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Primera evidencia de éxito de la micorrizacion con trufa de verano (Tuber aestivum) en una dehesa

adulta
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Resumen

La dehesa es un sistema silvopastoral que en las Ultimas décadas esta sufriendo unas mermas en
términos productivos por diversos motivos fitopatologicos. Uno de ellos, es la seca de la encina.
Pese a que los remedios frente a esta enfermedad son limitados, las enmiendas calizas parecen
evidenciar una posible forma de control. En otros contextos, la micorrizacion con diversas especies
de hongos ectomicorricicos también ha sido efectiva en el control de otras enfermedades. Por ello,
dentro del Proyecto LIFE Regenerate (LIFE16 ENV/ES/000276) se propuso la inoculacion de la trufa
de verano (Tuber aestivum), tras realizar una enmienda caliza. Esta tuvo lugar en un encinar
adehesado sano de la finca Munovela, perteneciente al IRNASA-CSIC (Salamanca), para conseguir
un doble objetivo: mejorar el estado sanitario y revalorizar la productividad de este sistema
silvopastoral mediante la produccién de trufa. A los dos afnos de la inoculacion, se tomaron
muestras de raices en diversos puntos de las encinas inoculadas, pudiéndose encontrar ya
micorrizas de T. aestivum. Esta es la primera evidencia conocida de éxito de inoculaciéon con T.
aestivum en este ecosistema. Este hito, acompanado de un posterior seguimiento abre la puerta a
poder demostrar la posibilidad de producciéon de T. aestivum en la dehesa.
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1. Introduccion

La totalidad de los arboles que forman las principales masas boscosas de Espana (pinaceas y
fagaceas) establecen un tipo de simbiosis con ciertos grupos de hongos conocida como simbiosis
ectomicorricica. Mediante esta relacion simbibtica, el arbol se beneficia de una mayor captacion de
recursos y proteccion frente a patégenos (VAN DER HEIJDEN ET AL., 2015). Por su parte, el hongo se
beneficia al obtener carbohidratos de su huésped. Esta interaccion se produce de forma fisica en lo
gue se conoce como (ecto)micorriza. En la rizosfera de un mismo arbol, pueden convivir numerosas
especies de hongos ectomicorricicos. Existen ademas cambios a lo largo de las etapas de desarrollo
de la vida del arbol, de forma que algunas especies son propias de etapas tempranas y otras de
etapas maduras o incluso tardias (ORIA DE RUEDA ET AL., 2007).

La asociacién entre hongos productores de trufas y diversas fagaceas es un caso
paradigmatico de asociacion ectomicorricica por su importancia econdémica. En la actualidad,
existen el conocimiento y técnicas necesarias para el cultivo de trufas, que van desde la produccion
de planta micorrizada en vivero, a la preparacion del terreno y los cuidados y manejo especificos
para promover la fructificacion de estos hongos. El éxito de una plantacion trufera esta fuertemente
ligado a la ausencia de hongos que puedan desplazar al hongo productor de trufas. Por lo tanto, el
establecimiento de plantaciones en parcelas libres de inéculo de hongos contaminantes es un
requisito que se considera practicamente imprescindible (DONNINI ET AL., 2014).
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La inoculacién con esporas de hongos productores de trufas de arboles adultos en cuya
rizosfera ya se encuentren alojadas otras especies de hongos ectomicorricicos es, a priori una
empresa con pocas garantias de éxito y sobre la que existe muy escasa informacion y poco
actualizada (REYNA ET AL., 2001; MORCILLO ET AL., 2007). A pesar de ello, existen en el mercado
productos encaminados precisamente a la inoculacién de arboles adultos, tanto para la produccion
de trufas como de otros hongos ecomicorricicos como Boletus edulis o Lactarius deliciosus,
principalmente.

Las principales especies de hongos productores de trufa comestible en Espana son la trufa
negra (Tuber melanosporum) y la trufa blanca de verano o trufa de San Juan (Tuber aestivum).
Ambas tienen requerimientos ecoldgicos parcialmente solapantes, siendo una caracteristica comun
la necesidad de suelos con pH béasico y presencia de caliza. Aproximadamente la mitad occidental
de la Peninsula Ibérica alberga suelos con pH neutro o acido, y las mencionadas especies de trufa
no aparecen de forma natural (REYNA, 2012).

Siendo el bajo pH el principal motivo para la ausencia de especies de trufa en esta zona,
planteamos la posibilidad de realizar una enmienda caliza que elevara el pH en una dehesa que por
lo demas, tuviera caracteristicas favorables para la producciéon de trufa de verano. Las enmiendas
calizas en plantaciones truferas son comunes en ciertas zonas productoras ej. Nueva Zelanda, pero
se realizan previamente a la implantaciéon (MORCILLO ET AL., 2015). Este cambio de pH en arboles
adultos, tendria dos efectos, por un lado, perjudicaria a los hongos ya presentes en la rizosfera,
putativamente adaptados a pHs bajos, y por otra parte, facilitaria el desarrollo de micorrizas de
trufa. La accion descrita se enmarca ademas en un proyecto con objetivos mas amplios (Proyecto
LIFE Regenerate (LIFE16 ENV/ES/000276), entre los que se encuentran la mejora del estado
fitosanitario de los arboles, potencialmente afectados por la enfermedad de la seca.

2. Objetivos

El principal objetivo de este caso de estudio es el desarrollo de la simbiosis micorricica entre
encinas adultas en un agrosistema de dehesa y la trufa blanca de verano (T. aestivum). A largo
plazo, se pretende desarrollar una metodologia que permita la produccion de este hongo en la
dehesa, de forma que su explotacidbn permita aumentar los rendimientos econdmicos que se
obtienen en este agrosistema.

3. Metodologia

Dentro del proyecto Proyecto LIFE Regenerate (LIFE16 ENV/ES/000276), se conté con una
finca de estudio y experimentacién consistente en un encinar adehesado en la finca Munhovela
(Salamanca), perteneciente al IRNASA-CSIC. En concreto, esta finca esta situada en el término
municipal de Barbadillo (C.S.1.C., 40°54’00"’N, 5°45’30”’W) (Salamanca).

En esta finca se seleccionaron 25 pies de Quercus ilex subsp. ballota maduros para efectuar
las inoculaciones. Se evalué visualmente el estado sanitario de los pies y se determiné que ambas
zonas presentaban un estado fitosanitario bueno, sin pérdida de masa foliar ni sintomas ni danos
por organismos nocivos. Se midié la altura de los pies, y se pudo observar que la altura media era de
7,5 my el didmetro normal medio de 31,5 cm.

El sitio de estudio esta situado a 830 m de altitud sobre el nivel del mar. En cuanto a las
precipitaciones, cuenta con un aporte anual cercano a los 500 mm y una temperatura media de
11.8 °C. En relacion a los diagramas ombrotérmicos de Bagnouls y Gaussen, la zona de estudio
presenta un nimero de dias secos efectivos entre 100 y 125, por lo que el clima se define como
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termo-mediterraneo atenuado y en funcion de los parametros climaticos fundamentales de
precipitacion y temperatura media anual se anaden los calificativos de semiarido.

El suelo del sitio de estudio se desarrolla principalmente sobre sedimentos del Mioceno Medio
gue incluyen conglomerados rojos (roca sedimentaria clastica de grano grueso) incrustados en una
matriz muy rica en arcilla. Los clastos son de muy distinta naturaleza: cuarzo, cuarcita y esquisto. Es
por ello, que el suelo se clasifica como Arenoso Franco, en cuanto a la textura. Este suelo es de
caracter acido con un pH de 6,6. En ellos hay una ausencia total de carbonatos. Ademas, son
pobres en materia organica y nitrégeno, con contenidos también bajos de fosforo asimilable, y
contenidos moderados de potasio y calcio facilmente asimilables.

Para alcanzar un pH compatible con el desarrollo de T. aestivum (7,41) (ZAMBONELLI, 2016)
en noviembre de 2017, el personal del IRNASA-CSIC procedi6 a aplicar carbonato calcico en polvo
mediante una abonadora centrifuga. Con el fin de no causar danos en el suelo por una
sobreelevacion del pH, se siguié la metodologia de calculo (CAMPILLO, 2013) para alcanzar el pH
deseado. Por ello, se aplico el equivalente a 1.3 t/ha en el area de influencia de la rizosfera de los
pies seleccionados.

En marzo de 2018 se comprobd que el pH del suelo era de 7,42 y por ello se procedié a
ejecutar las inoculaciones. Esta tarea se realizo en abril de 2018. Para ello, se fueron realizando 41
huecos con una barrena helicoidal de 30 cm de didmetro propulsada por la toma de fuerza de un
tractor de 120 CV. La profundidad de los hoyos fue de unos 35 cm de profundidad. La ubicacién de
los hoyos estuvo siempre por debajo de la proyecciéon de la copa de los arboles a unos 1.5-2 m de
distancia del tronco (Figura 1). Cada hoyo se rellen6é con 5 L de sustrato optimizado de trufa de
verano (T. aestivum), inéculo esporal de trufa de verano (el equivalente a 3 g de trufa fresca
madura) y 4 mL de bacterias promotoras de la micorrizacién (Pseudomonas fluorescens - cepa
IDF206) desarrolladas por la empresa ID Forest, a una concentracion de 5x108 UFC/mL. Todo ello
se mezcld con un 20 % de la tierra natural extraida al hacer el hoyo. Para evitar que estos puntos de
inoculacion fueran danados por jabalies o ganado doméstico, se colocé una malla de acero con un
paso de 50x50 mm y 4 mm de diametro, sobre la mezcla de in6culos y se cubrié con tierra natural
para evitar accidentes. Estos puntos de inoculacién se senalizaron con varillas de fibra de vidrio
blancas clavadas de forma vertical. El mantenimiento de estos puntos de inoculacion consistio en
efectuar riegos de 30 L/punto de inoculacién cuando habia mas de 3 semanas sin precipitaciones,
alo largo de 2018 y 2019.

Para la evaluacion del estado de la micorrizacién, se tomaron 10 muestras (Figura 2). Esta
toma de muestras se efectud en febrero de 2020 y consisti6 en la blUsqueda y recogida de todas las
raices finas (1-3 mm) que guardaban similitud con las Q. ilex, portadoras de apices potencialmente
micorrizables. Estas raices fueron colocadas en bolsas adecuadamente etiquetadas, y fueron
llevadas al laboratorio de IDForest.

De cada muestra individual tomada en campo, se extrajeron las micorrizas de forma manual y
éstas fueron observadas bajo la lupa binocular. Para cada muestra, se clasificaron las micorrizas
segln su morfologia compatible o no con la micorriza de T. aestivum. En particular, las micorrizas
que forma T. aestivum con la encina son muy caracteristicas: son escasamente ramificadas, de
manto poligonal y con gran profusién de hifas que emanan del manto que son largas y curvas, de
forma que dan un aspecto enmaranado a la micorriza.

4, Resultados

De las 10 muestras analizadas, se aislaron numerosas micorrizas en todas ellas. Los
principales géneros observados fueron Russula y Tricholoma. En una de las muestras se observaron
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micorrizas clasificadas como pertenecientes a T. aestivum, atendiendo a su morfologia, manto
poligonal y abundancia de hifas largas y curvas. En esta muestra, también se aislaron micorrizas de
otras especies de hongos ectomicorricicos.

5. Discusion

En este caso de estudio se describe por primera vez la micorrizacion de arboles adultos de
encina con trufa blanca de verano mediante una enmienda caliza y posterior inoculacion localizada.
Este es un resultado modesto, limitado por el momento al ambito cientifico descriptivo. No obstante,
este resultado puede abrir la puerta a, por un lado, técnicas de modificacion de las condiciones del
suelo que favorezcan o perjudiquen ciertas especies de hongos de interés, y por otro, a la
produccién de trufa blanca de verano en zonas fuera del rango de distribucién natural de la especie.

Las diferentes especies de hongos del suelo, tanto micorricicos como patégenos, son
sensibles a las condiciones edafoclimaticas (PEREZ-IZQUIERDO ET AL., 2017). Es por ello que se ha
propuesto la enmienda caliza como una forma de entorpecer el desarrollo de la enfermedad de la
seca, que produce la muerte de ejemplares adultos de encinas y alcornogues en ecosistemas de
dehesa. Este cambio en el pH del suelo permite, como asi demuestra nuestro caso de estudio, la
implantacién de nuevas especies de hongos ectomicorricicos en la rizosfera. De forma analoga, la
presencia de hongos contaminantes en plantaciones truferas productivas, podria también verse
controlada o disminuida mediante tratamientos de reducciéon del pH con sulfatos o el uso de
productos inhibidores del crecimiento de los hongos (MORCILLO ET AL., 2015). Tras constatar una
reduccion de las especies contaminantes, se procederia a restablecer los niveles de pH adecuados
para la producciéon de trufa, junto con abundante in6culo esporal. Esta técnica podria tener interés
en plantaciones truferas de T. melanosporum afectadas por la presencia de T. brumale, una especie
de mucho menor valor econémico.

Figura 1. Imagen bajo microscopio (200X) dptico de micorriza de Tuber aestivum asociada a encina (Quercus ilex) en una
dehesa en Salamanca sobre la que se realizaron inoculaciones esporales.

En cuanto a la produccion de trufa blanca de verano en suelo del occidente ibérico siliceo,
cabe considerar varios escenarios. En primer lugar, en terrenos agricolas de pH neutro o acido,
desprovistos de in6culo de hongos ectomicorricicos i.e. terrenos agricolas dedicados al cultivo de
cereal o leguminosas, y en los que el resto de requisitos edafoclimaticos sean favorables para el
cultivo de la trufa, una enmienda caliza los convertiria adecuados para la instalacién de
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plantaciones truferas productivas, tanto de trufa negra como de trufa blanca de verano. Dada la
mayor pluviometria estival del occidente ibérico respecto a muchas otras zonas del rango de
distribucién natural de las trufas negra y blanca de verano, una enmienda caliza permitiria la
produccion de estos hongos con menores costes de produccion que alli donde se necesitan riegos
de apoyo en verano (SANCHEZ ET AL., 20186). El presente caso de estudio confirma que el hongo de
la trufa blanca de verano puede adaptarse y formar micorrizas con encinas en tales condiciones.

6. Conclusiones

Con esta experiencia se demuestra la posibilidad de introducir una especie con
requerimientos de pH neutro o alcalino y presencia de carbonato como es la trufa blanca de verano,
Tuber aestivum, en el suelo en una zona de suelo acido y ausencia de carbonatos. Se trata ademas
de uno de los muy pocos ejemplos disponibles de inoculacion exitosa de una especie de hongo
ectomicorricico sobre arboles maduros.
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