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INTRODUCCION

La produccion de hongos comestibles,
particularmente la trufa, que en Francia e
Italia tiene una cierta tradicion, se ha consi-
derado en Espafia como un suministro
natural del monte. El precio de la trufa
negra de primera categoria oscila, segun el
afo entre 20.000 y 60.000 pta/kg. Una pro-
duccion media estd comprendida entre 20
y 60 kg por hectarea y afio en una planta-
cién bien conducida, llegandose en anos
concretos a producciones de hasta 180
kg/ha/afo. Podemos observar que es una
alternativa de cultivo rentable en zonas
donde se puede fijar la poblacion rural y
éstos, tener una importante labor de pro-
teccion del medio ambiente.

La importancia de la busqueda de alter-
nativas viables a los cultivos tradicionales
apoyadas por la Politica Agraria de la Unién
Europea, se ha concretado entre otras posi-
bilidades, en el plan de reforestacion y la
retirada de tierras de cultivo. El habitat natu-
ral de la trufa tiene una correspondencia con
zonas rurales deprimidas, los importantes
beneficios obtenidos por la venta del apre-
ciado hongo, la posibilidad de realizar repo-
blaciones forestales con especies autdcto-
nas de gran valor ecologico y el contexto de
ayudas comunitarias a la repoblacién de tie-
rras agrarias, son las principales razones que
hacen de la truficultura una alternativa a los
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cultivos tradicionales muy a tener en cuenta
en el mundo rural.

La nueva orientacion de la PAC conside-
ran que la forestacion de las superficies
agrarias tiene una importancia especial para
el medio ambiente y el uso del suelo, siendo
una alternativa productiva a las tierras rura-
les. En este contexto surge el Plan Nacional
de Repoblacion Forestal, que comprende un
programa principal de repoblacion de tierras
agrarias aplicando el Reglamento del Con-
sejo CEE 2080/92 del 30 de junio comple-
mentario de la reforma de la PAC. Este
Reglamento Comunitario ha sido desarrolla-
do para su aplicacion en Espana por el Real
Decreto 378/93, de 12 de marzo y se esta-
blece una ayuda para gastos de plantacion
en el primer afno, una prima anual de mante-
nimiento durante los cinco primeros anos y
una prima anual compensatoria durante
veinte afos. La cuantia de estas ayudas
depende del tipo de especie forestal que se
plante, primando el asociacionismo de los
agricultores.

En el Real Decreto 378/1993 de 12 de
marzo, en el Anexo n° 2, aparecen el tilo, el
quejigo y la encina como especies arbéreas
cuya plantacion tenga como fin principal la
restauracion o la creacion de ecosistemas
forestales permanentes.

La truficultura, al ir asociada a una fores-
tacion, puede considerarse como uno de
estos métodos de produccion compatibles
con el medio ambiente, al contribuir a la
correccion del efecto invernadero, de los
graves problemas de erosion, a la mejora del
suelo, la fauna, la flora y las aguas, asi como
a la reduccioén del déficit de los recursos
forestales.

Con las medidas antes indicadas esta
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situacion esta empezando a cambiar. Por
ello se tiene en este campo una actividad
economica con dos aspectos, por una parte,
la implantacion de especies forestales que
reciben una subvencion economica, y por
otra la produccion de trufa negra, como pro-
ducto de alto valor economico.

Primeramente se daran unas nociones
béasicas sobre truficultura y posteriormente
se entrara en el tema de multiplicacion
vegetativa de las especies micorrizables con
trufa negra, donde se hablara con mas
extension.

TRUFICULTURA

La vida de una trufera se encuentra vin-
culada a la del arbol o arbusto simbionte
con quien convive: la entrada en produccion
de la trufera depende de la especie lefiosa
asociada: asi tenemos, unos tres anos de
espera con algunas jaras {Cistus sp.), cinco
anos con el avellano o la coscoja, unos ocho
anos con la encina o los robles. El periodo
de produccion de trufas también se dilata
en funcion de la planta con la que micorriza,
unas cuatro cosechas con las jaras, unas
diez cosechas con el avellano frente a las
cincuenta cosechas que pueden dar una
encina antes del declive. También el sabor
de las trufas varia segun cual sea la planta
micorrizada; siendo mas apreciadas las que
provienen de la encina.

La trufa negra es un hongo de aspecto
globoso, aspero e irregular a modo de tubér-
culo negro y subterraneo, se recoge con la
ayuda de perros truferos especialmente
adiestrados. Entre la trufa y las raices del
arbol simbionte existe una masa de hifas y
micelio que sirven de enlace entre ambos
organismos.
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Las trufas son hongos ectomicorricicos
(se aprecian modificaciones morfolégicas en
la raiz) subterraneos del género Tuber ; que
viven asociados a las raices de ciertas plan-
tas leriosas y arbustivas con las que estable-
cen una simbiosis (micorrizas) de la cual se
beneficia tanto el hongo como la planta
lenosa o arbustiva. Solamente unas pocas
especies de trufas son comestiblemente
apreciadas; las de mayor valor comercial
existentes en Espana son Tuber nigrum Bull
(=T. melanosporum Vitt), trufa negra o de
Perigord que es la mas afamada y aprecia-
da en Espana vy la Tuber brumale Vitt., trufa
muy similar en aspecto a la trufa de Perigord
pero de inferior calidad y precio que se reco-
lecta conjuntamente con T. melanosporum
en Espana.

Existen otras especies de trufas que
también son comestibles que pueden
comercializarse como Tuber magnatum
Pico (trufa blanca de ltalia), Tuber aestivurn
Vitt. (trufa negra de verano), Tuber mesente-
ricum Vitt. , Tuber albidum Pico, Tuber unci-
natum Chatin.

En principio, cualquier especie de trufa
puede ser cultivada, pero en lo sucesivo nos
vamos a referir siempre al cultivo de Tuber
melanosporum Vitt. por ser el mas experi-
mentado y el que ofrece unas mayores
garantias de éxito asi como viabilidad técni-
ca. El cultivo de plantas lenosas micorriza-
das con Tuber melanosporum, o truficultura,
es una actividad agroforestal encaminada a

la produccion de trufas. Se trata de un culti-
vo complejo que puede ser muy lucrativo
pero que también puede conducir a fraca-
sos después de una larga e ilusionada espe-
ra. Con los conocimientos actuales las
garantias de éxito resultan bastante eleva-
das, pero para ello el agricultor ha de estar
bien asesorado.

Para poder llevarlo a buen término son
necesarios e imprescindibles:

1.- Un terreno favorable al cultivo de la
trufa, y su adecuacion.

2.- Eleccion acertada de la especie lefio-
sa o arbustiva y disponer de plantas con un
buen estado de micorrizacion.

3.- Las labores culturales oportunas (rea-
lizacién de una repoblacion cuidadosa y las
medidas culturales adecuadas)

La truficultura trata de conseguir una
estabilidad en la asociacion trufa negra/arbol
o arbusto durante el mayor nimero posible
de anos y en las mejores condiciones; por lo
que no se desea un desplazamiento del hon-
go. Para ello, el lugar en donde se realice la
plantacion ha de poseer unas caracteristicas
ecologicas determinadas.

Zonas truferas.

Las principales zona truferas en Espana
son las siguientes:

- Provincia de Alava lindando con la zona
de Loquiz (Navarra).

Planta de Cistus salvifolius multiplicada por cuftivo in vitro

- las provincias andaluzas en puntos ais-
lados.

- En Burgos y Valladolid hay zonas de
trufas de verano y muy poco de trufa negra
de inviemo.

- Cataluna en Vic, Olot, Solsona, Berga,
Prades, Vandellos, Orgafa, Vallés.

- Castellén en Morella.

- Cuenca en Tragacete y Montes Univer-
sales.

- Huesca en Graus, Benabarre y Sabifa-
nigo.

- Guadalajara en la zona de Molina de
Aragon.

- La Rioja en la Sierra de Cameros.

- Navarra en la Sierra de Loquiz (sobre
todo en Estella).

- Soria.

- Teruel en Rubielos, Toro, Cartavieja y
Sarrion.

- Valencia en Barracas.

Las zonas mencionadas son buenas
productoras de trufa natural, pero esto no
quiere decir que sean las Unicas regiones
donde se puede desarrollar la truficultura.
Existen otras zonas, donde no hay presencia
de trufa negra natural, cuyas condiciones
edaficas seran buenas para la truficultura;
pero seguro que deberiamos de influir en las
labores culturales y utilizar la irrigacion. La
truficultura tiene una realidad actual positiva
y un futuro excepcional.
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MULTIPLICACION VEGETATIVA DE
ESPECIES MICORRIZABLES CON
TRUFA NEGRA

Arboles y arbustos truferos.

La trufa negra (Tuber melanosporum)
puede asociarse como simbionte con mu-
chas especies lefiosas y arbustivas en la
naturaleza; pero las principales especies
autdéctonas con las que fructifica la trufa
negra son:

- Quercus ilex L. = encina, carrasca o
chaparra.

- Quercus pubescens Willd. = roble
pubescente.

- Quercus faginea Lamk. = quejigo.

- Quercus coccifera L. = coscoja

- Quercus robur L. = roble comun.

- Quercus petraea (Matts.) Liebl. = roble
albar.

- Corylus avellana L. = avellano.

- Tilia platyphyflos Scop = tilo.

- Cistus sp.= jaras

Es vital disponer de la especie vegetal
mejor adaptada a la zona; también es
imprescindible que esta tenga un buen esta-
do de micorrizacion. Las plantaciones mix-
tas con una especie forestal y otra arbustiva
también son posibles; de esta forma se con-
sigue acelerar y dilatar la produccién trufera;
a cambio la técnica de cultivo resulta més
compleja. La planta a elegir debe ser ade-
cuada. Una posibilidad importante es la de
obtener beneficios diversificados.

En estos momentos se produce planta
micorrizada, basicamente procedente de
semilla. Para mejorar las condiciones de
asociacion micorricica se deben de mejorar
y estudiar las condiciones genéticas de los
simbiontes; para ello una forma de lograrla

Planta de

o Cistus salvifolius

aclimatada

es la de la propagacion vegetativa llevada a
cabo en avellano y que estamos intentando
realizar en otras especies.

En las plantas lefiosas obtenidas por via
sexual existe una gran variabilidad debido a
Su gran heterocigosis. La variabilidad obser-
vada en las producciones truferas es muy
alta y por ello existe gran posibilidad de una
gran mejora genética en la utilizacion de la
propagacion vegetativa.

La encina se escoge como especie por
excelencia de las producciones truferas y
tienen gastronémicamente un valor anadido
frente a la de otras especies. La especie mas
apreciada para la micorrizacién es la encina
que es un arbol rustico que se adapta bien a
las condiciones de secano, y a los altos nive-
les de pH de las zonas truferas. Su creci-
miento es lento y entra en produccion a par-
tir del octavo afno de su plantacion en el
campo.

Multiplicaciéon vegetativa de arboles y
arbustos truferos.

En el proyecto denominado “Desarrollo
de bases para la mejora de la truficultura”
que ha sido financiado por el Instituto
Nacional de Investigaciones Agrarias y Ali-
mentarias (INIA) se han estudiado las distin-
tas formas de multiplicacion vegetativa, de
estas tres especies Tilia platyphyllos Scop.,
Quercus faginea Lamk. y Quercus ilex L.,
ademas de varias especies de jaras (Cistus
salvifolius L., C. albidus L., C. laurifolius L. y
C. clusii Dunal DC.).

La indiscutible importancia ecoldgica de
la dehesa no debe dejar de lado a su impor-
tancia econémica, sobre todo en aquellas
constituidas con especies del género Quer-
cus. Pero esta rentabilidad econémica se ve
fuertemente disminuida por la total ausencia

Plantas de Cistus clusii
introducidas en
cultivo in vitro

de mejora genética. Como produccion di-
recta estos magnificos arboles nos propor-
cionan bellotas y la posibilidad de obtencion
de setas de alto valor comercial como la tru-
fa. En estos caracteres: produccion de bello-
ta y calidad de la misma y capacidad de mi-
corrizacion con trufa, se observa una enor-
me variabilidad genética que nunca ha sido
aprovechada por el hombre.

La mejora genética en el género Quercus
se encuentra con una serie de problemas
que dificultan enormemente la puesta en
marcha de programas de mejora clasica
mediante seleccion y cruzamientos, como
son la duracién del ciclo de vida o la falta de
unos parametros de seleccion detectables
en fases juveniles. Por otro lado la dificultad
para multiplicarlos vegetativamente impide
la utilizacién de clones (material de la misma
composicion genetica) procedentes de
arboles seleccionados.

Tanto la utilizacion de mezclas de indivi-
duos clonados a partir de arboles seleccio-
nados “plus” como la multiplicacion vegeta-
tiva de la descendencia procedente de cru-
zamientos controlados, son técnicas am-
pliamente utilizadas en la mejora genética
forestal y que permiten, en muy poco tiem-
po, una importante ganancia genética.
Poner a punto un sistema de multiplicacion
vegetativa resultaria entonces abrir una
puerta al aumento de rentabilidad de uno de
nuestros sistemas de produccion agraria
mas extendido y de mayor valor ecoldgico.

Hemos trabajado en estaquillado de
planta adulta de tilo, encina y quejigo; donde
no se ha conseguido enraizamiento de plan-
tas en la encina y el quejigo y si se ha conse-
guido en un porcentaje del 2 % en el tilo de
zonas bajas del arbol (que tedricamente tie-
ne un estado mas juvenil).

Donde se esta incidiendo mas es en las
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técnicas de cultivo in vitro tanto por la via de
organogeénesis (multiplicacién de yemas axi-
lares) como a través de embriogénesis
somatica. La embriogénesis somatica es
una de las vias para la regeneracion de plan-
tas a partir del cultivo de tejidos vegetales;
esta consiste en la obtencion de embriones
a partir de diferentes partes de la planta (los
embriones somaticos son similares a los que
se obtienen en las semillas por origen
sexual).

Dentro de las especies trufiferas mas
productivas se encuentran el Quercus fagi-
nea Lamk. y el Quercus ilex L. La multiplica-
cion vegetativa de estas especies es muy
problematica de la forma tradicional, como
hemos comprobado con los ensayos de
estaquillado en Septiembre y en Abril. La
posibilidad de micropropagacion puede
ser una alternativa viable. Hasta ahora los
intentos de introduccién tanto de planta
joven como adulta, chocaban con proble-

ta como una importante via de micropropa-
gacion para apoyo en programas de mejora.

En el Instituto Madrilefio de Investigacion
Agraria y Alimentaria de la Comunidad de
Madrid se estan llevando a cabo trabajos de
investigacion sobre embriogénesis somatica
en quercineas.

El Quercus ilex L. y el Quercus fagineae
Lamk. nos proporcionan la posibilidad de
obtencion de setas de alto valor comercial
como la trufa; en la capacidad de micorriza-
cion de Tuber melanosporum Vitt., se obser-
va una enorme variabilidad genética que
nunca ha sido aprovechada por el hombre.

Nosotros hemos ensayado a propagar
estas especies a través de embriogénesis
somatica. Para inducir embriogénesis soma-
tica en bellotas de encina y quejigo hemos
esterilizado la superficie con hipoclorito
sodico y los embriones cigéticos con los
sacos embrionarios los hemos sacado y los
hemos cultivado en diferentes medios de

partir de embriones cigoticos. Se ha obteni-
do germinacion de embriones en encinag,
relizandose en la actualidad estudios enca-
minados a la optimizacién de las distintas
fases del proceso embriogénico y de con-
version en plantas.

Los embriones cigoéticos, particularmen-
te inmaduros de encina y quejigo, han per-
mitido el desarrollo de cultivos embriogéni-
cos en muchas plantas recalcitrantes. Rapi-
damente dividen, las ceélulas embrionicas
indiferenciadas crecen facilmente en cultivo
y generan embriones adventicios. También
es importante el estado de desarrollo de los
explantos para la produccion de embrio-
nes adventicios (GINGAS y LINEBERGER,
1.989).

Se muestra una influencia de la época de
recoleccion sobre la induccién de embriogé-
nesis somatica (relacionada con el estado de
desarrollo del embridn cigotico), posible-
mente mas importante que la accion de los
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mas graves de oscurecimiento del medio
por oxidacion de exudaciones fendlicas.
Trabajos previos revelan la posibilidad de
multiplicacion de arboles juveniles de quer-
cineas; sin embargo, no han tenido éxito con
los &rboles adultos (CHALUPA,1990).

En la introduccion en cultivo in vitro de
especies quercineas hemos constatado que
aparecen oxidaciones de fenoles (brow-
ning, que aparece al introducir el material en
el cultivo in vitro y que termina necrosando-
lo) siempre que hemos utilizado medios de
cultivo como el Murashige & Skoog; Som-
mer; Woody Plant Medium; Schenk & Hilde-
brandt; por ello se estan desarrollando otros
métodos de introduccién para evitar la apa-
ricién de browning. Mediante la utilizacion
de medio blanco (agar + agua) o directa-
mente en vermiculita estéril, se consigue
que las semillas germinen sin dar problemas
de oxidaciones en el medio, como paso pre-
vio a su posterior micropropagacion en
medios de cultivo estandares.

La embriogénesis somatica se presen-

Camas de estaquillado en invernadero
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cultivo. La embriogénesis somatica ha sido
conseguida en varias especies del género
Quercus y con diferentes explantos iniciales;
Quercus ilex L. (FERAUD-KELLER vy
ESPAGNAC, 1989) (MAURI y TORIBIO,
1.995) (MAURI et al., 1.996), Quercus acutis-
sima (KIM et al., 1.994), Quercus bicolor
(GINGAS, 1991) , Quercus suber L. (EL
MAATAOUI y ESPAGNAC, 1.987) (BUENO
et al.,1.992), Quercus robur (CHALUPA,
1.990), Quercus rubra L. (GINGAS y LINE-
BERGER, 1.989), Quercus faginea Lamk.
(FERNANDEZ-GALIANO et al., 1.996) y
Quercus alba (GINGAS y LINEBERGER,
1.989). En algunas especies la germinacion
de los embriones somaticos ha sido obser-
vada.

Es en este punto, la multiplicacién vege-
tativa del género Quercus, en el que nuestro
grupo de trabajo, en el marco del Programa
Nacional Sectorial de Investigacion Agraria,
ha centrado su esfuerzo, consiguiendo
poner a punto una técnica de obtencion de
embriones somaticos en encina y quejigo a

Secuencia de excision de la bellota de encina para la introduccion en cultivo in vitro

reguladores del crecimiento. Los embriones
cigéticos recolectados en agosto son mas
susceptibles a la induccion de embriogéne-
sis somatica. Ver la tabla n° 1 afios 1.993 y
1.995 como ejemplo de produccion de
embriones somaticos en la encina.

La alta capacidad proliferativa de los cul-
tivos sugiere el futuro prometedor de la téc-
nica de embrogénesis somatica como siste-
ma de multiplicaciéon vegetativa de la espe-
cie y con ello utilizar a las plantas obtenidas
como fuente de planta para micorrizar con
Tuber melanosporum Vitt. Hemos consegui-
do plantas a partir de embriones somaticos
de encina las cuales no hemos llegado a
aclimatar.

En las jaras la precocidad en la produc-
cién trufifera hace viable un cultivo rentable y
sobre todo en cultivo mixto con las especies
arboreas por lo que hemos introducido en
cultivo in vitro cuatro especies Cistus salvifo-
lius L., C. albidus L., C. laurifolius L.y C. clu-
sii Dunal DC.; las cuales comentamos a con-
tinuaciéon.

134-AGRICULTURA



De las especies citadas se ha consegui-
do introducir en cultivo todas ellas Cistus
salvifolius L., C. albidus L., C. launfolius L.y
C. clusii Dunal DC. a partir de semillas y pos-
terior reproduccion por micropropagacion
obteniendo clones de las dos primeras
especies de Cistus. Las otras dos especies
estan actualmente en fase de clonacién.

En C. salvifolius L. se ha conseguido acli-
matar en contenedor plantas de clones
obtenidos in vitro.

La alta capacidad proliferativa de los cul-
tivos sugiere un futuro prometedor de la téc-
nica de micropropagacion como sistema de
multiplicacion vegetativa y una herramienta
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para la consecucién de plantas micorriza-
das.

Cistus salvifolius L.

Se ha conseguido una germinacion del
54 % de las semillas con una inmersion
durante 5 minutos en agua a 100°C y poste-
rior esterilizacion con lejia (hipoclorito sodi-
co) y mediante repicados sucesivos se han
conseguido micropropagar 30 clones dife-
rentes; de los que en 5 hemos realizado un
ensayo de elongacion y enraizamiento, con
un tratamiento de una semana de oscuridad
y tres semanas de luz o cuatro semanas de
luz, se han utilizado 25 explantos de 1 cm.
por tratamiento y clon y en los 25 restantes
se han conservado en camara frigorifica a
41C.

En el tratamiento de 1 semana de oscu-
ridad el clon 1 es el que mas ha crecido 4,70
cm.(el rango de crecimiento en los 2 trata-
mientos y en los 5 clones es de 3,45 - 4,70
cm.).

El enraizamiento mas alto es del 88,88
% en el clon 5 en el tratamiento de 4 sema-
nas de luz (el rango de enraizamiento en los
2 tratamientos y en los 5 clones es de 42,86
- 88,88 %). Todas las plantas enraizadas tie-
nen raices laterales.

Posteriormente todas las plantas de mas
de 3 cm. y enraizadas se aclimataron.

C. albidus L.

Se ha conseguido una germinacion del
52 % con el mismo tratamiento de la jara
anterior y mediante repicados sucesivos se
han conseguido micropropagar 25 clones
diferentes; de los que hemos realizado un
ensayo de elongacion y enraizamiento, con
un tratamiento de una semana de oscuridad
y tres semanas de iuz o cuatro semanas de
luz y dos concentraciones de BAP (1 y 0,1
:M}, se han utilizado entre 40 a 97 explantos
de 1 cm. enlos tratamientos.

En el tratamiento de 1 semana de oscu-
ridad los explantos crecen mas hasta 2,64
cm. en el tratamiento de 1:M de BAP (el ran-
go de crecimiento en el tratamiento de 1
semana de oscuridad es de 2,01 - 2,64
cm.); en el tratamiento de luz durante 1 mes
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el rango de variacion es de 1,6 - 2,03 cm.

El enraizamiento mas alto es del 50 % en
el tratamiento de 1 semana de oscuridad
y con la concentracion de 0,1 :M de BAP
el rango de enraizamiento es de 17,53 -
50,00 %).

C. laurifolius L.

Se ha conseguido una germinacion
del 45 % y mediante repicados sucesivos
se estan consiguiendo micropropagar
clones diferentes; de los que hemos reali-
zado un ensayo de elongacion y enraiza-
miento.

Los explantos crecen en el medio basal
una media de 1,62 cm. ; el enraizamiento es
del 72,15 % y no existen raices laterales; la
longitud media de la raiz es de 2,17 cm..

C. clusii Dunal DC.

Se ha conseguido una germinacién
del 55% y mediante repicados sucesivos
se estan consiguiendo micropropagar
clones diferentes; de los que hemos reali-
zado un ensayo de elongacion y enraiza-
miento.

LLos explantos crecen en el medio basal
una media de 2,32 cm. ; el enraizamiento es
del 81,48 % vy el porcentaje de proliferacion
es del 61,11 %; la longitud media de la raiz
esde 2,32 cm..

Embriones somaticos
<« de encina con
raices

Embrion somatico de
encina con embriogénesis
recurrente en el hipocotilo
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