolini introdujo la diseminacién de esporas
sobre un terreno virgen que no producia. Esto lo hacia mediante la dispersion de
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trufas, de terreno de zona trufera o de micelio sobre el terreno a implantar.
(SIGNORINI, 1990).

Desde Talon el cultivo de las plantas "trufiferas", es decir, con el aparato
radical infectado por la micorriza de trufa, ha sufrido numerosas modificaciones.

Los métodos modernos de Manozzi-Torini y Bencivenga en Italia y del

INRA en Francia son los actualmente utilizados para la implantacion de truferas.
(SIGNORINI, 1990)

2. Situacién actual en Francia, Italia y Espafia.

Los inicios de la truficultura tanto en Italia como en Francia fueron muy
paralelos, siempre encaminados hacia una truficultura racional, tratando de optimizar
el cultivo, con multitud de trabajos sobre micorrizciéon en vivero y ecologia de las
diversas especies de trufas. Actualmente Italia se centra fundamentalmente en el
estudio de las condiciones ecoldgicas, para su posible cultivo de Tuber magnatum

Después de un periodo de produccion abundante Francia ha conocido un
periodo de lenta regresion. La produccién de trufa estd en decadencia continua
después del inicio de siglo. Las causas resultan de la conjuncion de factores
humanos, tecnoldgicos y climaticos: éxodo rural, desaparicion de truferos por las
guerras, cierre de las truferas naturales, masiva gestion de las plantaciones.
(GRENTE, 1974). En las ultimas décadas una serie de factores han provocado el
descenso de la produccion, como la recoleccion agresiva

Espaiia no ha sido un pais con tradicion en cuanto a la utilizacion de la
trufa. Su presencia ha sido casi desconocida y el consumo, local, casi exclusivo de
las personas que las recogian. Sin embargo, hay constancia de trabajos sobre el tema
desde hace 3 décadas (FITE, 1962; NICOLAS, 1973; MARTINEZ et al, 1991;
GARCIA, 1991; CARTIE et al., 1997; MAURI et al., 1997; SAIZ DE OMENACA,
1992; MANSO, 1991; SAEZ, 1991; ORIA DE RUEDA, 1989: QUINTANA, 1992.).

No existe mercado interior. No se ha potenciado su conocimiento y
consumo, ni incluso dentro de las zonas productoras. La falta de organizacion del
sector en nuestro pais ha traido como consecuencia una carencia total de inversiones.
Se ha buscado y recogido trufa pero no se han reinvertido parte de los ingresos
obtenidos.

En las ultimas décadas una serie de factores han provocado el descenso de la
produccion, como la recoleccion agresiva, el aumento de los recolectores, abandono
de actividades forestales, con el consiguiente cierre arbustivo y pérdidas de
produccion natural; incendios, sequias, etc.
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El futuro de la trufa esta pues en la truficultura, la racionalizacion del
cultivo y la organizacion de los mercados. (SAEZ & DE MIGUEL, 1995)

3. Truficultura racional. Condiciones necesarias para el desarrollo de la
trufa.

La potencialidad trufera de una region viene dada por las -condiciones
climaticas de la zona, asi como las geoldgicas, topograficas y edafolégicas. También
se debe tener en cuenta la vegetacion y fauna de la zona.

Las areas truferas se sitian en zonas calizas, lo cual, para Espafia, nos da
una zona bastante grande potencialmente trufera. Pero el sustrato no es la tunica
caracteristica a tener en cuenta.

El clima es un factor muy importante a considerar. Es importante tener en
cuenta la precipitacion anual que debe ser de 600-900 mm. Las primaveras no han
de ser secas para favorecer el desarrollo de los primordios. BARDET & FRESQUET
(1995) indican la necesidad de un aporte de agua de 15-20 mm cada 10 dias y una
pluviometria en abril de 90-140 mm. En verano es necesario que haya lluvias, son
afios buenos de trufas los que tienen fuertes tormentas de verano, favorecedoras del
mantenimiento de los primordios. Tampoco es buena la sequedad excesiva en
invierno. En cuanto a la temperatura, sefialamos varios valores que guardan
relacion con el area geografica donde es posible el desarrollo de la trufa (SAEZ &.
DE MIGUEL, 1995; REYNA, 1992; DELMAS, 1978).

e Temperatura media anual 11-14°C

e Temperatura méxima del mes mas calido 23-32°C

e Temperatura media del mes mas calido <20-22°C

e  Temperatura minima del mes mas frio (-2)- (-6)° C
e Temperatura media del mes mas frio >2 °C.

e Temperatura maxima absoluta 35-42°C

e Temperatura minima absoluta (-9)-(-25)° C.

3.1.- Fisiografia

La trufa se situa entre los 100 y 1400 m de altitud, siendo lo normal
encontrarla de 600 a 900 m y a mas altitud en localidades mas al Sur.

La pendiente Optima para la trufera es la inferior al 10 % y la orientacién
Sur, suroeste, ya que necesita insolacién en el suelo. (REYNA, 1992).
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3.2.- Suelo

Los autores consultados (BARDET, 1995; BARDET et al., 1995;
BRAGATO, 1997; BRAGATO et al., 1992; CALLOT & JAILLARD, 1996;
CHEVALIER & POITOU, 1990; LULLI et al., 1991; MIRABELLA, et al., 1993;
PANINI et al., 1991; PANINI et al, 1993.) coinciden en las caracteristicas del suelo
trufero que se resumen a continuacién.

Elemento del Suelo Minimo Maximo
" pH (H,0) 75 8’5
Materia orgéanica 15 %o 80 %o

C/N =10
Acido fosforico total 1 %o 3 %o
K intercambiable 0'1 %o 3 %o
Mg intercambiable 0'1 %o 0'3 %o
Ca intercambiable 5 %o
Caliza total 10 %

La textura de los suelos truferos es franca, es decir, ni arcillosa ni arenosa,
podriamos apuntar los siguientes valores: 10-40 % de arcillas, 10-70 % de limos y
10-80 % de arenas.

Lo ideal es que el suelo tenga un buen drenaje, por eso no son buenos los
suelos arcillosos, pero tampoco los muy arenosos porque no retienen el agua.

Es importante que sean suelos pedregosos.

3.3.- Flora y vegetacion favorable o relacionada con la trufa.

Como arboles truferos, susceptibles de ser micorrizados por la trufa
podriamos citar Quercus pubescens, Q. petraea, Q. robur, Q. ilex, Corylus avellana,
Tilia platyphylos, Populus spp., Castanea sativa.

La trufa de forma natural se desarrolla en los pisos o termotipos superior
mesomediterraneo y supramediterraneo inferior y medio (RIVAS-MARTINEZ,
1987)

En estas zonas la vegetacion natural suele formar carrascales de Q. ilex
subsp. ballota que se mezclan con el quejigo en algunas zonas, siendo el quejigo un
mal indicador de zona trufera por ser mas resistente al alto contenido en arcillas
(REYNA, 1992).

Los mapas de series de vegetacion nos aportan un dato muy valioso a la
hora de ver la potencialidad trufera de una zona.

Dentro de las formaciones vegetales optimas para el desarrollo de la trufa
encontramos, como ya se ha indicado, los carrascales que se corresponden con la
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serie” meso-supramediterranea castellano-cantabrica y colino-montana navarro-
alavesa de la carrasca o Quercus rotundifolia (Spiraeo obovatae-Querceto
rotundifoliae S.)

Algunos autores indican formaciones de coscoja como potenciales. En
concreto en Navarra, estas formaciones se localizan en areas como la Ribera y Las
Bardenas Reales que no permitirian el cultivo de trufa negra por otros factores.

Dada la elasticidad ecologica de las encinas su presencia es poco
significativa para determinar la calidad del terreno parra la trufa. Por esto, es
interesante conocer la distribucion de especies frecuentes en areas truferas, no
micorrizégenas, pero indicadoras de la potencialidad del sustrato, como son Prunus
mahaleb, Prunus spinosa, Juniperus communis, Juniperus oxycedrus, Vitis vinifera,
Rosa canina, Pinus nigra, Eryngium campestre.

El pino laricio (Pinus nigra) es importante por ser el estadio preclimacico
del encinar calizo de clima fresco, ya que si el clima se hace demasiado frio para las
truferas, deja paso a Pinus sylvestris y si se hace muy calido cede el sitio al pino
carrasco (Pinus halepensis). (REYNA, 1992).

La aparicion de otras especies como Cornus sanguinea, Psoralea
bituminosa, Rubia peregrina, por el contrario es poco favorecedora para el desarrollo
de la trufa.

En los alrededores de las truferas pueden aparecer Genista scorpius, Salvia
lavandulifolia. Los salviares y tomillares si no son dominantes indican buenas
caracteristicas para el desarrollo de trufa.

Como indicadores de humus podemos tomar especies asociadas al pastoreo
como Eryngium campestre.

Ya en el seno de la trufera aparecen pocas especies, dominadas sobre todo
por gramineas cespitosas y matas de plantas de raices poco profundas (Helianthemun
origanifolium, Sedum sediforme). También puede aparecer gramineas de raices mas
profundas como Stipa tenacissima, Stipa juncea o Brachypodium retusum, B.
phoenicoides.

La vegetacion de =zonas truferas ha sido ampliamente estudiada
(BENCIVENGA et al, 1990, BENCIVENGA & GRANETTI, 1990;
BENCIVENGA, et al., 1995; GREGORI et al., 1990; MANOZZI-TORINI, 1991;
REYNA, 1992; SOURZAT, 1994.).
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3.4.- El quemado

Alrededor de una planta productora de trufas se forma un area sin
vegetacion, llamada quemado, "calvero" o "briile". Este quemado esta producido por
accion del micelio de la trufa sobre la vegetacion colindante. Son numerosos los
estudios sobre el tema. El quemado ha fascinado a muchos investigadores desde los
comienzos de la investigacion, como lo demuestran los numerosos trabajos
existentes al respecto (BONFANTE et al., 1971, MONTACCHINI et al., 1972,
MONTACCHINI et al., 1977; MONTACCHINI & CARAMIELLO, 1977; PAPA &
PORRARO, 1978-79; PAPA, 1980-81; PAPA et al, 1992; PLATTNER & HALL,
1995.)

Las especies que aparecen en esta zona, son por tanto resistentes a esa
acciodn fitotdxica y su conocimiento puede resultar muy interesante.

Plantas como Sedum spp. o Euphorbia spp son resistentes, permamacen en
el quemado. De forma contraria se observa como algunas plantas desaparecen del
quemado

La festuca (Festuca ovina) esta siendo objeto de estudio por su posible
papel en el quemado. (MAMOUN & OLIVIER, 1997)

3.5.- Area potencialmente trufera en Esparia

De acuerdo con los datos de precipitacion, temperatura, suelo, sustrato
geoldgico y vegetacion podemos establecer cual seria el area potencialmente trufera
en Espaiia.

También es interesante el hecho de que en esas zonas citadas como
potencialmente truferas, aparezcan citas de Tuber melanosporum de forma natural.
(SAEZ & MIGUEL, 1995)

3.6.- Zona Optima para el desarrollo de la truficultura en Navarra

En Navarra se tiene constancia de la existencia de trufa negra en diversas
zonas: valles de Allin, Metauten, valle de Lana, Yerri, Guesalaz, pero casi nunca fue
recogida por los vecinos de, estos lugares, sino por personas desplazadas desde otras
provincias.

Ante esta situacion, un grupo de agricultores de Allin y Metauten se intereso
por la truficultura, con dos objetivos. Primero pretendian recuperar las truferas
naturales y la recoleccion de la trufa que en ella se desarrollaba. En segundo lugar, la
plantacion de arboles micorrizados en fincas dedicadas al cultivo de cereal o
leguminosas.
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Para todo ello se realizd un proyecto piloto por parte de agricultores
constituidos en cooperativa, el ITG del cereal (hoy ITG agricola) y la empresa
suministradora del material micorrizado. Se trataba de conocer las técnicas de
produccion de la trufa negra.

Asumiendo el objetivo de la CEE de potenciar areas deprimidas, se
plantaron durante los meses de febrero y marzo de 1990, 30 hectareas de arboles
micorrizados con Tuber melanosporum.

Con objeto de hacer una truficultura racional y optimizar el cultivo, se busca
el apoyo cientifico a los truferos con un proyecto de investigacion entre el ITGA y el
departamento de Botanica de la Universidad de Navarra para determinar el area
potencialmente trufera de Navarra, asi como el seguimiento de las plantaciones, para
asegurar que lo que realmente se esta cultivando es trufa negra.

Como fruto de los proyectos “Aspectos sobre la truficultura en Navarra.
Cultivo de la trufa negra Tuber melanosporum. Proyecto n°® 9693” y proyecto
demostrativo “Desarrollo e implantacion del cultivo de trufa negra en Navarra.
Proyecto demostrativo 95-96” y desde la observacion de las condiciones necesarias
para el desarrollo de Tuber melanosporum, se elabor6 un mapa del area
potencialmente trufera en Navarra (MIGUEL & SAEZ,1997).

El Departamento de Botanica y el ITG siguen actualmente la investigacion
en 6 parcelas, 5 plantadas con anterioridad al 92 y la ultima, plantada en 1993 en
Oloriz, gestionada por el ITG agricola y objeto por esa razon del presente estudio. La
importancia del seguimiento de la micorrizacion es grande, pues es el inico medio
para saber si Tuber melanosporum sigue en la parcela hasta la entrada en produccion.

OBJETIVOS.

Con el siguiente trabajo se pretende el seguimiento de la parcela de
experimentacion situada en Oloriz (Navarra) y gestionada por el ITG agricola,
plantada con encinas (Quercus ilex subsp.ballota (Desf.) Samp.), robles (Q. faginea
Lam.) y avellanos (Corylus avellana L.) micorrizados en vivero por Tuber
melanosporum Vitt.

Los objetivos perseguidos en el presente estudio son, de forma muy
concreta, los siguientes:

e Seguimiento de la micorrizaciéon en los ejemplares de encina, roble y
avellano, marcados para este fin.

o Caracterizacion de micorrizas: micorrizas de Tuber melanosporum y otras
micorrizas.

Publ. Bio. Univ. Navarra, Ser. Bot., 11. Diciembre 1998



76 Estudio de las ectomicorrizas de una trufera cultiva situada en Oloriz (Navarra)

o Estudio de la evolucion de la micorrizacion:
¢ En el tiempo.
e En los diversos simbiontes arboreos.
¢ En funcion de los tratamientos aplicados a los arboles.

Este estudio de la evolucion se realiza para comprobar si se mantiene la
micorriza inoculada o si por el contrario, otras micorrizas, provenientes bien de
vivero, o bien de campo, invaden las raices de los arboles.

MATERIAL Y METODOS
I. DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO.

Para el presente estudio se ha trabajado en la parcela de Oldriz, plantada
para el cultivo de trufa en 1993.

1. Situacién geografica de Oloriz

Olodriz se encuentra situado en la Navarra Media Oriental, en la zona de la
Valdorba, dentro de la Merindad de Olite. Es una localidad situada a 24 Km. de
Pamplona, a 611 m de altitud. Al encontrarse en la falda de la Pefia de Unzué
aparece en Oldriz un gradiente al subir en altura en todas las caracteristicas del
terreno.

2. Geologia

En cuanto a la geologia, Oloriz se encuentra sobre materiales del Terciario
(Segun Gran Atlas de Navarra) del Mioceno y Oligoceno.

3. Litologia

Predominan en Oldriz las arcillas, limos y areniscas fluviales, con una
pequefia zona de conglomerados poligénicos.

4. Bioclimatologia

Olériz se encuentra (segun la memoria del mapa de Series de Vegetacion de
Navarra) en la zona de’ transicion de lo supramediterrineo superior a lo
mesomediterrianeo inferior, en ombrotipo subhimedo inferior-seco superior.
(RIVAS-MTNEZ, 1987)

Aunque en la cara Sur de Pefia Unzué se encuentra la estacion de Oloriz, no
parece representativo realizar el estudio bioclimatico en base la los datos de esta
estacion, puesto que lleva s6lamente 6 afios funcionando. Por este motivo se eligio la

Diciembre 1998 Publ. Bio. Univ. Navarra, Ser. Bot., 11.



Estudio de las ectomicorrizas en una trufera cultivada situada en Oldriz (Navarra) 77

estacion de Yesa, la cual se encuentra practicamente en la misma latitud que Olériz
(42° 37’ N), con una longitud de 1° 12° W frente a los 1° 38” W de Olériz y al abrigo
de la cara sur de la Sierra de Leyre.

También se han calculado lo indices bioclimaticos de Olite, que es la
estacion mas cercana aunque se encuentra en un area mas seca.

4.1. indices bioclimaticos de Yesa y Olite
a) Datos. (Tomados de ELIAS-CASTILLO & RUIZ-BELTRAN, 1986).

Estacion YESA | Periodo: 1931-80 I Long:1°12’W | Lat:42°37 I Alt388m.

C —

E F M A M J J A S (] N D | ANO
P | 809 618 | 715 | 685 | 724 | 532 | 328 | 415 | 655 | 95 | 762 | 848 | 7786
ETP | 107 | 156 | 322 | 500 [ 801 | 118 | 1365| 1266 | 915 | 537 | 242 | 113 | 7442
MM | 154 | 176 |20 [250 |2905 [342 370 |372 |330 264 |200 |151 |383
TMM| 92 116 [146 | 173 211 |259 |295 |292 |259 [197 [134 |91 189
Tm |50 |65 |94 120 | 155 | 194 |23 |22 [195 [142 |90 |54 134
tmm | 08 14 |4l 67 |98 129 [ 150 | 152 | 131 |87 |46 17 178
tmma| 62 |50 (23 |09 |3l 72 |98 [98 |70 [24 |21 [48 |78

EstaonYESA | Periodo: 193180 | Long:1°12W | Lat:4237 | Ak388m.
E[F[MJ]A|[M]J]|J][A]S]O]N]JDIaNO
P [432 |359 [407 [509 [601 [484 [262 [282 {382 [506 [544 [484 [ 548
ETP [ 112 [163 [329 [496 [796 [ 1087 [ 1339|1237 {916 [554 [242 [ 124 [7305
e

MM [170 [191 [234 [264 [303 [354 [375 [371 [337 [277 213 [168 [383
™M| 98 [119 [151 [176 [213 [255 [290 [292 [263 [204 [138 [98 [191
Tm |51 |67 |94 [119 [153 J191 [20 [20 [195 [145 [89 [57 [133
tmm |04 [15 [37 |62 [94 127 [151 [147 127 [86 [40 15 |75
mma| 58 |43 [-19 [06 [31 [75 [107 [99 |72 J21 -9 [43 [72

b) Calculo de los Parametros e Indices Bioclimaticos (RIVAS-MARTiNEZ,
1995 y 1996)

A partir de los datos de las estaciones de Olite y Yesa se han calculado los
parametros e indices bioclimaticos que se enumeran a continuacion y son reflejados
en la tabla.

"PARAMETROS
T: Temperatura media anual.
m: Temperatura media de las minimas del mes més frio.
M: Temperatura media de las maximas del mes mas frio.
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Tmax: Temperatura media del mes mas calido.
Tmin: Temperatura media del mes mas frio.
Tp: Temperatura positiva anual - suma en décimas de grado de la temperatura media de
los meses con temperatura media > 0° C-.
Pp: Precipitacion positiva anual - suma de la precipitacion media de los meses con
temperatura media > 0° C-.
INCICES BIOCLIMATICOS
Ic: indice de continentalidad simple: Ic = Tmax - Tmin
It: indice de termicidad: It = 10 (T+m+M)
To: indice ombrotérmico anual: Io = 10 (Pp / Tp)
Tos: indices ombrotérmicos estivales
Tosy: indice ombrotérmico estival del bimestre mas calido del trimestre
estival: Iosp = P juliot+agosto / Tjulio + agosto
Tos3: indice ombrotérmico estival del trimestre estival: los3 = Pjunio+
julio + agosto / T junio + julio + agosto
Tos4: indice ombrotérmico estival del cuatrimestre resultante de la suma
del trimestre estival y del mes inimediatamente anterior.: Ios4 = P mayo +
junio + julio+ agosto

; : : 169
134 108 [92 4 50 173 |1604 [7786 W8S [167 200 [252

Segun estos calculos podriamos decir que Olite pertenece al bioclima
Mediterraneo Pluviestacional Oceanico. Dentro de este bioclima, el termotipo de
Olite es Mesomediterraneo, con ombrotipo subhiimedo.

Yesa, por el contrario, se encuentra justo en la zona de transicion de lo
mediterraneo a lo Templado. Su bioclima es el Templado oceanico. Pertenece al
termotipo colino, ombrotipo subhiimedo.

5. Biogeografia
Biogeograficamente, Oloériz se encuentra en la region Mediterranea,
Provincia Aragonesa, Sector Castellano- Cantabrico. (LOIDI & BASCONES, 1995).

6. Vegetacion Potencial

Segiin LOIDI & BASCONES (1995), la serie de vegetacién que méas zona
de Oldriz cubre es la serie meso-supramediterranea castellano-cantabrica y colino-
montana navarro-alavesa basofila de la carrasca o Quercus rotundifolia (Spiraeo
obovatae- Querceto rotundifoliae S.) Esta serie, es la que corresponderiacubriria a la
parcela.
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En la etapa madura de dicha serie de vegetacion, en el estrato arbustivo
encontramos Spiraea hypercicifolia subsp. obovata, Juniperus communis, Lonicera
estrusca, Amelanchier ovalis, Hedera helix, etc., propias de bosques ombroéfilos asi
como Rubia peregrina, Rhamnus alaternus, Ruscus aculeatus, o Juniperus
phoenicea, mas propias de bosques esclerofilos.

La etapa de sustitucién primera es un espinar del tipo Amelanchiero ovalis-
Spiraetum obovatae, formado por especies como Amelanchier ovalis, Spiraea
hypercicifolia subsp. obovata, Rosa agrestis, Rosa nitidula...

Al desaparecer la orla se establecen matorrales de brezo (Erica vagans),
otabera (Genista occidentalis) y gayuba (Arctostaphylos uva-ursi subsp. crassifolia).
También aparecen entre este matorral , formaciones herbaceas de Bromus erectus,
Brachypodium pinnatum subsp. rupestre, Helicotrichon cantabricum y otros.

Una pequeiia zona del término de Oldriz corresponde a la serie meso-
supramediterranea castellano-cantabrica del quejigo o Quercus faginea (Spiraeo
obovatae-Querceto fagineae S.)

Por ultimo también aparece en Oldriz un poquito de la serie pirenaica
occidental y navarro-alavesa del roble pubescente o Quercus humilis (Roso arvensis-
Querceto humilis S.)

7. Edafologia.

En cuanto a los suelos (INIGUEZ et al., 1982), la mayor parte de término de
Oloériz presenta suelos someros sobre material deleznable, constituyendo éstos un
Typic Xerorthent. Segun la clasificacion de la FAO serian Regosoles.

El pueblo se encuentra sobre suelos de la Serie Aibar con inclusiones de
someros sobre material deleznable. Se trata de un Calcixerollic-Xerochrept, limoso
fino, mezclado, mésico. Es un Cambisol calcico.

8. Conclusion.

En base a lo expuesto anteriormente, la parcela de cultivo situada en Olériz
se encuentra en una zona potencialmente trufera, tanto por la climatologia que
presenta como por la vegetacion potencial y el tipo de suelo.

La parcela esta ubicada en Oldriz porque previamente a su plantacion se
estudi6 su potencialidad trufera de acuerdo con los parametros mas importantes para
la optimizacion del cultivo. Estas condiciones optimas se han descrito en la
introduccion del presente trabajo.
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11. DESCRIPCION DE LA PARCELA.

La parcela esta situada, como ya se ha indicado, en Olériz a unos 600 m de
altitud. Tiene una extensioén de 0'6 Ha.

1. Historia de la parcela. Anteriormente se cultivo cereal, lo cual es
beneficioso, ya que el tipo de micorrizas que tienen los cereales es endomicorrizas y
no van a competir con la trufa los posibles restos de indculo que queden en el
terreno.

Se planté en 1993 inicialmente con 219 plantas, segin los marcos de
plantacion 7x4, 6x4, y 5x4. Los arboles eran de procedencia francesa en el caso de
los avellanos y de las encinas, mientras que los robles los suministré una empresa
espafiola.

2. Orientacion. Es una parcela orientada hacia el Oeste, orientacion elegida
cuando se plant la trufera, ya que para el cultivo de la trufa la mejor orientacion es
la Oeste o Sur, nunca la Norte.

3. Suelo. Previamente a la implantacion de la parcela se realizé un analisis de
suelo de la misma que confirmd su idoneidad como suelo trufero.

4, N° de arboles. Actualmente consta de 11 filas x 30 columnas, con un total de
217 arboles repartidos de la siguiente forma: 74 encinas, 35 robles y 108 avellanos.
En porcentajes, esto representa un 34 % de encinas, un 16 % de robles y un 50 % de
avellanos.

Ante la falta de referencias previas en Espaiia en el tema de la truficultura,
el Instituto Técnico y de Gestion Agricola (ITGA), encargado de los aspectos
agronomicos de la parcela, recurrié a someter a los arboles a diferentes tratamientos
de acolchado con paja o con plastico, para ver, en un futuro, si estos tratamientos
influyen en la produccion de trufas.De estos arboles plantados se marcaron 45 para
su posterior muestreo, de tal forma que quedasen sefializados 5 de cada tratamiento
de acolchado (con paja y con plastico) y 5 sin tratamiento o testigos. Esto se hizo
para cada una de las especies arboreas (encina, roble y avellano). Estos tratamientos
de acolchado influyen en la humedad del suelo circundante al arbol, ya que se trata
de colocar paja o plastico negro alrededor del tronco del mismo. Ademas de
favorecer el mantenimiento de la humedad, la paja, actia positivamente frente a las
temperaturas extremas. También aporta elementos nutritivos al cuerpo fructifero y
mantiene una microflora favorable para su desarrollo. El acolchado con plastico
negro también mantiene el terreno en buenas condiciones de humedad, pero carece
de otras propiedades que aporta la paja. Se utiliza durante los primeros afios de
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plantdacion para favorecer el arraigue de las jovenes plantas y evitar la competencia
de las malas hierbas.

III. METODOLOGIA.
1. En campo.

La metodologia de recoleccion de muestras es laboriosa y complicada. Para
conocer el estado de la micorrizacion es necesaria la toma periédica de muestras, los
muestreos se realizan en la primavera y el otofio, por ser estas épocas en las que el
micelio se encuentra en mayor actividad. Se trata de tomar muestras de raices en la
zona superficial (10-20 cm de profundidad) en los limites del quemado, sin dafiar el
arbol. El muestreo ademas debe ser representativo.

1.1. Métodos.

GIRAUD (1988) propone las metodologias de muestreo de arbeles truferos que
se resumen a continuacion.

a) Método de Sectores

Para arboles al menos de 5 afios y esta adaptado al estudio fino de un arbol
dado.

e Se trazan 2 ejes perpendiculares, por ejemplo Norte-Sur, Este-Oeste.
e Se marcan los puntos de muestreo en cada eje a distancia creciente
desde el tronco, a los 25-50 cm o 1 m segun la importancia del arbol.
e Se toman en cada punto las raicillas, evitando dafiar el aparato
radical, las raices gruesas.
o Siel arbol es grande se podra buscar también el los ejes intermedios,
Noeste-Suroeste. '
e Para cada punto se prepara una bolsa de plastico etiquetada con las
referencias del punto y del arbol.
Este método permite una representacion espacial de la micorrizacion del arbol
que se podra seguir en el tiempo.

Lo negativo del método de sectores es la dificultad y lo pesado que es de
realizar, ademas de no permitir el estudio de un numero suficiente de arboles para
ver el estado micorricico de la plantacion.

b) Método global

Permite tener una idea general de la micorrizacion de la parcela porque se
aplica a todos los arboles sea cual sea su edad. '

Es el utilizado por nosotros.
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Esta adaptado al estudio de un tratamiento, de las variaciones debidas al
terreno y permite una interpretacion estadistica.

e Se numeran e identifican los arboles a analizar sobre el plano de
la parcela.

e Para cada arbol se toman muestras de puntos elegidos al azar en
la zona de exploracion radical. El nimero de puntos varia segun la edad
del arbol (4 a 10).

e Cada muestra se mete en la bolsa que lleva las referencias del
arbol.

e Si el arbol es muy joven se limitara a un muestreo a nivel del
cuello para no comprometer su desarrollo. Practicamente hasta ahora, es
a lo que se han tenido que limitar nuestros muestreos por ser esta parcela
una plantacion joven.

1.2. Material necesario.

Para realizar estos muestreos es necesario llevar azada, navaja, tijeras, un
bidon con agua, bolsas o botes etiquetados, rotuladores indelebles, cuaderno,
lapices...

1.3. Muestreo.

Siguiendo el método global, se cava un agujero de 15-20 cm de diametro, en
un punto elegido al azar, en nuestro caso se hace en orientacion Sur, y se buscan las
raices superficiales. La experiencia nos dice que cuando el arbol es joven, el
muestreo debe realizarse a bastante profundidad, porque las raices superficiales son
escasas. El siguiente paso es recoger las raices, comprobar que son del arbol, y tapar
el agujero. Estas raices se mojan para evitar su desecacion y se colocan en su bote,
con su notacion.

En los muestreos se toman raices de los 45 arboles marcados. Como ya se
ha explicado, disponemos de 15 arboles de cada especie arborea, repartidos de 5 en 5
en los distisntos tratamientos de acolchado, con paja o con plastico, asi como 5 que
no presentan acolchado. De estos arboles se recogen las muestras de la zona cercana
al cuello. Se lavan cuidadosamente las raices en campo, para evitar su desecacion y
se meten en botes debidamente etiquetados y marcados con la notacion
correspondiente al arbol en el que han sido recogidas.

2. En laboratorio.

2.1. Limpieza y observacion.

Una vez en el laboratorio las muestras se lavan cuidadosamente en una
placa de Petri. Si las muestras estan muy sucias se afiaden al agua unas gotas de
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TWEEN 80. El lavado de las raices se completa a la lupa, con ayuda de un pincel
fino, quitando lo mas posible los restos de sustrato y suciedad que haya.

Bajo la lupa se separan aquellas micorrizas que macroscopicamente
parezcan diferentes. Para la observacion macroscopica de las ectomicorrizas se
siguen las directrices marcadas por AGERER (1987-96). Se tienen en cuenta
aspectos como el tipo de ramificacion, longitud del sistema micorricico, longitud de
las puntas sin ramificar, diametro de estas puntas y de los ejes, el color, si tiene o no
rizomorfos, caracteristicas de la superficie -del manto. AGERER (1987-96) describe
las diferentes morfologias de micorrizas y estandariza la forma de describir nuevas
formas.

La observacién microscopica debe centrarse principalmente en la superficie
del manto, el tipo de células que presenta pudiendo ser un manto plectenquimatico o
pseudoparenquimatico principalmente. En el primer grupo las hifas se pueden
distinguir como individuales, se ven laxas, sueltas; en el segundo es imposible
distinguir las hifas como individuales porque han incrementado su diametro o han
formado células cortas de forma irregular formando un verdadero tejido. AGERER
(1987-96) define 16 tipos principales de manto.

2.2. Determinacion

Una vez elegida la micorriza a observar, a la lupa, se coloca en un
portaobjetos, se afiade una gota de agua o mejor de acido lactico, se tapa con un
cubreobjetos y se observa al microscopio.

El primer paso es observar el micelio que sale desde la micorriza y ver si
presenta fibulas, tipicas de los Basidiomycotina.. Lo interesante entonces, o si no hay
micelio, es observar el manto.

En lo que respecta a las micorrizas del género Tuber su manto es
pseudoparenquimatico pudiendo diferenciarse dos tipos de disefio de las células: o
poligonal o en puzzle, que separaremos entre ellas por caracteristicas de las espinas
que emanan del manto, el color, etc. En los resultados se describen ampliamente los
principales tipos estudiados por nosotros y sus diferencias.

Para la determinacion de especies existen numerosos trabajos que describen
las caracteristicas de las principales especies que aparecen en las truferas.
(BENCIVENGA et al., 1992; FONTANA et al., 1992; GRANETTI, 1994; 1995;
GRANETTI et al., 1995a, b ¢; MEOTTO et al., 1994; 1995; RAUSCHER et al.,
1995, ZAMBONELLI et al., 1993). Por ser un trabajo de “estudio de micorrizas en
una trufera cultivada”, inicialmente hemos recurrido ‘a la bibliografia francesa e
italiana, por ser paises que nos preceden, en experimentacion en truficultura.
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2.3. Conservacion de las muestras.

Una vez estudiadas, las muestras pueden conservarse constituyendo una
micoteca de micorrizas. Las raices se guardan, etiquetadas, en botes que contienen
una mezcla de alcohol etilico o metilico, acido acético, formaldehido y agua en la
siguiente propotrcion: 666 cc. de alcohol, 50 cc. de acético puro, 50 cc. de formol y
dgua Hasta completar 1 litro. (GIRAUD, 1988).

RESULTADOS Y ANALISIS.
I. INTRODUCCION A LOS RESULTADOS.

Tras la toma de muestras segun el método anteriormente descrito se
analizaron las raices de los diversos arboles. Del analisis macroscopico y
microscopico se identificaron las diferentes especies a las que pertenecian esas
micorrizas.

La mayoria de los trabajos referentes a las micorrizas que aparecen en este
tipo particular de éxplotaciones truferas (GIRAUD, 1988; GRANETTI, 1995;
BENCIVENGA et al., 1992; MEOTTO et al., 1995; ZAMBONELLI, 1993) recogen
como especies o tipos mas frecuentes los que se indican en la tabla siguiente. Estos
autores destacan, ademas de las micorrizas del género Tuber, algunas de caracteres
parecidos a las de este género.

Las micorrizas del género Tuber presentan una cubierta
pseudoparenquimatosa. Esto hace que se distingan facilmente al microscopio las
células que forman el manto, lo cual nos permite distinguir entre las especies cuyas
niicorrizas tienen una cubierta en puzzle, y las que presentan esta cubierta poligonal.

La siguiente tabla (tabla 2) recoge este caracter y el de las espinulas.
Ademas se incluyen en la tabla especies o tipos, que no tratandose del género Tuber,
aparecen en las truferas cultivadas y su aspecto puede llevar a confusion.

Tabla 2.- Tipos de micorrizas de las truferas segin su cubierta.

CUBIERTA EN PUZZLE
|[Espinas ramificadas en perpendicular Tuber melanosporum Vitt.
Espinas cortas, con base ensanchada, agudas. Tuber brumale Vitt.
|[Espinas mas largas que T. brumale, muy Tuber albidum Pico
{agudas y aciculares.
Espinas muy agudas. Parecida a Tuber Tuber magnatum Pico
albidum
Cubierta en puzzle no muy clara. Espinas Tuber rufum Pico
escasas y granuladas
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Tabla 2.- Tipos de micorrizas de las truferas segiin su cubierta (cont.).
CUBIERTA POLIGONAL
Pelos largos, no ramificados, flexibles, con Tuber aestivum Vitt.
granulaciones apicales y engrosamientos
intercalares o terminales, micelio de color

pardo )
Espinas largas, no tan flexibles como T. Tuber mesentericum Vitt.
laestivum. Algunos cistidios bifurcados en la
base.
ICubierta poligonal poco perfecta Tuber excavatum
Micelio ramificado en perpendicular. AD
Espinulas cortas, parecidas a T. brumale, pero : SB
con bucles.
Espinulas ramificadas en angulo recto, con Tipo Hymenogaster
fibulas.
CUBIERTA PLECTENQUIMATICA
Scleroderma
~ Hebeloma

II. CATALOGO DE MICORRIZAS IDENTIFICADAS.

Dentro de las micorrizas observadas podemos hablar de las producidas por
especies de hongos conocidas y las que estdn causadas por hongos aun sin
identificar. Hay que tener en cuenta que para saber qué hongo forma una micorriza
hay que seguir su ciclo bioldgico hasta encontrar el cuerpo fructifero. En algunos
casos todavia no se conoce la especie del hongo porque su micelio no ha podido ser
aislado, cultivado y posteriormente inoculado en el arbol.

Al describir las especies de micorrizas vamos a hacer incapié en la micorriza
de Tuber melanosporum Vitt.,por ser esta la que esta siendo controlada y es objeto de
estudio de cara a la producccion, pero junto a ella aparecen otra serie de micorrizas
competidoras, que bien desde vivero, o luego en campo han tomado posiciones en
las raices de los arboles. Estas micorrizas no deseadas pueden competir con la trufa y
desplazarla por lo que es interesante ver qué ocurre a lo largo del tiempo en lo que
respecta a la sucesién de especies. Sélo podemos comprobar la permanencia de
Tuber melanosporum a través del andlisis de las micorrizas, ya que todavia no se han
producido cuerpos fructiferos. A la espera de que éstos aparezcan y poder concluir
sobre la sucesion de especies, Unicamente tenemos en la mano los datos
proporcionados por las micorrizas.

Entre las especies competidoras describimos Tuber brumale, T. rufum, T.
albidum, T. aestivum dentro de las del género. Tuber. Respecto a las micorrizas de
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otros/tipos destacamos las de tipo AD y las formadas por hongos Basidiomycotina
indeterminados, o conocidos como Hymenogaster citrinus Vitt.

Acompafiamos las descripciones con ilustraciones realizadas personalmente
al microscopio Meopta, mediante una vidoecamara “Optomic CCD Color Camera”.
Las fotografias se imprimen directamente mediante una video impresora “Sony
video Graphic Printer UP-860CE”.

1. Especies del género Tuber.

En general la simbiosis entre los hongos del género Tuber y los apices
radicales de las especies arboreas da lugar a micorrizas de forma clavada, con el
extremo redondeado. Su color varia del amarillento blanquecino cuando estin
jovenes, al marrén ocraceo, o negruzco cuando viejas, variando segun el arbol
simbionte.

El manto, cubierta o micoclena, formada por células con lébulos mas o
menos redondeados segun el hongo, puede formar unos poligonos irregulares,
mientras que en otras especies de Tuber las células son mas o menos lobuladas con el
contorno sinuoso dando apariencia de puzzle.

También son de importancia en el diagndstico, caracteres de las hifas,
cistidios o espinulas que emanan de la micorriza que se presentan sobre todo en la
fase de crecimiento de la micorriza.

Cuando las micorrizas carecen de cistidios caracteristicos, pero se aprecia
con claridad una cubierta en puzzle, no podemos avanzar en la determinacion, por
tanto diremos que se trata de una micorriza de “Tipo Tuber” (GIRAUD, 1988).

1.1. Tuber melanosporum Vitt.

1.1.1. Caracteres morfolégicos. Se trata de una micorriza simple o con
ramificaciones de tipo monopddico, pinnado o piramidal, de apices redondeados.

1.1.2. Color. Marrén ocraceo, ambar oscuro. En fase de crecimiento el color
es mas claro, siendo el apice blanquecino. Si observamos una micorriza muy vieja, el
color es casi negro y opaco, no dejando pasar la luz a su través, y por tanto, no
permitiendo observar el disefio de la micoclena.

1.1.3. Superficie de la micoclena. Presenta una cubierta en puzzle bien
definida (Fig. 2). La micoclena es pluriestratificada con estructura
pseudoparenquimatosa con células epidermoides.

1.1.4. Ornamentacion. Sin duda es el caracter mas definitivo a la hora del
diagnéstico.

Diciembre 1998 : Publ. Bio. Univ. Navarra, Ser. Bot., 11.



Estudio de las ectomicorrizas en una trufera cultivada situada en Olériz (Navarra)

87

Fig, L- Dealke e b ramificacion e ks espins e
miconizade 7. melanosporum. Vitt. x1000.

Fig, 2.- Aspecto del manto en puzke de las micomizas de 7]
melanospourm Vit x1000.

Fig. 3~ Detalle del dpice ensanchado de ks espinulas de las
miconmizasde T aestivien Vitt. x1000.

Fig, 4- Detalle de Ia base ensanchada de una espinula de T2
albichmPico. x1000.

Como evidenci6 PALENZONA (1969) y PALENZONA et al. (1972), la
caracteristica de las micorrizas de Tuber melanosporum es que presenta unas

espinulas o cistidios amarillentos,

alargados y ramificados en éangulo recto,

pluriseptados (Fig.1.). El apice de estas espinas es redondeado.

A la vez puede presentar hifas que parten de la micoclena. Se diferencian de
las espinulas en que tienen paredes paralelas en el punto de union a la micoclena,
mientras que las espinas se ensanchan en ese punto.

Podemos constatar que estd ornamentacion se sitia, en la mayoria de los

casos en el tercio proximal de la micorriza
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1.2. Tuber aestivum Vitt.

1.2.1. Caracteres morfoldgicos. Micorrizas cilindricas, algo clavadas, con
el 4cpice muy largo. Simples o ramificadas de forma monopodial, irregularmente
pinnada o piramidal.

1.2.2. Color. Estas micorrizas son de color marron oscuro en invierno, en la
fase de reposo, algo mas claras el resto del afio.

1.2.3. Superficie de la micoclena. Debido al contorno de las células
superficiales, que es poligonal con 3-6 lados en angulos, el aspecto de la micoclena
es reticulado. La organizacion que presenta es pseudoparenquimatica.

1.2.4. Ornamentacién. El elemento caracteristico de esta micorriza es la
presencia de espinulas o cistidios lisos o finamente granulosos, marrones, muy
largos, sinuosos, enredados entre ellos y septados, muy abundantes en otofio
(PALENZONA, 1969). Estos cistidios presentan en e! apice ensanchado, como se
muestra en la figuras 3. Hemos observado estos cistidios a la lupa, y, a diferencia de
los de Tuber mesentericum, la apariencia es de una micorriza “peluda, pero
despeinada”. Tuber mesentericum presenta unos cistidios largos y sinuosos, pero con
aspecto peinado, todos en una direccion.

Se diferencian de los cistidios de Tuber mesentericum porque los de esta
ultima no presentan engrosamientos intercalares. También es constante en Tuber
mesentericum la presencia de un cierto nimero de cistidios bifurcados en la base.

Raramente aparecen en la superficie de la micoclena hifas hialinas, septadas
y granulosas en la superficie. Las hifas, al contrario que los cistidios, se tifien
facilmente con azul algodon y se diferencian de estos cistidios por su color hialino y
SU mayor espesor.

1.3. Tuber albidum Pico.

1.3.1. Caracteres morfolégicos. Micorrizas simples o con ramificaciones
de tipo monopodial, pinnado o piramidales.

Los apices no ramificados son clavados de rectos a ligeramente recurvados
o irregulares por la presencia de estrechamientos.

1.3.2. Color. Estas micorrizas son de color ocre-marrén en estadio de
reposo, ocre en fase de crecimiento, blanquecino en el apice. La presencia de taninos
entre el primero y segundo estrato de células de parénquima cortical hace que
aparezca con apariencia jaspeada, con manchas. (FONTANA et al., 1993) Las
micorrizas viejas tienen una coloracién mas oscura, marron.
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1.3.3. Superficie de la micoclena. En la parte proximal la micorriza de
Tuber albidum presenta una organizacién pseudoparenquimatica con células
epidermoides con aspecto de puzzle.

1.3.4. Ornamentacion. El elemento caracteristico de las micorrizas de
Tuber albidum es la presencia de espinas hialinas, alargadas con extremos
redondeados y base ensanchada, muy geniculada (fig. 4). A veces aparecen 2 septos
en la porcion proximal y las paredes de las espinas son gruesas.

Raramente aparecen hifas hialinas septadas con superficie finamente
granulosa.

1.4. Tuber brumale Vitt.

1.4.1. Caracteres morfolégicos. Son micorrizas con forma clavada, simples
o ramificadas de forma monopodial, pinnada o piramidal.

1.4.2. Color. Ambar oscuro con menos pigmentacion en la parte distal.

1.4.3. Superficie de la micoclena. Con aspecto de puzzle, presenta una
organizacion pseudoparenquimatica. (fig. 6)

1.4.4. Ornamentacion. El elemento caracteristico de esta especie es la
presencia de espinulas de color amarillento, con la punta redondeada y la base
ensanchada, que presentan a veces, raramente, un septo en la base (fig. 5.).
(PALENZONA, 1969). Este diametro basal de las espinulas es netamente superior al
de Tuber albidum y Tuber magnatum y es un caracter importante para el
reconocimiento de esta especie.
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5. Tuber rufum Pico.

Se trata de una micorriza con la cubierta en puzzle pero no muy marcada.
Las espinulas son escasas y granuladas (RAUSCHER et al., 1995).

2. Otras micorrizas distintas de Tuber

Fig, 7- Detille e ks en dinglo recto e s [ Fig 8- Merto poligonel ce s micormizas de Gpo AD X 1000,
espinulas de las micomizas de tipo AD. x 1000

Fig, 9- Detalle de hifas de miconiza de tipo Hymenogaster: | Fig. 10 Manto poligonal de Ia miconiza de Hymenogaster
fibulas y ramificacién en dngulo recto. x 1000, atrirus Vitt. x1000.

2.1. Micorrizas tipo AD.

2.1.1. Caracteres morfologicos. Se trata de una micorriza
macroscopicamente bastante peluda.
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2.1.2. Color. Su color es marrén oscuro.

2.1.3. Superficie de la micoclena. La superficie de la micoclena de este tipo
de micorrizas es pseudoparenquimatica con aspecto poligonal muy marcado. (fig.8)

2.1.4. Ornamentacion. Se caracteriza por tener muchas espinas ramificadas
muchas veces en angulo recto, de ahi su nombre dado por los autores franceses
(“angle droit”) (fig. 7).

Se trata de una micorriza muy frecuentemente sefialada en las truferas por
los franceses aunque se ignora cual es la especie responsable, pudiendo ser varios
hongos los que forman este tipo de micorrizas.

Su presencia no impide la produccién, pero se trata de un hongo mas
competitivo que la trufa, por lo que es temible en vivero, ya que si esta micorriza va
desde vivero, luego se instala en campo. Es un hongo que puede provocar quemado,
con la consiguiente “falsa esperanza” que esto puede provocar en el agricultor al
creer que se estan produciendo trufas.

2.2. Micorrizas formadas por hongos Basidiomycotina.
En general se reconocen por la presencia de bucles en las hifas.

Dentro de las micorrizas encontradas hay varias formadas por hongos
Basidiomycotina cuya especie no se ha reconocido.

De todas las encontradas destacamos la aparicion de micorrizas tipo
Hymenogaster citrinus Vitt. (DONINI & BENCIVENGA, 1995)

2.2.1. Hymenogaster cf. citrinus Vitt.

2.2.1.1. Caracteres morfoldgicos. Esta especie presenta una forma linear-
alargada.

2.2.1.2.Color. Su color es marron oscuro a negro.

2.2.1.3. Superficie de la micoclena. La superficie de la micoclena es
pseudoparenquimatica y poligonal con células isodiametricas. (Fig. 10)

2.2.1.4. Ornamentacion. Caracterizada por las hifas ramificadas en angulo
recto con fibulas (o bucles) (Fig. 9), es una micorriza muy oscura y peluda a la lupa.
Aparentemente puede confundirse con las de tipo AD pero las fibulas nos indican
que es un Basidiomycotina. (DONINI & BENCIVENGA, 1995).
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3. “Otros”.

Como resultado de las observaciones se han podido detectar diversas
estructuras que no son micorrizas propiamente, sino micelios, conidios, u otras
formaciones indeterminadas en muchas ocasiones. Por tanto, en el grupo
denominado “otros” se engloban todas estas peculiaridades.

III. RESULTADOS DE LOS MUESTREOS Y ANALISIS.

Como ya se ha indicado, se realizaron muestreos durante la primavera y el
otoflo, de la forma anteriormente descrita. Se trataba de recolectar raices de los
arboles marcados. Para ello se tienen 5 avellanos (A), 5 robles (R), y 5 encinas (E)
con cada uno de los tratamientos de acolchado con paja (PJ); acolchado con plastico
(PL), o sin tratamiento o testigo (T).

Se expresa el resultado en porcentaje resultante de la frecuencia que se
obtiene de indicar el nimero de veces que se ha observado un tipo de micorriza
respecto al nimero de arboles muestreados de cada especie (avellano, roble, encina)
con cada tratamiento.

A continuacion se incluye la tabla resumen de los cuatro muestreos
efectuados hasta el momento (Tabla 3), indicando en forma de porcentaje el numero
de veces que se ha observado cada especie o tipo de micorriza, respecto al nimero de
arboles muestreados.
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Tabla 3.- Resumen de los cuatro muestreos. Porcentaje de arboles muestreados que

presentan cada tipo de micorriza.

PRIMAVERA 96
Tme | Tbr. | T.al | T.nf | Taest| AD | Tipo | Basidio| Otros
Tuber
AT 1100.0] © 0 [200] o0 0 0 0 0
APJ | 500 [ 500 ] © 0 0 0 0 0 0
APL | 100 | 200 © 0 0 0 0 0 0
TOTAL| 857 [ 214 | 0 [ 71 [ © 0 0 0 0
A
|rT 20.0 | 80.0 [ 400 [ © 0 [100.0[200] 0 0
[res 0 [333[333] 0 0 [667] 0 0 0
[reL 0 [100.0] © 0 0 [100.0] 500 [ 0 0
AL[ 10.0 [ 70.0 [ 300 [ © 0 [9.0]200] o 0
R
[ET 500 [ 250 0 [250] 0 [750[250] o 0
[Epy 1200 [200]200] 0 0 [600] 0 0 0
[ [ 250[250] O 0 0 0 | 750[250] 0
AL[308 231 77 [ 77 0 [462[308] 7.7 [ 0
E
TOTAL| 459 [ 351 [ 108 [ 54 | 0 [405]162] 27 [ 0
OTONO 96
Tmd | Thr. | Ta | Truf | Taet | AD Tipo | Basidio [ Otros
Tuber
AT 1100.0] © 0 0 0 0 0 0 0
AP | 60.0 [ 400 © 0 0 0 0 0 0
AP [100.0[ 600 [ 0 [200] 0 0 0 0 0
TOTAL| 86.7 [ 333 | 0 [ 67 | 0 0 0 0 0
A
kT 0 [100.0] 0 0 0 0 0 0 0
|rey 0 [100.0[250] 0 0 [500] o 0 0
|reL 0 [1000] 0 [667] 0 [100.0] 0 0 0
ALT 0 [1000] 125250 0 [500]| O 0 0
R
[ET 50.0 | 50.0 | 50.0 [ 500 [ 0 [500[ 0 0 0
[Eps [333] 0 0 [1000] 0 |100.0]333 | 0 |[333
[Er. [333[333[333[333] 0 [333[333] 0 0
AL| 375 [ 250250 [ 625 0 [625[250] 0 [ 125
E
[roTaL] 516 [ 484 ] 97 [ 258 ] 0 [290] 65 | 0 | 32
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Tabla 3.- (Cont. )

PRIMAVERA 97
T.md | Tbr. [ Tal | Truf | T.aest | AD | Tipo | Basidio| Otros
Tuber
AT 1000 0 0 0 0 0 0 333 0
APJ 1000 0 0 333 0 0 333 0 0
APL 100. | 500 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL | 1000 | 125 0 125 0 0 125 | 125 0
A
|RT 0 1000 | 1000 0 0 0 0 0 0
|rPy 0 1000 | 500 0 0 750 0 0 0
|ReL 0 67 | 667 0 0 333 | 667 0 333
AL| 0 &5 | 625 0 0 500 | 250 0 125
R
|ET 250 | 250 0 0 0 755 0 0 250
JePs 250 | 250 0 0 0 500 | 750 0 250
[erL 667 | 333 0 667 0 333 | 1000 0 0
AL | 364 | 273 0 182 0 545 | 545 0 182
E
[TOTAL | 444 | 407 | 185 | 111 0 370 | 333 37 11.1
OTONO 97
T.md | Tbr. | Tal | T.ruf | T.aesst| AD | Tipo | Basidio| Otros
Tuber
AT | 800 0 0 200 0 0 400 0 0
APJ [ 600 | 400 0 0 0 0 0 0 400
APL | 800 | 200 0 200 | 200 0 0 0 0
TOTAL} 733 20. 0 133 67 0 133 0 133
A
RT 0 800 0 400 0 800 | 400 0 0
RPJ 0 1000 0 0 0 800 | 400 0 200
RPL 0 &0 | 200 0 0 600 | 400 0 400
TOTAL| 0 8.7 67 | 0133 0 733 | 400 0 200
R
ET | 400 [ 200 | 200 0 0 80 | 200 0 0
EPJ | 600 | 400 0 200 0 800 [ 400 [ 200 [ 600
EPL | 600 | 200 0 0 0 400 | 400 0 0
TOTAL] 533 | 267 6.7 67 0 667 | 333 67 200
E
TOTAL 422 | 444 44 111 22 | 467 | 289 | 22 178
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1. Resultados por arboles simbiontes en el conjunto de los cuatro
muestreos.

A la luz de la tabla 4 y del grafico 1, podemos analizar la presencia de
Tuber melanosporum 'y otros tipos de micorrizas en los diferentes arboles simbiontes
en el conjunto de los cuatro muestreos.

Tabla 4.- Porcentaje de arboles muestreados que presenta cada tipo de micorriza segun
los simbiontes arbéreos. Total de los 4 muestreos.

AVELLANO ROBLE ENCINA
T. melanosporum 84.62 2.38 40.43
T. brumale 23.08 83.33 25.53
T. albidum 0.00 21.43 8.51
T. rufum 9.62 9.52 19.15
T. aestivum 1.92 0.00 0.00
AD 0.00 66.67 57.45
Tipo Tuber 5717 23.81 36.17
Basidiomycotina 1.92 0.00 4.26
Otros. 3.85 9.52 12.77

Grafico 1.- Porcentaje de arboles muestreados que presentan cada tipo de micorriza
segun simbiontes arboreos. Total de los 4 muestreos.

‘ Arboles simbiontes. Total 4 muestreos.
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En los avellanos destaca la buena micorrizacion, ya que un 84’62 % de los
arboles muestreados presentaban Tuber melanosporum, frente al 2’38 % de los
robles y el 40’43 % de las encinas. T. brumale es la especie que le sigue en
porcentaje pero muy por debajo.

Es destacable que los avellanos no presentan contaminacion tipo AD, la cual
en robles y encinas representa el 60°67% y el 57°45 % de los arboles muestreados
respectivamente.
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En roble destaca el alto grado de micorrizacion por T. brumale que es
practicamente igual que el de los avellanos para T. melanosporum.

Las encinas tienen una micorrizacion por T. melanosporum aceptable. En
esta especie las contaminaciones aparecen igualmente representadas, aunque
sobresalen algo las micorrizas de tipo AD. Por el contrario, si que podemos decir que
la diversidad de tipo de micorrizas encontrados en encinas es mayor que en los otros
arboles, y ademas se aprecia que es mayor en otofio.

Cabe destacar, en encinas, el alto porcentaje de micorrizas denominadas de
“tipo Tuber”. Esto es comprensible si tenemos en cuenta las especiales caracteristicas
del sistema radical de las encinas, ya descritas anteriormente.

Nos llama la atencién el mayor porcentaje de encinas, respecto a los
avellanos y robles en las que aparecen hongos Basidiomycotina. También el apartado
denominado “otros” se encuentra mas representado entre las encinas.

A la vista de estos datos la encina es el arbol que mas tipos de micorrizas
presenta (grafico 1).

2. Resultado del conjunto de los 4 muestreos por tratamientos.

A continuacidon pasamos a analizar los resultados fijandonos en los
diferentes tratamientos de acolchado aplicados a los arboles. Explicamos los
resultados en porcentaje resultante de sefialar el nimero de arboles que presenta cada
tipo de micorriza, respecto al numero total de ejemplares con cada tratamiento
recolectados.

Tabla 5.- Porcentaje de arboles muestreados que presentan cada tipo de micorriza segin
tratamientos. Total 4 muestreos

TESTIGO PAJA PLASTICO
T. melanosporum 58.33 33.33 51.11
T. brumale 31.11 47.06 46.67
T. albidum 11.11 7.84 8.89
T. rufum 13.33 9.80 15.56
T. aestivum 0.00 0.00 2.22
AD 44.44 45.10 26.67
Tipo Tuber 15.56 17.65 3111
Basidiomycotina 2.22 1.96 222
Otros. 2.22 15.69 6.67
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Grafico 2.- Porcentaje de arboles muestreados que presentan cada tipo de micorriza
segun tratamientos. Total 4 muestreos
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En el conjunto de los cuatro muestreos el porcentaje de arboles con
micorrizas de 7. melanosporum es algo mas bajo en los arboles que tienen acolchado
con paja. (Grafico 2).

En cuanto a las especies competidoras, destacan por su alta representacion
T. brumale y la de tipo AD.

La contaminacion por Tuber brumale aparece en mayor numero de
ejemplares observados de los sometidos acolchado con paja y plastico, mientras que
la AD se ha reconocido en el mismo nimero de arboles muestreados en todos los
tipos de tratamientos con menor representacion en plastico.

Lo mas llamativo es el alto porcentaje de arboles con acolchado de paja en
los que aparecen estructuras que englobamos en el apartado de “Otros”. Debido a la
paja aparecen micelios saprofitos, conidios y otras estrucuras fiingicas que se han
colocado en el apartado de “otros”. Por tanto en este apartado, tal como se ha
indicado, no tratamos de otras micorrizas sino de otras estructuras, no micorricicas,
que hemos observado en los diferentes ejemplares recolectados.

3. CONTAMINACIONES. EVOLUCION EN EL TIEMPO.

3.1. Contaminaciones por arboles simbiontes.

Si englobamos todas las micorrizas diferentes de 7. melanosporum como
contaminaciones, y representamos la evolucion a lo largo de los 4 muestreos de la
presencia de T. melanosporum frente a las contaminaciones, podremos ver si la
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micofriza “deseada” se mantiene o tiende a descender o a aumentar con el paso del
tiempo.

Expresamos los resultados como porcentaje. Este procentaje es el resultado
de representar el nimero de arboles en los que aparece T. melanosporum repecto al
numero de arboles muestreados de ese tipo o ese tratamiento, (indicandose cada
arbol 1 sola vez, si aparecen varias contaminaciones en el mismo ejemplar, para no
contar varias veces el mismo arbol).

Gréfico 3.- Evolucion del porcentaje de avellanos estudiados que presentan micorrizas
de T. melanosporum frente a las contaminaciones.
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Grafico 4.- Evolucion del porcentaje de robles estudiados que presentan micorrizas de
T. melanosporum frente a las contaminaciones.

Contaminaciones en robles. Evolucion en el tiempo.
| = . 10000 il »
! g g "
23
°
53
& S
Lo
2 w
T3
E L
£
£ E
Prim.96 Otofio Prim. 97 Otofio
‘ 96 97
‘ Estacion.
—&—T. melanosporum - - & - - Contaminaciones |
i

Diciembre 1998 Publ. Bio. Univ. Navarra, Ser. Bot., 11.



Estudio de las ectomicorrizas en una trufera cultivada situada en Olériz (Navarra) 99

Gréfico 5.- Evolucion del porcentaje de encinas estudiadas que presentan micorrizas de
T. melanosporum frente a las contaminaciones.
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Si observamos los avellanos (grafico 3), podemos ver como el porcentaje de
arboles recolectados que presentaba T. melanosporum aumenta ligeramente hasta la
primavera de 1997 y en otofio del 97 cae, mientras que se aprecia una tendencia al
incremento de las presencia de especies competidoras.

Respecto a los robles (grafico 4), el porcentaje de arboles muestreados con
micorriza de 7. melanosporum frente a las contaminaciones cae rapidamente. Estas
micorrizas contaminantes se observan en el 100 % de los ejemplares estudiados
desde el otofio del 96.

Las encinas (grafico 5), presentan una tendencia general al ascenso en 7.
melanosporum y en las contaminaciones se observan picos en las primaveras, pero la
variacion no es excesivamente grande.

Es interesante observar que en robles y encinas, las contaminaciones son
mayores, van por encima, que el porcentaje de arboles muestreados que presentan 7.
melanosporum, mientras que en los avellanos ocurre al contrario, siendo T
melanosporum mas abundante que las especies competidoras.
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3.2. Contaminaciones por tratamientos.

Gréfico 6.- Evolucion del porcentaje de arboles testigo muestreados que presentan 7.
melanosporum frente a las contaminaciones.
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Grafico7.- Evolucion del porcentaje de arboles con cubierta de paja muestreados que
presentan T. melanosporum frente a las contaminaciones.
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Grafico 8.- Evolucion del porcentaje de arboles con cubierta de plastico muestreados
que presentan . melanosporum frente a las contaminaciones.
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En los diversos tratamientos aplicados en los arboles la tendencia general es
el aumento del nimero de arboles muestreados que presentan contaminaciones.

En los arboles testigo (grafico 6) hay un claro descenso de la presencia de la
micorriza de T. melanosporum frente a las contaminaciones. Solo hay mayor
presencia de T. melanosporum en el otofio de 1996.

En los arboles sometidos a tratamiento de acolchado con paja (grafico 7)
las contaminaciones van en aumento y superan a las micorrizas de Tuber
melanosporum, pero ésta ultima, al avanzar el tiempo, va aumentando
paulatinamente su presencia entre los arboles muestreados.

Observando los arboles cuyo acolchado se hizo con plastico (grafico 8)
vemos cémo las contaminaciones superan en todo momento a las micorrizas de 7.
melanosporum aunque decae un poco en el otofio del 97. T. melanosporum va
apareciendo cada vez menos veces en los ejemplares estudiados, con un pequefio
pico en el otofio del 96.

En los arboles con cubierta de paja y plastico, el comportamiento es mas
regular y sigue una pauta mas marcada, mientras que en los arboles sin tratamiento
los datos oscilan mas y no existe un comportamiento estable.
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3.3. Contaminaciones. Totales.

Observando las contaminaciones del total de los 4 muestreos (Grafico 9) sin
tener en cuenta los arboles ni los tratamientos, podemos ver que en general, siempre
hay mas contaminaciones que Tuber melanosporum, y, a excepcién del otofio de
1996, en el que bajan las micorrizas competidoras, la tendencia general es al
aumento de contaminaciones y al descenso de la presencia de la micorriza “deseada”.

Gréfico 9.- Contaminaciones. Evolucion en el tiempo. Totales de los 4 muestreos.
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4. EVOLUCION DE LAS DIVERSAS ESPECIES DE MICORRIZAS EN
EL TIEMPO.

4.1. Tuber melanosporum.

En lo que respecta a T. melanosporum podemos observar (grafico 10) como
en los avellanos la tendencia general es hacia el descenso en porcentaje de arboles
observados en los que aparece esta especie.

En los robles, con una micorrizacién muy baja, el numero de arboles
estudiados en los que se observa esa especie, cae drasticamente a lo largo del tiempo
en el otofio 96 y estaciones siguientes.

El porcentaje de encinas muestreadas en las que se observa T.
melanosporum aumenta ligeramente en general, y se observa en ellas un incremento
en los otofios con caida posterior en la primavera.
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En el total de arboles, los avellanos siempre superan y, en bastante, a los
demas simbiontes en cuanto al porcentaje de arboles micorrizados con esa especie.

Grafico 10.- Evolucion en el tiempo de la aparicion de la micorriza de Tuber
melanosporum , segin los diferentes 4rboles simbiontes.
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Grafico 11.- Evolucién en el tiempo de la aparicion de la micorriza de Tuber
melanosporum , segin los diferentes tratamientos.
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Respecto a los tratamientos (grafico 11) T. melanosporum abunda mas en
los arboles sin cubierta, o testigos, seguido de los arboles cubiertos de plastico y por
ultimo de los que presentan acolchado de paja.
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4.2. Tuber brumale.

Grafico 12.- Evolucion en el tiempo de la aparicion de la micorriza de Tuber brumale.
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A la luz de la grafica en la que expresamos la evolucion en el tiempo del
porcentaje de arboles muestreados en los que aparece 7. brumale (grafico 12),
observamos unos claros picos en el otofio de los dos afios de muestreo. Esto parece
indicar que esta especie es mas aparente en esta estacion y por eso la identificamos
mejor.

Respecto al total de arboles (Tabla 3), 7. brumale aparece en mayor nimero
de robles muestreados siempre, quedando las encinas y avellanos por debajo de esta
especie arbdrea en cuanto a porcentaje de arboles de los estudiados que presenta

micorrizas de T. brumale. -

4.3. Tuber albidum.

Al contrario de lo que ocurre con casi todas las especies, T. albidum es una
micorriza que aparece sobre todo en las primaveras, asi observamos su maxima
presencia en la primavera de 1997, en lo que respecta al conjunto de los arboles y de
los 4 muestreos (Tabla 3).

4.4. Tuber rufum.

Llama la atencion el elevado porcentaje de ejemplares muestreados con
Tuber rufum en el otofio de 1996 (Tabla 3).

4.5. Tuber aestivum,

Esta especie fungica s6lamente ha sido detectada en un ejemplar de avellano
recolectado en otofio de 1997. Se trataba de un avellano con acolchado de plastico.
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4.6. Micorriza AD.

La micorriza de tipo AD en el total de los arboles esta sufriendo un
incremento en su presencia (Tabla 3), ya que excepto en el otofio de 1996, en que
bajo, el resto del tiempo ha mantenido un ascenso progresivo.

Si analizamos esta presencia por arboles simbiontes podemos ver cémo
aumenta en los otofios en las encinas.

Esta micorriza, como ya se ha reiterado, no se encuentra en los avellanos.

El porcentaje de presencia de la micorriza AD en los robles cae en el otofio
96 para ascender en el otofio del 97.

4.7. “Tipo Tuber”. @

Al observar el total de arboles muestreados se ve claramente un descenso en
el porcentaje de micorrizas calificadas como “tipo Tuber” en los otofios (Tabla 3),
coincidiendo con la época en la que otras micorrizas como Tuber melanosporum o T.
brumale aumentan su presencia.

En los otofios se identifican mejor las diferentes especies de micorrizas, por
estar éstas mejor desarrolladas. Este hecho es el causante de la disminucion, durante
el otofio, del porcentaje de presencia del grupo denominado “tipo Tuber”, ya que las
miccrrizas que incluimos en este bloque son aquellas cuya escasa definicion de los
caracteres digndsticos hace que no podamos identificar la especie concreta.

Por tanto, hay que tener en cuenta que el grupo denominado “ tipo Tuber”
no es una especie, sino un conjunto de micorrizas pertenecientes a diferentes
especies con desarrollo incompleto, y que por consiguiente, no podemos incluir en
ninguna categoria concreta hasta que desarrollen del todo, lo cual ocurre en otofio.

4.8. Basidiomycotina.

Los hongos Basidomycotina aparecen con una mayor frecuencia en las
primaveras (Tabla 3), al igual que T. albidum y las micorrizas encuadradas dentro de
las de “tipo Tuber”.

4.9. Otros.

Volvemos a insistir en la diversa naturaleza de las estructuras calificadas y
encuadradas dentro de la denominacidn “otros”, ya que no se trata, en muchos casos
de micorrizas sino de conidios, micelio u otras formaciones indeterminadas que
aparecieron en las raices de los arboles muestreados.
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Observando la evolucion en el tiempo de las diversas estructuras englobadas
dentro del apartado de “otros” (Tabla 3), podemos ver la tendencia ascendente que
llevan a lo. largo del tiempo estas estructuras, si bien, el porcentaje de ejemplares
arbdreos estudiados que presentan este tipo de formaciones no es muy alto (maximo
18 %).

Si tenemos en cuenta los tratamientos, los arboles con acolchado de paja
presentan mayor numero de veces alguna de estas “formas”. Les siguen los
ejemplares que llevan plastico y aquellos que no tienen ningun tratamiento,
quedarian en ultimo lugar.

Con toda seguridad, la paja aporta las condiciones necesarias para que se
desarrollen otras especies de hongos responsables de esas estructuras detectadas.

V. CONCLUSIONES.

1.- Se ha realizado el seguimiento de una parcela de experimentacion plantada
con encinas (Quercus ilex subsp. ballota (Desf.) Samp.), robles (Quercus faginea
Lam.) y avellanos (Corylus avellana L.) micorrizados en vivero por Tuber
melanosporum Vitt. para la obtencion de trufa negra. Hasta la entrada en produccion
de la parcela, las micorrizas son la unica fuente de informacion de la que disponemos
sobre el estado del cultivo. Por ello se ha estudiado la evolucion de la micorrizacion
de los arboles, con el objeto de comprobar si se mantiene la micorriza inoculada, o
bien, si por el contrario, se ha producido el desplazamiento por la entrada de otras
especies no deseadas, o competidoras.

2.- En base al estudio de los datos geograficos, geoldgicos, edaficos,
bioclimaticos y de vegetacion, realizados en el apartado de material y métodos la
parcela elegida para este estudio se encuentra situada en Olériz (Navarra) dentro de
la Navarra Media Oriental, en la zona de la Valdorba. Este municipio se localiza a
611 m de altitud y a 24 Km. de Pamplona. Olériz se sitia sobre materiales del
Terciario (Mioceno y Oligoceno). Los suelos de esta localidad pertenecen a los
Typic-Xerorthent y Calcixerollic-Xerorchrept. El clima de Olériz es Templado
oceanico, con termotipo colino y ombrotipo subhumedo. La vegetacién potencial de
la zona es la correspondiente a la serie Spiraeo obovatae-Querceto rotundifoliae S.

3.- Los datos anteriores corroboran la ubicaciéon de la parcela de
experimentacion en una zona potencialmente trufera.

4.- La parcela, descrita en el capitulo de material y métodos, consta en la
actualidad de 217 plantas de las que el 34 % son encinas, €l 16 % robles y el 50 %
avellanos.
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De estos arboles se marcaron 45 (15 avellanos, 15 robles, y 15 encinas), 5 de
cada tratamiento agronémico llevado a cabo por el ITGA (de acolchado de paja,
plastico y sin acolchado o arboles testlgo) Sobre estos 45 ejemplares se ha realizado
el seguimiento de la micorrizacion.

5.- Se ha procedido al muestreo periodico de las raices de los arboles marcados
durante la primavera y el otofio de los afios 1996 y 1997.

Durante este periodo, se ha realizado el estudio de la evolucién de la
micorrizacion en el tiempo, en los diferentes simbiontes arboreos y en funcién de los .
diversos tratamientos de acolchado aplicados a los arboles, con el fin de observar la
influencia de estos factores sobre el desarrollo de la trufa.

6.- Como fruto del estudio de las micorrizas se ha identificado Tuber
melanosporum, ademas de otras especies denominadas competidoras o
contaminaciones como son: Tuber aestivum, Tuber brumale, T. albidum, T. rufum,
asi como las de tipo AD, algunos hongos Basidiomycotina y otras estructuras
fungicas que hemos encuadrado en el apartado “otros”. Algunas micorrizas, por no
presentar bien definidos su caracteres diagnésitcos, se han encuadrado dentro de las
denominadas “tipo Tuber” Se ha realizado un catalogo con descripciones y material
fotografico, de las especies reconocidas en la parcela a lo largo de los dos afios de
muestreo.

7.- Se han analizado los datos obtenidos a partir de las micorrizas identificadas.
El analisis se ha hecho en funcion de los simbiontes arboreos, las tratamientos,
respecto a las contaminaciones en su conjunto y la evolucion de las distintas especies
y tipos de micorrizas a lo largo del tiempo.

8.- En el analisis de las micorrizas segiin los simbiontes arbéreos destacamos
el avellano como la especie en la que mejor se mantiene la micorrizacion por Tuber
melanosporum. Por otro lado los robles son los arboles que peor mantienen la
micorrizacion, como queda reflejado en el hecho de que a partir de otofio del 96, no
se ha encontrado Tuber melanosporum en ningin roble. Las encinas continian
micorrizadas, y la presencia de la micorriza de T. melanosporum mantiene un ligero
aumento a lo largo de los muestreos.

9.- Estas diferencias entre los simbiontes arboreos, con distinta procedencia en
cuanto a empresa suministradora, nos llevan a conluir que los robles no fueron
micorrizados correctamente en el vivero. Esto queda también corroborado por la
presencia de la micorriza de T. brumale en los robles en un porcentaje de arboles
muestreados similar al que presentan los avellanos para T. melanosporum.
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10.- Las micorrizas de tipo AD se revelan como un tipo muy representado en el
sistema radical, tanto en encinas (57°45%) como en robles (66’67 %) en porcentaje
del conjunto de arboles estudiados. Por el contrario, este tipo de micorriza no ha sido
observado nunca en avellanos.

11.- En lo que respecta a los tratamientos, en arboles testigo, sin ningin
acolchado, la micorriza de T. melanosporum es la mas frecuente. En arboles con
acolchado de paja la micorriza mas abundante es la de 7. brumale. En los arboles
con recubriemiento de plastico, la frecuencia de aparicién de especies es similar para
T. brumale y T. melanosporum, siendo estas especies las mas representadas en los
ejemplares estudiados. Ademas 7. brumale se ve favorecida por el uso de acolchado
de paja o plastico respecto a no tener ningun tratamiento.

Por otro lado se ha observado que la presencia de T. melanosporum en arboles
testigo es mayor que en los arboles sometidos a tratamientos de acolchado. Al
contrario de lo esperado, la paja y el plastico no parecen favorecer el desarrollo de T
melanosporum, mientras que parecen favorecer otras especies competidoras.

Dado que estos datos se refieren s6lo a dos afios de muestreo habra que esperar
a posteriores muestreos que nos permitan observar la influencia de los diversos
tratamientos.

Los arboles sometidos a tratamiento de paja presentan mas frecuentemente
estructuras denominadas “ otros tipos” que no son micorrizas sino también conidios,
micelios y otras estructuras de hongos saprofitos encontradas en las raices y
favorecidas por la paja.

12.- Respecto a las especies que se califican de contaminaciones o especies
competidoras, analizadas en su conjunto se ha comprobado que:

12.1.- En el conjunto de arboles de los cuatro muestreos, estas especies estan
aumentando su presencia a lo largo del tiempo debido al avance de las micorrizas
naturales y su implantacion en la parcela.

12.2.- Los avellanos son los unicos arboles cuyo porcentaje de apariciéon de
contaminaciones es inferior al de presencia de 7. melanosporum.

12.3.- En las encinas aunque el nimero de arboles en los que observamos
especies de micorrizas competidoras es mayor que el nimero de arboles en los que se
identifica T. melanosporum, éstas 1iltimas micorrizas mantienen un ligero ascenso, es
decir, afio a afio las encinas se van adaptando a la parcela.

12.4.- Como ya se ha indicado, a partir del otofio de 1996 en los robles solo se
han detectado micorrizas contaminantes.
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13.- Atendiendo a la evolucién temporal de las diversas especies o tipos
micorricicos se ha percibido que:

13.1.- El otoiio es el periodo mas favorable al desarrollo completo de las
micorrizas de T. melanosporum, T. brumale, T. rufum, y las de tipo AD. Por otro
lado en primavera se encuentran en mayor actividad 7. albidum, y las micorrizas
formadas por hongos Basidiomycotina.

13.2.- El otofio es la mejor época para los muestreos puesto que se identifican
las especies con mayor facilidad, ya que durante esta estacion presentan sus
caracteres diagnosticos mas desarrollados. En primavera, gran parte de las
micorrizas, no han completado su desarrollo y las caracteristicas estan poco definidas
por lo que unicamente las catalogamos como “tipo Tuber”.

14.- En relacion con el aspecto practico del analisis de los datos, encaminado a
una truficultura racional, podemos afirmar que:

14.1.- En esta parcela, los avellanos son los arboles que se muestran mas
iddneos, seguidos de las encinas.

Ante la brusca desaparicion de Tuber melanosporum de las raices de los robles
podemos asegurar que la micorrizacion del vivero no fue la idénea para su uso en
truficultura.

14.2.- Tuber melanosporum aparece en mayor porcentaje en arboles testigo que
en arboles sometidos a tratamientos de acolchado.

15.- A la espera de obtener cuerpos fructiferos en esta parcela, no podemos
concluir sobre la efectividad de los tratamientos en la produccion de trufas. Por ello
se va a continuar con el estudio para disponer de mas datos que nos informen sobre
la tendencia de la micorrizacidn hasta la obtencién de carpdforos.

En el futuro, la producciéon nos indicara qué simbionte arboreo y qué
tratamientos son los mas adecuados para el cultivo de la trufa negra.
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