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RESUMEN

DE ROMAN, M. y DE MIGUEL, A.M. Primeros datos sobre la reforestacion de un
area de carrascal quemado con plantas de Quercus ilex subsp. ballota inoculadas con
Tuber melanosporum. Publ. Bio. Univ. Navarra, Ser. Bot., 16: 19-40.

Se ha llevado a cabo un estudio acerca de la comunidad micorricica de Quercus ilex
L. subsp. ballota (Desf.) Samp. en un carrascal situado en Nazar (Navarra, Espafa)
afectado en parte por un incendio. En la zona quemada de este carrascal, que se encuentra
dentro de la zona de distribucion potencial de la trufa negra en Navarra, se ha introducido
una serie de plantas de carrasca inoculadas en vivero con 7uber melanosporum Vitt.
acompafiadas por plantas no micorrizadas de forma artificial que actian como control,
para asi analizar la permanencia del hongo inoculado y la posible competencia con otras
especies ectomicorricicas que se encuentren en el medio. A partir de los datos obtenidos
en esta investigacion se puede concluir que las micorrizas de 7Tuber melanosporum
persisten al cabo de 3 afios de su introduccién en la zona quemada del carrascal de Nazar,
aunque han de competir con otros hongos micorricicos presentes en el ecosistema, por lo
que 7. melanosporum puede ser un hongo adecuado para su utilizacién como inéculo
micorricico de plantas de Quercus ilex subsp. ballota usadas para reforestar carrascales
incendiados que se encuentren situados dentro del drea de distribucidn potencial de la
trufa negra en Navarra.

Palabras clave: Quercus ilex, ectomicorrizas, Tuber melanosporum, trufa negra,
reforestacion, incendio.
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SUMMARY

We have undertaken a study about the ectomycorrhizal community of Quercus ilex
L. subsp. ballota (Desf.) Samp. in a forest located in Nazar (Navarra, Spain), within the
potential black truffle-occurring area in Navarra, and which got partially burned. In the
burned area of this forest we introduced saplings of Quercus ilex subsp. ballota
inoculated with 7uber melanosporum Vitt. as well as control saplings without any
induced mycorrhization in order to analyse the permanence of the inoculated fungus and
the possible competition with other ectomycorrhizal fungi naturally occurring in the area.
Three years after the introduction of the saplings in the burned area, we have observed
that the black truffle ectomycorrhizae persist in field conditions, although they must
compete with other ectomycorrhizal fungi occurring in the ecosystem. 7. melanosporum
may be therefore an appropriate inoculum for plants used for reforestation purposes in
areas in which the black truffle can potentially occur.

Key words: Quercus ilex, ectomycorrhizae, Tuber melanosporum, black truffle,
reforestation, fire.

1. INTRODUCCION

Partiendo de la base de que la practica totalidad de las plantas forman micorrizas, es
decir, necesitan de la presencia de hongos simbiontes para sobrevivir en condiciones
naturales, y de que la simbiosis micorricica favorece la produccién de biomasa y aumenta
la resistencia de las plantas a las enfermedades (HONRUBIA ef al., 1992), sorprende que
el uso de plantas inoculadas no sea atin una prictica extendida en la reforestacion de
zonas degradadas (McAFEE & FORTIN, 1986). Segin KUEK (1994), esto es debido,
por una parte, a la falta de estudios a gran escala que demuestren los beneficios
econdmicos que esta prdctica conlleva, y, por otra, a la carencia de productores
comerciales del in6culo apropiado. A este respecto, GROVE & MALAJCZUK (1994)
opinan que aun hace falta adoptar la inoculacién como una técnica méds dentro del manejo
cotidiano en silvicultura, y MARTINEZ & SANTAMARGARITA (1999) consideran que
la micorrizacién deberia ser una préictica habitual en cualquier vivero como garantia de
calidad de la produccién.

La investigacion en reforestaciéon con plantas micorrizadas se ha centrado hasta
ahora en seleccionar, propagar y manejar los hongos mds adecuados para mejorar la
supervivencia y crecimiento de la especie utilizada en la reforestacién (GOMEZ-
SANCHEZ et al, 2001; HONRUBIA et al, 1992; MARX et al, 1994), ya que no todas
las especies de hongos son igual de beneficiosas para todos los simbiontes arbdreos.
MIKOLA et al. (1973) ya postularon en su dia que los mejores resultados se obtendrian
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probablemente inoculando los hongos especificos del simbionte arbdéreo que se vaya a
utilizar, y no los hongos cosmopolitas y generalistas comunmente empleados, como
Pisolithus tinctorius y Laccaria laccata.

CASTELLANO (1996) revisé la literatura existente acerca del comportamiento en
campo de plantas inoculadas, y llegd a la conclusion de que la investigacion estaba
concentrada en zonas geogréficas relativamente pequefias, en concreto la costa noroeste y
el sureste de Estados Unidos, en unos pocos géneros de plantas, sobre todo coniferas
como Pinus'y Pseudotsuga, y en un grupo muy limitado de hongos, donde destaca
Pisolithus tinctorius como hongo mds inoculado. También PARLADE (1999), en su
revision centrada en los estudios realizados en Europa y Espafia relacionados con el
comportamiento en campo de la planta micorrizada, concluy6é que la mayor parte de los
ensayos se habian realizado con especies del género Pinus, y que el hongo mas utilizado
habfa sido Pisolithus tinctorius. Como trabajos mds recientes realizados en Espafa acerca
del uso de plantas micorrizadas en reforestaciéon mencionaremos dos llevados a cabo en
el Pais Vasco, el de DUNABEITIA et al. (2001) con Fagus sylvatica, Quercus pyrenaica,
Sorbus aucuparia 'y Betula celtiberica inoculados con Scleroderma 'y Lactarius, y el de
PASCUAL et al (2001) con Pinus radiata micorrizado con Rhizopogon luteolus y
Scleroderma citrinum.

Como se puede observar, existe una gran escasez de estudios centrados en la zona
mediterrdnea, y mds en concreto en bosques de Quercus ilex subsp. ballota, de ahi
nuestro objetivo de realizar un pequefio experimento de introduccién de plantas
inoculadas en el carrascal de Nazar, bosque afectado por un incendio, perturbacion muy
comtn en el drea mediterrdnea tras la que a menudo es necesario llevar a cabo un plan de
reforestacion.

El carrascal de Nazar se encuentra dentro de la llamada drea de distribucion
potencial de la trufa negra en Navarra, es decir, estd enclavado en la zona en la que se
cumplen las condiciones geograficas, climaticas, geoldgicas y edafoldgicas necesarias
para el desarrollo de 7uber melanosporum Vitt. (SAEZ & DE MIGUEL, 1995), hongo
hipégeo ectomicorricico muy apreciado por sus cualidades culinarias y con un alto valor
econdémico.

La mayor parte de los estudios realizados con 7. melanosporum se centran en la
inoculacién en vivero de plantas con esta especie y en su posterior introducciéon en
parcelas mds o menos controladas por el hombre, denominadas truferas cultivadas para
distinguirlas de las truferas naturales, que son bdsicamente los bosques en los que la trufa
se desarrolla de forma natural. Sin embargo, son muy escasos los estudios acerca de la
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introduccion de plantas inoculadas con trufa negra en zonas boscosas degradadas de cara
a su posible uso en proyectos de reforestacion. Los tnicos datos de que disponemos a
este respecto son los provenientes del estudio de DOMINGUEZ et al (2001), que
introdujeron plantas de Quercus ilex inoculadas con 7" melanosporum en diferentes
montes de la Comunidad Valenciana con posibilidad de produccion trufera. Al cabo de
tres afos de la introduccion de las plantas, tanto el desarrollo como la supervivencia de
las plantas micorrizadas eran significativamente superiores que los de las plantas control,
resultados que nos permiten ser optimistas en cuanto al posible uso de 7. melanosporum
como hongo micorricico en la reforestacién de zonas perturbadas siempre que éstas sean
zonas de desarrollo potencial de la trufa negra, por supuesto.

A pesar de estos resultados prometedores, no existen datos que certifiquen la
permanencia de las micorrizas de 7. melanosporum en el lugar donde fueron
introducidas, asi como tampoco se dispone de informacion sobre la posible relacién de
competencia de la trufa negra con otros hongos ectomicorricicos presentes en el
ecosistema, por lo que se desconoce si, a largo plazo, la trufa negra seria capaz de
fructificar en estas condiciones, lo que sin duda supondria un valor econdémico nada
despreciable anadido a los beneficios que conlleva la recuperacion de la zona mediante la
reforestacioén en s{ misma.

Para subsanar todas estas carencias, se planted la realizacién de un experimento a
pequeiia escala consistente en la introduccién de plantas de Quercus ilex subsp. ballota
inoculadas con 7. melanosporum en un carrascal afectado por un incendio, en concreto el
carrascal de Nazar, en Navarra, para comprobar si, al cabo de tres afios de su
introduccién, las micorrizas de la trufa negra siguen persistiendo, cuantificando ademas
su abundancia en caso afirmativo, asi como la de las micorrizas de otros hongos que
hayan podido establecerse en las raices durante el tiempo transcurrido desde la
plantacion, valorando también la capacidad de competicién de cada hongo simbionte en
esas condiciones. Dado el relativamente corto periodo de estudio, tres afios, no ha sido
posible comprobar si la trufa negra podria fructificar en estas condiciones, objetivo para
el que es necesario un estudio mds a largo plazo.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Descripcion de la zona de estudio

El 10 de Septiembre de 1994 se produjo un incendio de baja intensidad en el
carrascal de Nazar causado por la quema de rastrojeras de los campos de cereal situados
al sur de la masa arborea. Las carrascas han rebrotado, pero todavia distan mucho de ser
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ejemplares maduros. No obstante, el incendio sélo afectd a una parte del monte, en
concreto a 38 Ha, conservandose un drea de 30 Ha que permite hacerse una idea del
estado original de la masa arborea.

El carrascal de Nazar se encuentra ubicado en el monte Monteviejo del término
municipal de Nazar, en la cara sur de la Sierra de Codés, dentro de la Merindad de Estella
(Navarra), con unas coordenadas UTM entre 30TWNS5821 y 30TWN5921 y una altitud
media de 778 m. Con respecto a la geologia, la zona se encuentra sobre materiales del
Cretacico Superior. La litologia predominante son calcarenitas, calizas y calizas
arcillosas (GOBIERNO DE NAVARRA, 1997).

De acuerdo con la clasificacién bioclimatica de RIVAS-MARTINEZ (1995, 1996,
1997) y RIVAS-MARTINEZ et al. (1999), Nazar posee un macrobioclima mediterraneo,
con un bioclima pluviestacional ocednico, con termotipo supramediterrdneo y ombrotipo
subhtimedo.

Biogeograficamente, Nazar se encuentra dentro de la regién mediterrdnea, provincia
aragonesa, y sector castellano-cantabrico (LOIDI & BASCONES, 1995). Segiin el mapa
de series de vegetacion de Navarra (LOIDI & BASCONES, 1995), la zona se encuentra
ubicada mayoritariamente en la serie 26, correspondiente a la serie meso-
supramediterrdnea castellano-cantdbrica y colino-montana cantabro-euskalduna basdéfila
de la carrasca (Spiraco obovatae-Querceto rotundifoliae Sigmetum), aunque una pequefia
parte de la zona se encuentra en la serie 25, o serie meso-supramediterrdnea castellano-
cantabrica del quejigo (Spiraco obovatae-Querceto fagineae Sigmetum).

En cuanto a la edafologia, la zona de estudio se encuentra sobre suelos de la serie de
Aibar (TNIGUEZ et al., 1986), que son suelos calizos, sobre materiales finos, que se
corresponden con un Xerochrept calcixerdllico, limoso, fino, carbonatado y mésico segtin
la clasificacion de la Soil Taxonomy U.S.A., y con un Cambisol célcico segin la
clasificacion de la F.A.O.

2.2. Valoracion del estado micorricico de las plantas micorrizadas y control antes de
su introduccién en campo

Antes de introducir las plantas de Quercus ilex subsp. ballota inoculadas con 7.
melanosporum en la zona quemada del carrascal de Nazar, se procedié al andlisis de su
estado micorricico con el objetivo de conocer el punto de partida a la hora de estudiar
tanto el comportamiento del hongo inoculado, 7. melanosporum, en campo como el
proceso de colonizacion de las raices por hongos autéctonos presentes en el ecosistema.
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Ademds de las plantas inoculadas con la trufa negra, también se planted la
introduccién de plantas no micorrizadas de forma artificial que pudieran actuar como
control. Las plantas micorrizadas con 7. melanosporum son cortesia del equipo de
investigacion del SIA (Servicio de Investigacion Agroalimentaria) de Zaragoza, mientras
que las plantas no inoculadas fueron proporcionadas por Viveros y Repoblaciones de
Navarra S.A.

Se escogieron al azar tres plantas micorrizadas, denominadas Vml, Vm2 y Vm3, y
tres plantas control, llamadas Vcl, Vc2 y Vc3, para valorar su estado micorricico y poder
extrapolar asf los resultados al resto de las plantas del lote, que son las que en realidad se
introducen en campo.

Para ello se lavo el sistema radical bajo el grifo y se cort6 en fragmentos de 2-3 cm
de longitud. Primero se procedi6 al cédlculo el porcentaje de micorrizacion total segtin el
método de interseccion de la cuadricula de BRUNDRETT et al. (1996), segtn el cual se
colocan al azar las raices en una placa de Petri a la que se ha incorporado una plantilla
con una cuadricula de 1 cm de lado. Con la lupa binocular, a 15X, y con la ayuda de un
contador manual doble, se van contando las intersecciones de las raices con las lineas de
la plantilla, teniendo en cuenta si estdn micorrizadas o no. Para calcular el porcentaje de
micorrizacién se aplica la féormula %M = 100 * (ni/N), donde ni es el nimero de
intersecciones de dpices micorrizados y N el nimero total de intersecciones. Es necesario
puntualizar que existen muchos métodos para calcular el grado de micorrizacién de una
muestra, eligiéndose en este estudio el método aqui explicado por ser uno de los que
mejor se adapta a las caracteristicas de la carrasca, especie con un sistema radical
especialmente fragil.

Después de calcular el porcentaje de micorrizacion se extrajeron los dpices
micorrizados y se observaron uno a uno al microscopio de cara a la determinacion de los
morfotipos. La descripcion se ha realizado de acuerdo con la metodologia establecida por
AGERER (1986, 1987-1998, 1994, 1999). Una vez determinados los morfotipos, se
cont6 el nimero de dpices que pertenecen a cada uno de los presentes en la muestra, y se
calculé su abundancia relativa, que es el nimero de dpices micorrizados por un
determinado morfotipo de entre el total de dpices micorrizados presentes en una planta
dada.

2.3. Metodologia de campo

Dentro de la zona quemada del carrascal de Nazar se delimité una parcela de 15 x
15 m en la que se introdujeron en noviembre de 1998 14 plantas de Quercus ilex subsp.
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ballota inoculadas en vivero con 7. melanosporumy 3 plantas no micorrizadas de forma
artificial que actuaban como control. Las plantas se colocaron de forma aleatoria dentro
de la zona delimitada y se protegieron con cilindros de pldstico fabricados a tal efecto.

En febrero de 2002, es decir, a los tres afios y tres meses de la plantacidn, se
procedié al levantamiento de 5 plantas micorrizadas, denominadas M1, M2, M3, M4 y
MS, y 1 planta control, llamada C, con cuidado de mantener todo su sistema radical
intacto. El resto de las plantas se reservan para continuar con el experimento y asi poder
disponer de datos de un periodo de tiempo mas largo del que es habitual en la mayoria de
estudios de adaptacion de plantas inoculadas a condiciones naturales, que generalmente
suele ser de 3 afios como maximo (CASTELLANO, 1996).

2.4. Valoracion del estado micorricico de las plantas tres afios después de su
introduccion en campo

Esta valoracion se realiza de forma andloga a lo explicado para el estudio de las
plantas antes de su introduccién en campo, con la peculiaridad de que el sistema radical
de las plantas al cabo de 3 afios estd 16gicamente mds desarrollado, lo que hace que el
andlisis sea mds laborioso.

3. RESULTADOS

3.1. Resultados del nimero de apices extraidos de cada morfotipo

Se han encontrado un total de 11 morfotipos en las 12 plantas estudiadas, 6 antes de
la introduccién en la zona quemada y 6 al cabo de 3 afios de la plantacién. En la tabla 1
se puede observar el nimero de dpices de cada morfotipo contados en cada planta, tanto
micorrizada como no micorrizada. La ultima columna indica el nimero total de dpices
observados en cada planta. Las abreviaturas utilizadas para los morfotipos son las
siguientes: Cenoc (Cenococcum geophilum); Sphae (Sphaerosporella brunnea); Tpilo
(Tomentella pilosa); Tmela (Tuber melanosporum); Lact (tipo Lactarius); Scyti (tipo
Scytinostroma); Tuber (tipo Tuber). El resto de morfotipos se abrevian anteponiendo
solamente la palabra “tipo” al nimero que les corresponde. Los caracteres mds
destacados de los morfotipos encontrados aparecen en la tabla 2.

3.2. Resultados del calculo de la abundancia relativa de cada morfotipo

Una vez contados el ndimero de dpices de cada morfotipo presentes en cada planta,
se calcula la abundancia relativa de cada morfotipo. Los resultados se muestran en la
Tabla 3.
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Tabla 1.- Namero de dpices de cada morfotipo presentes en cada una de las plantas analizadas.

Cenoc|Sphae|Tpilo| Tmela|Lact|Scyti| Tuber|Tipo2|Tipo4|Tipo7| Tipo47| Total
Vml 0 3 0 33 0 0 0 0 0 0 0f 36
Vm2 0 12 0 74, 0 0 0 0 0 0 0f 86
Vm3 0 4 0 74, 0 0 0 0 0 0 of 78
Vel 0 3 3 of o0 0 0 0 0 0 0 6
Ve2 0 9 9 of o0 0 0 0 0 0 of 18
Vel 0 15 7 0 o0 0 0 0 0 0 of 22
M1 0 26 0 66| 0 0 0 0 3 0 0 95
M2 4 0 0 16/ 0 0 0 0 0 2 0 22
M3 0 0 0 0| 10 0] 128 0 0 0 0| 138
M4 3 6 0 741 0 0 0 0 9 0 1l 93
M5 0 0 0 15 0 3 0 1 0 0 6| 25
C 11 0 0 0f 0 45 13 0 0 0 0f 69

Tabla 3.- Abundancia relativa de cada morfotipo en cada una de las plantas analizadas.

Cenoc|Sphae|Tpilo| Tmela| Lact | Scyti | Tuber|Tipo2|Tipo4|Tipo7|Tipo47

Vm1| 0,000| 0,083{0,000{ 0,917|0,000|0,000| 0,000] 0,000{ 0,000{ 0,000| 0,000

Vm2| 0,000{ 0,140{0,000( 0,860{0,000|0,000{ 0,000| 0,000 0,000| 0,000| 0,000

Vm3| 0,000| 0,051{0,000{ 0,949|0,000|0,000| 0,000] 0,000{ 0,000{ 0,000| 0,000

Vel | 0,000{ 0,500{0,500{ 0,000{0,000]0,000{ 0,000] 0,000| 0,000| 0,000| 0,000

Ve2 | 0,000] 0,500{0,500{ 0,000{0,000(0,000| 0,000] 0,000{ 0,000{ 0,000| 0,000

Ve3 | 0,000] 0,682{0,318| 0,000{0,000(0,000| 0,000] 0,000{ 0,000{ 0,000| 0,000

M1 | 0,000| 0,274{0,000| 0,695|0,000|0,000| 0,000] 0,000{ 0,032{ 0,000| 0,000

M2 | 0,182] 0,000{0,000| 0,727|0,000|0,000| 0,000] 0,000{ 0,000{ 0,091 0,000

M3 | 0,000{ 0,000{0,000{ 0,000|0,072|0,000| 0,928] 0,000{ 0,000{ 0,000| 0,000

M4 | 0,032| 0,065{0,000| 0,796/0,000/0,000| 0,000| 0,000| 0,097| 0,000{ 0,011

M5 | 0,000{ 0,000{0,000{ 0,600{0,000]0,120| 0,000] 0,040| 0,000| 0,000| 0,240

C 0,159{ 0,000{0,000{ 0,000{0,000(0,652| 0,188| 0,000{ 0,000{ 0,000 0,000
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3.3. Resultados del calculo del porcentaje de micorrizacion total

En la Tabla 4 se indica el nimero de raices micorrizadas, nimero de raices no
micorrizadas, nimero total de raices observadas, y el porcentaje de micorrizacién total
obtenido en cada una de las plantas analizadas.

Tabla 2.- Cuadro comparativo de las caracteristicas mds significativas de los morfotipos.

Morfotipo Manto externo Manto interno Cistidios Rizomorfos Hifas
Cenococcum Plectenquimatico Plectenquimatico No No Marrones
geopliilum radiado oscuras, no

fibuladas
Sphaerosporella | Pseudoparenquimdtico | Transicién entre | No No Marrones,  con
brunnea con células angulares y | plectenquimatico y septos
red de hifas pseudoparenquimatico constrefiidos,
no fibuladas
Tomensella Pseudoparenquimdtico | Transicién entre | Fibulocistidios, | Tipo C Hialinas o
pllosa con células angulares y | plectenquimdtico y | 40-60 um de | nodulosomorfos | amarillas,
red de hifas con células | pseudoparenquimatico longitud, fibuladas, con
angulares hialinos septos
secundarios
Tuber Pseudoparenquimdtico | Pseudoparenquimdtico | Ramificados en | No No
melanosporiun con células en puzzle y angulo recto, de
red de hifas hasta 320 pum
de longitud, con
septos no
fibulados
Tipo Zaczarins | Plectenquimdtico  con | Plectenquimético  con | No No No
dpices de hifas que [ laticiferos
sobresalen
Tipo Transicion entre | Plectenquimadtico No Escasos, de tipo | Hialinas a
Scytinostroma plectenquimatico y | formando anillos A amarillas,
pseudoparenquimatico ramificadas en Y
con red de hifas y o trifurcadas,
matriz gelatinosa no fibuladas
Tipo Zuber Pseudoparenquimético | Pseudoparenquimético | No No Escasas,
con células en puzzle y amarillas, no
red de hifas fibuladas
Morfotipo 2 Pseudoparenquimdtico | Pseudoparenquimdtico | Capitados, de | No No
con células angulares y 40-70 um de
red de hifas longitud,  con
septos no
fibulados
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Morfotipo 4 Pseudoparenquimdtico | Plectenquimdtico En forma de | No Escasas,
con células angulares y | formando anillos aguja con base amarillas, no
cimulos de células ensanchada, fibuladas
150-460  um,
marrones,  Sin
septos o con
uno basal
Morfotipo 7 Pseudoparenquimdtico | Transicién entre | No Tipo C Marrones a
con células angulares y | plectenquimdtico y nodulosomorfos | amarillas, no
cimulos de células pseudoparenquimatico fibuladas, con
verrugas
Morfotipo 47 Pseudoparenquimdtico | Transicién entre | No No Hialinas, no
con células angulares y | plectenquimatico y fibuladas, con
red de hifas pseudoparenquimatico ensanchamientos

Tabla 4.- N° raices micorrizadas (Mic), n° raices no micorrizadas (NoMic), n° total de raices
observadas (Total) y porcentaje de micorrizacion (% Mic) de cada una de las plantas.

4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Planta Mic NoMic Total 9% Mic
Vml 242 1124 1366 17,7
Vm2 410 2392 2802 14,6
Vm3 302 4412 4714 6,4
Vel 40 1260 1300 3,1
V2 148 2890 3038 4,9
V3 88 1738 1826 4.8
M1 71 1273 1344 5,3
M2 37 640 677 55
M3 135 1022 1157 11,7
M4 72 447 519 13,9
M5 9 334 343 2,6

C 91 1045 1136 8

4.1. Analisis de la abundancia relativa de los morfotipos presentes en las plantas
micorrizadas y control

A partir de los datos de abundancia relativa de la Tabla 3, se han realizado una serie
de graficos en los que se refleja la abundancia relativa media (Fig. 1 a 4) de los
morfotipos presentes en cada uno de los cuatro tipos de plantas estudiadas: Vm y Vc, que
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son las plantas micorrizadas y control analizadas antes de ser introducidas en campo, y M
y C, que son las plantas micorrizadas y control estudiadas a los 3 afios de su introduccién
en la zona quemada del carrascal de Nazar. En cada tipo de planta, los morfotipos estdn
ordenados de mayor a menor abundancia relativa media. No se ha considerado apropiado
realizar ningun tipo de andlisis estadistico dado el bajo nimero de plantas analizadas.

Abundancia relativa media
o
(6]
|

Tmela Sphae
Morfotipos

Fig. 1.- Morfotipos presentes en las plantas micorrizadas antes de ser introducidas en campo (Vm) ordenados de
mayor a menor abundancia relativa media.
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0,300 -
0,200 -
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Abundancia relativa media

0,000 +
Sphae Tpilo

Morfotipos

Fig. 2.- Morfotipos presentes en las plantas control antes de ser introducidas en campo (Vc) ordenados de
mayor a menor abundancia relativa media.
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Fig. 3.- Morfotipos presentes en las plantas micorrizadas a los 3 afos de ser introducidas en campo (M)
ordenados de mayor a menor abundancia relativa media.
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Fig. 4.- Morfotipos presentes en las plantas control a los 3 afios de ser introducidas en campo (C) ordenados de
mayor a menor abundancia relativa media.
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4.2. Analisis de los resultados del calculo del porcentaje de micorrizacion total de las
plantas micorrizadas y control

Debido al bajo nimero de muestras analizadas, no se ha podido determinar si hay
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de micorrizacion total de cada
uno de los tipos de plantas estudiados. No obstante, en la Tabla 5 se ofrecen las medias
del porcentaje de micorrizacion de las plantas micorrizadas y control tanto antes (Vm,
Vc¢) como después de ser introducidas en campo (M y C).

Tabla 5.- Porcentaje de micorrizacién medio (% Mic medio) de cada uno de los tipos de plantas,
donde Vm y Vc son las plantas micorrizadas y control antes de ser introducidas en campo, y My C
las plantas micorrizadas y control levantadas a los 3 afios.

Plantas % Mic medio
Vm 12,9
Ve 43
M 7.8
C 8,0

5. DISCUSION

De acuerdo con los resultados preliminares de un experimento a pequefia escala,
Tuber melanosporum parece ser un hongo adecuado para su utilizaciéon como inéculo
micorricico de plantas de Quercus ilex subsp. ballota usadas para reforestar una zona
quemada potencialmente trufera, concretamente el carrascal de Nazar. Las micorrizas de
trufa negra persisten al cabo de 3 afios de su introduccién en campo, aunque han de
competir con otros hongos micorricicos presentes en el ecosistema, como Cenococcum
geophilum, dos tipos tomenteloides como son el morfotipo 4 y el 7, o el tipo
Scytinostroma, que es un hongo corticidceo. También aparecen dos morfotipos no
identificados, el 47 y el 2, acerca de cuya identidad no se tiene ningtn indicio. Asi
mismo, destaca la presencia de otros tres morfotipos, el tipo 7uber, Sphaerosporella
brunneay el tipo Lactarius.

Numerosos estudios han demostrado que las micorrizas de Tuber melanosporum
son en parte sustituidas por las de otros hongos presentes en el terreno cuando las plantas
son introducidas en campo, aunque la mayoria de estos estudios se han llevado a cabo en
truferas cultivadas, un ambiente mds o menos controlado por el hombre (BACIARELLI
FALINI & GRANETTI, 1998; CHEVALIER et al, 1982; DE MIGUEL et al, 2002;
DONNINI & BENCIVENGA, 1995; GRANETTI & ANGELINI, 1992; GRANETTI &
BACIARELLI FALINI, 1997). Sin embargo, normalmente no se ha prestado mayor
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atencion a la identificacion de los hongos competidores de la trufa negra, limitdndose las
citas a otras especies del género 7uber como 7. aestivum, T. borchii, T. brumale o T.
mesentericun (BACIARELLI FALINI & GRANETTI, 1998; CHEVALIER ef al.,, 1982;
SAEZ & DE MIGUEL, 1995), a especies de los géneros Hebeloma (GRANETTI &
ANGELINI, 1992) e Hymenogaster (BENCIVENGA et al, 1992; DONNINI &
BENCIVENGA, 1995) y a micorrizas no identificadas (BENCIVENGA et al, 1992;
DONNINI & BENCIVENGA,1995; GRANETTI & BACIARELLI FALINI, 1997), entre
las que destacan los morfotipos AD (angle droit, también llamado Forma 2 por
BENCIVENGA ef al.,, 1995a) y SB (spinules buclées), micorrizas que fueron citadas por
primera vez por GIRAUD (1988).

Micorrizas tan comunes en condiciones naturales como las de Cenococcum
geophilum s6lo han sido citadas en contadas ocasiones acompafiando a 7. melanosporum
(BACIARELLI FALINI & GRANETTI, 1998; DONNINI & BENCIVENGA, 1995;
AGUEDA HERNANDEZ et al, 2001). El hecho de que C. geophilum esté presente en
las raices de las plantas micorrizadas con 7. melanosporum plantadas en la zona quemada
del carrascal de Nazar se debe probablemente a las caracteristicas de la zona en que las
plantas han sido introducidas, es decir, un bosque degradado en el que el indculo de
hongos micorricicos presente es mds diverso que en las truferas cultivadas, parcelas
normalmente dedicadas al cultivo agricola antes de la introducciéon de plantas
micorrizadas con trufa negra en ellas. De hecho, C. geophilum también esta presente en
la dnica planta control levantada al cabo de 3 afios de estudio, lo que confirma tanto la
presencia del in6culo en la zona como su capacidad para micorrizar las raices de plantas
jovenes.

Se han encontrado dos morfotipos tomenteloides (morfotipos formados por un
hongo perteneciente al género 7omentella o muy proximos a €l) en las raices de las
plantas micorrizadas con trufa negra e introducidas en campo, lo que corrobora la
importancia de este grupo de hongos no sélo dentro de la comunidad micorricica en
general, sino también en relacién con la truficultura, hecho ya mencionado de forma
novedosa por DE MIGUEL et al. (2002).

Asi mismo, el tipo Scytinostroma ha sido encontrado no sélo en las plantas
micorrizadas, sino también en la planta control, lo cual indica que este hongo corticidceo,
es decir, perteneciente a otro de los grandes grupos tradicionalmente ignorados dentro de
la comunidad micorricica junto con los hongos tomenteloides, desempefia un papel
importante en la colonizacién de raices de plantas jévenes tanto micorrizadas en vivero
como carentes de cualquier tipo de inoculacién previa.
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En cuanto al tipo 7uber, cabe destacar que es el segundo mds abundante encontrado
en las plantas micorrizadas levantadas a los 3 afios. Segin se puede observar en la
descripcion del capitulo 4, es un morfotipo que carece de elementos que emanan, pero
teniendo en cuenta que las micorrizas de otras especies de manto similar, como 7.
melanosporum o T. brumale, facilmente distinguibles gracias a sus cistidios, no los
presentan en ciertos estadios de desarrollo, es posible que el denominado tipo 7uber se
corresponda con una de estas especies. Mds aun, llama la atencién que en una de las
plantas levantadas, concretamente la M3, no se haya encontrado ninguna micorriza de 7.
melanosporum, mientras que en todas las demds inicialmente inoculadas la trufa negra
sigue estando presente en las raices. Sin embargo, en la planta M3 el morfotipo mads
abundante es precisamente el tipo 7Tuber; lo que nos lleva a pensar que es posible que las
micorrizas del tipo 7uber sean en realidad micorrizas de 7. melanosporum carentes de
cistidios. No obstante, el tipo 7uber también ha sido encontrado en la planta control
levantada, por lo que no se puede llegar a ninguna conclusién fiable ni acerca de la
especie de 7uber que forma este morfotipo ni sobre la procedencia de su indculo, que, en
el caso de que fuera 7. melanosporum, podria provenir bien de las plantas micorrizadas
introducidas, o bien de la propia zona, que, como ya se ha dicho, es un monte
potencialmente trufero.

Las micorrizas de Sphaerosporella brunnea fueron ya detectadas al analizar las
plantas antes de introducirlas en campo, es decir, el indculo de S. brunnea estaba ya
presente en el vivero en forma de contaminacion. Es el tercer morfotipo en abundancia
relativa tras 7. melanosporumy el tipo Tuber, y es el ultimo que sobrepasa la barrera del
5% de abundancia relativa, es decir, se considera que es uno de los morfotipos
dominantes en las plantas micorrizadas después de su introduccién en campo.
BENCIVENGA et al. (1995a) y MEOTTO & PELLEGRINO (1989) afirman que S.
brunnea es muy competitiva en vivero debido a su capacidad de comportarse como
saprofita y como simbionte, pero sélo es capaz de sobrevivir en campo si el terreno
mantiene una humedad elevada y constante, con lo que su competitividad en condiciones
naturales disminuye sensiblemente. En nuestro caso se ha encontrado que las micorrizas
de S. brunnea persisten en campo al cabo de 3 afios de la introduccién de las plantas, si
bien es cierto que su abundancia relativa es menor que en el vivero. No obstante, existen
dudas acerca de la procedencia del in6culo de S. brunnea encontrado en las raices de las
plantas micorrizadas levantadas, ya que, ademds de ser una especie muy competitiva en
vivero, S. brunnea también estd considerado como un hongo pionero en la colonizacién
de zonas quemadas (MEOTTO & CARRATURO, 1987-88). De hecho, también se han
encontrado micorrizas de esta especie en la zona quemada del carrascal de Nazar en la
que no se introdujeron plantas micorrizadas (DE ROMAN & DE MIGUEL 2000 y 2002),
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por lo que desconocemos si las micorrizas de S. brunnea presentes en las raices de las
plantas micorrizadas levantadas proceden directamente del vivero o se corresponden con
indéculo existente en el ecosistema.

La presencia de micorrizas del tipo Lactarius en las plantas micorrizadas levantadas
a los 3 afios de su introduccidn en la zona quemada del carrascal de Nazar puede resultar
sorprendente en un primer momento. Lactarius estd considerado como un género tipico
de estadios avanzados dentro de la comunidad micorricica, por lo que, en principio, no
deberia estar presente en una zona que comienza a recuperarse de una perturbacién como
el fuego. No obstante, no es la primera vez que se cita este fendmeno, ya que autores
como PURDY ef al (2002) ya encontraron micorrizas de hongos considerados como
tardios, entre ellos Russula, Cortinarius y Lactarius, en plantas de Picea glauca
germinadas de forma natural tras un incendio. En nuestro caso, esto puede ser debido a la
presencia en la zona de plantas pertenecientes a las familias Ericaceae y Cistaceae, que
pueden actuar como reservorio de hongos ectomicorricicos hasta que las carrascas, que
son el simbionte ectomicorricico tipico, se recuperen tras el incendio, de ahi que el
inéculo de Lactarius esté presente en la zona quemada del carrascal de Nazar.

Por dltimo mencionaremos la presencia de 7omentella pilosa en las plantas control
antes de ser llevadas a campo, morfotipo que desaparece una vez que las plantas han
pasado 3 afios en condiciones naturales. En un principio se identific6 este morfotipo
como Thelephora terrestris (DE ROMAN & DE MIGUEL, 2001), pero tras la revision de
las muestras se llegd a la conclusion de que los caracteres de este morfotipo se ajustaban
mejor a los de la micorriza descrita por JAKUCS & AGERER (1999).

Ademds de analizar la abundancia de los distintos morfotipos presentes en las raices
de las plantas micorrizadas y control antes y después de su introduccién en la zona
quemada del carrascal de Nazar, también se ha calculado el porcentaje de micorrizacién
total de su sistema radical, es decir, la proporcién de dpices que estdn micorrizados en
relacion al niimero total de dpices existentes en todo el sistema radical, sin importar qué
hongo es el que forma las micorrizas.

Se observa que el porcentaje de micorrizacion de las plantas inoculadas con 7.
melanosporum disminuye al cabo de 3 afios de su introduccién en campo, al contrario de
lo que ocurre en la planta control, que, ain sin haber sido inoculada de forma artificial,
presenta un cierto grado de micorrizacién inicial debido a los hongos tipicamente
adaptados a las condiciones de vivero, y en la que el porcentaje de micorrizacion aumenta
con el tiempo. No obstante, la proporcién de dpices micorrizados es similar en todas las
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plantas analizadas después de su introduccién en la zona quemada del carrascal de Nazar,
ya sean micorrizadas o control.

De estos resultados se deduce que, al cabo de 3 afios, la micorrizacién inicial ha
perdido protagonismo en favor de la micorrizacion llevada a cabo por los hongos
presentes en el ecosistema, los cuales son perfectamente capaces de colonizar a medio
plazo las raices de las plantas introducidas. A pesar de ello, si se ha detectado una mayor
tasa de supervivencia entre las plantas micorrizadas en comparaciéon con las plantas
control (observacion personal). A este respecto, GROVE & MALAJCZUK (1994)
afirman que el mayor efecto de la inoculacion se espera en las primeras etapas de
crecimiento del arbol, cuando hay mayor requerimiento de nutrientes para desarrollar
tejidos, siendo posible que las plantas ya se hayan adaptado completamente al medio a
los 3 afos de su introduccion.

Otro aspecto que es necesario comentar es el porcentaje de micorrizacion inicial de
las plantas inoculadas con 7uber melanosporum. El porcentaje inicial, 12,9%, puede
parecer aparentemente bajo si lo comparamos con otros procedentes de estudios
relacionados con la truficultura (DE ROMAN & DE MIGUEL, 2001), pero es necesario
puntualizar que el método utilizado para su cdlculo es el descrito por BRUNDRETT et al.
(1996), método usado en general para el estudio de comunidades micorricicas en
condiciones naturales. Sin embargo, los diferentes métodos empleados comtiinmente para
la cuantificaciéon de la micorrizacion de plantas de vivero inoculadas con 7.
melanosporum (BENCIVENGA er al, 1995b; FISCHER & COLINAS, 1996;
PALAZON et al, 2001; REYNA er al, 2001) tienen un enfoque diferente, que no es otro
que la certificaciéon de que el estado de las plantas representa un punto de partida
adecuado para su implantacién en truferas de cara a la produccién de trufa negra.
Obviamente, queda fuera de lugar toda comparacién entre porcentajes calculados
mediante distintos métodos.

En conclusién, los resultados obtenidos a partir de este estudio preliminar
demuestran que las micorrizas de 7. melanosporum pueden permanecer durante un
minimo de 3 afios en un lugar aparentemente hostil como es un carrascal quemado,
compitiendo ademds con los hongos micorricicos presentes en el lugar, todo ello teniendo
en cuenta que la zona de estudio se encuentra dentro del 4drea de distribucién potencial de
la trufa negra, drea en la que en principio serfa posible la reforestaciéon mediante la
introduccion de plantas micorrizadas con este preciado hongo, pudiendo representar a
largo plazo un valor econémico afiadido para la zona en caso de que el hongo fructifique.
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