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Resumen

La truficultura es una actividad con clara dimension forestal, entre otras razones porque las
especies implicadas, tanto € hongo como su arbol simbionte, son de gran valor silvicola
Ademés, la truficultura y la selvicultura trufera son précticas que contribuyen a la
recuperacion de masas forestales y zonas potencia mente boscosas, con €l valor afiadido de la
obtencién de las trufas, de modo, en la mayor parte de las ocasiones, totalmente ecol dgico.

El Plan Especifico para Teruel (PET) integra varias actuaciones promovidas por €l Gobierno
Espafiol entre las que se encuentra la gjecucion de un Proyecto de Investigacion denominado
“Desarrollo Integral de la Truficultura de Teruel”, financiado por INIA, en € que se pretende
apoyar a sector trufero turolense mediante el conocimiento y la mejora de sus técnicas de
cultivo, produccion y comercializacion.

La presente comunicacion resume los primeros resultados obtenidos en uno de los 7
subproyectos que lo integran y que afecta al estudio del cortejo micorricico de los arboles de
las plantaciones, productoras 0 no, y su relacién con la produccion.

La composicion micorricica de los é&boles truferos es un factor esencial para realizar
predicciones sobre la produccién futura. Tanto la ausencia de micorrizas de trufa negra como
la deteccidn de otras, capaces de desplazar a la primera de las raices de los arboles, puede
permitir el diagndstico precoz de fracasos de plantacionesy por lo tanto € ahorro de muchos
anos de cuidados a la espera de | as primeras recol ecciones.

Para el estudio, se han seleccionado 3 grupos de plantaciones por edad, con 2 localizaciones
distintas. Se esta desarrollando un inventario periddico de las micorrizas presentes en un total
de 48 arboles. Se propone una clasificacién de las mismas en funcion de su capacidad para
comprometer |la produccién de trufa negra, factor que se ha determinado en base a carécter
productor o no productor de cada arbol.

Palabras clave
Trufanegra, Tuber melanosporum, ectomicorrizas competidoras.

1. Introduccién

El Plan de Actuacion Especifico para Teruel comprende varios proyectos de
investigacion coordinados entre los que se encuentra € de “Desarrollo Integral de la
Truficultura de Teruel” en el que participan practicamente todos |os grupos de investigacion
dedicados a trufa, truficultura y selvicultura trufera en nuestro pais. Esta dividido en 7
subproyectos que trataran por separado, durante tres afos, 10s temas mas importantes para el
desarrollo de este producto, empleando como escenario comun la provincia de Teruel, la de
mayor potencial trufero por sus condiciones geogréficas, edaficas, climéticas, etc. y en la que
se encuentrala mayor concentracion de parcelas dedicadas a mismo de todo e mundo.
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El presente trabajo muestra los primeros resultados del subproyecto 1, que lleva por
titulo “Inventario de los hongos micorricicos competidores y contaminantes de las
plantaciones de trufa negra en las comarcas productoras turolenses. Evolucion del estatus
micorricico de las truferas en funcion de actuaciones externas.”

El cultivo de trufa negra (Tuber melanosporum Vittad.) es una actividad muy reciente
gue se encuentra a medio camino entre agricola, por las técnicas que se usan, y forestal, por
las especies empleadas y los largos plazos productivos. Desde que se instala una plantacion el
truficultor debe esperar una media de entre 7 y 8 afios hasta obtener la primera trufa (SAEZ y
DE MIGUEL, 2008).

La mayoria de los factores favorables para dicha produccién se conocen en mayor o
menor medida: texturay pH del suelo, altitud, pendiente, necesidades hidricas, tipo de poda,
calidad de la planta de partida, etc., pero ain teniéndolos en cuenta existen plantaciones en las
que es necesario esperar hasta 15 afios y otras nunca llegan a producir trufa negra (SAEZ y
DE MIGUEL, 2008).

Las causas de estos desequilibrios en la produccion permanecen desconocidas, este
trabajo se ha centrado en la deteccion precoz de estas situaciones. Realizando andlisis de las
ectomicorrizas presentes en las raices de los &boles desde los primeros afios puede
comprobarse si las micorrizas de la trufa negra estan presentes, si existen otras micorrizas
compartiendo la raiz y s éstas son potencialmente peligrosas para € desarrollo de las
primeras.

Las micorrizas son los 6rganos mixtos, hongo-apice radicular, resultantes de la
asociacion mutualista entre las plantas y ciertos grupos de hongos, en los que estos Ultimos
colonizan, inter o intracelularmente el cortex de laraiz. En el caso de las ectomicorrizas suele
tratarse de arboles forestales y macromicetos, tanto Basidiomicetes como Ascomicetes, que
forman un manto de hifas arededor del apice radicular y penetran intercelularmente en las
primeras capas de la corteza originando una estructura denominada red de Hartig. Desde €
manto emanan gran cantidad de estructuras diferentes que el hongo emplea para explorar €
mayor volumen de suelo posible. Son las hifas, los cigtidios y los rizomorfos. Todas estas
estructuras proporcionan una gran cantidad de caracteres morfoldgicos distintivos que se
emplean en laidentificacion de los hongos que forman dichas ectomicorrizas.

AUn asi, la taxonomia de micorrizas es una ciencia incipiente, el nUmero de micorrizas
descritas hasta e momento es muy escaso frente a elevado nimero de especies micorricicas
gue se conocen, entre 5000 y 6000 (SMITH & READ, 2002; AGERER, 2006), hecho que no
hace posible la elaboracién de una clave de determinacion general que permita identificarlas
de la misma forma gue se puede hacer con las plantas y las fructificaciones de macromicetos
(CLAVERIA, 2007).

Estos 6rganos revisten ciertas dificultades para ser estudiados y clasificados, en primer
lugar los mismos hongos forman micorrizas con caracteres ligeramente diferentes
dependiendo de la especie a la que pertenezca € &rbol simbionte (AGERER & RAMBOLD,
2009). En segundo lugar la correspondencia micorriza-cuerpo fructifero no ha conseguido
realizarse en multitud de casos, por 1o que alin no estén descritas muchas especies, incluso de
setas muy conocidas, y viceversa, se dispone de descripciones completas de micorrizas pero
se desconoce qué tipo de seta, trufa o estructura reproductora originan. En este caso,
siguiendo a AGERER (1994), se nombran de forma binomial empleando como prefijo €
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género del arbol afadiendo el sufijo “rhiza” junto con un adjetivo especifico caracteristico
parala especie, hasta su identificacion.

2. Objetivos

Estudio detallado del cortejo micorricico de los érboles truferos en funcién de su
produccion y edad.

Identificacion de los hongos ectomicorricicos cuya presencia en las plantaciones
represente un peligro potencial parala produccién de trufa negra.

3. Metodologia

El presente estudio esta realizado en 24 parcelas dedicadas a la produccion de trufa
negra de la provincia de Teruel. De cada una, se seleccionaron dos encinas (Quercusilex L.
subsp. ballota (Scop.) Desf. Samp.) a azar cubriendo:

» 3 categorias de edad: menores de 6 afios, entre 6 y 9 afiosy mayores de 9 afios.
= 2 categorias de produccién: las que han comenzado a producir trufa negra 'y las que
no.
= 2localizaciones:
0 Sarridn y municipios circundantes.
o Vadledd Jlocay Sierradel Maestrazgo.

De cada encina se tomaron cuatro muestras de raiz, en orientaciones opuestas para
cubrir la mayor parte de la superficie ocupada por la misma (GIRAUD, 1988), dos en
primavera'y dos en otofio, ya que son las épocas de mayor actividad del hongo (SAEZ y DE
MIGUEL, 2008).

L as muestras consistieron en fragmentos de raiz de al menos 100 apices radiculares, que
se tomaron en la proyeccion de la copa del arbol en el suelo, a una profundidad de entre 10 y
30 cm.

Una vez extraidas, se humedecieron ligeramente en el campo para que no se secasen
antes de ser analizadas. Ya en €l laboratorio se lavaron con agua cuidadosamente para no
romper los elementos que emanan de las micorrizas y sobre una bateria de tamices de 1.7, 1.0
y 0.5 mm de luz con € fin de no perder ningan 4pice. En ciertos casos en los que las
particulas de suel o estaban fuertemente adheridas a los &pices fue necesario bien el empleo de
agua con tween 80 a 0,2% pararealizar el lavado, bafios de ultrasonidos o incluso laretirada
de estas particulas alalupa usando un pequefio pincel.

Una vez limpios los apices, se procedié a su observacion o separacion por tipos
morfolégicos y posterior descripcion de los caracteres diferenciales de los presentes en cada
muestra, empleando la lupa y, después, e microscopio Optico. Las descripciones e
identificaciones se realizaron siguiendo diferentes trabajos de taxonomia de micorrizas:
AGERER (1987-2008), ETAY O (2001), DE ROMAN (2003), (DE MIGUEL y SAEZ, 2005),
GONZALEZ (2005), AGERER (2006), CLAVERIA (2007) y AGERER & RAMBOLD
(2009) asi como material de herbario conservado tanto en el Departamento de Biologia
Vegetal de la Universidad de Navarra, como en € Centro de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragén.
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La primera observacion de cada uno se realizé siempre montando |as preparaciones con
aguay sblo en casos de micorrizas muy pigmentadas se recurrié al acido lactico, que permite
un mayor contraste y aclara ligeramente las estructuras. Para poder observar correctamente €l
manto de la mayoria de tipos fue necesario separarlo del pice con una agujay unas pinzas o
realizar cortes del mismo.

La presencia relativa de cada morfotipo micorricico en las muestras se cuantifico
mediante recuento de apices y se realizo € promedio para cada &bol en las cuatro muestras
tomadas.

4. Resultados

Entre los dos muestreos realizados hasta el momento, en los 48 érboles, se han
encontrado un total de 13 tipos micorricicos diferentes. De ellos 8 se han identificado hasta
especie, 4 hasta género y 1 hasta familia. Por diversas causas no han logrado identificarse ni
apenas describirse algunas micorrizas, que se han denominado “morfotipos no identificados”
o “morfotipos de basidiomicetes no identificados’ cuando presentaban fibulas en algunos de
sus tabiques, caracteristica que posicionaa cualquier tipo dentro de la division Basidiomycota.

Presentamos a continuacion el listado de morfotipos encontrados y su clasificacion
taxondmica segin CABI (2009):

Divisién Ascomycota
Clase Ascomycetes
Orden Pezizales
Familia Pyronemataceae
Quercirhiza quadratum (AGUEDA et al., 2008)
Familia Tuberaceae
Tuber P. Micheli ex F.H. Wigg.
Tuber aestivum Vittad.
Tuber brumale Vittad.
Tuber melanosporum Vittad.
Division Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Boletales
Familia Sclerodermataceae
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch
Familia Diplocystidiaceae
Astraeus hygrometricus (Pers.) Morgan
Orden Agaricales
Familia Strophariaceae
Hebeloma (Fr.) P. Kumm
Familia Cortinariaceae
Cortinarius (Pers.) Gray
Orden Thelephorales
Familia Thelephoraceae
Tomentella Pers. ex Pat.
Tomentella galzinii Bourdot
Quercirhiza squamosa (PALFNER, 1995)
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Las medias de la presencia proporcional de cada morfotipo ectomicorricico en los
arboles estudiados se muestran en las tablas 1 y 2, para arboles productores y no productores
respectivamente.

Tabla 1.- Presencias relativas medias de cada morfotipo ectomicorricico en cada arbol productor de trufa
negra muestreado y franja de edad en la que se encuentra.

Arbol Presencia relativa media de cada morfotipo elé;?jng:ﬁc(j)z)
1.1 100% Tuber melanosporum
1.2 100% Tuber melanosporum
21 60% Tuber melanosporum
' 40% Tipo Tuber
22 100% Tuber melanosporum <6

3.1 100% Tuber melanosporum
3.2 100% Tuber melanosporum
4.1 100% Tuber melanosporum
42 50% Tuber melanosporum
' 50% Tuber aestivum
67% Pisolithus tinctorius
33% Tuber melanosporum
65% Tuber melanosporum
52 30% Tipo Thelephoraceae
5% Tuber brumale
6.1 100% Tuber melanosporum 6-9
6.2 100% Tuber melanosporum
7.1 100% Tuber melanosporum
7.2 100% Tuber melanosporum
8.1 100% Tuber melanosporum
8.2 100% Tuber melanosporum
91 75% Tipo Cortinarius

' 25% morfotipo de basidiomiceto no identificado
50% Tipo Hebeloma
9.2 25% Tuber melanosporum
25% Tuber brumale
60% Tuber melanosporum

51

101 40% Quercirhiza quadratum
102 70% Quercirhiza quadratum
' 30% Tuber melanosporum
50% Tuber melanosporum 59
111 20% Quercirhiza quadratum

15% Tipo Tuber

15% Quercirhiza sqguamosa
85% Tuber melanosporum
11.2 10% Quercirhiza quadratum
5% Pisolithus tinctorius
12.1 | 100% Tuber melanosporum
50% Tipo Tuber

122 35% Tipo Thelephoraceae
15% Tuber melanosporum
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Tabla 2.- Presencias relativas medias de cada morfotipo ectomicorricico en cada arbol no productor de trufa
negra muestreado y franja de edad en la que se encuentra.

Arbol Presencia relativa media de cada morfotipo edl?ram a~de
ad (afos)
13.1 | 100% Tuber melanosporum
132 80% Tuber melanosporum
' 20% Tomentella galzinii
14.1 | 100% Tuber melanosporum
14.2 | 100% Tuber melanosporum <6
15.1 | 100% Tuber melanosporum
15.2 | 100% Tuber melanosporum
16.1 | 100% Tuber melanosporum
16.2 | 100% Tuber melanosporum
17.1 | 100% Tuber melanosporum
172 50% Tuber melanosporum
' 50% Quercirhiza quadratum
55% Tipo Tuber
18.1 30% morfotipo no identificado
15% Quercirhiza quadratum
60% Quercirhiza quadratum 6-9
18.2 20% Tipo Tuber
20% Quercirhiza squamosa
80% Tuber melanosporum
20% Quercirhiza quadratum
19.2 57% Quercirhiza quadratum
' 43% Tuber melanosporum
20.1 | 100% Tuber melanosporum
20.2 90% Tgber melanosporum
' 10% Tipo Tuber
21.1 | 100% Tuber melanosporum
90% Tuber melanosporum
21.2 5% Tipo Thelephoraceae
5% Astraeus hygrometricus
65% Pisolithus tinctorius
22.1 30% morfotipo de basidiomiceto no identificado
5% Tuber brumale
299 52% Pisolithus tinctorius
' 48% Quercirhiza quadratum
23.1 | 100% Tuber melanosporum
23.2 | 100% Tuber melanosporum
35% Pisolithus tinctorius
30% morfotipo de basidiomiceto no identificado
24.1 25% Quercirhiza quadratum
5% Tipo Tuber
5% Tuber brumale
35% Tipo Thelephoraceae
35% Tipo Tomentella
24.2 23% Tuber brumale
5% Quercirhiza quadratum
2% morfotipo no identificado

191

>9

5. Discusion

A lavista de los resultados, la diversidad micorricica parece que va aumentando con la
edad del arbol. En el momento de la plantacion, cada arbol posee Unicamente las micorrizas
de Tuber melanosporum Vittad. procedentes de la inoculacién del hongo en la fase de vivero
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las cuales, ya en el campo, colonizan los nuevos pices radiculares que forma e arbol, pero
esta colonizacion resulta mas complicada a medida que las raices se extienden por €l suelo ya
gue la competencia de los hongos nativos por un espacio en la raiz es mayor cuanto mas
volumen radicular posee € arbol. De todos modos, |a presencia de Tuber melanosporum es
muy alta ya que se encuentra en 41 de |os 48 arboles muestreados.

Las ectomicorrizas de especies diferentes a T. melanosporum son mas frecuentes en
arboles no productores, pero no implica que todas ellas sean capaces de desplazar ala primera
de las raices de los arboles. Es necesario continuar este trabajo durante varios afios para poder
caracterizar qué morfotipos son potencia mente peligrosos para la produccion de trufa negray
plantear estrategias de deteccion de los mismos para evitar, en su caso, la realizacion de
plantaciones en lugares con gran potencial de indculo de los mismos. Aunque las plantaciones
se ubican habitualmente en terrenos agricolas, donde en principio no habria inéculo
ectomicorricico, una vez establecidas éstas se produce la entrada de especies fungicas
competidoras desde e entorno, iniciandose el proceso natural de colonizacion de las raices
(DE MIGUEL y SAEZ, 2005)

Respecto a las micorrizas caracterizadas en este trabajo, la anatomia de las denominadas
“Tipo Tuber” coincide con la descrita para algunas especies del género, como T. panniferum
Tul. y T. rufum Pico (DE MIGUEL y SAEZ, 2005). Sin embargo, se sabe que especies como
T. melanosporum o T. brumale Vittad. poseen ese mismo manto y en determinadas
condiciones, 0 en estadios jovenes de su desarrollo, también carecen de cistidios que ayuden a
su identificacion. Por este motivo solo pueden determinarse como pertenecientes al género
Tuber P. Micheli ex F.H. Wigg.

Centrandonos ya en € cortejo micorricico, las ectomicorrizas que han sido detectadas
con mayor frecuencia son las de Quercirhiza quadratum (AGUEDA et al., 2008), ya que
estan presentes en 12 de los arboles estudiados, 4 productores y 8 no productores. El hecho de
encontrar conviviendo esta micorriza en los érboles productores con las de la trufa parece
confirmar que se trata de un competidor que no llega a desplazar a T. melanosporum de las
raices de las encinas, como sefialan otros autores (AGUEDA et al., 2008).

Los siguientes tipos de micorrizas por orden de presencia absoluta en los arboles
muestreados son Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch y T. brumale que se encuentran
en 5 arboles.

Labibliografia citaal primero como un hongo colonizador primario y poco competitivo,
lo mismo que otros hongos de los primeros estadios de la sucesion (géneros Scleroderma
Pers., Rhizopogon Fr., Suillus Gray, Laccaria Berk. & Broome, etc.). Produce abundantes
rizomorfos con los que explora rgpidamente el terreno pero pierde su estabilidad conforme
aumenta la edad del arbol, motivo por el cua es frecuente encontrar tanto sus micorrizas
como sus carpoforos (epigeos) en plantaciones truferas jovenes (ETAY O, 2001) incluso en
algunas ya maduras. Su presencia no parece ser problematica para la fructificacion de T.
melanospor um, comportandose Unicamente como hongo acompahante.

T. brumale forma micorrizas muy comunmente en truferas silvestres, aunque en
ocasiones aparece en las cultivadas. Sus fructificaciones son hipogeas como las de todas las
especies del género, se conocen como trufas de otofio o trufas “machencas’ y son
recolectadas a igual que las de la trufa negra, si bien, no alcanzan €l valor ni la calidad
organoléptica de estas Ultimas. Se trata, probablemente, de la micorriza competidora méas
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temida en | as plantaciones truferas, dado que modifica totalmente la vocacién de la plantacion
a llegar a su fase de produccion (DE MIGUEL y SAEZ, 2005). Su presencia, aunque en
algunos casos puede deberse a un fallo en la micorrizacion de partida, en otros podria haberse
instalado en el proceso natural de invasion de las raices de los arboles, por desarrollarse las
plantaciones en zonas propicias también para su desarrollo.

La presencia de morfotipos de la familia Thelephoraceae, que incluye: Tipo
Thelephoraceae, Tipo Tomentella Pers. ex Pat., Tomentella galzinii Bourdot y Quercirhiza
squamosa (PALFNER, 1995) es dta (7 arboles), o cual es muy frecuente en este tipo de
trabajos (ETAY O, 2001; GONZALEZ, 2005; SANCHEZ, 2008), incluso en los realizados en
bosques maduros, en los que la representacion de hongos de esta familia es
proporcionalmente mayor en las raices de |as plantas que en recuentos de fructificaciones (DE
ROMAN y DE MIGUEL 2005; CLAVERIA, 2007). La presencia de estos morfotipos en |as
plantaciones es habitual y no parece conllevar problema alguno para el correcto desarrollo de
latrufa.

Al comparar lastablas 1y 2 se puede comprobar que, como es légico, T. melanosporum
se encuentra en todos los arboles productores y su presencia es muy baja o estd ausente en los
no productores, a excepcion de tres casos que pasamos a comentar: Los arboles de la parcela
9 se consideraron productores ya que hace dos afios iniciaron la produccion, hecho que no se
ha vuelto a repetir y que, a la vista de los resultados obtenidos, y que ambos lindan con una
zona de produccion silvestre de trufa negra, hace pensar que dichas trufas fructificaron cerca
de €ellos pero no desde sus raices. Ambos arboles se considerardn no productores en futuros
trabgjos.

Por otro lado, los arboles de las parcelas 21 y 23 tienen un grado de micorrizas de T.
melanosporum muy alto, el hecho de que no produzcan trufa a su edad (més de 9 afios) es
relativamente frecuente en algunas plantaciones (SOURZAT et al., 1993). La causa de esta
situacion es una incognita y, por lo tanto, uno de los grandes retos que la investigacion en
truficultura persigue desde hace tiempo.

Por ultimo, debe resaltarse la presencia de varios morfotipos que no han conseguido
describirse y otros que, aunque se hayan descrito, no han podido identificarse. Se encuentran
agrupados en los denominados “morfotipos no identificados” y “morfotipos de
basidiomicetos no identificados’. Este resultado es comun a todos los trabajos que se han
consultado y pone de manifiesto, tanto la dificultad que entrafian, como la necesidad de
ampliar conocimientos en el estudio de las ectomicorrizas.

6. Conclusiones

En Espafia, la provincia de Teruel es la que dispone de una mayor superficie de
plantaciones truferas, muchas de ellas cuentan ya con afios suficientes como para atestiguar su
potencialidad a la hora de producir trufa negra, lo cual se ve corroborado, tanto por e
mantenimiento, como por la presencia generalizada de Tuber melanosporum en los arboles
estudiados.

A lavista de los resultados obtenidos es pronto para establecer un listado de especies de
hongos ectomicorricicos dafiinos para la produccion de trufa negra, sin embargo se espera que
los resultados de |os afios siguientes arrojen luz sobre la capacidad de competencia de algunos
de los morfotipos observados.
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