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Resumen

La trufa negra (Tuber melanosporum Vittad.) es uno de los hongos comestibles mas
valorados mundialmente y Espafia es uno de sus principales productores. Los
requisitos agronomicos para el cultivo de trufa son conocidos, pero el
desconocimiento sobre su ecologia todavia dificulta la optimizacién de su
produccién. Ademads, la intensificacion del cultivo genera problemas tipicos de la
agricultura convencional, como limitaciones hidricas y/o nutricionales o plagas,
siendo recomendable el estudio del sistema arbol-trufa-suelo en su conjunto.

El proyecto TUBERLINKS tiene como principal objetivo investigar las interacciones
ecoldgicas en el suelo de sistemas truferos y sus vinculos con la fisiologia del arbol
huésped, para optimizar estrategias de manejo basadas en el conocimiento y
realizar una gestion sostenible de las plantaciones truferas. La hipotesis general es
que comprender la ecologia (biodiversidad, funcionamiento) del sistema suelo-
trufa-arbol y sus interacciones con el entorno (clima, suelo), permitird la gestion
optima de los sistemas agroforestales truferos y maximizara los servicios
ecosistémicos asociados.

Se espera que TUBERLINKS genere nuevos conocimientos para diversos usuarios
finales sobre la ecologia de los sistemas truferos, el funcionamiento del suelo, la
ecofisiologia del arbol-huésped, la susceptibilidad de los sistemas truferos a la
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gestion y las limitaciones medioambientales y la gestion sostenible de la
produccion de trufa.

Palabras clave

Quercus ilex, Tuber melanosporum, ectomicorrizas, ecologia de la trufa,
truficultura, sistema arbol-trufa-suelo.

1. Latrufanegray su produccion

La trufa negra, T. melanosporum, es uno de los hongos comestibles mas
apreciados a nivel mundial y Espafia es uno de sus principales productores
(OLIACH et al, 2021). Se trata de un hongo ascomiceto, hipogeo, que forma
simbiosis ectomicorricica con diferentes especies de arboles, como la encina
(Quercus ilex L.) o el quejigo (Quercus faginea Lam.). La trufa negra se distribuye de
forma natural principalmente en Francia, Italia y Espafia, donde tradicionalmente
también ha sido cultivada. Dada su gran importancia econdmica, el cultivo de la
trufa se ha extendido a otros paises de clima mediterrdneo como Australia,
Sudafrica, Nueva Zelanda o Chile.

En la Espafia calcdrea, la recoleccién de trufa silvestre ha desempefiado un papel
relevante en la economia rural, con unos ingresos estimados de 7,5 M€ al afio
(REYNA Y GARCIA-BARREDA, 2014), aunque su produccion sufrié un gran declive a
partir de la segunda mitad del siglo XX (LE TACON et al., 2016), 1o que promovid la
expansion de plantaciones. En Espafia, se estima que hay unas 20.000 ha de
plantaciones truferas, que producen la mayor parte del rendimiento total de trufa,
con ~ 600 ha de nuevo cultivo cada afio (REYNA Y GARCIA-BARREDA, 2014;
OLIACH et al., 2021).

La truficultura es, por tanto, una valiosa herramienta para el desarrollo local
sostenible, ya que promueve la economia local, asi como la implicacién de las
comunidades rurales en la proteccion y gestidn de los ecosistemas mediterrdneos,
normalmente poco productivos y muy vulnerables al cambio -climatico,
contribuyendo asi a generar servicios ecosistémicos clave (OLIACH et al.,, 2021).

En las ultimas décadas, la mejora del conocimiento de la biologia de la trufa negra,
incluyendo la secuenciacién de su genoma, ha abierto nuevos horizontes en la
investigacion de este hongo, aportando nuevos criterios para mejorar su cultivo
(LE TACON et al., 2016). Sin embargo, aunque los requisitos agronémicos generales
para el establecimiento de plantaciones de trufa estdn bien documentados (BONET
et al., 2009), el ciclo de vida y la ecologia de las trufas y sus interacciones con el
arbol huésped son todavia poco conocidos, lo que dificulta enormemente la
optimizacion y estabilizacion de la produccion de estos hongos. Ademads, la
intensificacion del cultivo genera problemas tipicos de la agricultura convencional,
como limitaciones hidricas y/o nutricionales o la presencia de plagas, lo que hace
recomendable el estudio del sistema arbol-trufa-suelo en su conjunto.

2. El proyecto de investigacion TUBERLINKS: objetivos y metodologias

El estudio de la biologia de la trufa negra, sus interacciones con el suelo y los
servicios ecosistémicos asociados tiene un largo recorrido (REYNA, 2007; MURAT et
al,, 2013; PARLADE et al., 2013; OLIVIER et al., 2018). Fruto de la colaboracién
interdisciplinar entre numerosos investigadores que cuentan con una larga
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trayectoria en el estudio de la trufa en Espafia, y precedido del proyecto
TUBERSYSTEMS (IRTA, ICA-CSIC), desde finales del afio 2023 estd en marcha el
proyecto coordinado TUBERLINKS (https://tuberlinks.csic.es/). Con este nuevo
proyecto pretendemos dar un paso mds en el estudio de la trufa aportando una
vision integrada de distintas lineas de investigacion complementarias en los
campos de la ecologia microbiana del suelo, la ecofisiologia vegetal, la simbiosis
micorricica y la gestion de sistemas agroforestales. La colaboracion de los tres
grupos de investigacion que unen sus conocimientos en este proyecto ((ICA-CSIC,
CITA, Agrotecnio) esta creando solidas sinergias entre la investigacion bdsica y
aplicada contribuyendo a una mejor comprension del ciclo de vida de la trufa y su
cultivo.

El principal objetivo del proyecto coordinado TUBERLINKS es investigar las
interacciones ecoldgicas en el suelo de sistemas truferos y sus vinculos con la
fisiologia del arbol, para optimizar estrategias basadas en el conocimiento y
realizar una gestion sostenible de las plantaciones truferas. La hipotesis general es
que la comprensidon de la ecologia (biodiversidad, funcionamiento) del sistema
suelo-trufa-huésped y sus interacciones con el entorno (clima, suelo), permitira la
gestion 6ptima de los sistemas agroforestales truferos y maximizara los servicios
ecosistémicos asociados a los mismos.

El proyecto propone tres objetivos generales (Figura 1), a desarrollar en tres sub-
proyectos, centrados en: 1) estudiar el impacto del micelio de la trufa en la
biodiversidad y funcionalidad del suelo en sistemas truferos silvestres y
gestionados, 2) estudiar la fisiologia del d&rbol huésped micorrizado por la trufa y la
respuesta del sistema arbol-suelo a la disponibilidad de agua y nutrientes y 3)
perfeccionar las técnicas de cultivo de la trufa en funcidén de las necesidades
fisioldgicas del arbol huésped y de la dindmica del suelo, considerando el sistema
arbol-trufa-suelo en su conjunto.
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Figura 1. Objetivos generales del proyecto coordinado TUBERLINKS y cuestiones
clave interrelacionadas que se abordan sobre la biodiversidad y el funcionamiento
del suelo (Objetivo 1), las respuestas fisioldgicas de la planta huésped a la trufa y las
condiciones ambientales (Objetivo 2), y el disefio de itinerarios de gestion para
optimizar los rendimientos de las plantaciones truferas (Objetivo 3).

El proyecto TUBERLINKS dispone de una extensa red de parcelas procedente de
proyectos e iniciativas anteriores lideradas por el equipo de investigacién y que
incluyen plantaciones truferas monoespecificas y bosques adyacentes productores
de trufa silvestre, que cubren el drea de distribucion natural potencial de la trufa
negra en Espafia (BAROU et al., 2024, PINUELA et al,, 2021). En Espafia, el arbol
elegido para las plantaciones truferas suele ser la encina y/o el quejigo, por lo que
el estudio de ambas especies vegetales se contempla en este proyecto.

En TUBERLINKS, se estdn llevando a cabo 1) disefios observacionales de campo
para determinar el efecto del tipo de produccion (silvestre vs plantacion) y la
estacionalidad sobre la biodiversidad y funcionalidad del suelo trufero, 2) disefios
experimentales de campo para determinar el efecto de la disponibilidad de agua y
nutrientes, asi como de distintas practicas de manejo (desherbado, riego, poda, co-
cultivo con otras plantas) y 3) disefios en condiciones controladas de invernadero
para analizar la respuesta del sistema planta-hongo a distintos niveles de estrés
hidrico edafico/atmosférico y de fertilizacién.
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Se emplean técnicas de microbiologia y biologia molecular para la cuantificacién
del micelio de T. melanosporum y otros hongos por qPCR (PARLADE et al., 2013:
BAROU et al.,, 2023) y la determinacion de la biodiversidad microbiana del suelo
mediante secuenciacién masiva y analisis bioinformaticos, asi como técnicas de
edafologia para la caracterizacidn fisico-quimica y funcional de los suelos (BAROU
et al, 2025). Asimismo, se utilizan diversas técnicas de ecofisiologia vegetal,
incluyendo el analisis de is6topos estables de carbono y oxigeno, técnicas punteras
de teledeteccion (ej., medida en continuo de la temperatura de la copa mediante
termoémetros de infrarrojo) y vuelos de dron con cdmaras multiespectrales que
permiten determinar el estado hidrico y la actividad fotosintética de las plantas de
manera integrada a escala de arbol y de plantaciéon (SANCHO-KNAPIK et al., 2022;
MARTINEZ-RODRIGO et al., 2022) en las parcelas productoras. Los datos que se
estdn obteniendo serdn evaluados mediante distintos andlisis estadisticos como
modelos mixtos generalizados, modelos estructurales y/o andalisis multivariante.

3. Avances de TUBERLINKS en la investigacion sobre la trufa negra

A pesar de ser una de las especies micorricicas comestibles mds valoradas a nivel
mundial, la trufa sigue presentando importantes interrogantes cientificos
relacionados con su ecologia y manejo. Con la creciente profesionalizacion de los
truficultores, la truficultura se ha convertido en la principal actividad econémica
para muchos de ellos. Este avance ha impulsado el aumento de las plantaciones, 1o
que, a su vez, ha dado lugar a desafios comunes de la agricultura convencional,
como las limitaciones hidricas y nutricionales, problemas de sanidad vegetal,
adecuacion del suelo, y la calidad y productividad de las masas fructiferas, entre
otros. Ademads, las plantaciones de trufa negra comienzan a ser rentables
aproximadamente a partir del quinto afio, lo que ha despertado el interés por
diversificar las producciones asociadas, una linea prometedora dentro del sector.
Es necesario, por tanto, mejorar el conocimiento cientifico de la ecologia de la trufa
negra y poder perfeccionar las técnicas culturales a utilizar por los agricultores
profesionales. Todas estas cuestiones centrales estdn siendo abordadas en el
proyecto TUBERLINKS desde su inicio a final de 2023 y serdn estudiadas a lo largo
de cuatro afios. El proyecto pretende dar respuesta a esta demanda de
conocimiento a través del estudio integrado del sistema suelo-trufa-planta en su
conjunto. Ademads, se espera que este proyecto proporcione conocimiento técnico
para mejorar la gestién del cultivo y la fructificacién en las plantaciones de trufa
negra.

Los resultados obtenidos hasta el momento en el marco del proyecto TUBERLINKS
han permitido evaluar el uso de distintos indices para determinar el estado
fisioldgico de las encinas, monitorizar la compatibilidad del co-cultivo con plantas
medicinales y aromadticas en plantaciones truferas, y profundizar sobre distintos
aspectos de la ecologia de la trufa negra.

Por un lado, se ha evaluado el uso de varios indices fisiol6gicos basados en la
medida de la temperatura de la copa mediante termdmetros de infrarrojo y la
reflectancia en el visible y en el infrarrojo cercano para la monitorizacién continua
del estado fisiologico de la planta huésped y el uso del agua en el cultivo de la trufa.
Asi, SANCHO-KNAPIK et al. (2022) ya demostraron que la termometria de
infrarrojos puede ser un estimador preciso de la transpiracion de la encina medida
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en continuo a escala de planta entera, bajo distintas condiciones de disponibilidad
de agua en el suelo y en la atmosfera. El proyecto TUBERLINKS va a utilizar esta
metodologia para estimar el consumo de agua en diversas plantaciones truferas
bajo condiciones climdticas contrastadas. Ademas, el proyecto TUBERLINKS ya ha
conseguido resultados que evidencian que la reflectancia foliar en las “bandas del
agua” (especialmente a 1450 nm) puede ser una prometedora herramienta para la
monitorizacion precisa de los cambios en el estado hidrico de la encina, incluso sin
la necesidad de usar una banda de referencia (PEGUERO-PINA et al., 2023). Estas
investigaciones permiten la monitorizaciéon continua del estado fisiolégico de la
encina y el control inteligente del agua en el cultivo de la trufa.

Por otro lado, recientemente se han aportado nuevos datos sobre la ecologia de la
trufa negra, determinando las principales variables ambientales que afectan al
micelio y su impacto sobre la funcionalidad del suelo. La modelizacién de la
biomasa miceliar de T. melanosporum a lo largo del area de distribucion natural en
Espafia ha revelado una densidad de micelio similar en bosques y plantaciones
(BAROU et al, 2024), aunque en bosques influyen factores como el carbonato
calcico, sodio y zinc, mientras que en plantaciones destacan la elevacién, materia
organica y nutrientes como fésforo y magnesio. Respecto a la dindmica funcional
del micelio de trufa, se ha comprobado que los suelos de bosques productores
tienen, en general, menor actividad enzimatica que los de plantaciones y que ésta
es, a su vez, mayor en primavera que en otofio (BAROU et al., 2025). También se ha
observado que la abundancia del micelio de trufa afecta negativamente a las
actividades enzimaticas relacionadas con la movilizaciéon de carbono y nitrégeno
en el suelo, lo cual podria tener implicaciones para la nutriciéon de la planta
huésped. Estos hallazgos contribuyen al avance cientifico sobre la ecologia de la
trufa negra, integrando el papel del micelio y del entorno edafico, y permiten
comprender mejor la funcionalidad de los sistemas productores de este hongo.

En paralelo, dando continuidad al trabajo previo realizado por BAROU et al. (2023),
se esta evaluando la compatibilidad del co-cultivo de plantas aromaticas, como
tomillo y lavanda, con encinas truferas, en condiciones experimentales de campo,
con el fin de optimizar la rentabilidad en las primeras etapas de las plantaciones.
Para ello, se estd realizando el seguimiento de plantaciones de encinas
ectomicorrizadas con trufa negra y la compatibilidad del co-cultivo con plantas
aromadticas inoculadas o no con hongos micorricicos arbusculares. Estos estudios
de compatibilidad entre especies vegetales y sus hongos simbiontes, asi como otros
estudios que se llevan a cabo en el marco del proyecto sobre otras practicas de
manejo (riego, fertilizacidn, poda, desherbado), son fundamentales desde el punto
de vista aplicado y la perspectiva del aumento del rendimiento de las producciones
en las plantaciones.

El proyecto TUBERLINKS tiene potencial para generar nuevos conocimientos para
diferentes usuarios finales sobre la ecologia de los sistemas truferos, el
funcionamiento del suelo, la ecofisiologia del arbol huésped, y la gestion sostenible
de la trufa. La combinacidn de investigacion bdsica y aplicada en torno a este tema
es esencial para mejorar las estrategias de gestion y aumentar la produccion
controlada de este valioso hongo comestible. La gestion dptima de estos sistemas
agroforestales requiere conocer el ciclo de vida de la trufa, la ecologia
(biodiversidad, funcionamiento) del sistema suelo-trufa-arbol huésped y sus
interacciones con el medio. Se espera que los resultados del proyecto ayuden a
disefiar estrategias para optimizar la produccion de micelio y esporocarpos de
trufa, asi como otras producciones compatibles.
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El proyecto TUBERLINKS aborda investigaciones que aportaran conocimientos
clave para diversos usuarios finales, desde agricultores hasta investigadores, sobre
la ecologia de los sistemas truferos, la optimizacion de la biomasa miceliar y la
gestion sostenible de las producciones.

Los resultados obtenidos hasta el momento han permitido evaluar indices para el
estado fisioldgico de las encinas, monitorizar la compatibilidad del co-cultivo de
plantas aromadticas en plantaciones truferas, y profundizar en el conocimiento de
la ecologia de la trufa negra.

El enfoque integral de este proyecto permitird disefiar estrategias mas efectivas
para aumentar la producciéon controlada de este valioso hongo comestible,
fomentando asi el manejo mas eficiente y sostenible de las plantaciones truferas.
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