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Determinacién del micelio de trufa negra y su relacién con parametros edéaficos en plantaciones y

zonas de produccion silvestre
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Resumen

La trufa negra (Tuber melanosporum Vittad.) es uno de los hongos comestibles mas apreciados a
nivel mundial. Se produce de forma natural en varios paises Mediterraneos y también se cultiva junto
con ciertas especies forestales con las que forma micorrizas. El objetivo de este estudio fue
determinar la relacion entre la biomasa miceliar de T. melanosporum y las propiedades del suelo en
plantaciones y zonas de produccioén natural de este hongo en Espafna. Los suelos se muestrearon en
guemados (zonas con escasa vegetacion que rodean a los arboles productores) de mas de cien
arboles en otofio de 2019. Se determinaron las propiedades fisicoquimicas de los suelos, se extrajo
su ADN total y, mediante qPCR, se cuantifico especificamente el micelio de trufa negra presente en el
suelo. La cantidad de micelio de trufa fue similar en plantaciones y zonas de produccién natural,
aunque se detectaron correlaciones significativas entre la biomasa flngica y determinadas variables
edaficas que si mostraron patrones distintos en plantaciones y zonas silvestres como pH, materia
organica, nitrogeno, hierro y magnesio. Los resultados obtenidos se discuten en relacién con las
practicas de manejo de las plantaciones truferas y el potencial de aplicabilidad de los mismos para
evaluar la productividad de las plantaciones.

Palabras clave
Tuber melanosporum, propiedades del suelo, qPCR, briilé o quemado, productos forestales no
maderables, ectomicorrizas.

1. Introduccion

La trufa negra es el cuerpo fructifero del hongo hipogeo Tuber melanosporum Vittad. En Europa,
este hongo se ha recolectado en bosques abiertos en el area Mediterranea durante muchos siglos,
aunque, a partir del siglo XX, la mayor produccién de trufa negra se obtiene en plantaciones (Chen et
al., 2016). De hecho, en el sur de Francia y noreste de Espana, se destinan cada ano a nuevas
plantaciones truferas en torno a 16 km?2 de tierra de uso agricola (Biintgen et al., 2019). El avance en
la inoculacién de plantas huésped con T. melanosporum ha permitido su cultivo en zonas fuera de su
habitat natural (Chen et al., 2016) como en EE. UU., Sudamérica, Australia, Nueva Zelanda,
Marruecos, Sudafrica, China y Suecia (Reyna & Garcia-Barreda, 2014). A nivel mundial, la cosecha
anual de trufa negra llega a los 120 000 kg y los ingresos generados se estiman en torno a 50
millones de euros (Oliach et al., 2020).

A nivel bioldgico, el micelio de la trufa negra inhibe la formacion de la vegetacion herbacea en la
zona alrededor del tronco del arbol huésped produciendo los denominados “brilés” o “qguemados”,
(Le Tacon, 2017). En términos ecoldgicos, el suelo es el medio donde se desarrolla el micelio de la
trufa que seguidamente establece una relacién simbidtica ectomicorricica con las raices de plantas
forestales y finalmente forma cuerpos fructiferos. Por tanto, es importante ampliar el conocimiento de
los factores edaficos que facilitan el desarrollo del micelio y, en consecuencia, la produccién de la
trufa negra (Jaillard et al., 2016).

-
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Los requisitos agronémicos recomendados para el cultivo de la trufa negra se han obtenido a
partir de numerosos estudios observacionales (Bonet et al., 2009). Para el éptimo manejo de los
sistemas agroforestales de la trufa negra es importante comprender la interaccion entre el hongo y
las variables ambientales, incluidas las edaficas. Tanto el efecto de la temperatura como el de la
precipitacion se han examinado en previos estudios en los que se ha observado que esas variables
afectan a la biomasa del micelio extraradical (Queralt et al., 2017) y a la produccion de la trufa negra,
principalmente durante los meses de verano (Baragatti et al., 2019; Blntgen et al., 2019; Garcia-
Barreda et al., 2020). Hasta el momento, se han llevado a cabo estudios de ambito local (Castrignano
et al., 2000; Colinas et al., 2007; Garcia-Montero et al., 2007), pero no a escalas espaciales mas
amplias que permitan establecer relaciones generales entre el desarrollo del hongo y las condiciones
edaficas.

2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio fue determinar la relacion entre la biomasa miceliar de T.
melanosporum y las caracteristicas fisicoquimicas del suelo de plantaciones y zonas de produccién
natural de trufa negra en Espana. Se esperaba que el tipo de suelo condicionase la cantidad de
micelio de trufa negra vy, en particular, que la biomasa de micelio en plantaciones, donde se hace un
tratamiento agronémico para potenciar la presencia del hongo, fuese mayor que en zonas de
produccién natural.

3. Metodologia

Se seleccionaron 19 sitios ubicados en localidades representativas del area de distribucion
natural de la trufa negra al noreste de Espana y dos tipos de parcela: a) plantaciones en produccion
(17 sitios) y b) zonas de produccion silvestre de trufa negra (12 sitios) (Figura 1). Por cada parcela, se
eligieron 4 arboles de la especie Quercus ilex L. productores de trufa, con un total de 123 encinas
seleccionadas. El rango de altitudes sobre el nivel del mar (m s. n. m.) oscila entre 398 y 1415 m, con
una media de 936 m (Tabla 1). La temperatura media anual de todas las parcelas esta entre 9,3 y
14,4 °C, y la precipitacion media anual acumulada entre 409 y 839 mm (Fick & Hijmans, 2017).

Figura 1. Promedio de la biomasa miceliar (mg g1 suelo) de Tuber melanosporum obtenido por provincia (mas oscuro=mas
cantidad) y numero de arboles muestreados (123 en total) en plantaciones y zonas de produccién natural en cada zona de
muestreo.
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Muestreo y procesado de las muestras

El muestreo de suelo se realiz6 durante octubre y noviembre de 2019. Se retir6 un cilindro de
suelo de 4 cm de diametro y 10-20 cm de profundidad del centro del brilé (entre el borde externo del
brilé y el tronco del arbol) con una sonda metalica. Por cada arbol, se recogieron cuatro cilindros
siguiendo dos lineas perpendiculares al tronco y se mezclaron para obtener una muestra compuesta
por arbol. Las muestras de suelo se mantuvieron a 4°C hasta su procesado. Cada muestra se tamizd
con un cedazo de 2 mm para eliminar piedras y raices, y posteriormente se secd en una estufa con
circulacion de aire a 40°C.

Extraccion de ADN y cuantificacion del micelio de Tuber melanosporum Vittad.

Se extrajo el ADN total de 0,25 g de cada muestra de suelo con el kit DNeasy Power Soil HTP 96
kit (Qiagen, Alemania) segln el protocolo del fabricante. La concentracion del ADN de las muestras se
determind por NanoDrop™ 3300 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, E.E.U.U).

Para cada muestra de suelo, se cuantificd la biomasa miceliar de T. melanosporum mediante
real-time Tagman® PCR (gPCR) con el sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems™ by Thermo Fisher Scientific, Wilmington, E.E.U.U). Se utilizaron los cebadores
especificos, la sonda, y las condiciones de PCR descritas en Parladé et al. (2013), y la curva patrén de
cada placa se cre6 siguiendo la metodologia descrita en Parladé et al. (2007). Brevemente, se
tomaron 0.01 g de esporocarpo inmaduro, seco y molido de T. melanosporum y se extrajo el ADN con
el kit Soil DNA Isolation Plus kit (Norgen, Biotek Corp., Canada) Se hicieron cuatro diluciones seriadas
del ADN obtenido (1:10, v: v) con las que se realizd la qPCR. Para estas diluciones se obtuvieron los
valores Ct (nUmero de ciclos en los que la senal fluorescente supera el nivel de fondo y cruza la linea
de umbral establecida en la fase exponencial del grafico de amplificacién) que se representaron
frente a la correspondiente cantidad inicial de micelio del esporocarpo, con lo que se obtuvo la curva
patrén. Se siguieron las directrices MIQE de la informacion minima para la publicacion de los
experimentos cuantitativos con real-time PCR (Bustin et al., 2009). Los valores Ct obtenidos para las
muestras de suelo se interpolaron en la curva patron correspondiente para obtener el valor de
cantidad de micelio de T. melanosporum.

Se determinaron distintos parametros fisicoquimicos de los suelos siguiendo protocolos
estandar de analisis (MAPA, 1986). La textura del suelo (% de arena, limo, arcilla) se determind
mediante el método Bouyoucos. El pH y la conductividad eléctrica (CE) se midieron en solucién
acuosa (1:25, w:v). La materia organica (MO) se determiné por calcinacién (400° C, 4 horas). La
humedad gravimétrica (HG) del suelo se determind por diferencia de peso tras secar la muestra a
105° C. La caliza activa en el suelo se determind por extraccion con oxalato de amonio y posterior
valoracién. También se cuantificaron el nitrégeno organico (N) (método Dumas) y el fésforo disponible
(P) (método Olsen) en los suelos. Tras extraccion con acetato de amonio (1 M, pH 7) para potasio (K),
calcio (Ca), sodio (Na) y magnesio (Mg), o con DTPA (0.005 M, pH 7,3) para hierro (Fe), cobre (Cu),
manganeso (Mn), zinc (Zn), aluminio (Al), plomo (Pb), cadmio (Cd), niquel (Ni) y boro (B), todos estos
elementos se determinaron por espectrometria de emisiéon por plasma inductivamente acoplado (ICP,
Optima 4300 DV, Perkin EImer, Waltham, E.E.U.U).

Analisis estadistico

Los datos de biomasa del micelio de trufa se analizaron mediante modelos lineares
generalizados mixtos (GLMM) teniendo en cuenta el tipo de parcela (bosque o plantaciéon) como factor
fijo y el sitio y su interaccidbn con el tipo de parcela como factores aleatorios. Se realizaron
correlaciones de Pearson o Spearman (en caso de datos con distribuciéon no normal) entre el micelio y
las distintas variables medidas. Los analisis se realizaron con el programa estadistico JMP®, version
16 (SAS Institute Inc., Cary, NC, 1989-2021).
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4. Resultados

Se procesaron muestras de suelo de un total de 123 arboles en bosques y plantaciones
productoras de trufa, ubicados en 10 provincias dentro del area de distribuciéon natural de la trufa
negra en Espana (Figura 1).

Los valores medios de los diferentes parametros medidos en 72 arboles de plantaciéon y 51 de
bosque se muestran en la Tabla 1. Las diferencias fueron significativas en el porcentaje de arcilla
(mayor en plantaciones), el porcentaje de materia organica (mayor en bosque), la cantidad de hierro
(mayor en bosque) y de aluminio (mayor en bosque). En promedio, la cantidad de micelio de trufa en
suelo fue mayor en bosque que en plantacion, aunque las diferencias no fueron significativas (Tabla
1).

Tabla 1. Valores de Medias + Error Estandar y valores F de la biomasa del micelio, la altitud y las variables del suelo) (ANOVA
*p<0.05, valores significativos resaltados en negrita) entre muestras de plantaciones (n = 72 arboles) y bosque (n =51
arboles). El tipo de parcela se ha considerado como factor fijo y la localidad y la interaccion entre el tipo de parcela y la

localidad se han incluido como factores aleatorios dentro del modelo y. Bio=biomasa de micelio, HG=humedad gravimétrica,

CE=conductividad eléctrica, MO=materia organica.

Plantaciones Zonas de produccion natural Valores F
BIO (mg g1suelo) 60,6 £9,5 74,1+ 13,8 0,48
Altitud (m s. n. m.) 887 + 30,3 1006 + 30,7 2,21
Arena (%) 484+ 1,5 52,3 +2,0 0,97
Pedregosidad (%) 399+2.2 39,4+28 3,21
Arcilla (%) 243 +0,8 16,8+ 0,7 9,24%
Caliza activa (%) 5,7+0,5 3,1+04 1,25
HG (%) 12,0+ 0,3 11,4+0,8 0,02
CE (uS/cm) 376,7+9,8 400,5 £ 25,7 3,80
pH 8,23 £ 0,03 8,05+ 0,04 3,27
MO (%) 3,9+0,2 57+05 7,38*
N (%) 0,13+0,01 0,18 £ 0,02 4,02
P (mg kg1) 9,0+14 3,0£05 3,06
K (mg kg1) 172,4 £+ 12,3 126,21+ 7,9 4,13
Fe (mg kg?) 6,0+0,3 10,5+ 1,2 6,97*
Ca (mg kg) 3464 + 110 3278 + 142 1,94
Na (mg kg) 18,6 + 2,8 135+2,7 0,71

-
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Mg (mg kg*)
Cu (mg kg?)
Mn (mg kg?)
Al (mg kg*)
B (mg kg?)
Zn (mg kg?)
Pb (mg kg?)
Cd (mg kg?)

Ni (mg kg?)

156,3 + 13,3
0,4 + 0,06
9,6+0,5

0,33+£0,04

0,09 £0,01
29+0,3
1,0+£0,1

0,03+0,0

0,2+0,01

199, 3+ 29,6
0,2 +0,02
9,1+0,6
0,6+0,1

0,06 £ 0,01
2,2+0,3
1,0+£0,1

0,04 +£0,0

0,1+0,01
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0,69
291
0,03
8,14*
0,78
4,25
0,34
0,00

1,44

Las correlaciones significativas entre los valores de micelio, los diferentes parametros del suelo
y la altitud para alguno de los tratamientos (bosque o plantacion) se muestran en la Figura 2. En el
caso del bosque, se observd una correlacion positiva entre el micelio de trufa y la altitud, el contenido
en arena y limo, la humedad gravimétrica del suelo, asi como el contenido de magnesio, cadmio y
niquel de los suelos. En plantacion, las correlaciones positivas entre el micelio y parametros del suelo
fueron significativas para la materia organica, y el contenido en nitrégeno, magnesio, hierro,
manganeso Yy boro de los suelos. S6lo se observo una correlacién negativa entre el micelio y el pH en
plantacién. Por otro lado, la Unica variable edéafica que mostrd una correlacién positiva con la

cantidad de micelio de trufa tanto en bosque como plantacién fue el magnesio.

Figura 2. Correlaciones entre los valores de la biomasa miceliar (mg g1 suelo) de Tuber melanosporum y la altitud y los
parametros edaficos de las muestras obtenidas en zonas de produccion natural (n = 51 arboles) o plantaciones (n = 72
arboles). Sélo se muestran las variables con correlacion significativa para alguno de los tratamientos (coef. Spearman p,
valores significativos *p<0.05).
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5. Discusion

Entre los valores edaficos que determinan la estructura del suelo (materia organica, calcio,
textura) observamos un mayor contenido en arcilla en plantaciones de trufa negra respecto a bosques
con producciéon natural del hongo, asi como un mayor contenido en materia organica en bosque. En
cualquier caso, los niveles de arcillas se sitian en el rango medio de truferas silvestres y dentro de los
limites recomendados para el cultivo (Garcia-Barreda et al., 2012). Aunque se encontré mayor
cantidad de materia organica en bosques que en plantaciones, en ambos casos los valores promedio
estan dentro de los limites recomendados para el cultivo de la trufa (Colinas et al., 2007). El
contenido en hierro en los suelos de bosques y plantaciones también resulté normal y dentro de los
limites de variabilidad respecto a los analisis realizados en truferas productoras de T. melanosporum
en ltalia (Bencivenga et al., 1990) y Espana (Colinas et al., 2007).

Aunque se detect6 significativamente mas aluminio en bosque que en plantaciones, los valores
obtenidos fueron bajos en general y la alcalinidad de los suelos hace que la presencia de Al soluble
no comporte riesgo de bio-toxicidad.

Se encontraron correlaciones positivas significativas entre la cantidad de micelio de trufa y
determinados parametros del suelo. La biomasa de micelio en el suelo se ha relacionado
cuantitativamente con la productividad de T. melanosporum (Queralt et al., 2017), por lo que aquellos
parametros que se correlacionen positivamente con el micelio en plantaciones podrian ser
susceptibles de manejo para optimizar la produccion. Entre estos parametros se encuentran la
materia organica, el pH, el N, el Mg, el Fe y el B. Teniendo en cuenta que la materia organica del suelo
es significativamente menor en plantaciones (3,9%) que en bosques (5,7%) y que el éptimo en
truferas esta entre el 5-15% (Garcia-Barreda et al., 2012), el margen de mejora en plantaciones es
considerable.

El pH es un parametro fundamental para la produccién de trufa negra, ya que este hongo
solamente fructifica en suelos alcalinos. Raglione et al. (2001) establecieron en 7,6 el valor minimo
para el desarrollo de la trufa. En este estudio, hemos observado una correlacién negativa entre el pH
de plantaciones (8,23 en promedio) y la produccién de micelio. Esta correlacién no se ha producido
en bosques de produccion natural (pH promedio 8,05), aunque las diferencias de pH no resultaron
significativas entre bosque y plantacion. La revision de los datos disponibles de diferentes autores
sitla el pH 6ptimo alrededor de 8 (Colinas et al., 2007), por lo que las zonas de produccién natural
estarian mas cerca de este valor promedio. También hay que considerar que la disponibilidad de
determinados nutrientes clave, como el P, disminuye a pH elevados, lo que podria afectar a la planta
hospedadora (Quercus ilex) y a la traslocacion de hidratos de carbono al micelio. Este proceso podria
estar mejor regulado en suelos forestales que en plantaciones, con mayor concentracion de materia
organica y capacidad tamponadora del pH en el primer caso.

Respecto al N, se considera que este macronutriente se encuentra tanto en bosque como en
plantacién en concentraciones adecuadas para el crecimiento de las plantas y que un exceso podria
perjudicar la micorrizacion y, por tanto, la produccién de trufas (Colinas et al., 2007). Sin embargo, se
ha observado una correlacion positiva entre la abundancia de N en plantaciones y la biomasa
miceliar. Ademas, la cantidad de N total en plantacién y bosque estad por debajo de los limites
recomendados para la produccion de la trufa negra (Colinas et al. 2007) por lo que la fertilizaciéon con
N, dentro de esos limites, podria ser una posibilidad para mejorar la cantidad de micelio en el suelo.

El contenido en magnesio del suelo también se ha correlacionado positivamente con el micelio

en el suelo tanto en plantacion como en bosque, aunque este macroelemento no se considera
relacionado con la productividad de la trufa (Sourzat, 2001). La falta de informacion sobre la

6D
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fertilizacion con Mg y la correlacion positiva con la biomasa miceliar, tanto en bosque como en
plantacién, abren un valioso campo de investigacion sobre las posibilidades de mejorar la produccién
de trufas mediante fertilizacion.

La disponibilidad de hierro es generalmente baja en suelos alcalinos. Sin embargo, se ha
observado que la fertilizacion con Fe favorece la colonizacion de otros hongos ectomicorricicos en
detrimento de la trufa, por lo que no es recomendable (Mamoun & Olivier, 1993). Nuestros resultados
indican una relacion positiva entre el micelio de la trufa y el contenido en hierro en plantaciones, por
lo que no seria descartable incluir el Fe en los programas de fertilizaciéon en zonas con niveles muy
bajos (por debajo de 10 mg kg1).

El contenido en Mn fue muy bajo en las muestras analizadas. La baja presencia de Mn en el
suelo de truferas se atribuye a la oxidacion de este elemento en los quemados (brulés) bien aireados
(Lulli et al., 1999). La presencia de Mn en nuestras muestras se correlaciona significativamente con
un aumento del micelio en el suelo de plantaciones. Raglione et al. (2001) demostraron que los
niveles de hierro y manganeso extraidos con EDTA permitian discriminar suelos productores de T.
melanosporum de suelos productores de Tuber brumale Vittad. o Tuber aestivum Chatin, aunque
estudios posteriores en Espana (Jaillard et al.,, 2014) no encontraron que este elemento fuera
determinante, aunque lo atribuyeron a un diferente comportamiento segin el tipo de suelo.

Entre los parametros del suelo que Gnicamente se correlacionaron con el micelio en bosque se
encuentran el contenido en arena (negativamente), limo y la humedad del suelo (positivamente). La
trufa prefiere suelos bien aireados, aunque la falta de humedad puede ser un problema en zonas de
produccién natural, no irrigadas, por lo que la presencia de elementos finos del suelo podria proteger
mas al micelio de la desecacion en estos casos (Morcillo et al., 2015).

6. Conclusiones

En conclusion, no se encontraron diferencias significativas en la biomasa miceliar de T.
melanosporum en el suelo entre plantaciones productoras y bosques de produccion natural, aunque
la cantidad media de biomasa fue ligeramente superior en bosques. Estudios anteriores mostraron
una mayor biomasa flingica en bosques anexos a plantaciones de trufa (Parladé et al., 2013). Dado
que la deteccion de ADN de T. melanosporum en suelo incluye tanto micelio como esporas, esta
diferencia podria atribuirse a una mayor concentracién de estas Gltimas en zonas naturales donde se
produce la dispersion natural de esporas por animales, a diferencia de las plantaciones. Sin embargo,
no es descartable que se pueda mejorar la concentracion de biomasa miceliar de trufa mediante la
fertilizacion con aquellos elementos que se correlacionan positivamente con el desarrollo miceliar. Es
necesaria mas investigacion para establecer niveles Optimos de concentracion de nutrientes
biodisponibles, biomasa miceliar de trufa y su relacibn con la fructificacion en el suelo de
plantaciones.
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