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Resumen

El presente trabajo estudia la posible influencia de factores como la procedencia geografica de
las trufas, la calidad esporal del indculo fungico, el empleo de dos tipos de substrato diferentes y el
secado de carpdforos a temperatura ambiente o en estufa a 40°-45°C, en el porcentaje de
micorrizacion obtenido en plantas inoculadas. Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos
revelan que los factores estudiados no influyen en la micorrizacion, obteniendo en todos los casos
unos niveles en cuanto a porcentajes que superan los minimos aceptables establecidos en un 30%. La
mayor o menor calidad esporal de los carpéforos de trufa depende de su estado de madurez de manera
directamente proporcional. La afinidad geografica entre el inoculo fungico y la planta hospedante es
importante, aunque en este caso no es determinante para obtener un porcentaje de micorrizacién
Optimo. La calidad esporal no parece influir en la evolucion en el tiempo del porcentaje de
micorrizacion, ni en la precocidad de la instalacion de la simbiosis.

INTRODUCCION

Para la truficultura el desarrollo de métodos y técnicas de inoculacion controlada comienza en
los afios sesenta (PALENZONA, 1969) hasta llegar con el tiempo a sistemas de produccion de planta
micorrizada con trufa negra de manera comercial. Desde entonces la investigacion y el desarrollo de
la truficultura han avanzado notablemente, sobre todo en Francia e Italia, con centros especificos de
trabajo y sobre todo un sector privado que fomenta estas lineas de trabajo (REYNA, 2000).

La investigacion agraria ha contribuido sin duda a sentar las bases del relanzamiento de la
truficultura, aun asi, la instalacion de truferas cultivadas esta atravesando dificultades para concretar
las ofertas potenciales que representa, a pesar de los avances realizados en cuanto a produccién en
vivero de planta micorrizada. Las explicaciones a este hecho son diversas: la incidencia del clima, la
heterogeneidad del material vegetal, el papel de los hongos competidores micorricicos... Lo que si es
cierto es que, comparativamente a otras especies fungicas, el ciclo biologico de la trufa negra es muy
complejo y se presta mal a su estudio experimental (OLIVIER, 1997).

En el aspecto fisiologico, en concreto, se viene observando una serie de anomalias en cuanto a
la organizacion y la maduracion de los ascocarpos de Tuber melanosporum debido, principalmente, a
la presencia, cada vez mayor, de ascas vacias (sin esporas) en los cuerpos fructiferos de la trufa. Estas
observaciones, realizadas desde hace varios inviernos, se traducen en carpéforos de gleba blanca (o
muy clara) y menos aromatica.

Otro aspecto importante a considerar reside en la gran variabilidad de las cualidades y
calidades organolépticas de las trufas, entre ellas el apreciado gusto y aroma, sin que pueda precisarse
la relacion causal con el material vegetal y su entorno. Este tipo de variaciones se suelen atribuir a la
combinacion de efectos genéticos y condiciones ambientales. En el caso de la trufa negra la



variabilidad genética es muy pequefia, rasgo que comparte con la trufa blanca, pero no con el
resto de las especies del género Tuber (GANDEBOEUF et al., 1997; BERTAULT et al.,1998). Sin
embargo, no se puede garantizar una calidad estandar en funcién de la procedencia (trufera natural o
cultivada, region,...) debido a la falta de conocimiento actual de la influencia de parametros del
entorno sobre la composicion del aroma de la trufa. Si el efecto del suelo parece no ser mas que un
efecto mas, por el contrario, la influencia de las condiciones climaticas parece preponderante. En lo
que concierne a las técnicas culturales, su aporte no ha sido hoy en dia cientificamente evaluado.
Parece, por tanto, que el halo de misterio que rodea a la trufa no es sélo una leyenda, al menos de
momento.

Los objetivos de este trabajo son: determinar la calidad esporal entendida como la proporcion
de ascosporas viables respecto al total de las mismas, estudiar la distribucion de la calidad esporal
dentro de la geometria y el volumen de los carpdforos de trufa, evaluar la influencia de algunos
factores tales como la procedencia de las trufas, su calidad esporal, el tratamiento de secado y el
empleo de substratos diferentes en la micorrizacion artificial de plantas de Quercus ilex L. y
finalmente estudiar la evolucion de dicha micorrizacién en el tiempo, en funcion de la calidad esporal.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal: El material vegetal base del presente trabajo son las plantas procedentes de
bellotas de Quercus ilex L. obtenidas de una encina milenaria de Lecina (Huesca) y recogidas durante
el mes de noviembre, en plena madurez. La zona de recoleccidn se caracteriza como trufera.

Material fungico: Las trufas objeto de este proyecto tienen distinta procedencia: Soria,
Granada, Navarra, Sarrion (Teruel), Huesca, Graus (Huesca) y Teruel. Por su distribucién geogréafica
se puede decir que representan el conjunto de las zonas de produccion trufera en Espafia. Su
caracteristica general es la de coincidir en tiempo, madurez, aroma y demdas -cualidades
organolépticas, entendiéndose todas ellas bien situadas en el papel de trufas maduras.

Substratos:

SUBSTRATO SIA3: 100% de tierra de la parcela de encinas micorrizadas del SIA
con pH =85

SUBSTRATO 2001A: Tierra de Pefiaflor (40% en peso) + Tierra de SIA3 (40% en peso) +
Humin Substrat © (15% en peso) + Vermiculita n® 3 (5% en peso), con pH =
8

SUBSTRATO 2001: Tierra de Pefiaflor (80% en peso) + Humin Substrat © ( 15% en
peso) + Vermiculita n° 3 (5% en peso), con pH = 8,2

Metodologia experimental

Distribucién espacial de la calidad esporal dentro de la geometria y el volumen del
carpéforo

Se han tomado datos sobre las caracteristicas morfologicas de cada uno de los carpé6foros de
trufa y otros como procedencia, tipo de trufera y fecha de recoleccién. Posteriormente se ha llevado a
cabo la limpieza mediante cepillado bajo el chorro de agua y desinfeccion con etanol de 96° a la llama
durante unos segundos.

La toma de muestras de cada uno de los carpéforos se ha realizado en puntos estratégicos
("Figura 1A"). Esta posicion viene determinada con las letras C1 (posicién central), P1, P2, P3, P4,
P5, P6, (diferentes posiciones distales o en la periferia). Por tanto se han tomado 7 muestras por cada
ejemplar de trufa. No se han encontrado antecedentes bibliograficos en cuanto a este tipo de ensayo.
Para preparar una muestra se ha tomado, con ayuda de la lanceta, una pequefia cantidad equivalente a
0,05 g de la zona correspondiente y se ha colocado en un porta con unas gotas de agua. Se ha
observado al microscopio y se ha determinado el nimero de ascas maduras o viables (de color oscuro)
en relacion con las inmaduras o inviables (de color claro) sobre un ndmero aproximado de 100
("Figura 1B™).EI célculo final de la calidad esporal ha sido definido por la ecuacion:

CALIDAD ESPORAL (%) = (n° ascas viables/n° ascas totales) x 100




Influencia de la procedencia del in6culo fngico sobre la calidad esporal

Consiste en determinar la calidad esporal de las trufas de cada uno de los lotes que se
corresponderéa tedricamente a una mayor proporcién de ascosporas maduras o viables

Se han pesado y rallado las trufas, cada lote por separado. Se han introducido en la estufa
donde se han mantenido durante una semana a 45°-50°C. En los lotes denominados HUESCA,
GRAUS y TERUEL el material fresco se divide en dos partes de peso similar para realizar dos
secados diferentes: uno a la estufa y otro al aire libre a temperatura ambiente (25°-30°C
aproximadamente).

Se ha pesado la trufa seca y se ha calculado la relacion entre el peso fresco y el peso seco para
cada uno de los lotes. Se han introducido las virutas de trufa en un molinillo de bolas previamente
desinfectado con etanol de 96° y seco, para la obtencion de polvo de trufa que se ha almacenado en
recipientes herméticos y etiquetados.

Se ha realizado la observacién al microscopio de las muestras de trufa seca diluidas en agua
destilada usando para ello una camara de Neubauer (hematimetro). El conteo se ha realizado en
nameros absolutos.

CALIDAD ESPORAL (%) = (n° ascas viables/n® ascas

Posteriormente se ha realizado la inoculacion por espolvoreo con talco descrita por CARTIE et al.
(1999). Como método para el control del estado de micorrizacion se ha utilizado el descrito por
PALAZON et al. (1999).

Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico de los datos y resultados obtenidos en los diferentes ensayos se ha
realizado con el programa informatico SYSTAT 7.0 para WINDOWS. Mediante el andlisis de
varianza ANOVA se han determinado las posibles diferencias, con un nivel de significacion del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Distribucién de la calidad esporal dentro de la geometria y el volumen del carp6foro

Se ha realizado el analisis estadistico de varianza ANOVA de los datos del ensayo por lotes u
origenes. En todos los casos el analisis ha revelado que no existen diferencias significativas entre la
proporcion de ascas maduras respecto al total de la zona centro y de la zona de la periferia en el
conjunto de las trufas de cada uno de los lotes. De esta manera se puede decir que en todos los lotes
aparece una distribucién de la madurez homogénea dentro de la geometria y el volumen del conjunto
de los carpoforos. Estos resultados se deben fundamentalmente, a la tardia fecha de recoleccién de los
carpoforos.

Mediante la representacion de los datos (Figura 2), se ha observado como la calidad esporal es
mayor en la zona centro de la trufa que en la periferia en la totalidad de los casos, lo que induce a
pensar, coincidiendo con CALLOT (1999), en que la maduracion de las ascas y ascosporas dentro del
carpoforo se realiza desde el interior de la gleba hacia el exterior, ya que la ascosporogénesis se inicia
en la fase de desarrollo del primordio y continua durante el desarrollo y engrosamiento del carp6foro
de forma radial hacia la periferia del mismo.

Influencia de la procedencia del in6culo fungico sobre la calidad esporal.

Los resultados finales de calidad esporal han oscilado para el conjunto de los lotes entre un
méaximo de 74.2 y un minimo de 53.2 (Tabla 1). En el caso de los lotes que han recibido distinto
tratamiento en el proceso de secado, no se obtuvieron diferencias significativas.

Influencia de diversos factores sobre la micorrizacion de las plantas.

En todos los casos se ha superado el minimo porcentaje de micorrizacion recomendado por el
método de control descrito por PALAZON et al (1999), el cual se establece en un 30% (Tabla 2). El
andlisis estadistico de los datos de micorrizacion obtenidos en relacion a la calidad esporal, el origen
del inéculo trufero, el tipo de substrato y el tipo de secado mostrd la ausencia de diferencias



significativas en todos los factores analizados (Tabla 3).

Ante la ausencia de diferencias significativas, se representa graficamente mediante barras la
relacién entre la calidad esporal de los diferentes lotes y la tasa de micorrizacion obtenida, (Figura 3).
Teniendo en cuenta que en principio, cuanto mayor sea la calidad esporal del in6culo maés
probabilidades existiran de obtener niveles superiores de micorrizacion, destacan los datos de
GRAUS, con una calidad esporal baja-media (60,7 y 60,9) respecto al resto de los lotes, y un
porcentaje de micorrizacion muy elevado (61,3 y 57,2) y el lote denominado GRANADA cuya
calidad esporal se encuentra en el grupo de las cinco mas elevadas (66,8) y sin embargo, los
resultados tras la inoculacién, representan los valores méas bajos, tanto con el substrato SIA3 (51,3)
como con el substrato 2001A (50,5).

El origen del indculo fungico tampoco parece influir en la micorrizacion, puesto que no
aparecen diferencias significativas entre los lotes estudiados. A pesar de ello, cabria hacer mencion a
la lectura de la Figura 3, haciendo referencia a los datos mas destacados del mismo: GRAUS y
GRANADA. Ambos puntos se caracterizan por estar a la menor y mayor distancia, respectivamente,
del punto geografico de origen de la bellota de la cual procede el material vegetal utilizado para la
inoculacion artificial. El estado de micorrizacion final obtenido en estos casos puede tener alguna
explicacion si recordamos que para obtener el mayor éxito en la asociacion micorricica es importante
que exista cierta afinidad geografica entre la procedencia del indculo y la del material vegetal
(PALAZON et al., 2000).

Estudio de la evolucion de la tasa de micorrizacion segun la calidad esporal y su posible
efecto sobre la precocidad en la instalacion de la simbiosis.

La toma de muestras y observacion al microscopio de plantas micorrizadas se ha realizado con
un intervalo de 2 semanas en todos los casos, obteniendo finalmente un porcentaje de micorrizacion
dentro de los minimos aceptables que lo fijan en un 30% (PALAZON et al., 1999). Debido a la
progresion observada en la tasa de micorrizacion en el tiempo (Figura 4) se ha realizado un analisis
estadistico (ANOVA) que determina que existen diferencias altamente significativas entre las fechas
de control establecidas. Se ha llevado a cabo un nuevo andlisis estadistico (ANOVA) de los datos,
esta vez agrupados por fechas, y tomando como fuente de variacion la calidad esporal (ver TABLA
6). Los resultados obtenidos revelan diferencias significativas tnicamente en dos fechas de control:
7/08/01 y 16/10/01.

Aunque existan diferencias significativas en la fecha de control del 7/08/10, no parece ser
importante a tenor de la evolucidn posterior en las siguientes semanas. Sin embargo, los datos
obtenidos en la ultima de las fechas de control efectuadas puede llevar a la conclusion de que con una
calidad esporal baja, dentro de unos limites (entre 0-30%), se pueden obtener unos niveles de
micorrizacion mas altos. Para asegurar algo asi seria aconsejable realizar un control més dilatado en el
tiempo, ya que en la anterior experiencia no se pudo detectar la influencia de la calidad esporal sobre
el grado de micorrizacion.

La calidad esporal no parece tener influencia en la precocidad de la instalacion de la simbiosis.
Los resultados obtenidos sobre la evolucion de los porcentajes, parecen confirmarlo, ya que aunque al
comienzo los porcentajes sean mayores en los lotes de alta calidad esporal, la tendencia se invierte
con el paso del tiempo para posteriormente igualarse en el primer control de septiembre, pasados
cinco meses desde la inoculacion.

CONCLUSIONES

No se han observado diferencias significativas en cuanto a la distribucion espacial de la
calidad esporal en el conjunto de los carpoforos estudiados debido, fundamentalmente, a la tardia
fecha de recoleccion de los mismos. Sin embargo, se aprecia una mayor concentracion de ascosporas
maduras en el centro de las trufas respecto a la periferia de las mismas cuando el estado de madurez
no es pleno, diferencia que se va disipando a medida que se aumenta el grado de maduracion de los
carpoforos. La presencia de gran cantidad de ascosporas en formacion es un indicativo de que la
maduracion optima estd aun por llegar.

El estado de micorrizacion final obtenido en las encinas inoculadas con trufas de distinto
origen no difiere significativamente en ninguno de los casos. Sin embargo, destacan las diferencias
obtenidas respecto a la procedencia de Granada y de Graus, lo que corrobora la teoria de la afinidad



geogréfica entre el material vegetal y el indculo fungico.

El empleo del substrato SIA3, procedente de una trufera cultivada, o del substrato 2001A no
ha resultado ser determinante en el porcentaje de micorrizacion obtenido.

Para la elaboracion del in6culo micorricico de Tuber melanosporum la aplicacién de un
tratamiento de secado a la estufa a 40°-45° o a temperatura ambiente a 20°-25°C tampoco influye en
los porcentajes de micorrizacion obtenidos.

La calidad esporal no influye en los porcentajes de micorrizacion de la planta, al menos, en el
periodo comprendido entre el tercero y el sexto mes posterior a la inoculacion. Sin embargo, seria
aconsejable prorrogar esos plazos de estudio ya que en la tltima fecha de control de la micorrizacion
si se observa una relacion entre menor calidad esporal y mayor tasa de micorrizacion obtenida, lo que
contradice en parte los resultados anteriores.

La influencia de la calidad esporal en la precocidad de la instalacién micorricica no parece
clara ya que aunque la tendencia inicial indica una mayor micorrizacion cuanto mayor es la
proporcion de ascosporas maduras, en las Gltimas fechas la tendencia se invierte, no pudiendo por
tanto sacar una conclusién vélida.
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Figura 1: A-Distribucion espacial de la toma de muestras en cada uno de los carpo6foros. B-
Vista al microscopio de ascas y ascosporas en su mayoria maduras.
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Figura 2: Distribucion espacial de la calidad esporal segun los lotes

Tabla 1: Calidad esporal de cada uno de los lotes.

Tabla 2:

LOTE ESPORAS VIABLES/ | CALIDAD ESPORAL
ESPORAS TOTALES (%)
SORIA 2 189/267 70,8
SORIA 3 92/124 74,2
GRANADA 141/211 66,8
NAVARRA 121/175 69,1
SARRION 4177 53,2
HUESCA 70/96 72,9
GRAUS 34/56 60,7
TERUEL 17/31 54,8
*HUESCA 56/86 65,1
*GRAUS 42/69 60,9
*TERUEL 29/47 61,7

Tasa de micorrizacion de los lotes de segun diferentes tratamientos.
LOTE SUBSTRATO SECADO % MICORRIZACION
SORIA 2 SIA3 45°-50°C 57.2
SORIA 2 2001A 45°-50°C 57.5
SORIA 3 SIA3 45°-50°C 58.3
GRANADA SIA3 45°-50°C 51.3
GRANADA 2001A 45°-50°C 505
NAVARRA SIA3 45°-50°C 59.5
NAVARRA 2001A 45°-50°C 61.3
SARRION SIA3 45°-50°C 56.5
HUESCA SIA3 45°-50°C 60.7
GRAUS SIA3 45°-50°C 61.3
TERUEL SIA3 45°-50°C 51.9




*HUESCA SIA3 T2 ambiente 53.9
*GRAUS SIA3 T2 ambiente 57.2
*TERUEL SIA3 T2 ambiente 55.1

Figura 3: Relacion entre calidad esporal y tasa de micorrizacion
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Tabla 3: Andlisis de varianza de la tasa de micorrizacion

FUENTE GL CUADRADOS MEDIOS F PR>F
CALIDAD ESPORAL 10 68.306 0.935 0.511 ns
ORIGEN TRUFA 7 77.441 1.082 0.388 ns
SUBSTRATO 1 0.290 0.004 0.950 ns
SECADO 1 20.034 0.274 0.603 ns

Figura 4: Evolucion temporal de la tasa de micorrizacion segun la calidad esporal.
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