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INTRODUCCION

Las trufas del desierto, turmas o criadillas de tierra,
incluyen un grupo de hongos hipogeos, aunque a veces
emergentes, que pertenecen a distintos géneros dentro del
Orden Pezizales en la Division Ascomycota. Los géneros mas
importantes son Terfezia, Picoa y Tirmania.

Estos hongos son frecuentes en suelos acidos y alcalinos
de la cuenca Mediterranea y su periodo de fructificacion
oscila de febrero a mayo, dependiendo de la cantidad y
distribucion de las precipitaciones acaecidas durante el afio.
Las trufas de desierto tienen un gran interés desde el punto
de vista ecoldgico, por el grupo de plantas hospedantes con el
gue mantienen mutualismo simbidtico, y econdmico debido a
su gran valor nutricional y gastronémico.

En la Region de Murcia, asi como en otras comunidades,
se tenian algunos datos sobre su conocimiento y
aprovechamiento a nivel popular (Honrubia et al. 2007), pero
fue el Dr. Mario Honrubia Garcia, en adelante Mario, el que
vio un gran interés en estos hongos, que se desarrollan de
forma natural en el sureste peninsular, e inicid en la
Universidad de Murcia (UMU) un estudio mas profundo, que
nos ha llevado a ser, hoy en dia, un grupo pionero en su
cultivo a nivel internacional. A continuacién exponemos los
avances mas importantes realizados por aquellas personas
que, dirigidas o motivadas por Mario, han contribuido a
conocer mas la biologia y diversidad de estos hongos.

GRUPO DE TRABAJO Y PRINCIPALES APORTACIONES SOBRE LAS
TRUFAS DE DESIERTO

Las aportaciones del Grupo de Investigacién Micologia-
Micorrizas, dirigido por Mario, a ese desconocido vy
subterraneo mundo de las trufas de desierto, comenzaron
con la colaboracion de Antonio Cano con una profunda
revision bibliografica, caracterizacién de las especies fungicas
de nuestra zona (Honrubia et al. 1992), el estudio del cultivo
de su micelio en condiciones de laboratorio y las primeras
simbiosis entre Helianthemum almeriense y las especies
Terfezia claveryi y Picoa juniperi (Cano et al. 1991).
Paralelamente, la Dra. Asun Morte llevo a cabo el proceso de

domesticacion de las especies vegetales a través de técnicas
de cultivo in vitro (Morte y Honrubia 1992), lo que permitio
llevar a cabo la simbiosis in vitro (Morte et al. 1994), para
poder profundizar sobre la estructura y fisiologia de las
micorrizas (Morte 1994). Estos resultados llevaron a la
elaboracién de una patente de invencion sobre el método y
medio de cultivo para la sintesis micorricca entre H.
almeriense y T. claveryi (Morte y Honrubia 1994), lo que sirvid
de base para, posteriormente, extenderla a otras especies
con la colaboraciéon de Alberto Andrino y realizar otra
patente, actualmente en explotacién (Andrino et al. 2012).

La Dra. Almudena Gutiérrez continud el trabajo en esta
linea y comenzaron los primeros analisis moleculares de las
especies fungicas y de las micorrizas (Gutiérrez 2001). Se
consiguié caracterizar los morfotipos que forma la raiz
micorrizada y que el tipo de micorriza que forman estos
hongos varia dependiendo de las condiciones de cultivo,
pasando de ser una ectomicorriza con manto en condiciones
in vitro a una colonizacion principalmente intracelular en
condiciones de campo (Fig. 1), algo bastante excepcional y
que caracterizamos como ectendomicorriza (Gutiérrez et al.
2003).
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Figura 1. Morfotipos de la micorriza formad
con Terfezia claveryi (arriba) y colonizacién intercelular e intracelular en

secciones de raiz (abajo) (Gutiérrez et al. 2003).
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Si algo le gustaba a Mario era salir al campo y alli "perdia
su tiempo" con los recolectores de los pueblos que le
trasmitian su sabiduria y experiencia, sin la cual los primeros
estudios habrian sido mas dificiles. Destacamos la inestimable
colaboracion de Francisco Gonzalez, "el zorro", Alfonso y Julia
de Zarzadilla de Totana (Lorca, Murcia). Ellos nos ensefiaron a
buscar turmas, jcuanto disfrutamos de esas excursiones!, y
compartieron con nosotros su ‘"sabiduria" sobre la
importancia de las lluvias en determinados meses del afio
para tener una buena cosecha, jgracias amigos!

Mario, de caracter afable y trabajador incansable,
consiguid la colaboracion de recolectores y propietarios, lo
que nos permitio llevar a cabo numerosos estudios de campo,
y realizar la primera plantacion de Heliantehemum
almeriense micorrizada con Terfezia claveryi en el afio 1999,
dentro de los estudios de tesis doctoral de la Dra. Gutiérrez
(Gutiérrez, 2001). Se plantaron 60 plantas micorrizadas en

Zarzadilla de Totana, propiedad de Francisco Gonzalez, que
dio sus primeras turmas poco antes de cumplir los 2 afios
(Honrubia et al. 2001). Esta plantacidn, la primera del mundo,
sigue dando turmas (una media de 250-400 kg/Ha) y
seguimos haciendo estudios y aprendiendo sobre la biologia
de estos hongos.

Figura 2. Primera plantacién de Helianthemum almeriense con Terfezia
claveryi. Detalle de la fructificacién obtenida en dicha plantacidn.

Otra caracteristica de Mario fue tratar siempre de hacer
estudios interdisciplinares y asi buscé la colaboracion con
otros Grupos de Investigacién de la UMU, como la Dra. M2
Antonia Murcia y su equipo de trabajo, que permitié aportar
informacion sobre la composicion nutricional y las
propiedades antioxidantes de estos hongos, lo que nos llevo a
valorar, aun mas, estas especies. Mostraron un alto contenido
en proteinas y una actividad antioxidante mayor, incluso, que
algunos antioxidantes comerciales como son E-320, E-321 y E-
310 (Murcia et al. 2002, 2003). También la colaboracién con
el Dr. Francisco Garcia Carmona y Dra. Manuela Pérez
Gilabert, nos permitid caracterizar y localizar numerosas
enzimas (tirosinasa, lipoxigenasa, esterasa y fosfatasa) en los
ascocarpos de T. claveryi, que estan siendo la base para

nuevos estudios de crecimiento miceliar y fructificacion de
estos hongos (Pérez-Gilabert et al. 2001a,b, 2014).

Pero los estudios no se limitaron sélo a la regidon de
Murcia, se fue ampliando la zona de estudio, incluyendo
especies vegetales anuales, en la provincia de Granada
(Huéscar y Guadix) y Almeria (Sierra de Maria), donde se
realizaron diversas plantaciones gracias al trabajo de Cristina
Dieste (Dieste 2008). Se han ido ensayando diferentes
especies vegetales, tanto in vivo como in vitro para valorarlas
como especies hospedantes. En este sentido, la
micropropagacién de Helianthemum violaceum y su posterior
micorrizacion in vitro fue objeto de la tesina de licenciatura
de Mar Zamora (Zamora 2008) y posteriormente estudiamos
que Helianthemum hirtum también era una buena candidata
como planta hospedante (Torrente et al. 2009). Conseguimos
asi obtener diversas vias de producir planta micorrizada de
alta calidad, no solo utilizando semillas y esporas maduras
sino también plantas micropropagadas y micelio producido
en biorreactor (Fig. 3), lo que nos permitié hacer numerosas
plantaciones con éxito (Morte et al. 2008, 2009, 2012). Para
mantener productivo el cultivo de las turmas es necesario
eliminar las malas hierbas durante los 2-3 primeros afios de la
plantacién, empresa nada facil cuando hay que evitar el uso
de herbicidas. Para ello, fue importante la labor realizada por
José Antonio Sanchez Saorin, técnico de la Seccién de
Experimentacién Agroforestal de la UMU, que ideé todo tipo
de estrategias para ello y al que Mario siempre consideré uno
mas del Grupo de Investigacion.
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Figura 3. Esquema de produccién de plantas micorrizadas de Helianthemum
almeriense con Terfezia claveryi (Morte et al. 2009).

Mario siempre tuvo mucha vision de futuro y se
adelantaba en proponer proyectos innovadores y arriesgados.
Gracias a ello, fuimos de los primeros grupos de investigacion
de la UMU en comprar un biorreactor de 5 litros para cultivar
micelio, que fue el origen de la actual Planta piloto disefiada
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por Mario para produccién de microorganismos, gracias a lo
cual se ha conseguido el cultivo del micelio de Terfezia
olbiensis (Morte et al. 2004), T. claveryi (Arenas Jiménez
2014) y Picoa lefebvrei (Santiago Marin 2015), de lento y
dificil crecimiento en otras condiciones.

Tratdndose de trufas de desierto, uno de los aspectos
ineludibles de estudiar fueron los mecanismos que regulan la
tolerancia al estrés hidrico de la simbiosis que forman estos
hongos. Para ello, la Dra. Morte realizd una estancia
posdoctoral en la Universidad de Turin, bajo la direccién del
Dr. Andrea Schubert, lo que permitié observar que las plantas
de H. almeriense micorrizadas con T. claveryi presentaban
mayor supervivencia en condiciones de sequia, asi como
mayores tasas de transpiracidon, conductancia estomatica y
fotosintesis que las plantas no micorrizadas en condiciones
tanto de sequia como de riego. En las condiciones de estrés
hidrico, las plantas micorrizadas acumularon mayor N, P y K
que las no micorrizadas demostrando que el hongo es capaz
de absorber mas nutrientes del suelo en condiciones de
sequia, ayudando a la planta a mantener mejores niveles
hidricos y fisioldgicos (Morte et al. 2000). Otro estudio similar,
pero realizado en plantaciones de trufa de desierto en
campo, demostré que la sequia hace que la colonizacién de la
raiz por el hongo sea mas intracelular que en condiciones de
mayor riego, donde se hace mas intercelular (Morte et al.
2010). Esto nos llevd a definir un continuum
ectendomicorricico en la simbiosis que forman las trufas de
desierto con cistaceas del género Helianthemum, donde una
misma raiz puede presentar solo colonizacién intracelular,
solo colonizacidon intercelular o ambas a la vez y que es la
presencia de fésforo organico en el medio (Navarro-Rédenas
et al. 2012) y la sequia (Navarro-Rddenas et al. 2013) lo que
aumenta la colonizacion intracelular del hongo en la raiz,
haciendo esta simbiosis planta-hongo mas estrecha. Estos
estudios formaron parte de la tesis doctoral del Dr. Alfonso
Navarro Rdédenas, que motivado por Mario en la asignatura
de Micologia y Biotecnologia Forestal, de 42 curso de Biologia,
fue alumno interno en el Grupo de investigacion donde
posteriormente realizé su tesis doctoral. En ella, se consiguié
caracterizar la enzima fosfatasa alcalina de T. claveryi como
un marcador bioldgico de su actividad tanto a nivel del
ascocarpo (Navarro-Rédenas et al. 2009) como en micelio
(Navarro-Rddenas et al. 2011).

El micelio de las trufas de desierto crece muy lento in
vitro y, a menudo excreta fenoles al medio que inhiben su
propio crecimiento. Para estimular el crecimiento de T.
claveryi y poder usarlo como indculo micorricico, aplicamos
ciclodextrinas (CD) al medio de cultivo y estudiamos su
efecto. Este trabajo formd parte del Trabajo Fin de Master de
Cecilia Lozano Carrillo (2010). Las ciclodextrinas son
oligosacdridos ciclicos que forman complejos de inclusién en
agua con gran variedad de moléculas (como fenoles y

compuestos volatiles). Fue la B-CD la que mejor resultado dio,
evitando el ennegrecimiento del medio de cultivo vy
estimulando el crecimiento miceliar (Lopez-Nicolds et al.
2013).

Los micelios de las trufas de desierto T. claveryi y P.
lefebvrei, son capaces de soportar un estrés hidrico
moderado, alcanzando su maximo crecimiento a unos
potenciales hidricos de -0,45 y- 0,72 kPa, respectivamente,
creciendo peor con mayor disponibilidad hidrica (-0,16 kPa)
(Navarro-Rodenas et al. 2011). En la base de esa tolerancia al
estrés se encuentra una mayor expresion de los genes de
acuaporinas (proteinas de membrana que actlan como
canales de agua y otras sustancias, facilitando su transporte a
las células) tanto del hongo, como la TcAQP1, como algunas
acuaporinas de la planta hospedante, siempre que estén
micorrizadas, observandose una mayor expresion de la
acuaporina del hongo conforme disminuye la fotosintesis y la
conductancia estomatica de la planta en situaciones de estrés
hidrico (Navarro-Rédenas et al. 2012, 2013). Por lo que
podriamos concluir que la combinaciéon de una colonizacidn
intracelular junto con una expresién de la acuaporina flngica
TcAQP1, producen una adaptacion morfo-fisioldégica de esta
simbiosis micorricica a las condiciones aridas and semiaridas.

Mas recientemente, hemos aislado bacterias
beneficiosas del suelo de plantaciones de T. claveryi, que son
capaces de aumentar la supervivencia y la micorrizacién de
las plantas y que probablemente jugaran un papel importante
en el ciclo bioldgico de estos hongos (Navarro-Rodenas et al.
2016).

Aunque Mario no se implicd directamente en estos
ultimos estudios siempre nos estimuld, aconsejé y siguié muy
de cerca y con gran interés todos los experimentos. Mario
siempre fue una persona bastante practica y sentia la
necesidad, casi imperiosa, de aplicar y llevar a la sociedad
todo lo que ibamos conociendo, poco a poco, sobre estos
hongos. Todavia recordamos cuando le propusimos estudiar
los genes de acuaporinas en T. claveryi y nos pregunté éeso lo
podremos aplicar en el campo?, énos permitird controlar
mejor el riego?. Todo el conocimiento adquirido nos impulsé
a crear, en 2007, la empresa spin-off de la Universidad de
Murcia, Thader Biotechnology SL, que actualmente vende
plantas micorrizadas para su cultivo en varios paises. Para
ello fue decisiva la visién del empresario Juan Torres, que
supo ver el potencial de los hongos en la sociedad y no dudé
en invertir y entusiasmarse con la iniciativa. Mario dedico, en
los ultimos afios de su vida, un gran esfuerzo a que esta
empresa saliese adelante, motivandonos a todos con su
presencia y dedicacion incansable.

Por otro lado, la incorporacién al Grupo de investigacion
de Juan Julidn Bordallo y Antonio Rodriguez supuso la vuelta
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de Mario a la taxonomia de hongos hipogeos en sus ultimos
afos, con la descripcidn de ocho especies de Terfezia nuevas
para la Ciencia: T. canariensis, T. pini, T. pseudoleptoderma, T.
albida, T. eliocrocae (Fig. 4), T. extremadurensis, T. cistofila y
T. grisea (Bordallo et al. 2012, 2013, 2015). La relaciones
filogenéticas basadas en la regidn ITS del ADNr, sus caracteres
morfolégicos, la asociacion con determinadas plantas
hospedantes y el pH del suelo son las claves que han
permitido definir a estas nuevas especies.

»
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Figura 4. Terfezia eliocrocae Bordallo, Morte & Honrubia (Bordallo et al.
2013).

Uno de los ultimos trabajos de Mario fue un capitulo de
libro donde definié lo que él denomind “silvicultura de las
trufas de desierto o turmicultura” donde plasmé sus ideas
sobre la conservacién y mejora de los ecosistemas de trufas
del desierto para hacerlos sostenibles y que puedan
contribuir al desarrollo rural de las areas de produccion
natural (Honrubia et al. 2014). Este fue un tema que
apasionaba a Mario y al que dedicé mucho trabajo no solo
con estos hongos sino también con otros hongos comestibles
como la trufa negra (Tuber melanosporum) y la trufa de
verano (Tuber aestivum) cuyas areas potenciales delimitd en
numerosas provincias del sureste peninsular. En este sentido,
Mario fue muy pionero y divulgd sus ideas sobre
micosilvicultura y micoturismo que ahora son la base para la
gestion del recurso micoldgico forestal en muchas regiones de
Espafia (Martinez Pefia et al. 2011).

Sirva este articulo para rendir homenaje y dar las gracias a
Mario Honrubia Garcia, MOTOR de todo lo conseguido, al que
echamos muchisimo de menos, nunca olvidaremos y nos
sigue inspirando alla donde este.

Figura 4. Mario Honrubia con una turma de T. claveryi de 488 g.
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