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Resumen:

La trufa negra (Tuber melanosporum Vitt.) es un hongo comestible que se desarrolla bajo tierra, con
un considerable aprecio en la cocina de calidad. Estd asociada a raices de arboles y arbustos,
destacando los géneros Quercus y Corylus, dando lugar a las micorrizas. Mediante la utilizacion de
suelos de diferentes zonas geograficas de Aragon, se ha evaluado la influencia que tienen los hongos
competidores sobre el grado de micorrizacion de T. melanosporum Vitt. en Quercus ilex L.
Contabilizando el porcentaje de micorrizacion e identificando las micorrizas observadas, se puede
averiguar si la presencia de hongos competidores hace peligrar el desarrollo de T. melanosporum Vitt.
en las raices de la planta huésped. Para estimar la viabilidad de una hipotética plantacién trufera, es
imprescindible llevar a cabo un estudio del comportamiento bidtico del suelo, obteniendo informacién
de la conveniencia o no de establecer dicha plantacion en los terrenos seleccionados para dicho fin.
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INTRODUCCION

Desde el punto de vista sistematico se entiende por trufas los cuerpos fructiferos o carpéforos
de hongos hipdgeos pertenecientes a la clase Ascomycete, orden Pezizales y familia Tuberaceae,
simbiontes ectomicorricicos del género Tuber.

Vive asociado en simbiosis a raices de arboles y arbustos, dando lugar a las micorrizas, que
son unos Organos mixtos de intercambio de sustancias y nutrientes, que se forman entre la planta
huésped y el hongo.

Cuatro son los géneros de plantas que destacan por su facilidad para establecer simbiosis
micorricicas con Tuber spp.: Quercus, Corylus, Castanea y Cistus.

El genero Tuber comprende solamente hongos hipdgeos, cuyo cuerpo fructifero (carpéforo)
esta asociado directa o indirectamente a las raices de arboles y arbustos que crecen en simbiosis con
él mismo, dando lugar a una estructura anatomica-fisioldgica denominada micorriza. La micorriza es
un érgano mixto de intercambio, que se forma entre las raices de la planta huésped y el hongo.

INFLUENCIA DE LOS COMPETIDORES

La presencia de micorrizas de Tuber melanosporum Vitt., no excluye la presencia de otros
hongos en el sistema radicular. La cantidad de micorrizas de trufa negra varia durante el desarrollo
del arbol y el grado de contaminacion aumenta con la edad de la planta huésped.

Los principales contaminantes provienen de otros hongos del genero Tuber, sobre todo Tuber
brumale Vitt., también, T. aestivum Vitt., T. rufum Pico, T. mesentericum Vitt. y T. excavatum Vitt.,
ademas de los generos Hebeloma, Hymenogaster, Scleroderma o incluso micorrizas no identificadas
como las pertenecientes a la division Basidiomicotyna, o las denominadas tipo AD y tipo SB ... .

Se considera un problema importante debido a que las especies de Tuber mencionadas
anteriormente, son de menor calidad culinaria que T. melanosporum.

OBJETIVO DEL ESTUDIO



El objetivo primordial del presente trabajo reside en la determinacién de la receptividad de
diferentes suelos aragoneses a la simbiosis micorricica, introducida de modo artificial entre Quercus
ilex L. y Tuber melanosporum Vitt.

La mayor o menor receptividad de dichos suelos, mediante el estudio de la evolucién de la
simbiosis, nos conducird a la calificacion de la aptitud trufera de dicho suelo desde el punto de vista
biologico.

DISENO EXPERIMENTAL DEL ENSAYO

Recordemos que el objetivo de este ensayo es determinar la influencia de los hongos
existentes en el suelo (hongos indigenas), sobre la capacidad de la trufa negra en formar micorrizas
con la planta huésped.

Para ello se va a trabajar con dos factores distintos que son el grado de esterilizacion del suelo
0 substrato y la distinta naturaleza de la tierra.

Las tierras usadas en el ensayo provienen de 5 parcelas distintas, sin contar la tierra testigo:
Litago (Zaragoza), Valdeabeja-Alcald del Moncayo (Zaragoza), Troncedo (Huesca), Puebla de
Fantova (Huesca) y Montafiana (Zaragoza).

Todas ellas, menos las de Montafiana y testigo, proceden de zonas potencialmente truferas,
donde se recogen trufas en las zonas limitrofes de las parcelas.

Las muestras de tierra de cada una de las parcelas se someten, previa tamizacion, a 5 grados
distintos de esterilizacion: 0%, 25%, 50%, 75% y 100% excepto la tierra testigo que presenta un
grado de esterilizacion del 100%. EIl disefio experimental comprendera: (5 tierras x 5 grados de
esterilizacion) + 1 testigo, lo que equivaldra a 26 tratamientos, cada uno de los tratamientos contienen
4 repeticiones, por lo que el disefio final se resumira del siguiente modo:

5 tierras problema x 5 grados de esterilizacion/tierra x 4 contenedores 0
repeticiones/tierra/grado =100 contenedores, reservando un tratamiento testigo con 4 contenedores, lo
que hara un total de 104 contenedores 0 plantas.

MICORRIZACION ARTIFICIAL

La micorrizacion artificial consiste en poner en contacto de forma “no natural” a la planta
huésped y al hongo. El resultado de esta union simbionte, son las micorrizas.

Para este estudio se empleo como planta huésped la encina (Quercus ilex L.), puesto que es el
arbol trufero por excelencia en Espafia.

El material vegetal empleado (bellotas) proviene de una zona trufera cercana a Graus
(Huesca), el cual, se recogi6 en noviembre (plena madurez).

Para la micorrizacion se ha utilizado Tuber melanosporum Vitt. atendiendo a criterios de
resistencia al medio y por su alto valor comercial. La trufa empleada en nuestros ensayos proviene de
la comarca de Graus (Huesca).

Instalacion en el invernadero:

Las bellotas de Quercus ilex L. se siembran en el invernadero, en cajas contenedoras plasticas
de superficie enrejillada en todas sus caras, incluida la base, de 47x34’3x27 cm., conteniendo
aproximadamente un lecho de 15 cm. de altura, de Vermiculita n® 3, que previamente habia sido
desinfectada al vapor para evitar la proliferacion de patdgenos.

Las plantas se mantuvieron en el invernadero a una temperatura minima de 15° C y maxima
de 25° C. Se regaron con una frecuencia de tres riegos semanales, con una dosis de 1’5 mm. por
riego, procurando que el substrato estuviera en todo momento a su capacidad de campo.

Preparacion inoculo y coadyuvante:
La trufa usada en el ensayo procedia de Graus (Huesca), micorrizando cada planta por el método de
espolvoreo con talco descrito por CARTIE et al. (2000), con una cantidad de 0,3 g de trufa seca, lo
que equivalia a 1,16 g de trufa fresca por planta.

Substratos de cultivo:
La tierra muestreada en campo se deja secar al aire libre para su correcto tamizado. Una vez



tamizada la tierra se divide en dos partes iguales, una de ellas se lleva al autoclave y se
esteriliza a 121°C durante 1 hora, repitiendo la esterilizacion pasadas 24 horas. Dispondremos de 2
lotes de partida para cada muestra con un 0% y un 100% de esterilizacion sobre los que actuaremos
mediante mezclado conveniente hasta alcanzar el resto de las proporciones requeridas: 25, 50 y 75%.

Metodologia empleada en el control de la micorrizacion:

La evaluacion del nivel de micorrizacion producida de modo artificial mediante inoculacion
de distintas especies vegetales con el hongo Tuber melanosporum Vitt., se realiza actualmente por
diferentes métodos, sin que exista una unificacién de criterios a nivel europeo.

En nuestro caso utilizamos el propuesto por PALAZON et al. (1999): 1°.- Lavado de la planta,
2°.- Observacion a la lupa y 3°.- Conteo de micorrizas.

Para el conteo de micorrizas se coloca la planta huésped sobre la mesa, proxima a una regla o
plantilla que nos permita dividir el aparato radicular de la planta en tres sectores (S1 = superior, S2 =
medio y S3 = apical).

De cada sector se elegiran varias raices, en las que se cuentan, con ayuda de la lupa binocular,
los apices micorrizados en 100 apices.

Al final se obtienen 3 porcentajes de los que se calcula la media aritmética, que corresponde al
porcentaje de micorrizacion (PM) de la planta analizada.

Para la clasificacion de las micorrizas existentes se utilizaran las claves sistematicas de
GIRAUD (1988), AGERER (1994) y SAEZ y DE MIGUEL (1995).

RESULTADOS Y DISCUSION

Grados de micorrizacion obtenidos de Tuber melanosporum:

Los resultados obtenidos se podrian resumir en la “Figura 1”, donde se representa la media de
micorrizacion, transcurridos 5 meses, para cada una de las tierras objeto del ensayo asi como la
distribucién de las micorrizas de trufa entre los distintos sectores de la raiz (S1, S2 y S3). Se aprecia
que el mayor nimero de ellas se sitian en los sectores denominados S1 y S2, siendo el sector S3 el
que presenta, con diferencia, el menor numero de micorrizas.En las plantas con el substrato testigo,
con 100% de esterilizacion, los porcentajes de micorrizacion con Tuber melanosporum son de 41°8%
para S1 (sector superior), 7°3% para S2 (sector medio) y del 0% para el S3 (sector apical), sin haberse
detectado ninguna micorriza u hongo contaminante. Se ha observado que en este substrato las plantas
presentaban un desarrollo radicular muy pobre, de ahi el bajo porcentaje de micorrizas de los sectores
S2 y S3.

La tierra de Litago presenta un bajo porcentaje de micorrizacién de T. melanosporum,
debido a que hay un elevado porcentaje de hongos competidores (tipo Hebeloma y tipo
Hymenogaster). Se observa que con el 100% de esterilizacion, el porcentaje de micorrizacion sigue
siendo bajo, por lo tanto la tierra no es la mas adecuada, aunque cumpla con los requisitos fisico-
quimicos.

La tierra de Valdeabeja presenta un porcentaje de micorrizacion medio, aunque muy
aceptable si se tiene en cuenta el poco tiempo que ha pasado desde que se realizo la inoculacion (= 5
meses).

En la tierra de Troncedo la micorrizacion resultante se puede considerar media. No se
aprecian diferencias significativas entre el grado de esterilizacion y el porcentaje de micorrizacion.

La tierra de Puebla de Fantova presenta un buen porcentaje de micorrizacion de T.
melanosporum, observandose un ligero incremento de la misma a medida que se aumentan los
porcentajes de tierra esterilizada, que encuentra su valor maximo en el 75%.

El porcentaje de micorrizacion de trufa negra obtenido con la tierra de Montafiana se puede
considerar bueno. Se observa la influencia directa que conlleva aumentar el grado de esterilizacion
sobre el porcentaje de micorrizacion, incrementandose éste también, de forma analoga al caso de la
tierra de Puebla de Fantova.

Con respecto a la micorrizacion media obtenida para cada una de las tierras, se puede
constatar que las parcelas con mayor porcentaje son la de Montafiana y la de Puebla de Fantova,



seguidas por las de Troncedo y Valdeabeja, siendo la de menor la de Litago.

Micorrizas contaminantes y/o competidoras:

El analisis de las micorrizas en las diferentes tierras objeto del trabajo, ha permitido detectar
la presencia de micorrizas competidoras que se han clasificado como tipo Hebeloma, tipo
Hymenogaster y tipo AD.

Las micorrizas del tipo AD se han encontrado en la tierra correspondiente a las parcelas de
Troncedo y Puebla de Fantova, aunque en unos porcentajes muy reducidos.

Los tipos Hebeloma e Hymenogaster s6lo se han encontrado en la parcela de Litago, la
presencia de estos dos competidores es muy elevada en comparacion con la de T. melanosporum
(“Figuras 2y 3”).

Con un grado de esterilizacion del 0% y del 25%, las de tipo Hebeloma predominan muy
significativamente sobre las de tipo Hymenogaster, pero si analizamos los resultados de la tierra
esterilizada al 50%, se aprecia que las de tipo Hymenogaster, desplazan al resto de competidores,
anulando la presencia de las de tipo Hebeloma, que vuelve a aparecer con un grado de esterilizacion
del 75%, al mismo nivel y con los mismos porcentajes que aquél.

CONCLUSIONES

El bajo porcentaje de micorrizacion de T. melanosporum en la parcela de Litago, aun
cumpliendo los parametros fisico-quimicos adecuados de las zonas truferas, es debido a la presencia
de los competidores del tipo Hebeloma e Hymenogaster, lo que coincide con los trabajos de otros
autores (GRANETTI et al., 1992 ; BENCIVENGA et al., 1992) que responsabilizan a los mismos de
los bajos niveles de micorrizacién alcanzados.

Segun FROCHOT et al. (1988) la estabilidad de la micorriza de T. melanosporum en una
trufera esta condicionada por factores fisico-quimicos y por factores bioticos. Los primeros han sido
muy estudiados; los segundos han sido subestimados; de hecho cuando las condiciones bioticas no
son Optimas, los fendmenos de sustitucién de micorrizas retardan la produccién de trufas o hacen
aparecer especies menos apreciadas. Una de las especies de hongos que pueden sustituir a T.
melanosporum es Hebeloma spp., como ha ocurrido en nuestro caso con alguna de las tierras
ensayadas (Litago).

El mantenimiento de la asociacion trufa-arbol parece depender del potencial del in6culo de
otros hongos en el suelo y de la vegetacion existente en la parcela antes de realizar la plantacion
trufera”.

En nuestro caso es evidente que la presencia de otros hongos, como Hebeloma spp. e
Hymenogaster spp., ha comprometido seriamente la micorrizacion con T. melanosporum, en algunos
de los substratos, como el de Litago.

Si excluimos la tierra de Litago los porcentajes de micorrizacion de trufa negra para cada una
de las tierras objeto del ensayo y para la tierra testigo, han sido bastante aceptables, teniendo en
cuenta el poco tiempo trascurrido (= 5 meses) desde que se realizo la inoculacién.

Respecto a las micorrizas encontradas del tipo AD, aunque son frecuentes en las plantaciones
truferas (GRANETTI & BACIARELLI, 1997; ETAYO Y DE MIGUEL, 1998), su comportamiento de
cara a T. melanosporum no estd muy claro, ya que hay autores que la consideran competidora (DI
MASSIMO et al., 1996), y otros afirman que cohabita con ella (SOURZAT et al., 1988).

En nuestro caso, no se puede sacar una conclusion fiable, dado el escaso nimero de plantas en
las que ha hecho su aparicion dicho hongo.

Como resumen general, podemos establecer las siguientes conclusiones:

1.- La utilizacion de tierra de zonas truferas libres de contaminantes, favorece la correcta
formacion de la raiz, y con ello se incrementan las posibilidades de que se establezcan las micorrizas
de Tuber melanosporum.

2.- En las tierras que presentan un escaso o0 nulo porcentaje de micorrizas competidoras, la
esterilizacién es una practica innecesaria, ya que no se observan diferencias significativas en el
porcentaje de micorrizacion al cambiar los grados de esterilizacion.

3.- Si en la tierra en la que se va a instalar nuestra planta micorrizada con Tuber
melanosporum existe un elevado inoculo de otros hongos contaminantes, como es el caso de Litago,
la micorrizacion se vera desplazada frente a estos hongos micorricicos, por lo general mas



competitivos que la trufa negra.

4.- De las parcelas estudiadas, las que presentan una mayor aptitud a la micorrizacién con T.
melanosporum son en orden decreciente: Montafiana (S.I.A.), Puebla de Fantova, Valdeabeja,
Troncedo y Litago.

Se ha comprobado que los resultados obtenidos, referentes a los contaminantes de las
parcelas, coinciden fiablemente con los obtenidos en los seguimientos periodicos que son realizados
por el equipo de investigadores del Departamento de Sanidad Vegetal del CITA.- DGA en las mismas
parcelas. Con esto se llega a la conclusion que puede ser interesante, antes de llevar a cabo una nueva
plantacion trufera, estudiar el comportamiento biético del suelo mediante un ensayo similar al
expuesto en este trabajo. Con ello seremos capaces de diagnosticar si tenemos contaminantes o0 no, en
dicha parcela, y en un plazo de 5 meses, que es el tiempo minimo previsto para su ensayo de
micorrizacion, estaremos en disposicion de establecer la viabilidad de una hipotética plantacion.

No debemos olvidar que una de las causas que mas retraen la progresion de la truficultura
estriba en la inseguridad del arraigo de las micorrizas de T. melanosporum, lo que pueden demorar el
inicio de la produccion de trufas entre 6 y 12 afios.

Con este estudio se establece una prevision de viabilidad que, en el plazo referido de 5 meses,
indicara la conveniencia o no de establecer una plantacion de encina con trufa negra en los terrenos
seleccionados para dicho fin.
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Figura 1: Distribucién de la micorrizacion de T. melanosporum en los diferentes sectores de la raiz, a
los 5 meses de la inoculacién, y micorrizacion media de las tierras del ensayo.
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Figura 2: Distribucion de micorrizas competidoras del tipo Hebeloma en la tierra de Litago, a los 5
meses de la micorrizacion con T. melanosporum

Porcentaje de tipo Hebeloma deltotal de la
Inico mcacion

1] y T y T

[ 5%, % T
Grado de esterizacion.

O51 @32 0353

1005



100
oo
20
10
&0
50

30
20
10

Porcentaje de tipo Hpmenogasfer delfotal
de la micomcacisn

(1 5% 0% T5% 1000,
Grado e esterilzacion,

O51 W32 0353

Figura 3: Distribucién de micorrizas competidoras del tipo Hymenogaster en la tierra de Litago, a los
5 meses de la micorrizaciéon con T. melanosporum



