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INORME ANALISIS DE MICORRIZACION

METODOLOGIA

Se realizé el andlisis de micorrizacién de la planta inoculada con Tuber melanosporum,
para las especies Quercus ilex, Quercus robur y Nothofugus obliqua, despues de 6 meses
de incubacién en invernadero.

Se tomé una muestra de 16 plantas por especie, seleccionadas en forma aleatoria.
Posteriormente se realizé un muestreo en volumen de los cepellones, de la siguiente forma:
Del cepellon de cada planta, cultivada en contenedor, se extrajo con un sacabocados una
muestra cilindrica de 1,27 cm de didmetro en la zona media del contenedor y una longitud
equivalente a la anchura del contenedor a esa altura, esto supone un volumen muestreado
del orden de 7 cc., equivalente, aproximadamente, a un 2% del volumen del contenedor. La
muestra cilindrica se extrajo en sentido horizontal. Para ello se saca la planta del envase y
se coloca en otro en el que se ha realizado ya una perforacion a media altura, y se introduce
el sacabocados imprimiendo una rotacion constante para procurar el corte de las raices y
evitar su rotura (fotografias 1, 2 y 3). Las muestras extraidas en la zona media del
contenedor se consideran suficientes, ya que en ensayos previos realizados por Reyna,
1999, no se obtuvieron diferencias significativas entre el estrato medio y el superior, ni
entre el medio y el inferior.

Fotografia 1. ' Fotografia 2. Fotografia 3.
Ya extraidas las muestras se procesaron en laboratorio para su anailisis. Este proceso
consiste en eliminar las particulas de sustrato adheridas a las raicillas. Se realizan varias
decantaciones sucesivas incorporando agua destilada mas un surfactante (Tween 80). Con
ello se logra la ecliminacion de arcillas, limos y parte de la materia orginica. La
manipulacion se hace con el maximo cuidado para evitar la pérdida de apices radiculares.

El producto se recoge sobre un tamiz de 1 mm y se vuelve a lavar por inmersién lenta en un
vaso de precipitados. El producto decantado en ¢l fondo del vaso se observa nuevamente
con el fin de comprobar que no se han perdido apices micorrizados; el producto del tamiz
se deposita en una placa petri con agua destilada y se analiza mediante lupa binocular,
contandose todas las micorrizas, apices sin micorrizar y micorrizas contaminantes.


iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


PROYECTO TRUFICULTURA
CODIGO: FIA-PI-C-2001-1-A-085

Cuando se presentan dudas sobre ¢l reconocimiento de alguna micorriza s¢ comprueba al
microscopio las caracteristicas anatomorfolégicas de la especic (Fotografias 4 y 5),
comprobindose que se trata de micorrizas de 7. melanosporum. La informacién obtenida en
analisis microscépicos es contrastada con trabajos publicados en bibliografia especializada
(Zambonelli, et al 1993; Rausher, Agerer, y Chevalier, 1995; Etayo y de Miguel, 1998;
Reyna, 1999).

Fotogralia 4. Aspecta general de micormizas de Folografia 5. Detalle de manto y espinulas de una
T. melanosporum en Quercus robur (40x). micorriza de 7. Melanasporum (400X)

Para cuantificar los niveles de micorrizacion, se contabilizé el nimero de micorrizas de 7.
melanosporum, épices no micorrizados y contaminaciones con otras micormzas, Todas las
referencias se calculan en volumen, la alternativa de referirlo a peso de¢ la muestra da
mayores diferencias debido a las diferencias de humedad, espacios o falta de uniformidad
del substrato. '

RESULTADOS

La tabla 1. muestra los criterios de calidad aplicados para el analisis de micorrizacidn:

[ Tabla 1. Grados de calidad de planta micorrizada con Tuber
melanosporum
Metodologia CEAM (Reyna, 1999)

n® de micerrizas por planta (TM/Planta) [Calidad de la
micorrizacién

1-100 Insuficiente
101 =250 Escasa
251-500 A ceptable
501- 1500 Ruena
1560-3000 Muy buena

> 3000 Excelente
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Tabla 2
Calidad de los lotes analizados de acuerdo con los criterios propuestos
ESPECIE Promedio N° micorrizas Calidad Observaciones
de TM por planta micorrizacién
Quercus ilex 2.338 Muy buena
Quercus robur 2.957 Muy buena Se presentaron algunas contaminaciones
con la especie fnocybe sp. (No
sigmificativas)
Norhafagus 2.672 Muy buena
obligua
Valores medios 2.656 Muy buensz

Fotografia . Agromeracién de micorrizas de T, mefanosporum Fotografta 4. Manto en puzele de eclomicorrizas de T,
y Nothofagus obligua (Magnificacién 40X) melanasporum y Quercus ifex (Magnificacion 400x)
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1. INTRODUCCION

Dentro de los hongos comestibles, las trufas se encuenlran dentre de los mas apetecidos alrededor del mundo. En
particular, la trufa negra del Perigord {Tuber melanosporum Vitt.) es calificada junto al azafran, caviar y foie gras
como unc de los productos mas valorados dentro de la gastronomia intemacional.

Las trufas son los cuerpos reproductivos de varias especies de hongos ascomicetes y cumplen la funcion de
produccién y dispersion de esperas sexuales. A diferencia de las setas o callampas comunes {Suiffus sp., Boletus
sp., Lactarius sp.), que dependen del viento para dispersar sus esporas, las trufas crecen bajo el suelo {hipogeos) y
dependen fueriemente de animales que las consuman para asi dispersar las esporas a traves de sus fecas.
Consecuentemente, estos hongos han desamoliado estructuras reproductivas que emiten fueries aromas y de esta
manera atraen a los animales que las detectan y consumen (Lefevre y Hall, 2001},

R [

Fig. 1 Tuber melanosporum, Vit

El valor gastrondmico de la trufa negra (Tuber melanosporum, Vitt.) se debe a su fuerle y agradable aroma, siendo
un complemento ideal para diversas preparaciones gastronémicas. Debido a su alto precio, es consumida en
pequefias cantidades como un condimento o saborizante, Algunas preparaciones que son complementadas con trufa
san por ejemplo huevos, quescs, pastas, aceites, paté de foie gras, cames ¥ algunos mariscos. Generalmente se
evitan los alimentcs con sabores dominantes que pueden enmascarar el aroma de esta. El mayor valor gastrondmico
de la frufa es cuando se¢ utiliza en fresco, ya que presenta todas su cualidades caracterislicas, al contrario al ser
sometida a procesos de preservacion, pierde su calidad y aroma. Sin embargo, gran parte de la produccion anual es
utiizada en conserva llegando a costar aln mayores precios. (Reyna, 2002; Hall et al., 2001).

Para localizar las trufas bajo €l suelo, se requiere de animales que puedan detectar su aroma desde mayores
distancias y a mayor profundidad que los humanes. En Francia, pais con mayor culfura en torno a este producto,
tradicionalmente se buscaba la trufa con |a ayuda de cerdes, sin embargo en la actualidad se admite como forma de
cosecha mas adecuada, €l uso de perros adiestrados para detectarlas. Los perros tienen 12 ventaja dé no tener
tendencia a consumirlas, a diferencia del cerdo, ademas el trabajo de este es mas rapido. Otra forma muy particular
que se ha utilizade para detectar las trufas bajo el suelo, es Iz aparicion de una especie de mosca fhelomyza sp.)
que deposila sus huevos y cria sus larvas en las trufas maduras. También, algunos buscadores experimentades
detectan el hongo observanda la aparicidn de pequefias grietas en la superficie del suelo, las cuales se producen por
la fructificacion del hongo a nivel mas superficial. (Lefevre y Hall, 2001, Reyna, 2000, Saez y de Miguel, 1995).

Las producciones de trufa, en la aclualidad, tienen en Europa, dos origenes claramente diferenciados, Por una parle
las que proceden de areas productoras naturales y por ofra las plantaciones lruferas. Estas Ultimas vienen
reaizandose desde hace unos 25 afios, con planta previamente infectada con el hongo en forma artificial (Reyna,
2000},
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Tuber melanosporurm es uno de los pocos hongos ectomicorricicos que ha podido cultivarse a partir de huertos
establecidos (truffieres). Los primeros resultados productivos se obtuvieron en la década del 70 después de 15 afios
de investigacion por grupos en Francia e lfalia. Posteriormente, las técnicas de cultivo han sido desarroliadas en
Espafia, Nueva Zelanda, Estados Unidos y Australia, donde ya existen cultivos en produccién, ademas se conocen
trabajos en Israel, Sudafrica y Argentina. (Reyna, 2000, 2002; Hall et al., 2001).

2. BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE Tuber melanosporum Vitt.

Tuber mefanosporum forma una asociacion simbibtica con algunas especies de arboles huésped. Esta asociacion,
llamada ectomicorriza, considera el envolvimiento de las raicillas del arbol por el hongo, formando una especie de
manto gue cubre estas raicillas. A partir del manto, nacen hifas que penetran en los espacios intercelulares de la raiz
y a la vez, otras hifas emanan fuera del sistema radical, formando un micelio que cumple la funcion de exploracion
del suelo, aumentando por ende la superficie de absorcion del sistema radical def arbol.

Este tipe de asociacion es una relacién benéfica mutua (simbiosis mutualista), ya que ocurren claros procesos de
intercambio entre el hongo y su arbol huésped, donde el hongo recibe carbohidratos derivados de la fotosintesis
vegetal y a la vez el arbol mejora su nutricion mediante un aumento en la captacién de minerales, principalmente
fosforo, que es transferido desde el suelo a través del micelio del hongo. Cuando esta relacion es perturbada por
algun factor, la produccion de trufas puede verse comprometida,

E! establecimiento de |a relacion simbidtica entre Tuber melanosporum y su rbol huésped es la primera barrera que
debe superarse antes de la implantacién de una trufera. Este punto resulta ser clave para el éxito en la produccion
de trufas, siendo de méxima importancia comprender |a asociacion entre el hongo y su arbol hospedero.

Tabla 1. Especies conocidas que forman asociaciones ectomicorricicas con Tuber melanosporum;

Nombre comin Nombre cientifico
roble pubescente* Quercus pubsescens
roble negro* Quercus pefraga
encinc o roble comin* Quercus robur
encina* Quercus ilex
coscoja Quercus coccifera
avellano europec” Corylus avellana
ilo Tiflia sp

carpe blanco Carpinus sp

dlamos Populus sp

castafio Castanea sp.

pinos Pinus spp

Jaras Cistus sp

cedros Cedrus spp

hayas Fagus spp

carpe* Ostrya carpinifolia
sauces Salix sp

* Especies més adecuadas para produccién comercial de trufas

Fuente: Hall, et al., 2001; Reyna, 1939, 2000.

Los diferentes requerimientos de desarrollo, de las especies arboreas usadas en truficultura, proporcionan una
oportunidad para seleccionar huéspedes adaptados a condiciones locales de crecimiento, manteniéndose dentro de
los requerimientos especificos de Tuber mefanosporum. En cuanto a este punto, cabe destacar que en Chile existen
algunas especies ya adaptadas a nuestras condiciones ecologicas, como por ejemplo encinos (Quercus robur,
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Quercus ilex) y avellano europeo (Corylus avellana), lo cual asegura la disponibilidad de material vegetal adecuado
para el establecimiento de plantaciones.

En torno a los arboles truferos aparece un rea concéntrica, desprovista de vegetacion y que se denomina guemado
(brile}, por el hecho de que practicamente desaparecen todas las plantas no objetivo (malezas). El desarrollo del
quemado y su avance en la periferia del arbol trufero, revela superficialmente la actividad subterrénea del micelio de
Tuber mefanosporum, (Reyna, 2000).

La trufa (cuerpo fructifero) produce metabolitos primarios que provocan una accion selectiva en el medio, como
consecuencia de los diferentes grados de resistencia que ofrecen los organismos afeclados. Se cree que tiene un
efecto antibidtico sobre las plantas no objefivo (malezas), debido a que emite una sustancia alelopatica, la
marasmina; se produce una disminucién de la microflora y de la actividad bacteriana debido a procesos de
amonificacion, desnitrificacion y descomposicidn de polisacaridos. Aungue en algunos casos actua como antibitico,
también potencia una flora microbiana muy peculiar (Morcillo, 2000).

Caracteristicas de suelo

Las trufas, producidas en Europa, tanto en forma natural como cultivadas, se desarroflan sobre suelos calcareos de
10-40 cm de profundidad del tipo rendzina, calcosoles y calcisoles. La principal caracteristica de estos suelos es su
alto pH (pH es una medida de la acidez - pH = 7 es neutro, pH< 7 es &cido y pH > 7 es aicalino}, lo cual es causado
por un alto contenido de carbonato de calcio (piedra caliza). Idealmente, el pH del suelo debe ser mayor que pH 7.5,
con un dptimo de pH 7.9. (Hall et al., 2001; Hall y lefevre, 2001; Reyna, 2000; Saez y de Miguel, 1995). Sin embargo,
de las ocho plantaciones que actualmente producen trufa, fuera de Europa (Nueva Zelanda, Tasmania y Estados
Unidos}), siete han sido establecidas sobre suelos acidos que han sido enmendados con grandes cantidades de cal
para ajustar su pH. (Hall, et al. 2001).

Ademas de! pH, La textura del suelo y la matena organica son faclores importantes a considerar. La mayoria de los
suelos truferos en Europa, tienen niveles moderados de materia organica ( 3% a 8%), altos niveles de calcio y
magnesio disponible para la planta, ademas presentan buen drenaje natural, con textura franca y estructura granular
bien aireada. Ademas, es comin en Europa, encontrar que los suelos donde se produce trufa, tanto natural como
cultivada, presentan pedregosidad superficial.

Deben descartarse los suelos muy arcillosos por su compactacion excesiva; muy limosos, limo-arcillosos o limo-
arenosos, por su caracter muy desfavorable al apelmazamiento; y los suelos excesivamente arenosos, por su poca
capacidad de retencion de agua. La mejor estructura es |a que asegura el maximo de aireacion y, al mismo tiempo,
la mayor facilidad para la penetracion de las raices del arbol y el micelio de la trufa. Estas caracteristicas de suelo,
resultan de un equilibrio en las proporciones de arena, limo y arcilla {(Hall, et al 2001; Reyna, 2000 ).
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Tabla 2. Caracteristicas de suelo apto, segin diversos autores

PARAMETRO

RANGO

pH

7.5- 8,5 (Palazon, et al., 2000)

7.8- 8.5 (Saez y de Miguel, 1595}

7.45 - 8.23 (Reyna, 1999)
>7.5yobptimode7.9y <8 (Hall et al,, 2001)
En general e 6ptimo es 7.9

Materia organica oxidable
(%)

2-10% (Palazon, et al., 2000)

1.5 -8 % (Saez y de Miguel, 1995)

minimo 0,5 y max 17%, en Valencia media 3,2% (Reyna,
1999)

Cercano a 8%, seglin Hall et al., 2001

Optimo estaria proximo a 3%

En Italia, las zonas truferas tienen un maximo entre 1,5 - 3%
{Bonet y Colinas, 1999)

Calcio intercambiable
{% oxido célcico)

> 0,5 (Saezy de Miguel, 1995)
0,4 - 1,6 {Bonet y Colinas, 1999}

Caliza total (% CaCO3)

minimo de 10% (Saez y de Miguel, 1995)

0 - 83% (Reyna, 1999)

1- 70 con media entre 20 - 56 y minimo del 8 (Reyna, 1939},
En ltalia media de 29,6% maximo de 83%

Nitrégeno (Kjeldahl) (%)

0,1-0,3 {Bonet y Colinas, 1999)
0,1-6 , con media 0,8 (Recopilacion Reyna, 1939)
media de 0,26 en Valencia con max 0,57 (Reyna, 1999)

Fosforo (ppm)

Fésforo asimilable {Olsen) (ppm} 12 — 18 (Bonet y Colinas,

1999)

Varios autores indican entre 0y 230 ppm, media 59,1 ppm

(Reyna, 1999)

En Valencia, media de 29,5 ppm, min 6,66 y max 44,4
_{Reyna, 2000)

Potasio {6xido potésico)

70 - 610 ppm (Recopilac. Reyna, 1959)
media 150,8 ppm, max 280, min 77 ppm (Reyna, 1599)
100 - 300 ppm (Bonet y Colinas, 1999)

Magnesio intercambiable
(%)

0,1 - 0,03 % (Saez y de Miguel, 1995)

Textura

Francos, no muy arcillosos ni excesivamente arenosos.
Arcillas: media de 29,1% fluctia entre 4 - 68,5%
Limos: media de 37,5% fluctuando en 5 - 80%
Arenas: media de 38,2% fiuctuando de 0,8 - 90%
(Varios autores, segln Reyna, 1999)

En Valencia: Franco arcillo-arenoso (arcillas 20 — 35%,
arenas 50 — 80% y limos 0- 30%} {Reyna, 1999)

En ltalia:

Arenas; media 33,5% vanando 0,8% - mas de 80%
Limos: media 41,8% variando: 8 — 80%

Arcillas: 24,8% variando 6 - 68,5%

Estructura

Granulosa o grumosa
Blogues subangulares, usuaimente granular con aumento de
las fraccicnes de arena o contenido de materia organica,

Ratio C/N

6,7 a 20 (Recopilac. Reyna, 2000), Valencia media 7,92 + -
1,98 (Reyna, 1599).
8 - 15 con éptimo 10-11 (Bonet y Colinas, 1999)

Avda. San Miguel 3605, Talca Tel 071-203500, Fax;071-203524.
e-mail: proyecto@hualo.ugm.cl



Perspectivas para_el cultivo de trufa negra en Chile 5

Clima y distribucién geografica

El clima general de las zonas truferas es predominantemente continental, presentando inviernos frios y veranos
calurosos. El régimen de precipitaciones de estas areas de Europa, es el tipico mediterraneo con sequia estival y
maximo de precipitaciones en otofio (Hall, et al. 2001, Reyna, 2000).

Tabla 3. Resumen de principales parametros climaticos de zonas truferas en Europa.

PARAMETROS Rango en Francia e Italia Rango en Espafia
Precipitacién anual (mmj} 600 a 1500 mm 500 a 900 mm.
T° media anual 11al14°C
T diaria media verano 0 " 19a23°C
{enero, hemisferic sur) 17,5°022°%C (optimo 20 a 22°C)
Tdiaria media invierno 128°C 1,6a8,2°C
{Julio, hemisferio sur) {éptimo > 2°C)
__Horas de sol anual 1900 a 2800
Horas de sol en verano
{Octubre a marzo, hemisferio sur) 120, 1900
Grados dia acumuiados
(septiembre a abril hemisferio sur} * 9008 1900
|__FUENTE: Hall, 2001 Reyna, 2000

* T° diaria media sobre 10°C acumulada durante la estacion de crecimiento

El rango de distribucion natural de Tuber melanosporum en Europa, va desde los 40° a 47° de latitud norte,
abarcando areas del Noreste de Espaiia, Sur de Francia, Norle de Italia y pequefias extensiones en Poriugal, Suiza,
Alemania, Hungria Bulgaria, Grecia y Ex — Yugoeslavia. Se desamolla en Europa en altitudes entre 100 y 1600 m.,
situandose las areas de mayor allura en las regiones mas meridionales. (Hall et al., 2001; Reyna, 2000).

Sias b ek o B
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Fig.2  Mapa de distribucién de a trufa negra en Europa
Fuente: Reyna, 2000.

En general en Europa, Las plantaciones artificiales con arboles inoculados con trufa se establecen cerca de ias areas
que producen trufa silvestre, para asi ajustarse al maximo a las condiciones ecoldgicas requeridas por el hango y
especies hospederas. Al contrario, en Nueva Zelanda se han establecido plantaciones, en areas donde las
condiciones de clima y suelo no son las ideales, pero que mediante técnicas agrondmicas han podido manejarse
para favorecer la produccion de trufa {Hall et al., 2001).

A la luz de algunos resultados obtenidos en plantaciones artificiales de Europa y Nueva Zelanda, existe la
posibilidad de que Tuber melanosporum pueda desarrollarse en areas donde las condiciones ambientales no son 1as
ideales, pero donde este no sea reemplazado por hongos mejor adaplados al medio. Sin embargo, mientras la trufa
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no sea cosechada en forma regular fuera de las areas de cultivo tradicional en Europa, debemos asumir que las
condiciones que existen en ellas son las ideales.

PRODUCCION DE PLANTA MICORRIZADA CON TRUFA

El primer paso critico para desarrollar el cultivo de trufas, es la implementacion de un proceso efectivo de produccion
de plantas infectadas con el hongo en forma controlada. Este aspecto es de vital importancia ya que la entrada en
produccion de una plantacion podria tardar entre 6 a 8 afios. Por esta razén se debe asegurar la calidad en el
proceso de micomizacién en invernadero, donde pueden ocurrir contaminaciones con hongos sin interés comercial,
que podrian afectar el resultado final,

La calidad de las plantas truferas depende sobre tode de la calidad de la micorrizacién, tanto de la pureza del
inbculo, como de la proporcidn de raices micorrizadas. La Unica forma de conseguir plantas de alta calidad es
llevando un control riguroso del proceso productivo. En primer lugar hay que asegurar la calidad del indculo,
identificando cabalmente la especie y comprobar su madurez, evitando contaminaciones con hongos no deseados.
Por otra parte al final del proceso de produccion debe controlarse estrictamente los niveles de micorrizacion, basado
en metodologias especializadas (Perrin, 1999).

La produccién de planta micorrizada en Francia es llevada a cabo por 2 viveros especializados {Agri-Truffe y Viveros
Robin), quiénes son las partes contractuales de la tecnologia de produccion Licencia INRA. (Insituto Nacional de
Investigacion Agrondmica). {Reyna, 2002; Hall et al., 2001). Estos procesos son llevados a cabo mediante sistemas
controlados en invernadero.

En ltalia existe una gran variabilidad en la calidad de las plantas truferas producidas por viveros, y aungque no existe
un organismo oficial de cerlificacion, dltimamente una comision de expertos ha puesto a punfo un método de analisis
que ha sido encargado por las regiones italianas. Se trata de un método de andlisis con bases morfologicas, el cual
establece los parametros para el control de calidad. (Bencivenga, 1999).

Desafortunadamente, estas empresas no pueden garantizar absolutamente, que las plantas estan libres de
contaminaciones con otros hongos, tanto de micorrizas como patdgenos, lo cual hace inviable su importacion a
nuestro pais, debido al riesgo de introduccion de plagas forestales u otros hongos competidores que pueden afectar
la produccién de trufa en plantaciones arlificiales.

Estados Unidos y Australia han utilizado tecnologia francesa para la produccién y control de planta micorrizada, sin
embargo en Nueva Zelanda se parlid trabajando desde los principios basicos para desarrollar métodos de
inoculacion y control, lo cual ya ha tenido resultados productivos (Hall et al., 2001).

Ei primer paso critico para establecer y desarrollar la truficultura en Chile, es el desamollo de procesos adecuados
para la produccién de planta micorrizada con trufa, donde se debe realizar rigurosos controles, para asi evitar
contaminaciones y ademas proteger la integridad del rubro, ya que la adquisicion de plantas con una calidad
inadecuada podria ser antiecondmico para los agricultores. Por esta razon, a Universidad Catélica del Maule, en
conjunto con la Fundacion para la Innovacién Agraria {Ministerio de Agricultura), se encuentra desarrollando un
proyecto que sentara las bases técnicas para el establecimiento y produccion de trufa negra en Chile.

Para esto, en una primera etapa, se han implementado tecnologias de produccién de planta micorrizada, mediante
condiciones controladas en inveradero para las especies avellano europeo (Corylus avelfana) y encinos {Quercus
spp.) inoculados con la trufa,
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ESTABLECIMIENTO DE PLANTACIONES

Seleccion del terreno

A diferencia de Europa, donde los suelos cominmente tienen alto pH (7.5 a 8.5), los suelos en Chile lienden a tener
un pH relativamente bajo (rangos entre 5.5 a 7.0). Existen algunas zonas que presentan suelos de origen calcareo
{pH alto) , sin embargo, su ubicacidn esth fuera de las &reas climéticamente mas adecuadas. Los principales
deposites calcareos en Chile se encuentran entre la | y IV Region, donde los regimenes térmicos y pluviometria no
son adecuados para el establecimiento de planlaciones.

De acuerdo a informacion preliminar, zonas con potencial para eslablecer plantaciones en Chile pueden encontrarse
en la zona cenfro-sur, principalmente entre la VI y X Regidn, Aunque fambién puede extenderse a algunas areas
mas al sur (X| Region) y hacia el norte (Region Metropolitana). En cuante a los requerimientos de suelo para la trufa,
los cuales deben tener un alto pH, existen areas posibles de implantar en la regién Metropolitana {Valle del Maipo) y
VI Regitn, donde algunos suelos detivan de depasitos aluviales {mollisoles) con alto contenido de material calcareo
en el perfil. Sin embargo las de riege en estas zonas son mayores. Mas al sur VIl y X regién se encuentran zonas
con una climatologia mas adecuada, pero dificimente enconlraremos suelos calcareos, por esta razon se deben
realizar fuertes enmiendas con cal (carbonato de calcio) para corregir este déficit. Cabe destacar que la truficultura
es muy poco exigente en cuanto a fertilidad de suelos, ademas dentro de la especificidad del hongo exisle un rango
relativamente amplio de temperaturas y pluviometria, Esto resulfa interesante ya que se pueden eslablecer
plantaciones en zonas precordilleranas y en suelos marginales para la agnicultura tradicional, no compitiendo por
suelos con cuitivos intensivos.

Para seleccionar un silio a plantar, se debe tener especial cuidado ccn la presencia de hongos de ectomicorriza
adaptados al medio. El siic a ser seleccionado para el establecimiento de una trufera idealmente no deberia
situarse muy cerca de cualquiera de los arboles listados en la tabla 4, para evitar la contaminacidn con hongos
naturalizados, que pueden competir con la trufa y desplazaria del medio.
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Tabla 4. Especies presentes en Ja zona centro sur de Chile, conccidas a formar asociaciones ectomicorricicas y que
pueden albergar potenciales honges competidores.

Nombre comtin Nombre cientifico
encinos Quercts sp.
avellano europeo Corylus avellana
Tilos Tillia sp
alamos Populus sp
Castaiios Castanea sp.
eucaliptos Eucaliplus sp.
pinos Pinus spp
Sauces Salix sp.
Robles* ) Nothofagus sp.
*Especies nativas

Dentro de la flora nativa, Chile presenta pocas especies de arboles nativos que forman ectomicorrizas,
principalmente del género Nothofagus. La expansion de plantaciones industriales como el pino radiata y eucaliptus,
podria aumentar la incidencia de hongos que pueden competir con nuevas especies introducidas, pero aln hay
muchas reas donde la flora fingica es escasa, principalmente en los suelos utilizados por la agricultura tradicional.

Se recomienda siempre la plantacion de especies micomizadas en aquellos terrenos cuyos cultivos anteriores hayan
sido cereales o leguminosas. Se admite también ¢omo buenos precedentes las vifias y algunos frutales. La
plantacion en terrenos deforestados suele plantear problemas, ya que fa vegetacion arbustiva y forestal deja el suelo
colonizado por numerosos hongos, compelidores potenciales de la trufa, pudiendo desplazarla del medio.

La eleccion exacta de los sitios para establecer plantaciones, requiere riqurosos andlisis de las caracteristicas
quimicas y fisicas del suelo, pendiente, exposicion, pluviometria, vegetacién circundante e historial de cultivos. La
seleccion del sitio debe ajustarse al maximo a las condiciones ecoldgicas exigidas por la trufa, lo cual asegurara en
gran medida el éxito de la futura produccion.

Preparacion del terreno

El objetivo de la preparacién del suelo es producir un suelo bien aireado con caracteristicas fisicas y quimicas
similares, a aquellas donde las trufas crecen naturalmente en Europa. Desaforfunadamente no se pueden dar
recomendaciones generales sobre la preparacién del suelo, ya que dependera de los resultados de analisis de suelo
especificos.

La preparacién del suelo para la plantacion depende, en parte, de cual era el uso anterior del terreno. Si el uso
anterior era forestal, (poco recomendable) a parte de las labores propias de la transformacién, es muy conveniente
cultivar al menos durante dos afios alfgun tipo cereal o forrajera. Es favorable la quema de los restos in situ en vez de
eliminarlos o incorporarlos. La ceniza sube el pH del suelo y el calor lo esteriliza superficialmente (Reyna, 2000).

Si partimos de un cultivo de cereal o leguminosa (lo mas recomendable}, se debe comenzar con [a rotura del suelo,
tratando de no modificar los horizontes. Segln Palazén, 1999 se puede hacer una labor poco profunda de hasta 20
cm. para romper el suelo (Disco, vertedera, efc.). Reyna, 2000 recomienda una labor con arado de vertedera de
hasta 40- 50 cm. de profundidad y dejar reposar el terreno hasta la plantacién. Las herramientas y aperos a utilizar
en las labores de preparacitn deben ser rigurosamente desinfecladas para evitar la introduccidn de hongos
competidores en el sitio. Después del arado es conveniente realizar una labor con discos para igualar el terreno y
deshacer terrones, este trabajo es preferible hacerlo al final del invierno principlos de primavera.

Avda. San Miguel 3605, Talca. Tel: 071-203500, Fax:071-203524.
e-mait. proyecto@huale.uem.cl




Perspectivas para el cultivo de trufa negra en Chile 9

Puede resultar interesante realizar un subsolado a 60-80 cm de profundidad para romper la “suela de |abor’ que se
forma con cierta frecuencia en los cultivos como consecuencia de |as labores continuadas afio tras afio a la misma
profundidad. Si el suelo es poco profundo ¢ pedregoso puede acondicionarse con un subsolado lineal que rompa los
estratos mas profundos facilitando la infiltracidén del agua en los horizontes inferiores donde como consecuencia del
mullido del suelo padra ser retenida en mayor proporcion.

El rango de pH ideal de un suelo para la plantacién deberia estar entre 7.5 a 8.3 con un dptimo de 7.9. Si el pH
natural del suelo es menor, se debe corregir mediante la aplicacion de carbonato de calcio (cal agricola). Corregir el
pH del suelo puede tomar varios afios con aplicaciones de cal anual, pero los arboles pueden plantarse antes de
que el pH se encuentre en su nivel ideal, Sin embargo, si el pH del suelo es bajo puede suceder que hongos mejor
adaptados al medio colonicen las raices de los &rboles y compitan con la trufa, pudiendo desplazarla. Por tal razon,
lo recomendable seria elevar el pH del suelo al nivel deseado antes de establecer la plantacion, para asi dejar en
desvenlaja a los potenciales hongos competidores que pueden invadir las raices.

La cantidad de cal a aplicar para elevar el pH, dependerd fundamentalmente del pH inicial, textura del suelo, su
capacidad Buffer (medida de |a resistencia del suelo al cambio de pH) v €l tipo de cal a utilizar. En base a estos
parametros, se calcula la recomendacion de encalado, io cual debe ser realizado por un laboratorio especializado.
Sin embargo, los especialistas de suelos en Chile, tendrén dificultad en predecir la cantidad de cal requerida para
elevar el pH, ya que normalmente no exisien experiencias en aplicaciones de cal a estos niveles. Por lo tanto, la
tarea para el cultivador de trufas en Chile ser4 aplicar la cal incrementalmente, realizando controles periddicos del pH
del suelo, hasta lograr el pH ideal.

Normalmente, los diferentes tipos de cal comercial existentes en Chile, tardan en reaccionar como méximo en un afio
para elevar el pH, pero normalmente el efecto se produce dentro de un periodo de seis meses después de la
aplicacion. Sin embargo, es dificil encalar a estos niveles mediante una Unica aplicacion, por lo tanto el encalado
necesariamente deberia ser gradual.

En cuanto a la duracidn del efecto de la cal en el tiempo, no se conace cuanta cal adicional tendra que ser aplicada
para mantener un alto pH en suelos naturalmente acidos. Sin embargo, podemos decir que si después de aplicar la
cal, el pH es estable por dos afios, no seréa necesario encalar anualmente, sino mas bien un par de veces cada 8-10
afios como encalade de mantencion.

Cuando el terreno presenta un sueio acido, sobre un subsuelo rico en material calcareo, solamente puede ser
necesario labores de arado para voltear las capas mas profundas y asi elevar el pH. Al contrario si el suelo y
subsuelo presentan pH &cido, se necesita aplicar grandes cantidades de cal hidratada o cal agricola para elevar el
pH en las capas superficiales del suelo (20 a 30 cm.).

Establecimiento de la plantacién

Los marcos de plantacion, preferiblemente deben ser amplios, dependiendo de la especie simbionte, condiciones de
suelo y clima y de las técnicas de cultivo a utilizar. Pueden oscilar desde 5x4 m. hasta 7x7 m.

Depende fundamentalmente de varias cuestiones:

El desarrollo que previsiblemente tendrén los arboles, si se trata de avellanos que rara vez pasan de 3 0 4 m de
altura el marco puede ser menor que si se trata de encinos que facilmente sobrepasan los 10 m.

Plantaciones densas suponen una costosa inversion a veces muy poco recompensada. Cuando se realizan
plantaciones muy densas, ademas de aumentar el costo, se planteara en el futuro la necesidad de eliminar arboles
con objeto de permitir ia insolacién del suelo, encontrandonos con el grave problema de tener que decidir cuales son
los arboles a cortar de modo que no eliminemos ninguno de los que esté en produccion.

Avda. San Miguel 3605, Talca. Tet: 071-203500, Fax:071-203524.
email, proyecto@hualo.ucm.dl



Perspectivas para el cultivo de trufa negra en Chile 10

En principio son mas recomendables los marcos reales (aquellos que sus 2 dimensiones son idénticas) que los
desiguales, pero si se opta por estos Ultimos la orientacion de los pasillos deberé ser Sur-Norte para que reciban el
maximo de insolacion en el suelo. Una solucion intermedia, pero también cara, es la plantacién a marco desiguat
para trasplantar a los 3 - 4 afios las plantas intermedias a otra zona donde se podrén utilizar como planta definitiva.

Colocacion de las plantas:

Se debe marcar con cafas o listones de madera para sefialar los puntos de plantacion. La planta debe llevarse al
terrenc bien humedecida donde se ira distribuyendo por todo el sitio para facilitar el trabajo de plantacion. Ef suelo,
debe estar bien mullido, y suelen ser suficientes 3 0 4 golpes con azada para abrir un hoyo suficiente para la
colocacion de la planta.

Puede ser muy atil usar tubos protectores (shelters), los cuales fomentan el crecimiento en altura, evitan la pérdida
de agua por transpiracion y protegen la planta de los posibles dafios del ganado o la fauna silvestre.

CULTIVO Y MANEJO DE PLANTACIONES

Durante los 3 primeros afios deben hacerse desmalezados, poco profundos, a mano con azada alrededor de las
plantas esto evita la competencia de malezas y contribuye a retener la humedad. Deben darse las labores
necesarias {normalmente 1 0 2 al afio en primavera) para airear el terreno y controlar malezas. Estas labores nunca
deben superar los 15 - 20 cm de profundidad, para ello son adecuados los arados de cincel o disco.

La labor no debe aproximarse mucho a las plantas para no deshacer ia zona de los quemados ni afectar la
expansion incipiente de los sistemas radicales.

Si se instalan tubos protectores a las plantas conviene quitarlos en cuanto la planta comience a asomar por encima
teniendo, la precaucién de tutorarla para que no caiga por la altura excesiva en relacion al escaso grosor del tallo.

En los primeros afios no s aconsejable |a instalacion de riego por aspersion o microaspersion, dado que el control
de malezas sera mas intensivo (aunque en esta fase, por el conlrario, el iego por goteo puede ser muy (til).

Se debe mencionar que un exceso de agua puede fomentar la aparicién de otras micorrizas de tipo mas higrofilo lo
que ira en detrimento de las producciones futuras. Insistimos que con los riegos excesivos se corre el riesgo de
modificar la ecologia hasta un extremo en que la trufa deje de ser competitiva. Si las raices crecen mas deprisa que
el hongo, la micorrizacién no se propaga y existen muchas posibilidades de que se formen micorrizas de otras
especies.

A partir del 4° afic de plantacion pueden empezar a aparecer los primeros sintomas de la produccion trufera con
quemados alrededor de alguna de las plantas; en este caso debe interrumpirse el laboreo en los quemados o hacerlo
muy superficialmente con una simple rotura de la primera capa del suelo que no profundice mas alla de los 10 cm.

Puede en estos primeros afios dar podas muy ligeras de formacién a fin de ir conduciendo las plantas hacia portes
arhdreos que permian la insolacion y aireacion del suelo asi como eliminar los rebroles basales.

Poco a poco los quemados iran desarrollandose y a partir de los 6-8 afios es posible que comience la produccion de
trufa. Sin embargo en condiciones optimas de cultivo las producciones pueden comenzar antes (4-6 afios).
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Laboreo del suelo
Los objetivos del laboreo de las truferas en produccion son:

» Eliminar la vegelacion adventicia que compite con el micelio de la trufa y con la encina, por el agua y los
nutrientes del suelo.

s Mantener la esponjosidad del suelo para facilitar su aireacion y con ella la oxigenacion y permeabilidad del agua
de luvia.

»  Mejorar la capacidad del suelo para retener agua y la condensacion de humedad

»  Evitar la pérdida de agua por evaporacion al romper los capilares superficiales que se forman entre las particulas
del suelo.

»  Mejorar la infiltracion del agua de lluvia en el suelo evitando la escorrentia superficial.

El laboreo en las truferas, realizado inadecuadamente (demasiado profundo), fiene el grave riesgo de destruccion del
micelio extendido por el suelo y de las micorrizas mas superficiales. En consecuencia es necesario tener en cuenta
esta limitacion a 12 hora de decidirse a dar una labor a truferas en produccidn cuando se labra por primera vez. La
profundidad de la labor no debe superar nunca los 10-15 cm en las zonas del quemado proximas a las plantas,
donde aun crece algo de vegetacion adventicia y son abundantes los rebrotes. En las zonas mas activas del
guemado la profundidad se limitara mas, reduciéndose a 10 cm. Los primeros aios en los que se trabaja la tierra, las
profundidades anteriormente indicadas deben reducirse a la mitad a fin de lograr una adaptacién progresiva al
laboreo. Si el suelo es muy pedregoso 0 muy escaso es preferible no dar ningdn tipo de labor.

La experiencia de los truficultores, especialmente franceses donde el laboreo es bastante corriente, aconseja dar una
sola labor al afio al finalizar la campaia de recoleccién. De esta forma se retiene el tempero de la fierra logrado con
las lluvias de la primavera, en un momento en el que la actividad vegetativa apenas se ha iniciado. Se debe evitar las
compactaciones producidas por tractor, por lo cual no debe utilizarse si el suelo tiene excesiva humedad,

En Italia se utilizan cultivadores con aperos a los que se acopla un limitador de profundidad consistente en un rodillo
intercalado que impide que el apero profundice mas de 10 o 15 cm. También se ensayan motoazadas modificadas
gue no producen ni arrastre del suelo ni volteo de horizontes.

No son recomendables las fresadoras tipo “rotovator” ya que ademéas de voltear el suelo pueden producir una
compactacion en profundidad (suela de iabor). Tampoco se deben ulilizar aperos que puedan producir arrastres de
tierra.

Podas

Objetivos:
»  Permitir la aireacion y la insolacion del guemado.
»  Lograr un crecimiento equilibrado del arbol.
»  Evitar rebrotes de cepa y de raiz.
= Controlar la espesura de la plantacion.
» Evitar el excesivo desarrollo en altura de algunas especies

La intensidad de la poda debe ser muy baja a fin de evitar desequilibrios nutricionales y fisiologicos que pudieran
afectar a las micorrizas evitando cortar ramas muy gruesas y por supuesto los desmoches. En plantaciones truferas
pueden comenzar a formarse los arboles a partir del 4° afio.

Nunca se debe eliminar mas de un 15 al 20% de la masa foliar. Las podas son mejores cuanto mas frecuentes y
menos infensas. Pueden recomendarse las siguientes cifras orientalivas:
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Edad de la planta Frecuencia de la poda

3 a 10 afios Anual

10-20 afios Cada 2 afios

> 20 afios Cada 3 a 5 anos (segin necesidad)

Formacidn del dbol mifero en plandaciones

El riego en truficultura

El riego s uno de los sistemas mas eficaces para mejorar la produccién de las truferas, ya que con él se evitan las
sequias prolongadas. De acuerdo a la situacidn europea, existe una correlacion clara entre las precipitaciones
estivales y los buenos afios de preduccion. {Reyna, 2000). Puede darse como norma que en los meses de verang

(enero-febrero) se incorporan al suelo entre riegos y fuvia del arden de 150 If m<. Deben permitirse periodos de
sequia de 15 a 20 dias v no superiores a los 25 dias. Esto logicamente variara con el tipo de suelo.

En Europa en general los afios de buena cosecha con producciones superiores a la media, se producen cuando las
lluvias de agosto (verano europeo) superan los 40-50 mm y que el 6ptimo tiende a situarse cuando las lluvias de
agosto alcanzan los 80 mm (Reyna, 2000). Ante la imposibilidad de prever ia lluvia anticipadamente con una
seguridad suficiente es preferible disminuir la frecuencia entre riegos y hacerlos algo mas abundantes en agua. Esta
forma de regar es mas parecida al régimen tormentoso estival de las mejores zonas truferas en Europa. Los riegos
durante los 6 a 10 primeros afios tan solo deberian ser de estricto apoyo a las plantas, a partir de ese perniodo,
cuando ya haya comenzado la produccion, pueden darse riegos como los indicados anleriormente.

El conirol del agua incorporada es fundamental en truficultura, lo cual se puede lievar a cabo mediante el uso de
instrumentos de medicion como por ejemplo tensiémetros.

Sistemas de riego:

Rieqo per gotec

* En el riego por goteo se obtiene el maximo de ahorro en agua, la presion de trabajo es minima, normalmente

son suficientes 0.5a 1 Kgiem? .

= Elcaudal instantaneo puede ser muy bajo si se sectoriza el riego, asi con 10 sectores, une por ha de superficie,
se precisarian del orden de 30 a 60 Iiminuto.

» Las instalaciones de goteo son convertibles a microaspersion.

* Como inconveniente del goteo hay que citar la gran localizacion del agua que generalmente no suele mojar méas
de un 25 % del suelp.

* Hace dificultosas las labores de arado y eliminacion de restos de poda, siendo necesario a veces refirar las
mangueras y luego volverias a extender.
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Riego por microaspersion

» En la microaspersion se requiere algo mas de presién que en el goteo, de 1 a 1,5 Kg;fcm2 con caudal
instantaneo maximo, también contando con 10 sectores, del orden de 100 a 150 I/minuto.

= Como inconvenientes hay que indicar la dificultad en las laberes de arado y poda en mayor proporcion que el
goteo.

»  Obligatoriedad de regar sin viento dada la deriva de las gotas que son de pequefio tamafio.

Riego por cafdn enrollable

» En el caso del cafidn se necesita una presion de trabajo de 5 Kg/cm2 y un caudal instantaneo del orden de los
500 a 600 Vminuto, lo que nos permitiria regar entre 30 y 50 ha.

» Lainstalacion de riego no dificulta los trabajos de laboreo como sucede en las otras dos alternativas.

* Inconveniente de este sistema es que las superficies deben ser grandes y que si no estan bien ajustados la
distribucion de agua puede ser bastante irregular.

Riego por aspersion

El riego por aspersion con aspersores de caudal medio es otra alternativa de mayor costo que el caiién. En general
no estd muy extendido su uso en las plantaciones truferas.
Recomendaciones:

= Como orientacion general se puede recomendar para explotaciones de menos de 10 hectareas, comenzar con
riego por goteo y pasar a microaspersion a los 4 a 6 afios.
= Silasuperficie es superior a 30 ha claramente interesa el cafion de aspersion.

Acolchado o Mulching

Con este nombre se conoce técnicamente la practica de recubrir un suelo con restos vegetales u otro material inerte
(Plasticos, gectextiles, etc.) a fin de conservar la humedad el maxime tiempo posible, sin que exista practicamente
aporte de hutrientes al suelo.

En las truferas naturales en Europa, esta funcion la realiza la pedregosidad superficial que recubre el quemado y que
segln la mayor parte de los truferos suele coincidir con los rodales de mejor produccion. Muchos recolectores de
trufa acostumbran a ir tapando las truferas con piedras relativamente gruesas a fin de lograr el mismo objetive. Esta
préctica estd bastante extendida entre los truferos tanto espafioles como del resto de Europa para lo cual prefieren
utilizar piedras planas. Posiblemente sea el método méas seguro, en el senfido de no tener efectos negativos, pero
solo es vélido en el caso de truferas que no se cultiven. En la zona de Perigord y Provenza, en Francia, durante el
verano se tapan muchas truferas con ramas de enebro retirandose al principio del otofio el grado de recubrimiento
del quemado no suele sobrepasar el 50% de la superficie (Reyna, 2000).

Fertilizaciones

La fertilizacion, en principio es desaconsejable sobre todo en las truferas en produccion. La simbiosis es capaz de
proporcionar al arbol una mayor proporcién de fosforo, potasio y nitrdgeno. Por elio un abonado podria hacer que el
arbol prescindiera de su socio, la trufa, ante un suelo especialmente rico. Los resultados de experiencias de
fertilizaciones que se conacen, son contradictorios y tan solo podria recomendarse en zonas especialmente pobres
en fosforo un abonado con superfosfato de calcio a razén de 150 kgr/Ha (15gr/m2). Los abonos organicos, guano,
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compost etc, son también desaconsejables ya que ademas de los elementos minerales que aportan incorporan una
gran cantidad de microflora de efectos desconocidos en las truferas (Reyna, 2002).

La fertilizacion, anicamente puede plantearse como primordial para el establecimiento de la plantacidn. Tras los
correspondientes analisis puede procederse a enmendar los suelos antes de dar comienzo a fa plantacion,

Plaguicidas y tratamientos fitosanitarios

La utilizacion de herbicidas se realiza en Francia, con relativa normalidad, por los seguidores de modelos intensivos
en truficultura. En ltalia no se recomiendan con el fin de defender ia trufa come un produclo ecoldgico, plenamente
compatible con el medio ambiente. En Esparia se utilizan muy poco ya que la salida de malezas suele estar bastante
limitada por las sequias. Entre los herbicidas méas utilizados se encuentra el glifosato (Roundup ®).

La presencia de hongos patégenos, como el oidio o blanquilla, las fumaginas, royas etc. no afecta practicamente a
la trufa y rara vez pone en peligro la vida del arbol. En general ataques intensos de estas enfermedades sdlo se
produciran en situaciones de desequilibric grave como: sequias muy intensas, exceso de humedad, podas excesivas
etc. La Unica recomendacion en caso de considerar inevitable un tratamiento es no utilizar fungicidas sistémicos que
circulan por |a savia y podrian afectar las raices y micorrizas.

Seguimiento de la plantacion

Al plantar arboles micommizados por Tuber melanosporum, es de esperar que fas micorrizas se desarmrollen con éxito
ante condiciones favorables y que ante la entrada de otras micorrizas como procesc natural inevitable, sea la trufa la
que perdure. Frente a la entrada de micorrizas contaminantes, Ia intervencion directa es practicamente imposible,
pero hay que conocerla y seguirla para no llevarse sorpresas a futuro.

El seguimiento de la micorrizacion supone los siguientes pasos:

¢ Recoleccion periddica de muestras de raices
» [dentificacion de micorrizas (trufa y contaminantes)
s Conservacion de muestras

s Posibles intervenciones

Toma de muestras

La recoleccion de micorrizas debe realizarse sobre ejemplares elegidos al azar ¢ bien por motivos concretos, como
puede ser la aparicidn de “quemados” y el interés de conocer la especie que lp produce. Existen dos métodos
sencillos, recogidos por trabajos generales de algunos autores: el método de los sectores y el método global. El
método de sectores se aplica principalmente a arboles de cierta edad y con quemados muy aparentes. Por la
laberiosidad de fa recoleccién, solo es posible aplicarlo a un nimero reducido de arboles. Este método aporia con
precision el estado de la micorrizacion de ejemplares concretos y la distribucion espacial de las especies de
micorrizas presentes.

El método global, puede aplicarse a cualquier arbol, de cualquier edad, y que permite conocer la micerrizacién en un
numero mayor de ejemplares, 1o que da una idea global del estado de micorrizacién en toda la plantacion.

Para el muestreo se requieren algunas herramientas & insumos basicos como azadas, tijeras, bidon de agua, bolsa o
frascos rotulables, etiquetas, etc.
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Elegido el ejemplar a muestrear, se inicia la bisqueda de raices superficiales cavando de a poco para no alterar
considerablemente [a tierra en torne al arbol. Luegoe se llevan las rices al laboratorio para realizar €l correspondiente
analisis de micomizas. El andlisis de la micorrizacidn consta de uno de tipo cualitative donde se idenfifican las
especies formadoras de eclomicomizas y otro de tipo cuantilative para evaluar los niveles de micorrizacién. Los
insfrumentos necesarios son principalmente equipcs de microscopia y algunos reactivos basicos. Estos trabajos
deben ser flevados a cabo por personal especializado.

Cosecha de trufas

La recoleccién de trufas siempre ha sido problematica, debido a que el cuerpo fructifero de Tuber melanosporum se
desarrolla bajo el suelo, Las trufas se reproducen por medio de esporas las cuales para su dispersién necesitan de
algun agente extemo ya que crecen bajo tiema. Por esta razdn su estrategia de dispersion se basa en la emision de
un fuerte olor el que alrae a animales principalmente mamiferos y algunos insectos. Estos se alimentan de Ios
carpoforos y dispersan las esporas. Tuber melanosporum emite un fuerte olor caracteristico y este puede ser
detectado incluso por humanes, sin embargo para localizar a ubicacion exacta de cuerpos frtales en una trfera es
necesario la asistencia de cerdos o penos adiestrados para la recoleccion. Otro mélode sorprendente, es la
busqueda de trufas mediante la mosca Helomyza tuberifora, la cual pone sus huevos en trufas maduras. La
presencia de estas moscas sobre el suelo evidencia la presencia de trufas. Este sistema liene adeptos en Francia,
més en aficionados que profesionales, ya que no es un sistema efectivo.

También hay que citar el uso de sensores electronicos de aromas, se trata de aparatos ain en fase experimental
basados en analisis de gases, la funcionalidad no estd plenamente comprobada y su precio es muy alto. Por e
momento este sistema no parece recomendable.

La busqueda de trufas con peiros es la practica mas conveniente, asi como la mas adecuada en todos los sentidos y
|a tnica legalmente permitida. El perro puede ser de cualquier raza, Al igual que en la caza autémtica, el perro debe ir
retenido por las drdenes del amo, no debe alejarse excesivamente y debe repasar cada uno de los sectores de 12
trufera cuando se {e indique. Cuando el perro encuentra una trufa se detiena, olfatea el suelo, lo rasca un poco con
las patas delanteras y espera moviendo |2 cola, que se acerque el amo solicitando una recompensa (algo de comer).
El trufero, con una especie de pufial especial, cuidadosamente desentierra la trufa deja oler al perro y se le
recompensa adecuadamente. Una vez extraida las trufa se vuelve & tapar el hoyo o pozo, siendo préctica normal
enterrar hojas o poner una piedra encima, sin compactar excesivamente. Hay truferos que preparan su propio
"tompost” para incorporario en los hoyos de recoleccion (Hall el al., 2001; Reyna, 2000, 2002).

LW

Fig. 4. Cosecha de trufas yuda de perro adiestrado, Castellén, Espafia.
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La forma de adiestrar al permo no tiene mucha complicacion, es preferible entrenarlos desde jovenes y especialmente
para la bisqueda de trufas. En Eurcpa se utilizan bastante perros pastores especialmente entrenados, aunque este
puede ser de cualquier raza y tanto hembras como machos.

PRODUCCION Y MERCADO DE LA TRUFA
Aspectos de produccion

Las producciones de trufa, en la actualidad tienen en Europa dos origenes bien diferenciades. Por una parte las que
proceden de areas productoras silvestres y por otra las plantaciones artificiales, [as que vienen realizandose desde
hace unos 25 afios con planta micorrizada, Las cuales hoy en dla estan en plena praduccion.

En Eurcpa es muy dificil evaluar la producciéin total, ya que existen pocos datos y registros fiables, ademas un cierto
secrefismo suele rodear al sector. Por ejemplo, estimaciones de la produccion espatiola dicen que estaria
comprendida antre los 7.000 y 126.000 Kg anuales con una media de 40.240 Kg, donde casi el 0% de la produccion
5e exporta a Francia (Reyna, 2000).

Las planlaciones europeas, en general no comienzan a preducir antes de 8-10 afios. Los datos referentes a
producciones por hectarea son muy variables. Existen plantaciones con riege, con producciones regulares y
constantes préximas a 100 kg/ha‘afio y por el conlrario otras que apenas superan los 10 kg/fha. En plantaciones sin
riego |a vanabilidad a(n es mayor, donde en los mejores afios pueden superarse los 120 kgfha y los peores no llegan
a 2kg/ha. En general los datos de produccidn media mas utilizados se sitiian entre los 30 y 50 kg/ha/ano.

En plantaciones con niego, desde el punto de vista financiero, ef limite de la rentabilidad economica {para Espafia)
estaria en los 15 kg/ha a partir del aflo 12 de la plantacion. Se debe insistir que no hay absoluta seguridad en la
produccién, hay plantaciones que no producen nada, o practicamente nada {Los fracasos en las plantaciones habria
que analizarles uno por uno, ademas muchas veces se han realizado frabajos poco ¢oherentes). De cualquier forma
si se utiliza planta micomizada de calidad, terreno y climas adecuados y cuidados culturales bien dirigidos, la
produccidn se podria asegurar para méas de un 95% de los casos (Reyna, 2000).

. ™ e = e A

Fig. 5. Plantacién trufera en Navarra, Espaﬁa. |

Aunque en Europa se han desarmollado las técnicas para el cultivo artificial, la produccion silvestre ha caido
drasticamente en los ltimos 100 afos, disminuyendo desde 1000 ton. al comienzo del siglo XX 2 alrededor de 100
ton. hoy en dia, por lo cual la demanda de este preducto ha aumentado considerablemente.
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Se sefala para Francia una produccion de tan solo 10 Ton. En 1992. Los motivos de este declive se atribuyen a la
modificacion del medio rural, la expansion de los bosques y los ataques de plagas durante la Primera y Segunda
Guerra Mundial. Este descenso en {a produccion Francesa se produce a pesar de que las plantaciones con planta
micorrizada comienzan bastante antes que en Espafia, pero tampoco parece que, por el momento, han podido
compensar los descensos de la produccion natural (Reyna, 2000).

Aspectos Comerciales
Producto

Una desafortunada tendencia en la industria internacional de la trufa es el aumento de la sustitucion de Tuber
mefanosporum con trufas de menor calidad tal como: T.brumale, T.uncinatum, T.indicum, T.sinense y Tuber
himalayense. La diferencia de precio, la cual esta en funcion de ias cualidades organolépticas y el suministro son las
fuerzas que motivan este aspecto indeseable de la industria.

Un ejemplo de esto es el mercado de trufas de origen Asiatico (T.indicum, T.sinense y Tuber himafayense). Estas
trufas procedentes principalmente desde China tienen muy poco valor culinario y por ende un precio mucho méas
bajo. El problema radica en que estas trufas estan siendo utilizadas por algunos comercializadores y compafiias
procesadoras obteniendo cuantiosas ganancias financieras ya que éstas son muy dificiles de diferenciar
morfolégicamente de T. mefanosporum. Por efemplo, en productos tales como el foie gras, procesadores de
alimentos para gourmet usan estas trufas chinas en trozos o enteras y le adhieren esencias sintéticas de trufa negra
como aromatizante. Un etiquetado engafoso hace pasar estos productos como productos de Tuber melfanosporum
con valor agregado los cuales logran muy altos precios. También sucede lo mismo con productos en conserva, en
los cuales se usan también las trufas chinas y estas son aromatizadas con productos sintéficos o con licor preparado
con Tuber mefanosporum. En el mercado de producto fresco, una trufa {T.melanosporum) es usada para imbuir 1 Kg
de trufa china con su aroma caracteristico, el cual es perdido inmediatamente después del proceso de coccion.
{Stahle y Ward. 1996).

Existen diferentes productos de Tuber mefanosporum, uno de estos es la trufa negra entera y en fresco, la cual se
vende embalada de diferentes formas segiin la dislancia de envio y el cliente/mercado quién recibe el producto.
Normalmente se embala dando una apanencia ristica, 1o cual es muy considerado. Para esto se usan paja y
canastos plasticos o en pequefias cajas de madera selladas en plastico. Debido a su fuerte aroma y su alto precio
las trufas son mayormente usadas coma condimentos por los chefs y gourmets en trozos muy finos. Cualquier plato
condimentado con trufa como minimo dobla el precio de un plato normal en Europa,

Otros productos son las trufas en conserva las cuales son usadas principalmente en el mercado fuera de temporada
en Europa (Marze a Diciembre), donde el producto fresco no esta disponible. La venta y consumo fuera de estacién,
de trufas en conserva constituye alrededor del 60% del volumen de mercado de trufas consumidas. (Reyna, 2000).
También existen otros productos derivados de trufas, tal como el foie gras, terrines, aceites, pastas y salsas, donde
T.melanosporum es utilizado como aromatizante y condimento. Todos estos productos derivados y en conserva
alcanzan alin mayores precios, en comparacion al producto fresco.

Demanda

La demanda por T. mefanosporum y otras trufas ha aumentado considerablemente desde la Ultima parte de! siglo
XX. La combinacion entre el aumento de la demanda y la caida de la produccion ha provocade que se mantengan
altos precios para este producto. Es interesante apuntar que en afios de real escasez el precio promedio no aumenta
necesariamente. Esto se debe principalmente a las condiciones subdptimas lo que resulta en una baja calidad de
trufas.
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Debido a que casi el total de la produccion mundial proviene de Francia, Espana e ltalia, el total producido per estos
paises puede ser usado para estimar el tamafio del mercado mundial. Sin embarge es muy dificil estimar la demanda
debido a |a falta de infermacién fidedigna y la poca transparencia de los mercados principalmente en Espafia e Italia,
ademas existe un gran secretismo en el sectar.

La produccion mundial de trufas es una cifra desconocida y los valores que se entregan deben tomarse con cautelg,
se calcula que Francia produce alrededor de 150 Ton/ario, ltalia 100 y en Espafia las cifras oscilan entre 50 y 90
Tonfafo. (Vilas, 1999).

La produccion de trufa silvestre se reduce cada afio por causas mencionadas anteriormente, por lo cual se
necesitaran producciones para abastecer el mercado, que solo podran venir de las plantacicnes, por ello a diferencia
de otros sectores, el futuro pasa por producir mas, pues el mercado absorberia mayores producciones sin ningln
problema, manteniendo precios altos, de hecho Francia podria absorber mayores cantidades de trufa, sin tener en
cuenta que existen potenciales mercados de alto poder adguisitive como U.S.A, v Japdn,

Precios
Desde afio a afie, los precios pagados a truficultores varian debido a la disponibilidad y calidad de las trufas. Por

ejemplo en Espafia, Los precios aproximados del kilogramo de trufa fresca en los (ltimos afios han sido los
siguientes:

Aiios 70: 6-30 US$/kg
Afios 80 30-129 USS/kg
Afios 90-95: 162 US$kg
Campafia 95-96: 189 US$/kg
Campafia 96-97: 54-162 USS/kg
Campania 97-98: 43 y 162 US$/kg
Camparia 98-99: 162-460 US$/kg

Campaiia 99-2000: 500 USS/Kg

Por oftro lado en Francia, los precios que alcanza el producto suele estar a! menos un 50% mas que en Espafia,
donde Ia termporada 2001-2002 los precios pagados a truficultores han alcanzado los US$600 a US$700 /kg.

Una oferta de trufa fresca fuera de temporada desde el hemisferio sur debiera lograr en Europa un precio supericr a
500 US$/Kg, dependiendo de la disponibilidad y calidad. La produccion de trufa fresca contra temporada competiria
por precios directamente con la trufa en conserva usada en Europa, sin embargo la calidad es muy superior,

Comercializacion

Tradicionalmente, a distribucién de trufas fué iniciada por truficultores, quienes entregaban en mercados claves tales
como Lalbengue, Carpentras, Richerenches, Valréas y Aups en Francia. En estos mercados, agenies, Propietarios
de Restaurants, Distribuidores y Gourmets compran directamente a los vendedores siendo las transacciones con
pago en efectivo. El producto fresca es presentado en canastos, no permitiéndose |a manipulacion de las trufas y el
comprador solo puede ver la apariencia y oler el aroma de! producto.

Por otra parle en otros paises fuera de Europa, donde no existen mercados fradicionales, las trufas importadas o las
pequefias cantidades cultivadas localmente (Ej: Estados Unidos, Nueva Zelanda y Australia) son normalmente
manejadas por Empresas de alimentos para gourmets.
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A nivel internacional el comercio de trufas esti controlado casi totalmente por Francia, absorbiendo practicamente
toda fa produccién espaficla y parte de la italiana.

En Espafia el sector trufero estd en pleno auge, debido en parte a que es uno de los mayores productores
mundiales. El comercio se realiza entre buscadores e intermediarios que compran para exportadores, aunque estos
Gltimos también compran directamente a los buscadores. En ltalia también ocurre algo parecido, ya que la
exportacion esta totalmente controlada por muy pocas empresas, incluso la importacion en ltalia, se puede decir que
esta controlada por una sola empresa, como es Urbani Tartufi (Hall et. Al, 2001)

La mayor parte de la comercializacion en Espafia es realizada en su totalidad por nueve empresas siendo las
comunidades de Valencia y Cataluiia las que méas volumen de comercializacion registran (Reyna, 2002).

Posibles barreras comerciales

Segln Pebeyre, 2001, existe alto interés en una posible produccién de trufa negra en Chile, ya que pedria
generarse una oferta interesante de! producto contra temporada en Francia, lo cual es visto como complementario a
Su mercado.

De hecho en Australia, la empresa Perigord Truffles of Tasmania (PTT), desde 1996 ha emprendido una extensiva
investigacion sobre el potencial para comercializar trufas fuera de temporada en Europa. Como resultado de sus
contactos y discusiones con mayoristas y detallistas en Francia e Inglaterra, el concepto de una produccién en el
hemisferio sur, resulta de gran interés en todos 10s niveles del negocio. Con la continua disminucion de la produccion
natural de trufas en Europa, La entrada de Tasmania al mercado en los proximos afios es vista como
complementaria a la industria Francesa y no en forma competitiva a su mercado (Cooper, P. 2001).

Por otra parte los mercados asialicos son de gran interés para comercializar este producto, pudiendo consumir toda
una posible produccién de Chile. De hecho, de acuerdo a cifras de un informe de JETRO, 2000 {Japan External
Trade Organization) la importacion de trufa frescaen Japén en las temporadas de praduccion del hemisferio norte se
ha ido incrementando afio a afio, variando alrededor de 5 Ton en 1994 a 10 Ton en 1998 en el mercado mayorista.
Ademas, existe un enorme oportunidad para exportar trufa en fresco a Japon contra temporada, ya que el suministro
en los meses de verano se basa en productos de trufa en conserva de inferior calidad gastronémica y en pequefias
cantidades, las cuales logran precios muy altos.

En cuanto a aranceles de importacin en Japon, para fas trufas (Codigo arancelario HS 070952) se aplica una tasa
general de 5% y un 3,3% de acuerdo a reglas de la Organizacién Mundial de Comercio (OMC) (JETRO, 2000). Sin
embargo, nuestro pais pertenece ala APEC, por lo cudl prontamente deben concretarse acuerdos que favorezcan
nuestras exporiaciones a Japén, incluyendo beneficios arancelarios.

Los principales requisitos para el ingreso de trufas a Japén son de {ipo sanitario. Las importaciones de hongos
frescos en general son controladas bajo la Ley de Proteccién de Plantas, Ley de Sanidad de Alimentos, Ley de
Estandarizacion y Efiquetado de Productos Agricolas y Forestales (Ley JAS) y Ley de Asuntos Farmacéuticos,
dependiendo del uso y tipo de hongo.

Las trufas no se producen en Japdn, ellas son importadas principalmente de China, Francia e ltalia en las
temporadas de produccion del hemisferio norte. En el caso de la trufa negra (Tuber melanosporum, Vitt.) el producto
fresco es transado sclamente en los meses de invierne del hemisferio norte, no habiendo suministro en los meses de
verano.

Otro mercado de gran interés para este producto (Cédigo HTS 070952) es el Norteamericano, sin embarge sus
importaciones son bajas en relacion al consumo intemo de Francia, Pais que absorbe practicamente toda la
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produccidén mundial. Esto nos da una idea del gran potencial que tiene la exportacion de trufas contra temporada a
Europa, Japén y USA, es decir en los meses de verano del hemisferio norte, cuando no se dispone del producto en
fresco. Por esta razon dificimente podran presentarse barreras de tipo arancelarias o para-arancelarias, ya que una
posible oferta del producto en fresco desde Chile seria complementania a sus mercados tradicionales.

En cuanto a las regulaciones del mercado Norteamericano, son at igual que Japén y Europa de tipo sanitarias, sin
embargo son barreras normales, las cuales se aplican en general a las imporiaciones de hongos comestibles. En
USA, las regulaciones para las importaciones de hongos son normadas por la FDA {(U.S. Food and Drugs
Administration), las cuales son similares a las aplicadas en Japdn. Los aranceles, para el caso de U.S.A,, segln
informe de US International Trade Commissicn, 2001; el Programa Armonizado de Tarifas (HTS), para el caso de
trufas en fresco (Codigo HTS 070852), no aplica tasas arancelarias al producto, lo cual es muy ventajoso.

Segln Reyna, 2002; en Europa no existen barreras de entrada al producto, salvo que especificamente se prohiba su
entrada, lo cual no es el caso para las trufas. Solamente existen barreras de tipo sanitarias, aplicables en general a
los hongos comestibles. Actualmente, Sélo Nueva Zelanda y Australia estan produciendo trufas provenientes de
plantaciones en el hemisferio sur, por fanto se vislumbra un mercado interesante para exportar contra temporada al
hemisferio norte, principalmente Francia, USA y Japén.

Nuestro pais podria competir directamente con Nueva Zelanda y Australia, donde su produccion esta recién
comenzando. Sin embargo su oferla es pequefia como para ser una amenaza, ademas la demanda actual y
proyectada en los mercados del hemisferio norte va en constante aumento debido a la drastica caida que ha tenido
la produccion natural en Europa, 1a cual se ha visto agravada por problemas de contaminacion ambiental y
degradacion de las truferas naturales.

Cabe destacar que la ubicacién geografica de Chile, se presenta como una ventaja comercial al permitir ofrecer el
producto en fresco, durante el periodo contra-temporada de Europa, ya que la época de cosecha es exclusivamente
durante olofiofinvierno, por esta razon, una oferta desde Chile podria lograr precios entre 400 y 900 US$/Kg,
dependiendo de |a disponibilidad y calidad (Reyna, 2002).
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CONCLUSIONES

Se puede concluir que existe una excelente oportunidad para establecer y desarrallar et cuitivo de trufa negra como
una alternativa productiva y de negocio para el sector silvoagropecuario en Chile. Los puntos claves son los
siguientes:

Consideraciones técnicas:

« Chile presenta una gran diversidad edafoclimatica, lo cual podria asegurar en gran medida, que las
condiciones de suelo y clima adecuados para la trufa, pueden ser encontradas en la zona centro-sur del
pais, especialmente donde la precipitacién natural puede ser complementada mediante irrigacion.

= Chile presenta una flora (nica con solo unas pocas especies formando ectomicorrizas, principalmente
especies del genero Nothofagus y algunas otras especies nativas. La expansién de plantaciones
industriales como el ping radiata y eucaliptus, podria aumentar la incidencia de hongos ectomicorricicos, los
cuales pueden competir con nuevas especies introducidas, pero ain hay muchas areas donde la flora
fingica es escasa o nula, principalmente en suelos utilizados por la agricultura tradicional.

e Existe una buena oportunidad para desarrollar el cultivo y produccion de trufa negra en Chile, basado en la
tecnologia disponible, su adopcion en nuestro pais y el desarrollo de esquemas de control que aseguren la
calidad de la produccion,

e El establecimiento y desarrollo de la truficultura en Chile debiera ser capaz de evitar la contaminacion y
substitucion de Tuber melanosporum por especies sin interés comercial, mediante acciones preventivas y
controles estrictes del proceso productivo.

Consideraciones econdmicas:

e Producir trufa negra en Chile, otorga una excelente oportunidad de negocio para el sector
silvoagropecuario, especialmente para la reconversion de la agricultura tradicional, donde ésta ya no
presenta una adecuada rentabilidad.

e Existe en Chile la oportunidad de producir Tuber mefanosporum fresco, contra temporada, donde el
producto estaria disponible aproximademente desde junio a agosto. Una produccion en Chile no
afectaria el fradicional y bien establecido mercado de |a trufa fresca en el hemisferio Norte, el cual
normalmente funciona desde diciembre a marzo.

» Existe un casi ilimitado potencial de mercado para una oferta de trufa fresca desde Chile, como un
substituto vastamente superior a las trufas en conserva usadas en Europa, Asia y USA, las cuales
logran precios muy altos.

= Para proteger sus intereses, los mercados europeos de trufa en conserva podrian poner resistencia al
ingreso de trufa fresca desde Chile. Incluso si tales barreras fueran exitosas, 10 mercados asfaticos
podrian consumir toda una posible produccion desde Chile.
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» Nuestro pais pedria competir directamente con Nueva Zelanda y Australia, donde su produccion esta
comenzando ahora. Sin embargo su oferta es pequefia como para ser una amenaza, ademas la
demanda actual y proyectada en los mercados del hemisferio norte va en constante aumento debido a
la drastica caida que ha tenido la produccion natural en Europa.

o El tiempo requerido para establecer la produccion comercial de trufa en Chile y las distintas
rentabilidades que se pueden lograr, indican |a necesidad de establecer un sistema productivo en tres
etapas separadas, con tres separados y posiblemente interdependientes grupos de beneficiarios:
inoculacién, cultivo en campo y comercializacion.

e Laetapa de inoculacion y establecimiento, la cual es la menos rentable pero a la vez la mas critica
etapa, para una produccién comercial en Chile, requiere de apoyo del gobiemo e instrumentos de
financiamiento, que faciliten la incorporacion al sistema productivo nacional.

» Para proteger la integridad de una industria y asegurar la produccion de trufa con calidad certificada,
sera critico disponer de un proceso de inoculacién capaz de garantizar la calidad de los arboles que se
distribuyan a los agricultores junto con la informacidn necesaria y una adecuada asistencia técnica. De
otra forma un producto de inadecuada calidad podria ser antiecondmico para los agricultores.
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INFORME ANEXO /.3

ANALISIS DE LA INFLUENCIA DEL PH, COMPETENCIA DE OTROS HONGOS Y
ENMIENDAS PARA EL ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO DE Tuber
melanosporum EN CHILE.

SITUACION EN EUROPA

Las experiencias desamolladas en Europa en plantaciones artificiales de trufa negra,
desde los afios 70 hasta hoy en dia, muestran resultados muy variables en la produccién.

La mayoria de las plantaciones se establecen alrededor de éreas productoras de trufa
natural para tratar de ajustarse al maximo a las condiciones de suelo y clima que
favorecen el desarmrollo del hongo.

Los suelos donde se desarrolla la trufa negra de forma natural en Europa, son calcarecs
de 10-40 cm de profundidad del tipo rendzina, calcosoles y calcisoles. El pH de estos
suelos varia dentro de los rangos 7.5 a 8.5. (Reyna, 2002).

Hasta la fecha, en Europa la truficultura como tal ha sido planteada para las zonas donde
se produce trufa en forma natural. No existen experiencias en suelos acidos, a diferencia
de las plantaciones establecidas fuera de Europa.

El pH del suelo es considerado uno de los factores mas importantes de cara al desarrollo
y fructificacion de Tuber melanosporum en plantaciones artificiales. El problema en
Europa radica en que las plantaciones se establecen en suelos naturalmente calcareos
con pH dentro de rangos 7.5 a 8.0, los cuales son adecuados para la trufa negra. Sin
embargo, la gran diversidad de hongos de ectomicomiza adaptados a este tipo de suelos
produce problemas serios de competencia, lo que afecta negativamente el desarrollo y
fructificacién de Tuber melanosporumen Europa.

El problema es mas grave, ya que las principales especies de hongos de ectomicorriza
que compiten con la trufa negra en los suelos europeos pertenecen al mismo género
{Tuber sp.) y dentro de estas especies competidoras, existen varias que son francamente
calcicolas, adaptadas a rangos de pH entre 7.5y 8.5. y ademas son capaces de infectar
naturalmente las mismas especies huésped. Ej. Tuber brumale, Tuber aestivum, Tuber
maculatum, Tuber rufum, Tuber dryophilum, etc. (Reyna, 2002).

La competencia de otros hongos de ectomicorriza con Tuber melanosporum en los suelos
de cultivo en Europa es muy agresiva {es una verdadera guerra bajo el suelo),
provocando muchas veces en campo, el desplazamiento de [a asociacién simbidtica
producida artificialmente en invemadero.

Segin opinicnes de expertos en Europa, la competencia de otros hongos de
ectomicorriza, principalmente del género Tuber, es el principal factor que impide mayores
avarices en la expenmentacién con plantaciones truferas arificiales en los suelos de
cultivo europeos, que en su mayoria son calcareos (Hall, 1. 2001).
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS FUERA DE EUROFPA

Segun el experto lan Hall (2002), quién ha desamollado la tecnologia para cultivar la trufa

en Nueva Zelanda, de las 8 plantaciones comerciales que estan produciendo actualmente
fuera de Europa (Nueva Zelanda, USA y Tasmania), 7 se encuentran sobre suelos con pH

natural acido a neutro (5,9 a 7.0) que han sido enmendados con cal para subir el pH.

Segln Lefevre (2002), en USA existen s6lo 2 plantaciones comerciales que producen
trufa y ambas han sido establecidas sobre suelos naturalmente acidos que han sido
enmendados con cal. Dos grandes plantaciones establecidas sobre suelos calcarecs en
Estados Unidos han fallado debido a la competencia de otros hongos de ectomicorriza.

Los buenos resultados obtenidos a la fecha en plantaciones en el hemisferio sur y en
USA, sobre suelos acidos, indican que la competencia de hongos de ectomicorriza que
habitan en estos suelos se ve minimizada al ser enmendados con cal, lo que ha
favorecido el desarrollo y fructificacién de Tuber melanosporum, Vitt.

PERSPECTIVAS PARA CHILE

Nuestro pais presenta una flora (nica, con sélo algunas especies que forman
ectomicorrizas, principalmente especies del género Nothofagus y algunas otras especies
nativas en suelos acidos. La expansion de plantaciones industriales como el pino radiata y
eucaliptus, podria aumentar la incidencia de hongos ectomicorricicos, los cuales pueden
competir con nuevas especies introducidas, pero aun hay muchas areas donde la flora
fungica es escasa o nula, principalmente en los suelos utilizados por la agricultura
tradicional donde los hongos encontrados, debieran tener poca capacidad para competir
con la trufa al realizar enmiendas con cal y subir el pH.

En opinidn de Lefevre (2002), de acuerdo a las experiencias en USA, mejores resultados
se obtendran en Chile sobre suelos acidos enmendados con cal y ademas se obtendra
mayor éxito, usando en las plantaciones, especies huéspedes introducidas, ya que la
mayoria de los hongos nativos tendran poca capacidad para formar ectomicorrizas con
especies del hemisferio norte como Quercus ilex, Quercus robur y avellano europeo
{Corylus avelfana).

Segun nuestro punto de vista y las opiniones de expertos pensamos que en el proyecto
debiéramos seleccionar sitios con pH de 6.0 hasta 6.7, los cuales ademas, podemos
encontrar en las zonas climaticamente mas adecuadas para la trufa en nuestra
regién. Aunque existen también en estis zonas, pH bajo 5.9, estos debiéramos
descartarlos por los problemas que se pudieran generar en cuanto a fijacion de la cal en
el suelo.

En opinién de Reyna (2002), en plan practico para el proyecto debiéramos enmendar los
suelos aplicando cal fina para subir el pH y luego aplicaciones de cal con una
granulometria mas gruesa (Arena y gravilla caliza).
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Como conclusién, creemos que seria adecuado plantar truferas en este tipo de suelos ya
que al subir el pH mediante enmiendas y mantener condiciones adecuadas para la trufa
podriamos limitar la competencia con otros hongos de ectomicormriza, ya sea nativos como
introducidos en forma accidental, favoreciendo el desarrollo y posterior fructificacion de
Tuber melanosporum, en plantaciones artificiales establecidas en suelos agricolas en
Chile.
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INFORME ANEXO A.4.
RESCRIPCION Y ANALISIS DE RESULTADOS DE GIRA TECNICA A ESPANA

SEGUNDA PARTE

22 SE CONOCIERON EXPERIENCIAS DE CAMPO Y PRINCIPALES ASPECTOS DE
PRODUCCION EN PLANTACIONES TRUFERAS ESPANOLAS.

Foto 1. Plantacion de Quercus fiex con 4 aflos de edad, ain sin produccidn (El Toro, Castelién)

Ei aprovechamiento de bosques naturales para la produccidon de frufa negra ha side
tradicionalmente una fuente Importante de ingresos en el seclor rural de los principales paises
productores, como ltalia, Francia y Espaiia. Sin embargo, la desapariciéon paulatina de las
truferas nalurales y la creciente demanda del mercado hacia este producto han estimulade la
creacion de plantaciones artificiales, sobre todo a raiz de |a politica de la PAC { Politica Agraria
Comunitara ) que establecié subvendones importantes para las actividades de reforestacidn.

Tanto en Halia como en Francia, paises con una gran tradicién y cultura en torno a la trufa, la
truficuliura propiamente tal no se consolidd hasta las décadas de los 70-80, momento en el que
se consiguid la produccidn de planta micorrizada a gran escala. En Espafia la instalacidn de
truferas arificiales no se empezrd a contemplar hasta hace 10-15 aflos, con excepcién de la
plartacién de AROTZ-CATESA en Villaciervos (Soria), con una extensién de aproximadamente
700 ha., la cual actualimente liene una edad de 30 afos y se mantiene en plena produccian.

PLANTACIOMES TRUFERAS EN ESPANA

En Espafia las plantaciones truferas comenzaron a realizarse después que en Francia e {talia.
Actualmente en Espafla las tasas de plantacidn han aumentado considerablemante, por
ejemplo para 1999 se estimabha una superficie plantada de alrededor de 1300 ha en Espafia.

Actuglmenta, la zona espaflols con mayor superficie plantada y con marcade liderazge en el
seclor corresponde a la zona de contaclo enire Castelldn y Teruel (El Tore, Barracas, Sarridn,
Mora, Morella, etc.). Solo en Teruel existen hoy en dia mas de 700 ha. plantadas. Ademas en
esta zona se concentra el mayor nimero de viveristas que producen planta micomizada y el
mercade trufero méas importanta de Espafa.
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Foto 2. Plantacién trufera de 29 afios de edad en plena produccién {El Toro, castellon)

En general en Espafia la principal especie huésped, usada para plantaciones truferas es la
encina {Quercus ilex spp. ballota). Su eleccidon reside principalmente por ser la principal
especie productora en bosques naturales, ademas es una especie muy adaptada a las
condiciones agroecol6gicas de la peninsula ibérica. A diferencia c&& Francia donde [a principal
especie trufera es el roble francés (Quercus pubescens) y el avellano europeo (Corylus
avelfiana),

En general en las plantaciones europeas hechas con plantas micomizadas, la produccion no
suele comenzar antes de los 610 afios. Los datos referentes a producciories por heclarea son
muy variables y desgraciadamente no se puede asegurar 100% los resultados como sucede en
los cultivos tradicionales.

En Espafia, existen plantaciones con riego, con producciones regulares y constantes préximas
a 100 kg/halafio y por el contrario otras que apenas superan los 10 kg/ha. En plantaciones sin
riego la variabilidad es mayor, donde en los mejores afios se superan los 120 kg/ha y los
peores no llegan a 2kg/ha. En general los datos de produccion media mas utilizados se sitdan
entre los 20 y 50 kg/ha/afic.

Unc de los problemas de las plantaciones espafolas es la disponibilidad de agua para riego,
por tal razon las plantaciones se establecen generalmente sin instalaciones de riego y quedan
dependiendo de las condiciones climaticas imperantes de cada zona. Esta es una de las
principales causas de las grandes variaciones anuales de la produccidn en plantaciories
espafiolas.

En general las plantaciones se establecen alrededor de areas productoras de trufa natural para
ajustarse al maximo a las condiciones que favorecen el desarrollo del horigo.

Las principales limitaciones para implementar sistemas de riege en las truferas son la escasez
de cursos naturales de agua en estas areas, con un clima seco, y por otra parte la
implementacion de pozos profundos y estanques de acumulacién se hace muy caro para un
agricultor normal.Para plantaciones con riego en Espafia, desde el punto de vista financiero, el
limite de rentabilidad econémica estaria en los 15 kg/ha a partir del afo 12 de la plantacion.
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A modo de ejemplo, la empresa AROTZ-CATESA en Villaciervos (Soria), ha implementado
instalaciones de riego en sus plantaciones truferas para regar una superficie de 200 ha. Para
esto ha debido construir un pozo para extraer agua subterranea a una profundidad de 150 m.

Foto 3. Estanque de acumulacién de agua para riego (Arotz-Catesa, Soria)

Segun el gerente de operaciones de la empresa Arotz-Catesa, existe en total una supericie
plantada de alrededor de 700 ha., de las cudles sdlo las que poseen riego presentan
producciones de trufa regularmente (200 ha.), promediando la produccion anual en alrededor
de 40 Kg de trufa por hectarea.

Esta plantacion es actualmente la mas grande del mundo y sus operaciones al parecer
seguirdn expandiéndose.

Foto 4. Equipos utilizados para riego (Arotz-Catesa, Soria)
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Foto 4. Plantaciones truferas de encina de la empresa AROTZ-CATESA (Soria)

Otfro aspecto de interés en Espafia para el establecimiento de plantaciones truferas es la
eleccién del marco de plantacion y densidad de plantacion. Esta decision tiene una gran
influencia en los resullados en las plantaciones espafolas, variando segdn la especie utilizada
como huésped y las condiciones agroclimaticas. En relacidén a los resultados obtenidos hasta
hoy en Espafa, se recomiendan los siguientes marcos de plantacion;

Marcos de plantacion sugeridos sepun especies’y tipo de cultivo
) BIERO e Con'ncgo
Especie 13 .|| :Marcosm
my/plant; S T
Focina Dol |65 oo T T3%5, 36 65
| 7x3 |
Avellano 0la330 XS TiT200m2syc [ 4x5 Sx5
Roble vy oxSNoXey ! 301ai507 | 16x5.6x6.6X7 Tx7
quejigo G BT -

Al igual que en la mayoria de las plantaciones comerciales en Europa, en Espaia las cosechas
de trufas se llevan a cabo con la asistencia de pemos especialmente adiestrados para
detectarlas ya que estas fructifican bajo la superficie del suelo (hongo hipégeo) y son ubicadas
gracias al fuerte aroma que emiten cuando estan maduras.
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Foto 5. Cosecha de trufas con la ayuda de un perro adiestrado (Ei Toro, Castellon)

Hasta hoy en dia, la utilizacién de perros truferos, es la forma mas conveniente para detectar y
recolectar las trufas. La forma de adiestrar al perro no tiene ninguna complicacion, es preferible

entrenarios desde jovenes y especialmente para la biisqueda de trufas.

En Europa se utilizan bastante perros pastores especialmente enirenados, aunque este puede
ser de cualquier raza y tanto hembras como machos. Se considera que el rendimiento

promedio de un perro s para trabajar en 2 ha. durante la campafia de produccién,

\m’ 4.} !

estrados (Navarra)

Foto 6. Detalle de cosecha de trufas con ayuda de perros pastores adi

Actualmente en Francia se estan desarrollando sensores electronicos de aromas, se trata de
aparatos aln en fase experimental basados en analisis de gases, la funcionalidad no esta
plenamente comprobada y su precio €s muy aito. Por el momento este sistema no parece

recomendable.
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La productividad en plantaciones truferas tanto en Espafia como en Francia e [talia son muy
variables y los resultados no son asegurables en un 100%. Las experiencias muestran que
plantas de la misma calidad en cuanto a su nivel de micorrizacion, establecidas en distintos
ambientes y cultivadas en distinta forma arrojan resultados diametralmente opuestos.

En general, en espafia los mejores resullados de produccion en plantaciones se estan
obteniendo con planta micorrizada de Quercus flex, producida por viveros ubicados en las
mismas zonas donde se establecen las parcelas.

Por otro lado, las técnicas de cultivo que se utilizan en general en Espafa, se aplican
igualmente para distintas condiciones agroclimaticas locales, lo que al parecer es uno de los
factores que afecta negativamente los resultados en las plantaciones.

Como ejemplo, dentro de las experiencias visitadas en Sona, una plantacién trufera donde se
utilizé en parte planta micorrizada de avellano europeo y encina procedentes de viveros
franceses (Foto 7), actualmente estos arboles no presentan produccién de trufas, sin embargo
los arboles micorrizados de encina procedentes de viveros de la zona estan en plena
produccién de trufas.

. o | . i = .
* ha [ ot -

Foto 7. Plantacién ixta avellano, encina ¥ quejigo {(Valdegefia, Soria)

Una de las experiencias interesantes visitadas en Espafia fue al Servicio de Investigacion
Agroalimentaria en Zaragoza, donde se trabaja en una plantacién experimental que se ha
establecido en un suelo que no cumple cabalmente las condiciones para el cultivo, ademas se
encuentra en una zona fuera de las areas de produccion natural en Espafa.
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Hoy en dia estas plantaciones tienen una edad de 6 afos y ain estan sin producir, sin embargo
los resultados de seguimiento de los niveles de micorrizacién en los arboles indican que estaria
pronta a producir.

De acuerdo a informacion proporcionada por el Dr. Carlos Palazén, quién dirige este proyecto,
actualmente los mejores resultados se estan obteniendo con Quercus ilex, especie que
mantiene un alto grado de micorrizas de Tuber melanosporum en campo, a diferencia de
avellano europeo Corylus avellana), especie que presenta un alto grado de contaminacién con
otras especies de Tuber, principalmente Tuber brumale, que al parecer ha desplazado a Tuber
melanosponim en campo.

En este centro actualmente se estan llevande a cabo ensayos de enmiendas con cal para
favorecer la produccion de trufas, ademéas se experimenta con riego y diferentes técnicas de
cultivo.
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A diferencia de ofras experiencias desarrolladas en Espafa, los trabajos desarrollados en este
centro, tienden a intensificar el cultivo, mediante el uso {écnicas agrondémicas (Riego,
enmiendas, laboreos, podas, etc.). Los resultados actuales en los niveles de micorrizacion,
indican que los tratamientos aplicados favorecen la consolidacion de la simbiosis, ademas la
formacién de quemados alrededor de los Arboles son un claro indicador de una pronta
produccién, probablemente el préximo afio.

Durante la gira realizada se visitaron también experiencias de plantaciones en Navarra, zona
que también produce trufa en forma natural.

Las condiciones climaticas de MNavarra, son diferentes a las encontradas en las zonas
productoras de mas al sur de Espafia. Navarra es una zona productora de trufas que presenta
una mayor influencia atlantica en Espafia, junto a algunas areas del pais Vasco (clima
templado oceanico, con termotipo colino y ombrotipo subhimedo). Las caracteristicas
climaticas de estas zonas se acercan mas a las encontradas en Francia.



Z1IR FUNDACION PARA LA INNOVACION AGRARIA
V MINISTERIC DE AGRICULTURA
Proyecto CO1-1-A-85

Las plantaciones truferas en Navarra son parte de un proyecto piloto formado en conjunto por
una cooperativa de agricultores, El Instituto Técnico de Gestidn Agricola (ITGA) y el
Departamento de Botanica de la Universidad de Navarra.

En estas experiencias, los mejores resultados se estan obteniendo con la utilizacién en
plantaciones de arboles micorrizados de avellano europeo (Corylus avellana) y encina
(Quercus ilex) a diferencia de otras zonas en Espafia.
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E! seguimiento de las plantaciones truferas en Navarra, es realizado por el equipo técnico de la
Universidad de Navarra y el ITGA, quiénes efectian muestreos y analisis de micorrizas para
conocer la evolucién y comportamiento de los cultivos antes de entrar en produccién.

La aparicién de quemados alrededor de arboles micorrizados con la trufa es un indicador claro
de la entrada en produccién. Los quemados son producidos por un efecto alelopatico producido
por la trufa, lo cual suprime el crecimiento de vegetacion en la zona de exploracién radical de
los arboles infectados con el hongo. Este efecto revela superficialmente la actividad
subterranea del micelio de Tuber melanosporum
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Foto 14. Andlisis de micorrizas en laboratorios de Universidad de Navarra
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El desarrollo de Tuber melaniosporum se produce en un medio sumamente complejo como es
el suelo de cultivo. La ventaja en la asociacién simbidtica producida en invemadero y que da
lugar a la planta micomizada producida en los viveros comerciales radica en la utilizacion de
suelos esterilizados o pasteurizados, donde la competencia por parte de otros microorganismos
es minima y donde, siempre que se mantengan condiciones adecuadas de limpieza y
proteccién, el honge micorricico no tiene ninguna oposicién para acceder a las ralces e
instalarse en ellas en una asociaciéon simbidtica duradera.

En Espafia los viveros especializados en este tipo de producto ofrecen planta de alta calidad,
adecuada para el establecimiento de plantaciones, o mismo en Francia e [talia, donde se han
generado los mayores avances en la tecnologia de inoculacién. Sin embargo el establecimiento
de las plantas en campo y su posterior manejo al parecer no ha logrado en Espafia y en
general en Europa los resultados de produccién esperados con e! hongo de interés.

Un factor muy importante que limita mayores avances en la experimentacién con este cultivo
en Europa, es la competencia de otros hongos de ectomicorriza en los suelos donde se
establecen las plantaciones, principalmente otras especies del género Tuber, las cuales
cohabitan e interacttian entre si en la mayoria de los suelos de cultivo de origen calcareo, que
es donde se establecen las plantaciones arificiales.

Parte de las experiencias visitadas durante la gira muestran resultados muy variables en fas
producciones de trufa en plantaciones, lo cual hoy en dia es atribuido principalimente a la
aplicacion de técnicas similares para diferentes condiciones ecolégicas y de cultivo, sin
considerar las variaciones locales y la eleccidn de las especies simbiontes mas adecuadas.

La diversidad de hongos de ectomicorriza en Europa es bastante amplia y existen diferentes
especies que son francamente calcicolas, las cuales se desarrollan bien en rangos de pH entre
7.5y 8.5, valores muy recurrentes en los suelos de zonas truferas en Espafia, Francia e ltalia.

La competencia de otros hongos de ectomicorriza con Tuber melanosporum en los suelos de
cultivo en Europa es bastante agresiva, provocando muchas veces el desplazamiento de fa
asociacidén simbidtica, cuando no se mantienen las condiciones especificas en las cuales Tuber
mefanosporum es mas competitivo y finalmente logrard fructificar, objetivo que persigue la
truficultura actual.
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INFORME ANExo A . 5

DESCRIPCION Y ANALISIS DE RESULTADOS DE GIRA TECNICA A ESPANA

Proyecto: CO1-1-A-85

Entidad Responsable:
Universidad Catdlica del Maule

Coordinador Proyecio:
Francisco Pérez Mufioz

Lugar (es) donde se desarrollé la Gira (Ciudad _Localidad, Regién)

Valencia, Paterna, Quart de Poblet (Valencia), El Toro, Barracas (Castellén), Viver (Castellon),
Zaragoza (Aragén), Valonsadero (Soria), Villaciervos, Navaleno (soria), Pamplona, Qlite {Navamra)

Fecha de Ejecucidn
16 de Enero del 2002 ai 1 de Febrero del 2002

Coordinador gira

Francisco Pérez M.
Ricardo Ramirez C.
Santiago Reyna D.
Laura Folch C.

Participantes de Chile

Contraparte CEAM

1. ITINERARIO DESARROLLADO

Santiago Reyna Doménech (CEAM)

Dia Lugar Actividades Contacios
establecidos
16 ene Avidn Viaje
T7ene | valencia Tnstalacron en hofel en valencia
18ene Valencia Visita a Fundacién CEAM y reunién de trabajo del proyecto. a) M. Millan
b) Ramon Vallejo
c) Santiago Reyna
d) Laura Folch
T9ene Valencia Visita a Piantacicnes truferas, bosques naturales productores de | €) EISeo Palomar, |
Castellén trufa en Castellén ( El Toro, Barracas), recoleccion de trufas para | f) Jose LuisCarbé,
Valencia internar a Chile, Reunioén con presidente de truficulteres de
Castellén.
Visita a vivero de produccion de planta trufera en Viver {Castellén)
20ene Valencia Diaflibre
ZTene Valencia Visita TCentro Tnvestigacion { SIA. Servicio de Investigacion gj) Carlos Palazon
Zaragoza Agroalimentaria) en Zaragoza, Gobierno de Aragén. Reznién de h) Juan Barriuso
Soria trabajo con e! Dr. Caros Palazdn, visita a plantacion trufera i) Antonio Delgado
experimental, laboratorios y viveros de produccidn de planta trufera
27Zene Sora Visita Ceniro de Invesligacion Foreskl de Valonsadero en Sona. 1} Ana Hernandez
Soria Reunidn con investigadores y directora del Centro Dra. Ana
Hemandez. Visita a trabajos proyecto LIFE y truferas naturales,
cosechas de trufas
Z3ene Sorna Visita operaciones te empresaArclz-Catesa en Viliaciervos KyPedroTarbajo
Villaciervos (plantacién 700 hectdreas), viveros y comercializacién. Reunién con
Pamplona Gerente operaciones D. Pedro Carbajo
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Z4ene Pamplona Reltnidn con equipo de trabajo de trunicultura, Universidad de TTA W de Miguel
Pamplona Navarra (Depto Botdnica) e Instituto Técnico de Gestidn Agricola M Luisa Etayo
Reimundo Saez
Z25ene Famplona Visila a plantaciones truteras en Navarra A. de Miguel
Pamplona R. Saez
Z6ene Pamplona Regreso a valencia
Valencia
27 ene Valencia Lialibre
28ene Valencra Visita banco de semillas y viveros forestales de Quart de Poblet, m) Anfoni Marzo
2%ene Valencia Reuniones de trabajo en Fundacién CEAM
30ene Valencia Reunignes Conselleria de medioambiente de la Comunidad n) Juan Uriol
valenciana y Universidad Politécnica de Valencia. Reunjon de Luis Velasco
trabajo con investigadores y técnicos del Gobiernc Regicnal F. Galiana
Valenciano.
3Tene | Valencia Trabajos del proyecto en CEAM: Metodologlas de analisisde 5. Reyna
Micorrizas y Analisis del material de propagacién a internar a Chile | L. Folch
(Trufas)
TTeb Valencia Regreso a Chile
Chile

PRIMERA PARTE

2 DESCRIPCION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

2.1 SE CONOCIERON IN SITU LAS TECNICAS Y OPERACIONES PARA LA PRODUCCION Y
CONTROL DE CALIDAD DE PLANTA MICORRIZADA CON TRUFA NEGRA EN ESPANA,

La produccién artificial de planta micorrizada con Tuber melanosposum Vitt., es una de las bases
sobre las que se sustenta la truficultura de hoy en dia. Desde que a finales de los afios 60, la fabor
conjunta entre la Universidad de Turin (ltalia) y el INRA de Clermont-Ferrand {Francia), permiti¢ el
establecimiento de un método seguro para la produccion de plantas micomrizadas con dicho
ascomiceto, han sido muchos los afios transcumidos sin que los detalles de dicha metodologia
hayan visto la luz. De hecho a lo largo de los aflos se han producido diversas modificaciones,
referentes a los contenedores, al tipo de substrato y al método de inoculacion empleado,
intentando una mayor seguridad y eficacia en la micorrizacién.

Segln Patazén (2002), el CTIFL francés tiene censadas mas de treinta empresas dedicadas a esta
aclividad. En Espafia no llegan a diez, siendo varias de ellas, filiales de entidades francesas.

Se pueden establecer varias hipétesis relacionadas con este hecho: En primer lugar, el mercado
potencial del producto es muy superior al mercado real en Europa , que aparte del elevado valor de
compra, nunca se tiene 100% seguridad de que, transcurridos 8 ¢ 10 afos, se puedan cumplir las
expectativas de produccién. En segunde lugar hay que considerar la dificultad que presenta la
fijacion de la simbiosis T. melanosporum-Quercus spp. (p. ej.). Las instalaciones necesarias no se
basan sdlo en equipamiento como invemaderos, desinfectadora de suelos, control de temperatura,
laboratorios con equipos de microscopia, estufas y camaras de incubacidn, sino que deben
extremar las medidas para evitar contaminaciones indeseables, que pueden aruinar toda una
campafia. Por ello no es de edrafar el uso de filiros depuradores del agua de riego y condiciones
de aislacion y seguridad en los recintos de incubacion de la simbiosis, que dificulte el acceso a
otros hongos contaminantes.
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Por otra parie, la direccion de técnicos especialistas se hace casi imprescindible para garantizar un
mangjo correcto de las instalaciones.

Las empresas productoras de planta micormizada conocen muy bien estos problemas, por eso
guardan celosamente su experiencia adquirida, protegida muchas veces por patentes industriales,
siendo normal, por ello, que el resultado fina! esté marcado con un aflo precio (alrededor de 67
US$/planta), que no hace mas que reflejar el riesgo y la dificultad del producto ofertado.

2.1.1. VISITA AL SERVICIO DE INVESTIGACION AGROALIMENTARIA (SIA) DE LA D.G.A,
UNIDAD DE SANIDAD VEGETAL , ZARAGOZA (ESPANA).

En este centro se intenta desde el afic 1993 la apertura al sector, de una metodologia eficaz de
micorrizacion de especies vegetales, fundamentaimente Quercus spp., con T. melanosporum, con
una reduccién de costos que hagan mucho mas accesible el producto. Dichos trabajos se han
desarrollado paralelamente a los del establecimiento de una nomativa de certificacion, que permita
asegurar la calidad de los simbiontes.

EXPERIMENTACIONES PARA LA PRODUCCION DE PLANTA MICORRIZADA (Servicio de
investigacion Agroalimentaria}

La produccion de planta micomizada con trufa negra se realiza completamente al interior de
invemadero perteneciente a! centro, el cual posee equipamiento para control de temperatura y
riego.

Los trabajos relativos a inoculacion y produccion de planta trufera los dirige el Dr. Carlos Palazén
quien ha estado tabajando en ensayos para determinar la influencia del métode de inoculacion,
del tipo de substrato y la procedencia de la trufa, en la micornzacion de Quercus ilex L. con T.
mefanosporum Vitt., mediante el desarrollo de una técnica sencilla, econdémica y eficaz, que
disminuya igualmente las tasas de mortalidad inherentes a la misma.

En este centro se trabaja con un unico material vegetal, Quercus Hex L., obtenido a partir de la
siembra de semilla previamente desinfectada, en contenedores plasticos de base ventilada, sobre

un substrato de vemiculita, previamente humedecida.
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Folo 2. Sistema de siembre y germinacidn en vermiculita

Los componentes de substratos de Inoculacion que se han estado ensayando, estén incluidos en
la tabla n® 1. Las diferentes mezclas ensayadas varlan fundamentalimente por el contenido en
fiema de fextura ardilio-imosa, calcarea, con un pH de natural de 8,23. La mezcla de todos los
componentes se realiza en hormigonera, excepcion del KOH, esterilizando el substrato resultante
en una desinfectadora de suelas, a 96°C, durante 180 minutes. Pasadas 2 semanas se afade {al
mismo) un abono de liberacion lenta (10-1-6) a razon de 3 kg/m"® de substrato,

Tabla 1. Componermtes de fas mezclas de substratos ensavados en el centro

TIERRA H.SUBSTRAT® | VERMICULITA | DOLOMITA | KOH

{Arcillo- N3
limosa) (Turba)

Material fingico para inocular : Los carpdforos (Tuber medanasporum) se lavan con agua y un
cepillo, eliminandoe las particulas de tierra adheridas a su superficie. Una vez secos, se procede a
su desinfeccidn, sumergiéndolos en etancl de 96 y flameando a continuacién durante 10 & 15
segundos. Posteriormente se cortan los carpdforos en ldminas o mas finas posibles momentc en
que se aprovecha para confirmar la espece, obscrvando las ascosporas en ol microscopio,
depositindolas en bandejas de plastico que se cubren con paflos de muselna para evilar
conlaminaciones externas.

El conjunto se defa secar en estufa a 45°C duramie un periodo de 4-7 dias, tiempo necesaric para
eliminar la humedad y poder triturar las Iaminas en molino, hasta la obtencién de un polvo lo mas
fino posible, que pemita preparar la mezcla con los diferentes coadyuvantes de (a inoculacidn,
facilitando la dosificacion y &l reparto del indeulo.

En los trabajos dei centro se ha experimentade con 3 productos coadyuvanies para favorecer la
inoculacién;
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Cola_de conejo (Colageno): Este producto se extrae de los residuos de materia organica
procedentes de tripas, restos de gelatinas y pieles de diversos animales). Su composicion es 100%
proteina animal. Es un compuesto sdlido, existente en el mercado, que se utiliza como adhesivo.
Para su preparacién hay que disolverlo previamente en agua, al bafio-maria.

Alginato de sodio: Es una substancia coloidal natural, sal del acido dginico, muy proxima a los
acidos humicos del suelo. Se elabora a partir del alga parda marina, es soluble en agua formando
con ella un compuesto gelatinoso, que retiene la humedad.

Talco: hidrosilicate de magnesio y de hiemo. Tiene usos diversos aunque su UsSO como
coayduvante se basa en la gran adherencia de sus particulas, que le permiten retener el agua y
fijarse a las ralces de las plantas.

Métodos de inoculacion utilizados:
s  Inoculacion por espolvoreo:

Se aplica sobre raiz desnuda en las plantas producidas sobre vermiculita, utilizando el talco
finamente mezclado ¢on la trufa en polvo, que se dispersa sobre las raices con la ayuda de un
salero de luz muy fina, especialmente preparado para ello.

Este método permite ajustar la dosis al valor deseado de un modo exacto, utilizandose
generalmente dosis de indculo desde 0,5 hasta 2 g/planta, que se reparten con 0,5 g de talco por
cada planta, previamente a la inoculacién.

+ Inoculaciéon mixta; Inmersidn + espolvoreo:

Las plantas, producidas igualmente en vermiculita, se sumergen a raiz desnuda en alguno de los
geles anterformente descritos - alginato de sodio o cola de conejo — sin trufa incorporada. Una
vez refiradas las plantas, se procede a espolvorear sus raices impregnadas por el coadyuvante,
con trufa en polvo pura, en la cantidad o dosis requerida.

Todas las inoculaciones, se realizan a raiz desnuda, previamente al transplante en contenedor
Poliex ® de 350 ml de capacidad (Fig. 3 y 4). Dichos contenedores son bandejas forestales de
poliestireno expandido de alta densidad, con los alveolos en forma de tronco de prisma, de
medidas 5 x 5 x 14 cm”. Cada alveolo dispone de una funda plastica de PVC, estriada, que encaja
en dichas medidas y que impide el enrollamiento y la espiralizacién de las raices.

Las inoculaciones con Tuber melanosporum se realizan cuando las plantas tienen 3,7 meses.
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de los contenedaores dentro de invernadero
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Los resultados de los diferentes ensayos indican que el tipo de ¢coadyuvante utilizado produce algo
de mortalidad en las plantas, pero sélo ¢uando va mezclado con el indculo fungico. Este hecho
parece indicar |a existencia de una interaccién entre 7. melanosporum y los coadyuvantes, aunque
no se puede excluir tampoco el efecto patogénico del hongo en los primeros estados de la
simbiosis. :

En definitiva, los mejores resultados de inoculacién se han obtenido usando el método en seco
mediante espolvoreo de raices con el indculo de frufa mezclado con talco (0,5 hasta 2 gramos de
trufa molida/planta, que se reparten con 0,5 g de talco como coayduvante),

En cuanto a substratos utilizados, los basados en tierra de monte, con pH cercano a 8, parecen ser
los Optimos para el desarrollo de 7. melanosporum, sin duda por su estructura y composicion
nutricional, coincidiendo con la idea de algunos autores sobre la importancia de las condiciones del
pH, la humedad y la fertilidad del substrato, procurando que posea un buen aporte de materia
organica de origen animal y vegetal. Aqul se puede encontrar la explicacién del peor desarrollo de
la micorrizacion en los sustratos basados en turba, las cuales carecen de matenia orgdnica que no
sea vegetal. Ademds, las turbas carecen de oligoelementos esenciales como el cobre, cuya
importancia ha side destacada por otros investigadores.
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Otro aspecto importante para la micorrizacién es la procedencia de la trufa, ya que los resultados
de los ensayos indican que existen diferencias en la micorizacién de las plantas, segin la
procedencia de la trufa que conforma el indculo. Los mayores porcentajes de micorrizacion
obtenidos con algunas procedencias, pueden estar ligados tanto a una mayor calidad de la trufa
€Omo a su composicidn genética. En cualquier caso, en el momento de la preparacion del indculo,
se comprueba tanto |la apariencia, como la coloracion y el aroma de los ascocarpos de la trufa.

Estas caracteristicas, son indicadoras del estado de madurez de las trufas y se han establecido
algunas hipotesis de que el grado de maduracién va ligado a la eficacia en la micomzacion e
instalacién de la simbiosis.

Por ofra parte, también existen diferencias en el grado de micorrizacion en los distintos sectores de
los sistemas radiculares de las plantas. Esto se detecta, al realizar los analisis de micorrizas en la
raiz, dividiendo esta en tres setores (superior, medio e inferior}.

Los analisis llevados en el centro han permitido detectar diferencias en el grado de micomrizacion
de las plantas entre los tres sectores de la raiz, donde se procede al recuento de apices
micomizados, observandose generalmente un mayor porcentaje en el primer sector 8tercio superior
de la raiz) , que difiere significativamente del resto. En este sentido hay que decir que el lugar de la
raiz donde se localiza la mayor pare de la micomizacién, puede estar relacionado con el desamollo
radicular de las plantas, con una cierta vanabilidad dentro de la especle Quercus, ifex L.

Es logico pensar que si la micomizacién va unida a la existencia de apices radiculares, se localice
esta donde haya una mayor concentracion de éstos. Un factor decisivo y muy ligado a ia
localizacién de las micorrizas, lo constituye las caracteristicas y el régimen del riego utilizado en el
curso de la simbiosis. Aportes hidricos irregulares conducen generalmente a una mayor
abundancia de micomrizas cuando la humedad mantiene pardmetros normales.

Es vital conocer previamente las condiciones de! invernadero, para garanfizar que la insolacion,
evaporacion y distribucion del riego o los microaspersores, no impidan una aplicaciéon homogénea
del agua, evitando los excesos que pueden provocar problemas de contaminacién con otros
hongos, competidores potenciales para la trufa.

METODOLOGIA DESARROLLADA PARA EL CONTROL DE CALIDAD Y CERTIFICACION DE LA
MICORRIZACION (Servicio de Investigacién Agroalimentaria).

A) Control de las esporas de trufa

Se recogen tubos de ensayo, muestras de las suspensiones de esporas que se han utilizado para
inocular los lotes. Cada tubo se identifica anotando la especie vegetal, nimero de lote y fecha de
inoculacion.

Terminada la inoculacion de cada lote, las muestras se observan al microscopio analizando las
ascosporas del indculo esporal y la presencia de posibles contaminantes.

B) Identificacion del lote homogéneo

Se considera un lote homogéneo cuando todas las plantas del mismo tengan idénticos:
- procedencia de la semilla.

- fecha de siembra.

- substrato de cultivo.

- lote de indculo.

- proceso, método ¥ fecha de inoculacion.

- régimen de riego.
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C) Toma de muestras

La calidad comercial de las plantas es el primer factor a considerar, por lo que las partidas estan
formadas, como minimo, por un 95% de plantas que cumplan los criterios necesarios para este fin.
Esto es muy importante pues las plantas que no los cumplan, pueden excluirse del conteo de
apices micorrizados que se realiza posteriormente.

Es algo evidente que el tamafio de la muestra representa e! aspecto mas importante sobre el que
se va a basar cualquier analisis estadistico. En este caso el tamafio esta condicionado por el alto
precio de las plantas y por la laberiosidad del andlisis que se realiza sobre las mismas y que
siempre es destructivo.

Estos hechos han influenciado la deccidn de un porcentaje de muestreo, o tamafio de muestra,
que se ha cifrado en un 5 p.1000 como minimo, aungue $e recomienda que, en los primeros afios
de certificacion se empiece con un 8 p.1000.

El nimero de plantas a muestrear por lote, no serd nunca nferior a 8, independiente del tamafo
del lote.

La toma de muestra de las plantas se hace siempre de forrna aleatoria.
D} Lavado de las plantas

Las plantas se colocaran agrupadas, sumergidas con sus contenedores, en un recipiente con agua
durante 24 horas, para que se disgreguen las particulas del substrato con el menor perjuicio para
la raiz. 5i es necesario, puede afiadirse al agua una pequefia cantidad de Tween 80.

Posteriormente, se lavan individualmente bajo la llave, con mucho cuidado pues si el substrato esta
muy adherido a la raiz de la planta, se puede perder gran parte de apices micorizados al intentar
lavarla. Es un hecho comprobado que el tipo de substrato utilizado, puede provocar una gran
adherencia del mismo a las raices, dificultando su analisis.

E) Primera observacion a la lupa

Una vez lavada la planta, se sumerge horizontalmente en un recipiente con agua. El recipiente
puede ser transparente o de aigin color en la base, que contraste con la coloracion de la raiz, si
ello facilita la observacién (Foto 6).

Los detalles a considerar en esta primera observacién son los siguientes:

- presencia o ausencia de micomizas

- cantidad de las mismas

- lugar de concentracién {en el cuello de la raiz, sector medio o sector apical) o distribucién
homogénea.

- identificacién de los diferentes tipos de micomizas, si los hay, al microscopio.

Un problema que puede plantearse es el grado de maduracién de las micorrizas, ya que si éslas
son inmaduras, o incluso muy senescentes, pueden plantear problemas de identificacion, lo que
obliga a la realizacidn de numerosas preparaciones microscopicas.

Otro problema que afecta a la calidad de la planta es el de la ausencia o escasez de raices
troficas, que puede conducir a valores poco fiables del porcentaje de miconizacion, hecho que el
observador debe tener muy en cuenta y consecuentemente rechazar esa planta de la muestra.
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. La planta se Introduce en un contenedor con agua, para su observacidn

Las micorrizas de T. melanosporum Vitt. son claras y se identifican con facilidad, pero hay
contaminantes y ofros tipos de micorrizas que no estan bien definidos. Por ello son necesarias
claves claras y practicas que faciliten el diagndstico. En este sentido hay que proclamar la urgencia
en la elaboracién de un catalogo de contaminantes, que facilite el intercambio de informacion
ayudando a identificar las micorrizas no deseadas, en la certificacion de T. melanosporum.

F) Conteo de las micormizas

Inmediatamente después de realizar la primera observacion procedemos a sacar la planta de su
recipiente, colocandola sobre la mesa, proxima a una regla o plantilla que nos permita dividir el
aparato radicular de la planta en tres sectores (S1=superior, S2=medio y S3=apical),
aproximadamente de la misma longitud (Foto 7).

De cada una de las 3 divisiones extraemos totalmente al azar un nimero suficiente de raices que
nos pemmitan contar un minimo de 100 apices radicales (Foto B).
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oto 8. Aspecto que presentan ias raices durante su conieo. Fueden
observarse apices micorrizados juntos a otros que no [o estan.

Al final se obtienen, pues, 3 porcentajes, de los que se calcula la media aritmeética, que
corresponde al porcentaje de micomizacion {PM) de la planta analizada.Todos los datos obtenidos
desde la recepcion del lote son registrados en una hoja de evaluacién que facitite el control de ios
mismos.

() Requisitos minimos exigibles

Este es uno de los aspectos de mayor responsabilidad y que ha suscitado mayores discusiones en
su elaboracitn, pues se trata de fijar unas condiciones minimas, a sabiendas de que en algunos
casos pueden resultar insuficientes y en otros excesivas.

Esto puede explicarse claramente si tenemos en cuenta que la planta micorrizada, va a
transplantarse en un terreno definitivo, lleno de competidores biologicos y en el que su proporcién
de apices micomzados por T. melanosporum sélo es un factor mas, dentro de la complejidad del
ecosistema en el que se va a desarrollar, para decidir en qué sentido se va a desarrollar dicha
simbiosis. Un porcentaje de micomizacion (PM) del 20 p.100, es realmente escaso, aunque puede
ser suficiente si el terreno definitivo cumple una serie de caracteristicas, que hagan la competencia
hacia T. metanosporum muy dificil. En el caso contranio podriamos tener plantas con un 40 p.100
de micomizacién, cuya simbiosis va a sufrir una recesién importante debida al exceso de
organismos y especies competidoras, pudiendo incluso desaparecer con el paso del tiempo. Es
pues evidente que las caracteristicas de la planta micorrizada son muy importantes, aunque no se
debe perder de vista la importancia de otros factores como el suelo, su textura, su guimica, su
microbiologia, la climatologia, y las practicas culiurales, que condicionaran el éxito de una
plantacion trufera.

Las condiciones fijadas para la certificacion de un lote han sido las siguientes:

- El percentaje minimo de apices micorrizados con T. melanosporum debe ser >=30%

(PM >=30%;).

- La presencia de cualquier ofro Tuber sp., distinto a T. melanosporum implicard el rechazo
inmediato del iote.

- El porcentaje maximo de apices contaminados, no debe superar el 30 p.100.
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2.1.2. VISITA A VIVEROS VIVERTRUF {Viver, Castellén, Valencia).

4 e

T —

Vivertruf, es una empresa dedicada a la produccion de planta micomizada con trufa negra (Tuber
melanosporum, Vitt) desde hace 7 afios. Esta empresa solo produce plantas inoculadas de
Quercus ilex, basandose en un sistema de preduccion sencillo, sin embargo la técnica de
inoculacion que han desarrollado es guardada bajo secreto comercial.

El control de calidad y certificacion de la micomizacion es llevada a cabo por el CEAM en Valencia,
mediante el uso de una metodologla de analisis desarrollada en este centro por Santiago Reyna y
su equipo de trabajo.

La produccion de planta inoculada con trufa en esta empresa ha resultado ser de alta calidad, lo
cual ha sido comprobado por anélisis efectuados en CEAM (valencia).

DESCRIPCION GENERAL DEL PROCESO PRODUCTIVO

El cultvo completo de las plantas pre y post inoculacién es llevade a cabo en invemaderos tipo
tanel (Foto 9). Los invemaderos en general son de caracteristicas sencillas en su construccién y no
presentan equipamiento para el control de las condiciones ambientales. Sin embargo el proceso
productivo es llevado bajo un estricto control de higiene y seguridad para evitar contaminaciones.
Para esto se utiiza malla antidfidos en la ventilacion de los invemaderos, ademéas el piso es
cubierto con una malla especial antimalezas, lo cual evita contaminaciones a través del suelo.

Todos bs substratos utilizados en la produccidn son previamente esterilizados mediante el uso de
generador de vapor.

La semillas se lavan en agua comiente desechando las que flotan y se desinfectan con una
solucién de hipoclorito sédico. Las semillas proceden, preferiblemente, de una zona trufera, no es
imprescindible que sean de una planta trufera productora.
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Las semillas se siembran directamente sobre substrato de perita ¢ vermiculita y se mantienen en
invemaderc hasta que alcanza la parte aérea alrededor de 4 a 5 cm. A partir de este tamafio el
cultivo se realiza en bandejas de contenedores posterior a la ingculacion.

1Isiema l siemb ren vermicuiita

El sistema de inoculacién empleado, en genaral se basa en la inmersién de raices en indculo
liquido (suspension de esporas+coayduvante). La suspension de esporas se prepara mediante un
triturado de trufa previamente limpia y desinfectada. La trufa molida se mezcla con agua destilada
para formar la suspension y a esta se le adhiere un coayduvante. En las inoculaciones se utiliza
trufa bien madura, incluso casi podrida, la cual es cosechada posterior al 15 de enero y se confima
que comesponde a TUBER MELANQSPORUM.

Foto 11. Trufas seleccionadas para la formulacion del inéculo



1R FUNDACION PARA LA INNOVACION AGRARIA
MINISTERIO DE AGRICULTURA
Proyecto CO1-1-A-85

La formulacion exacta del indculo y su aplicadién, permanece bajo secreto comercial por parle de
la empresa

Los contenedores de transplante que se utilizan después de inocular son de 650 c¢., plasticos, con
sistema de autopoda y estriados para evitar el espiralamiento de raiz (Quickpot ®, Foto 10)

Ya inoculadas |as plantas se colocan en los contenedores y se rellena con el eubstrato
previamente esteniizado. El substrato es una mezcla de varios compenentes, pero s basa en
fierra de monte calcArea con un pH cercano a 8 que es mezclada con turba, vemmiculita y
carbonato de calcio, ademds se le agrega un fertilizants de liberacion lenta.

Controles del procaso

Substratos: bs subsiratns se someten a un proceso de esterilizacidon para evilar la  presencia de
propégulos de ofros hongos de micorriza que puedan competir con T. melanosporum. Para esto se
utiliza la esterilizacion con vaper de agua a 120 *C mediante generador de vapor, suficientes 3
horas cuando la masa de tiemma alcanza los 90°C.

Semillas: & semillas ser lavan con agua comente clorada y se desinfectan antes de estratificadas
sobre subsirato mineral esténl con un desinfectante superficial (hipocloniio de sodio). El origen de
la semilla {regiones de procedencia) es elegido de acuerdo a su cercania con la zona rufera a la
cual se destinardn las plantas.

Contenedores: en general se uflilzan contenedores nuevos para evilar problemas de
contaminadones, sin embargo se han reutilizado también algunas parlidas de bandejas, las cuales
han sido desinfectadas antes de usar, con buenos resultados posteriores. Las bandejas
contenedores se instalan levantadas mas de 20 cm. sobre el suele pama contribuir al aislamiento.

Riego: para el riego se utiliza agua de pazo, que es cloada y posteriormente se reposa en
estanque por 48 horas para que pierda el doro residual, antes de ingresar a inverader.
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Otros: para cubrir el suelo se utiliza una malla plastica especial antimaleza, que sirve ademas para
aislar el suelo y evitar el acceso de hongos competidares a los substratos de cultivo (Ver Folo 9).

Todas estas medidas tienen como objetivo mantener medidas de higiene y seguridad dentro del
ambiente de cultivo, para asi evitar al maximo contaminaciones con otros hongos.

213. TRABAJOS PRACTICOS DE MUESTREC Y ANALISIS DE MICORRIZAS EN
LABORATORIOS DEL CEAM EN VALENCIA

El Centro de Estudios Ambientales de! Mediterraneo (Reyna, 1997, 1899), ha desamollado una
metodologfa para el contral de calidad y cerificacion de planta micomizada con trufa negra (Tuber
mefanosporum, Vitt.) .

La metodologia esta basada en el control del grado de micormizacién a través de muestreos
volumeétricos del substrato de cultivo.

Para conocer la aplicacidn del método, se procedié a tomar muestras procedentes del vivero de la
empresa Vivertruf para su posterior andlisis en laboratorio,

Metodologia empleada

Del cepellon de cada planta, cultivada en contenedor, se extrae con un sacabocados una muestra
cilindrica de 14 cm de diametro en la zona media del contenedor y una longitud equivalente a la
anchura del contenedor a esa altura, que varia con el tipo de contenedor. Esto supone un volurnen
muestreado del orden de 7 a 9 cc., equivalente, aproximadamente, a un 2% del volumen del
contenedor. La muestra cilindrica se extrae en sentido horizontal. Se introduce el sacabocados
imprimiendo una rotacion constante para realizar el corte de las raices y evitar su rotura.
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(5

Se procedi6 luego a introducir la porcién del cepellon en un envase de plastico y se pesa en el

laboratorio con precision de 0,1 gramos. Se incorporan unos 100 cc. de agua a cada muestra junto
a un detergente comercial (Calgon).

Foto 12. Mezcla de la muestra con agua y detergente

Las muestras se someten a un bafio de ultrmasonidos de 15 minutos. A las 24 horas se da un nuevo
bafio de ultrasonidos y se pasa el contenido del envase a un vaso de precipitados de 05 I
incorporando agua hasta completar los 500 cc.
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Foto 13. muestra sometida a un bano de ultrasonidos

Se realizan varias decantaciones sucesivas incorporando agua y decantando al cabo de 1 minuto.
Con ello se logra la eliminacién de arcillas, limos y parte de la materia organica. La manipulacién se
hace con el maximo cuidado para evitar la pérdida de dpices radicuares.

El material se recoge sobre un tamiz de 1 mm y se vuelve a lavar por inmersidn lenta en un vaso
de precipitado. El producto decantado en el fondo del vaso se observa nuevamente con el fin de
comprobar que no se han perdido apices micorrizados.

8 X ol 7 1
Foto 14, Muestras de raices y micorrizas sobre un tamiz
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Control cualitativo de micomizas:

Mediante el uso de lupa binocular se realizd un control de la existencia efectiva de micorrizas de
Tuber melanosporum. Cuando se presentan dudas sobre el re conocimiento de alguna micorriza se
observa al microscopio el manto y [a omamentacion de espinulas, comprobandose que se trata de
micomizas de T. mefanosporum con la ayuda de claves morfoldgicas.

Foto 15. Observaciones de micorrizas al microscopio (laboratorios CEAM)
Control cuantitativo de micorrizas:

Las metodologias de contrel del grado de micomizacién que se utilizan frecuentemente se basan
en parametros porcentuales, es decir de una planta o un lote de plantas se comprueba que tienen
un determinade porcentaje de apices radiculares micomizados con la especie de interés.
Evidentemente el dato es pobre puesto que se desconoce cuantos apices tiene la planta vy,
consecuentemente, la cantidad de indculo que se estad adquinendo.

La metodologia desarrollada por el CEAM obtiene datos relativos al numero de micorrizas por
planta, el % de micorrizacion y el % de contaminaciones con otras micorrizas. Estad basado en la
extraccion de muestras cilindricas de substrato y raices, lo cual se expresa en relacidn al volimen
de muestra y por tanto se extrapola al volumen del cepelldn.

El método de muestreo utilizado es el descrito anteriormente. Para el andlisis cuantitativo, la

muestra obtenida mediante el proceso indicado anteriormente, se coloca en lupa binocular y se
procede al conteo de apices micorrizados, apices sin micomrizar y micomizas contaminantes.

Cuando se presentan dudas sobre el reconccimiento de alguna micomiza se comprueba al
microscopio el manto en puzzie y la omamentacidn de espinulas en angulo reclo (Fotografias 16 y
17), comprobandose que se trata de micorizas de T. mefanosporum.
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7. Delalle de espinulas en angulo reclto de /. Melanosporum

Para la cuantificaciéon, se contabiliza el nimero de micorrizas de T. melanosporurn, apices no
micorrizados y contaminaciones con otras micorrizas. Todas las referencias se calculan en
volumen, la altemativa de referifo al peso de la muestra da mayores diferencias debidc a la
diferente humedad, porosidad o un substrato poco uniforme.

El sisterma utilizado (muestreo volumétrico) permite obtener valores promedio del nimero de
miconizas por planta, que en definitiva es el “producto activo® de una planta micarrizada, o inoculo
que adquirimos, por lo tanto consideramos que este sistema es mas efeclivo que el basado en
parametros porcentuales, ademas su aplicacion consume menos tiempo.
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Ei método de contro! establece la sigufente escala de calidad de planta micomizada:

Calidad N°® de micormmizas de T.melancsporum. / planta
Insuficiente 1-100

Escasa 101 - 250

Aceptable 251 -500

Buena 501 - 1500

Muy buena 1500 - 3000

Excelente Mas de 3000

Este método también evalla la presencia de hongos de micorrizacion de infeccidn del substrato,
considerando que el grado admisible de micomizacion con otros hongos, supone que no debe
superar el 25% sobre el nimero de apices micomizados con Tuber mefanosporum, Viff.

Ese sistema tiene un gran interés ya que da resultados en funcion del volumen y no como
porcentaje y permite comparar sistemas radicales entre si. Por ejemplo: ; que planta presenta un
mejor grado de micorrizacién, una con 500 raicillas y un grado de micomizacion del 40% u otra con
4000 raicillas y un grade de micorrizacion del 20%.7
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2.1.4. VISITA AVIVEROS EMPRESA AROTZ-CATESA EN SORIA

Foto 18, Invernaderos para produccion de planta trufera (Arotz-Catesa, Soria)
La empresa Arotz-Catesa, ubicada en Navaleno, Soria, posee las mayores plantaciones de arboles
truferos en el mundo. Hoy en dia poseen superficies de alrededor de 700 ha. con Quercus ilex, la

mayoria en plena produccion.

Esta empresa estd dedicada casi en exclusiva al negocio de la trufa, abarcando sus tres fases:
Produccion de planta micomnizada, cultivo en campo y comercializacion.

Para la produccion de planta inoculada con frufa poseen invemaderos con ambiente controfado, y
desamollan un proceso de inoculacion que es utilizado en Francia por dras empresas. Parte de su
tecnologia se mantiene como secreto comercial, por lo cual podremos describir sdlo su proceso
general,

El sistema de produccion de plantas comienza con la siembra y geminacion de las semillas en
vermiculita, similar a los métodos empleados en los otros viveros visitados en la gira {Foto 19).
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El sistema de inoculacién se basa en un proceso desamollado en Francia, donde la planta se
cultiva en una envoltura no tejida penetrable por las raices y rellena de un substrato ferlilizado con
un ferlilizante de liberacién controlada. Este sistema se denomina MELFERT ® y permite constituir,
por simple enrollamiento de la envoltura alrededor de la planta un cepellén de cultivo completo.

El sistema MELFERT ® consiste en un pafal de material celuldsico con el que se rodea la planta y
al que se incorpora la solucion esporifera con Tuber melanosporum, Vitt.

Este sistema presenta algunos incovenientes ya que todo el cultivo se desarrolla en el pafal por lo
que el sistema radical no adquiere una buena conformacién. Sin embargo de acuerdo a informes
de los profesionales encargados, los niveles de micomizacién alcanzados con este sistema son

altos.

El posterior transplante a campo de la planta MELFERT presenta dificultades debido a la lentitud
en la descomposicion del material celuldsico que dificulta el desarrollo de las raices y la
colonizacién del suelo.
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INFORME ANEXO A (.

DESCRIPCION Y ANALISIS DE RESULTADOS DE GIRA TECNICA A ESPARA

TERCERA PARTE

23. SE CONOCIERON CONDICIONES ECOLOGICAS, ASPECTOS DE PRODUCCICN Y
MANEJO EN MONTES NATURALES PRODUCTORES DE TRUFA.

Las producciones de trufa en Espafia, tradicionalmemte han provenido de montes naturales de
Quercus fex, que producen lrufa en forma natural, A diferencia de Franda donde la produccion de
trufa negra proviene principalmente de plantaciones. Sin embargo, aclualmente en Espana lag
plamacicnes arlificiales se han ido expandiendo alededor de todas las zomas truferas y
actualmente representan parte imporlante de la produccion total.

Dentro de las visitas realizadas en la gira, se conocieron las principales zonas de produccidn en
Espana (Castelldn, Zaragoza , Soria y Nevarma), fanto de produccidn natural como plantaciones
artificiales.

Las condiciones ecoldgicas an las que se desamolfa la trufa en la mayor parte de las regiones
espaficlas y particulamente en el sistema ibérico comesponden al piso supramediterraned, que
unido a la calidad deficiente de ios suelos implica que la petendalidad agricola de estas zonas sea
extremadamente limitada.

Las plantaclones aerificiales en general se establecen cerca de dreas que producen trufa silvestre,
donde los suelos y el clima se mantienen dentro de los pardmetros requeridos por Tuber
melanosporum.
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CARACTERIZACION ECOLOGICA DE ZONAS PRODUCTORAS DE TRUFA NEGRA EN
ESPANA

El dima general de las mejores zonas tnderas en Espafa comesponde a un Mediterraneo
continental con temmedima supramediterraneo inferior y ombroclima seco con tendenca al
subhumedo.

Fig. 1. Mapa que muestra |a distribucidn de la trufa negra an Europa (Ver Espafa)
FUENTE: Reyna, 2002
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Pluviometria;

Necesidades pluviométricas entre los 500-800 mm. anuales.

Las primaveras no deben ser secas.

Los inviemos sin lluvias excesivas.

Las liwias en verano son bésicas pars lograr una buena produccidn,

Saquia estival no muy intensa, entre julio y agosto (Espafa) lluvias por encima de los 100 mm.

- = = & m

Temperaturas de zonas productoras

Temperatura media anual 11-14° C,
Temperatura maxima del mes mas calido 2332°C,
Temperatura media del mas més cilida <22° C.
Temperatura minima del mes mas frie -2H-6)° C.
Temperalura media del mes mas frio *2°C.
Temperatura maxima absoluta 3542° C.
Temperatura minima absoluta (-9H-25)° C.

Fig. 1. Los mapas muestran una comparacién erire el N° de lluvias de verano anuales y
produccién de tnufa en la cormunidad Valenciana {\Ver el grado de ajuste)
FUENTE: Reyna, 2002
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En cuanto a altitud, la trufa se distribuye en Espaia casi siempre por encima de los 600 m. de
altitud. Siendo normal que en las zonas mas al sur de su distribucion, las mejores fruferas se sitden
entomo a los 1.000 m. de altiud (Ejemplo: ver grafico obtenide de REYNA para truferas en
\alencia).

DISTRIBUCION ALTITUDINAL DE TRUFERAS
en la COMUNIDAD VALENCLANA

SO

[TV

800 800 1000 1200 1400 =1400

La pendente dptima parm una trufera es la inferior al 10% y la orientacién debe favorecer la
insolacion del suelo.

Siluacidn en Espafa (Reyna):

Pendiemes >30% 1 33%
Pendiemes medias 5-30%: - 62%
Pendientes escaga <5% (5%

Zonas con buen drensje sin nesgo de encharcamiento
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En lo que respecta a la exposicion de la pendiente las mejores truferas suelen tener orientacion a
solana (en general en Espafia, exposicion sur), sin embargo, cuando la estacidn es muy seca y
calurosa esta orientacidn puede girar hacia umbrias en busca de un mejor balance hidrico. (Para
Chile la situacion 6ptima seria con exposiciones Norte).

Suelos:

La trufa, en fonma natural se desamolla sobre suelos calcireos de 10-40 cm de profundidad de! tipo
rendzina, calcosoles y calcisoles. Para cultivar trufa en suelos acidos es necesario aportar
enmiendas calizas para aumentar el pH.

Los suelos donde se distribuye la trufa en forma natural en Espafia, presentan en general las
siguientes caracteristicas:

La textura de los suelos, junto con la caliza y la materia organica, es uno de los parametros
principales que determinan la naturaleza de la estructura y, por lo tanto, los caracteres de aireacién
e hidrodinamismo del suelo. La textura para suelos truferos comesponde a una equilibrada.

Son inadecuados para el desarrollo de la trufa los suelos muy arcilosos por su compaciacion
excesiva; los suelos limosos, limo-arcillosos o lime-arenosos, por su cardcter muy desfavorable al
apelmazamiento; y los suelos excesivamente arenosos, por su poca capacidad de retencién de
agua.

La mejor estructura de suelo es la que asegura el maximo de aireacién y, al mismo tiempo, la
mayor facilidad para la penetracién de las raices del arboi y el micelio de la trufa. Esta descripcién
commesponde a la llamada estructura granulosa o grumosa, resultante de un equilibrio entre arena,
limo y arcilla.

- e
. Detalle ge
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- En cuanto a pH, Reyna hace un analisis de 9 truferas en la Comunidad Valenciana, concordando
los valores con las mejores 2zonas productoras en Francia e ltalia.

Valnres nH en sue.l;:ls truferas valencianos
T° Municipal pH amali25 pHCIK .5

ADEMUZ 7.96 7.35
FORCALL 8.23 7.42
ELTCRO 1 766 . 7.23
ELTOR® 2 7.70 1.29
ELTORO 3 802 7.55
EL TORO 4 2.04 7.54
VISTABELLA 1 7.45 6.92
VISTABELLA? 7.90 7.37
ELTOROS 7.98 7.57
Media 7.88 7.36
Error tipico . 0:08 0.07
Mediana’ 7.96 7.37
Desviacién estindar .0.24 0.20
Vananza muestra 006 0.04
Minimo 7"245 5.92
Miximo 8.23 7.57
Nivel confianza 95% 0015 0:13
% Intervalof media. 1.97 . 1.81

El pH de! suelo es el parametro principal que define la aptitud de un sitio para el desarrollo de la
trufa. En Espafia los suelos truferos presentan ranges de pH que varian entre 7.5 y 8.5 con un
promedio de 7.9 para las mejores zonas, lo cual concuerda con los suelos encontrados en Francia
e ltalia. En Espaia (Al igual en Francia e Italia) las plantaciones artificiales con arboles inoculados
con trufa se establecen cerca de las areas que producen trufa silvestre, de tal manera ajustarse af
maximo a las condiciones agrologicas exigidas por la trufa y especies huésped.

Por ofro lado, gran parte del temitorio espafiol presenta suelos calcareos, por lo tanto el area
posible de implantar con este cultivo es amplia, eso si ajustdndose a los requerimientos climaticos.
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Las caracteristicas quimicas y fisicas de suelos truferos han sido estudiadas por varios
investigadores en Europa. La informacién disponible para suelos truferos en Espaila, en general
concuerda con los estudios realizados en Francia e ltalia.

Dentro de las caracteristicas quimicas, El pH es |a variable principal que indica la aptitud de un
suelo para el desamollo de la trufa. Junto a esto, otras variables de importancia son el calcio total,
fésforo, nitrégeno, potasio, los cationes de intercambio {Calcio y Magnesio), la materia organica y
la relacién C/N.

En cuanto a las caracteristicas fisicas, la variable de mayor importancia es la textura, donde los
suelos truferos en Europa coinciden plenamente, eso si con ciertos rangos de varacidon, Los
mejores suelos para la produccién de trufa son francos con varaciones franco-arcilloso, franco-
arenoso o franco limoso.
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Estudios de suelo realizados por Reyna, para 9 tniferas productoras en la Comunidad Valenciana,
Han entregado los siguientes datos:

H agual/2.5 7.9
pH CIK 1/2.5 7.4
Condactividad 1664
azj,'iij(e;;‘tia’i:éidﬁ' 1/3)

}leﬁoél&?l
CO3Ca % 168
Cal.activa®e’ 3.5
' 32
03
3.0
151
79
[Hierro total extrcciénacida 1.7
2%
Sulfales SO4--xraccion 1/5 20.3
mg/l
Sulfalos SO4--exiraccidn 1014
1Sppm
Arena gruesa 2-0.2 mm % 13.5
Arena fina 0.2-0.02 mm %% 42:6
Limo 0.072--0. 002 mm.26 poi}
Arcilla<0.002 mmi % 21.3
Textura Franca

Estos datos se ajustan plenamente a los aportados por ofros estudios en Europe, tanto en truferas
de obras regiones de Espafla como también en Francia e [alia.

Otra caracteristica muy recurrente en zonas productoras de trufa en Espafia es la pedregosidad de
los suelos.

0 en una trufe
i

Foto €. Detalle de la pedgosidad del suel

ra en El Toro (Castellon)
B I
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La pedregosidad superficial encontrada en suelos truferos en Espafia es una caracteristica muy
destacada por los recolectores como un indicador de la produccién de trufa en monte natural. Esto
se debe a que la piedra encontrada en estas zonas es caliza, lo que asegura un aporte continuo de
calcio en el suelo, ademas mantiene el pH dentro de los rangos adecuados para la trufa. Por otra
parte la pedregosidad actGa como un mulch natural manteniendo la humedad, ademéas genera
condiciones de temperatura que favorecen la produccion. Esta caracteristica es también muy
valorada por los truficultores a la hora de establecer plantaciones artificiales.

Aunque la pedregosidad del suelo es una caracteristica recurrente en truferas naturales, también
existen zonas con muy buenas producciones de trufa, donde e! suelo naturalmente presenta poca
0 ningun tipo de pedregosidad superficial (Fotos 4 y 5).

Especies huésped de la trufa y caracteristicas de las formaciones producioras

En Espafa, la principal especie huésped para la trufa es la encina Quercus ilex subesp. ifex,
Quercus ilex subesp. Balflofa) y actuamente las mejores zonas productoras se encuentran en
formaciones boscosas de esta especie. La encina es sin duda la especie arbérea mas
representativa de la Peninsula Ibérica, estando presente en todo el territorio debido a su amplitud
ecologica. Ocupa en Espafia una superficie préxima a los 2.500.000 ha, tanto en masas puras o
como predominante en masas mixtas,

B
COoTRE
:
1
'
|
)

soria (Castilla- Ledn)

La encina (Quercus flex) es una especie de hoja persistente, xerofitica, que resiste bien la sequia y
ademas las bajas temperaturas, por lo tanto es muy adaptable a diferentes condiciones climaticas.
Por esta razén en Espafia esta es |a principal especie trufera, tanto en monte natural como en
plantaciones artificiales,

Otras especies importantes como simbiontes de la trufa en Espafia son: Quejigo (Quercus faginea),
Coscoja (Quercus coccifera) y avellano europeo (Corylus avelfflana). Este ultimo es de interés
principalmente en plantaciones artificiales, y se encuentra principalmente en Espafia como huerto
frutal.

De estas especies la mas valorada en la truficultura espaficla es Quercus ilex, ya que es la que
mejores resultados esta dando en plantaciones artificiales. El avellano europeo es menos valorado
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por los truficultores ya que las producciones de trufa en plantaciones con esta especie, cesan su
produccion al cabo de algunos afios, obteniéndose luego ofras especies de trufa, principalmente
Tuber Brumale, la cual tiene muy poco valor comercial. Este hecho, actualmente se explica por que
el avellano es una especie con mayor facilidad para micorrizar por lo tanto es muy sensible al
ingreso de otras micorizas a su sistema radical principalmente otras especies del género Tuber.
que son mas competitivas que la trufa negra.

En Espaiia, las formaciones vegetales que producen trufa presentan la peculiaridad de gue son
bosques abiertos sobre suelos pobres y poco evolucionados. Estos lugares se consideran en los
mapas de productividad potencial como "no productives”, ya que no son aptos para la agricultura,
no hay crecimientos maderables considerables y tampoco presentan pastizales adecuados para la
ganaderia. Sin embargo, esta afinmacion seria cierta si, efectivamente, no se considerara a las
trufas.

Cualquier cambio en estas condicicnes extremas provoca, sin embargo, la desaparicion del hongo
de la trufa. De esta manera, la mayoria de los sitios productores de trufa son bordes de zonas de
cultivo, zonas cultivadas antiguamente, carboneras (zonas donde se hacia carbén), caleras (zona
donde se obtenia cal), zonas con intense pastoreo, barrancos, lomas y colinas con pendiente, etc.

Estas caracteristicas particulares de las areas productoras de trufa, comresponden en general a
zonas con algan grado de alteracién, principalmente de origen antrépico.

LA™ -

aginea (Lue)igo) en plena produccion (E| Toro, castelldn)
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ASPECTOS DE PRODUCCION Y MANEJO EN BOSQUES NATURALES PRODUCTORES DE
TRUFA

En general en Espafia, los problemas a los que se enfrenta la produccién de trufa natural se
pueden resumir de la siguiente forma:

s Pérdida y deterioro de su habitat natural por abandono de practicas tradicionales en el
monte, desconocimiento del recursc y falta de iniciativas en trabajos de mejora y
conservacién de estas masas naturales.

* Aprovechamiento descontrolado y abusivo por una nula gestion de! recurso, division de la
propiedad y falta de asesoramiento e incentivos por parte de la Administracion Forestal.

» Inexistencia de un sector empresanial y de servicios vinculado a la trufa que permita que

los beneficios economicos del aprovechamiento del recurso repercutan en las zonas
respectivas.
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ratamienios d2 demosuacion &il
parcelas del Noreste de Soria

PROVECYG
T LIEE MEDIO-AMBIENTE

Revalorizacion de bosques productores de trufa:-

un ejemplo-degestion sostenible
= N . B

o
L

il
\

Foto 10. Proyecto LIFE Revalorizacién de bosques productores de trufa en Soria.

Para conocer la situacion de la produccion y aprovechamiento de la trufa en bosques naturales en
Espafa, se visitaron los trabajos del proyecto LIFE sobre revalorizacién de bosques productores
de trufa en Soria {(Castilla-Leon).

En fa zona NE de Soria, el 90 % de los bosques son de titularidad privada y en todos los casos
existe aprovechamiento & trufa. Un 70 % de estos bosques ne tienen deslinde de propiedad, no

hay division catastral de predios (se han convertido en proindivisos). La superficie media
aproximada de los predios es de 500 m2,

En ningin caso existen agrupaciones de propiefarios para constituir cotos 0 superficies extensas
con aprovechamiento trufero acolado y fegalizado, a excepcion de los bosques Consorciados o del
Catalogo de Utilidad Puablica que poseen contratos de amiendo.

El Onico ingreso de estos bosques son las trufas. Por poner un ejemplo, en Soria la media de
ingresos en bosques de utiidad puoblica, por concepto de amiendo cinegético es de
aproximadamente 0.71US$/ha, mientras para el aprovechamiento de las trufas es de 42 US$mha,

Los contratos de ariendo dei aprovechamiento trufero no se respetan, por la creencia equivocada
de que no se pueden poner multas y que lo que hay en el bosque "es de todos". El furtivismo es
uno de los mayores dafios a la sostenibilidad del recurso, junto con el aprovechamiento de terrenos
libres, que nadie cuida y son objeto de aprovechamiento abusivo.

Seglin las investigaciones realizadas tanlo en plantaciones como, recientermente, en bosque
natural, la mayoria de las acciones destinadas a mejorar la producciéon de trufas, van enfocadas a
recuperar  algunos de los antiguos trabajos y  aprovechamientos del  bosque.

El abandono de estas practicas tradicionales no sdlo ha supuesto un problema para la persistencia
de la trufa en estos bosques, sino para muchas otras especies de la fauna y flora endémicas, asi
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como un deterioro ¥ regresian en la evolucion de los bosques.

Aqui se describen algunos de los frabajes que se han realizado dentro de! proyecto LIFE,

encaminados a mejorar los bosques truferps, con buenos resutados y que pueden ser aplicados
por propietarios o gestores de esie tipp de formaciones en Espana,

El objelivo es propordonar las condiciones ¢pimas para el desamolio del hongo de la frufa en
detrimento de las condiciones dptimas para otros hongos antagonistas.

Los aspectos metodologicas del proyecio se centran en la realizacidn de diversos frabajos en los
bosques que, basados en praclicas ancesirales con el empleo de tecnolegias modernas pero al
akcance del pequefic propietario forestal, puedan fomentar la recuperacion del recurso,

Cada zona de actuacion fueron marcadas y sefializadas previamente. En cada una de estas zonas
se marcaron parcelas de actuacion y parcelas testigo. Durante las campafias de recoleccion de
1999-2000, 2000-2001 y 20012002 se ha realizado el seguimiento de Ja produccion y de las
micorrizas en cada punto. También se han realizado estudios del medio fisico v natural para
conocer la evolucion ¥ resultados de los trabajos que a continuacion se describen:

Foto 11. Experencias de manejo @n monte natural para mejorar la produccion da trufa {Soria)

Tratamientos silvicolas y culturales utilizados

Bajo el nombra de fratamientos silvicolas, se engloba aquellos fratamientos destinades a mejorar la

estructura del dosel arboreo y arbustivo del bosque, basados en Ja desaparicion de Ja produccidn
de trufas cuando el bosque se clema.

Los tratamientos culturales son aquellos que se realizan sobre el medio flsico, principaimente
aquellos que afectan a las caracleristicas y propiedades del suelo.
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Ejemplos de algunos tratamientos:

a) Poda de los drboles posiblemente asociados al hongo

Foto 12. Poda de formacion

Este trabajo se realiza para disminuir la densidad de!
follaje, ¥ por tanio de la sombra proyectada, al iempo
que la poda de |as mmas mas bajas hace que esta
sombra no se proyecte sobre la zona activa del hongo ¥
se favorece su desarmollo.

Las podas de farmacidn, tlenden s que el arbol adquiera
forma de cono invertido, fomentando, al mismo tiempo,
U crecimiento en altura.

b) Aclareos y desbroces selectivos en anillos entorno a zenas en produccién

Foto 13 Aclarao y desbroce

Los aclareos se realizan en la denominada
rona de exclusion (zona cuyos arboles se
encuentran en competencia con los
simbiontes de |a trufa, e implden el
desartolla y crecimiento de estos). Los
adaraos van acompafiados de una poda de
formacién de las arboles sin tratar,

Los desbroces son la eliminacién selediva
de! matomal y las herbaceas, competidoras
con &l hongo de 1a trufa por los nutrientes y
¢l agua del suelo. Los desbroces se
pueden aplicar en puntos donde el hongo
ha perdido su vigor o recientermente se ha
instalado en un nuevo lugar. La finalidad de
eslos desbroces es favorecer la
implantacidn del hongo en el suelo.
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¢} Aperlura de pasiilos de unidn entre quemados y posierior subsolado en el suelo

Foio 14, Formacion de pasillos

Este tralamiento tiene como finalidad propiciar la
expansién del hongo a otros sactores del bosque, a
través de la doble accidn de abrir un conducto de
grenaje que lleve el agua y las posibles esporas
¢ue se hayan liberado a otras zonas en las que
ademas, estimulamos la formacién de nuevas
raices al romper {as viejas.

d} Quemas !entas cormroladas para esterilizar el suelo

Fote 15. quema controlada

La finalidad de estas qguemas es repreducir, aunque
no de forma tan eaborada, las condiciones de las
antiguas carboneras: esterilizacién de! suelo,
lineracion lenta de residuos. Estas quemas también
contribuyen a elevar el pH del suelo, lo que
favorece la produccion de frufas. Se ha
comprobado que en sitios donde antiguame e ha
habido carboneras, se forman naturalmente truferas
produclivas.

e} Laboreos y Mulching de la zona en productidn o en posible producdén

Foto 15, Mulch con piedra caliza

Los acolchados {Mulching) tienen como finalidad
evitar las pérdidas de agua del suelo por
evaporacidn en el verano. Es uno de los trabajos
més sencillos y que mejores resultados ha dado a
corto plazo dentro de egte proyecta.
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Otros tramientos aplicados en estos trabajos son:

f) Riego

g) Construccion de obras para evitar erosion

h} Inoculaciones con aportes de solucién de esporas sobre zonas no productivas
i) Reccleccién con distinta periodicidad y fechas de inicio y fin de campafia
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INFORME ANEXO A F,
CUARTA PARTE

24, SE OBTUVO TRUFA DE ALTA CALIDAD COMO MATERIAL BASE PARA LA
INTRODUCCION Y PROPAGACION EN CHILE,

La obtencién de un inoculante de alta calidad es un requisito indispensable a la hora de inigiar un
programa de inoculacidn de plantas con Tuber melfanosporum, Vitt. En primer lugar, la época de
recoleccion tiene que ser la adecuada, ya gque se debe asegurar que las trufas tengan una
maduracitn dptima. Otre aspecto importante es la comecta identificacion de la especie, ya que en
las plantaciones europeas es comun la aparicién de otras especies de trufas, por ejemplo Tuber
brumale y otras, las cuales scn morfoldgicamente similares. Por esta razdn la seleccidn del
producto debe hacerse con rigurosidad para no comprometer un  programa de inoculacian debido

a contaminaciones.

A continuacién se detallan los procedimientos seguidos:

1. Recaoleccidn trufas

Las trufas se recolectaron en una plantacion de propiedad privada, situada en el Térming municipal
de EI Tora, Pravincia de Castellén, Espafia. Dicha plantacidn ocupa una exlension aproximada de
una hectarea y tiene una edad que pasa de los treinla afos. Estd formada por arboles de Quermus
Hex ssp balfota, se encuentra a upa altitud de 1000 metrgs, el clima de aquella zona es
Mediterranea continental con termoclima supramediterraneo inferior y ombroclima seco con
tendencia al subhumedo. El suelo es de reaccion basica {calcarec) ¥ de textura franca.

Fo

to1 " Plantacién trufera (El Torg, Castellorn; ESpafia)™

En total se recolectaron tres kilogramos de trufa los dias 18 y 25 de enero dei 2002. El ndmero total
de carpdforos fue de 81, con didmetros que oscilaron entre los 2.5 cm y los 10.5 cm.
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La recoleccion se realizd con ayuda de un perro especialmente adiestrado de propiedad del
truficultor.
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Fotod. Trufas negras antas de su procésamiento

2. Limpieza y esterilizacion

Una vez trasladadas las trufas al laboratorio, se procedié a realizar su limpieza y desinfeccion, para
ello se cepilld cada uno de los carpoforos cuidadosamente hasta eliminar por completo toda la
tiera y piedras pequefias adheridas al peridio {cubferta). Tras ello se les dio un bafo con una
solucion de hipoclorito de sodio al 5% para desinfeclaras. Tras este tratamiento se volvieron a
pesar los carpéforos, el peso total pasd a ser de 2620 gramos.

4. Limpleza de 10s ascocarpos ce trufa negra
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l 3
Fote 5 Desinfeccion de Ias trufas en una solucion de hipoclorito sédico

3. Identificacién

Tras su limpieza y desinfeccion se prepard una muestra, sobre un portaobjetos, de una pequeiia
porcién de la gleba para confirmar por medio de la visualizacion de las esporas la especie con la
que tratdbamos. Esta preparacion se observd mediante microscopio compuesto a 40x y se
identificaron las esporas de Tuber melanosporum, Vift, con la ayuda de bibliografia especializada
y claves morfologicas.

El andlisis y confirmacién de especie mediante el estudio de caracteristicas anatomorfologicas en
las trufas cumple un rol fundamental para la obtencién de un inoculante de alta pureza. Como
ejemplo durante los analisis de las trufas recolectadas en Espafia, se identifico solamente un

ejemplar de una especie considerada contaminante (Tuber brumale), la cual fue desechada
inmediatamente.

Il

Foto 6. Detalle de una tnifa Contaminants ( Taber brumale) detectada en el analisis
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Las caracteristicas de las esporas de Tubsr melsnosporum coincidisron plenamenie con las
expuestas en [a bibliografla especializada:

Tipo de las ascas| globosas, pedunculadas
Tamafo del gje menor del asca| §0-120 p
Tamafo del eje mayor del asca| 90-140 .
NUmero de esporas por asca| enie 1y 6
Tamafio del eje mayor de la espora| 2835 p
‘Tamano del ejg menor de la espora| 20-26 .
Forma de la espora| eliptica
Omamentacidn | con espinulas cortas nigidas y muy densas.
Color de las esporas| manon oscuro.
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De cada trufa se hizo una preparacion de esporas, se analizaron y se tomaron fotografias.

sporas de uber me anosporum, {4 " Fote T, Esporasde T. m. (Magnificacion TOX}

4. Procesamiento

Una vez identificados los cuerpos fructiferos se laminaron para facilitar su secado, este se realizé a
temperatura ambiente sobre papel secante, dentro del laboratorio.

Fotos 12 y 13 Detalle de frufas seleccicnadas y laminadas para su secado a iemperatura ambienie

Para su conservacién hasta el momento en que se utilizard para preparar el inéculo se colocaron
todas las porciones de trufa en un recipiente de polietileno de alta densidad y se almacenaron en
un lugar fresco y seco.

5. Bibliografia
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INFORME ANEXC A, B.
QUINTA PARTE

25 SE ESTABLECIERON CONTACTOS CON CIENTIFICOS, TECNICOS Y PRODUCTORES
QUE TRABAJAN EN TRUFICULTURA EN ESPARA.

ITINERARIQ DESARROLLADC Y CONTACTOS ESTABLECIDOS EN LA GIRA

Dia Lugar Actvidades Contacios
establecidos
oene Avidn Viaje
T7ene alencia Insfalacion en holel &én valencia
T8ene Vaencia Visita a Fundacion CEAMy reunion de frabzjo del proyecto. . | & Man
b} Ramon Vallejo
¢) Santiago Reyna
d) Laura Folch
T9ene valencia Visita aPlantaciones fruferas, bosques naturales produciores de | €) Eliséo Palomar,
Castellén trufa en Castellén {El Toro, Barracas), recolecciéon de trufas para | f) Jose LuisCarbo,
Valencia intermar a Chile. Reunién con presidente de truficultores de
Castellon.
Visita a vivero de produccion de planta trufera en Mver (Castellon)
ZU0ene Valencia Dialibre
ZTene Valenca Visila Centro Invesfigacion { SIA. Servicio de Investigacion g) Carlos Palazon
Zaragoza Agroalimentaria) en Zaragoza, Gobiemo de Aragén. Reunién de h) Juan Barriuso
Soria trabajo con el Dr. Carlos Palazén, visita a plantacion trufera i} Antonio Delgado
experimental, laboratorios y viveros de produccién de planta trufera
2Z2ene Sora Visita Centro de Investigacion Forestal de Valonsadera en Sona. 17 Ana Hernandez
Soria Reunion con investigadores y directora del Centro Dra. Ana
Hemandez. Visita a trabajos proyecto LIFE y truferas naturales,
cosechas de trufas
Z3ene Sona Visita operaciones de empresa ArctzCatesa en Villaclervos k) Pédroc Carbajo
Villaciervos (plantacién 700 hectareas), viveros y comerclalizacién. Reunién con
Pamplona Gerente operaciones D. Pedro Carbajo.
Z4ene Famplona Reunidn con equipo de trabajo de Trulicultura, Universidad de YA M. de Miguel
Pamplona Navarra (Depto Botanica) e Instituto Técnico de Gestion Agricola M. Luisa Etayo
Reimundo Saez
ZH ene Famplona Visita a plantaciones fruferas en Navarra A de Miguel
Pamplona R. Saez
Z6ene Pamplona Regreso a Valencia
Valencia
27ene Valencia Dia libre
Z9éne Valencia Visita banco de semillas y vIveros forestales de Quarn de Poblet. mj Antoni Marzo
29ene Valencia Reuniones de trabajo en Fundacién CEAM
30ene Valencia Reuniones Conselleria de medioambiente de la Comunidad n) Juan Uriol
valenciana y Uriversidad Politécnica de Valencia Reunion de Luis Velasco
trabajo cor investigadores y técnicos del Gobierno Regional F. Galiana

Valenciano.
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RESUMEN

El estudio pretendid determinar la factibilidad de obtener plantas
micorrizadas con Tuber melanosporum Vittadini, bajo dos ambientes de cultivo
(invernadero con condiciones controladas y al aire libre), utilizando métodos vy
tecnologias apropiadas que permitan un alto nivel de micorrizacion.

La investigacion se realizd en el vivero de la Universidad Catdlica del
Maule donde se evalud la micorrizacién controlada con 7. mefanosporum de las
especies Quercus ilex, Quercus robur, Nothofagus gfauca y Nothofagus obliqua en
dos ambientes de cultivo. Se utilizé el método de inoculacién en seco y el analisis
del grado de micorrizacién fue a través de un muestreo volumétrico.

El primer ensayo se realizé en un invernadero con condiciones controladas
cuya poblacion fue de 54 plantas/especie, el cual se evallo a través de un analisis
varianza para un disefio en bloques al azar simple, ademas de un analisis
estadistico descriptivo. El segundo ensayo, realizado al aire libre, considero 4
tratamientos diferenciados por las especies nativas (N. glauca y N. obliqua) y los
niveles de pH del sustrato; el ensayo se instalé de acuerdo a un disefio en bloques
al azar simple, con 3 repeticiones/tratamiento representado por 54
plantas/tratamiento.

Del analisis de los niveles de micorrizacion efectuado se observé que bajo
condiciones controladas las especies Q. ifex, Q. robur y N. obliqua lograron
resultados positivos de micorrizacidn, ademas de haber sido no significativa o nula
la presencia de otras micorrizas; sélo N. glauca presenta bajos niveles de
micorrizacién con este hongo. Con el ensayo realizado al aire libre se ratifica que
la eficacia de la micorrizacién depende de las condiciones de asepsia y pH
requeridas por el hongo.



SUMMARY

The present study sougth to determine the feasibility of obtain micorrhized
plants with Tuber melanosporurmn Vitaddini, under two cultivation atmospheres
(greenhouse with controlled conditions and outdoors), suitable methods an
technologies that allow an acceptable micorrization level.

The survey was carried out in the nursery trees belonging to Catholic
University of Maule, where Tuber melanosporum micorrhization was evaluated with
Quercus ilex, Quercus robur, Nothofagus glauca and Nothofagus obliqua species
in two cultivation atmospheres. The inoculacion method used was the dry one and
the micorrhization levels analysis was carried out through a volumetric sample.

The first trial was carried out in a nursery tree under controlled conditions
whose population was of 54 plants/species, which was evaluated through a
varience analysis for a simple random block design, besides of a discriptive
estadistic analysis. The second one, outdoors, considered 4 treatments that
differed by the native species (N. glauca y N. obliqua) and the pH sustrate level;
the trial was installed according to a dising, consisting in simple at random blocks,
with 3 repetitions/treatment represented by 54 plants/treatment.

From the micorrhization level analysis it's clear that under controlled
condition Q. ifex, Q. robur and N. obliqua species got positive micorrhization
results, besides having not been significant or null the presence of other
micorrizas; only N. glauca shows low micorrhization levels with this fungus. With
the outdoors trial it's ratified that micorrhization effectiveness depends on the
asepsis conditions requerided by the fungus.
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1. INTRODUCCION

La crisis comercial y productiva que afecta especialmente a los pequefios y
medianos productores del sector silvoagropecuario y la fuerte competencia en los
mercados, hace necesario el desarrollo de nuevas opciones productivas
apropiadas a las condiciones agroecolégicas del pais.

La produccién de hongos comestibles en bosques y matorrales constituye
una importante riqueza forestal, aunque con frecuencia ignorada y poco valorada;
el comercio de estos hongos esta adquiriendo cada dia mayor importancia en el
ambito econdémico, ambiental y social, siendo un producto de alto valor agregado
en el sector agroforestal (Martinez de Aragén et al., 1998).

Las trufas constituyen una de las especies de hongos mas cotizadas que
viven en simbiosis con raices de arboles forestales. Estos hongos micorricicos
tienen un alto valor en el mercado mundial, lo que se debe a su fuerte y agradable
aroma, siendo en areas silvestres particularmente dificil y escasa su cosecha. En
particular, la trufa negra del Perigord (Tuber melanosporum Vittadini) junto al
azafran, caviar y foie gras es calificada como uno de los productos mas
apreciados de la gastronomia internacional.

El valor econémico, social y ecolégico de la produccion trufera en Europa es
significativo e indiscutible. A pesar de ello, la produccién natural se reduce
notablemente cada afio, siendo las plantaciones artificiales de la trufa negra la
Unica alternativa de conservacion para este producto, que en la temporada 2001-
2002 ha alcanzado precios de US$ 700/kg en el mercado francés.

A pesar de ser T. melanosporun uno de los pocos hongos ectomicorricicos
que se ha podido cultivar en forma artificial, su cultivo y comercializacién, hasta
hoy, ha sido logrado por unos pocos paises. Francia, Italia y Espafia dominan el
mercado trufero mundial, introduciéndose ultimamente a Estados Unidos, Nueva
Zelanda y Australia donde ya existen truferas en produccién. Ademas se conocen
trabajos en Israel y Sudafrica, mientras que la produccién en Sudamérica es
incierta, con algunas experiencias en Argentina.

El cultivo de trufa negra se presenta en el pais como una interesante
alternativa productiva, ya que existen claras oportunidades de mercado en Europa,
donde este producto tiene una alta demanda y una producciéon que no satisface la
oferta actual, existiendo ventajas comerciales para Chile al permitir una oferta
contra temporada en los mercados tradicionales. Ademas, el pais presenta zonas
adecuadas para la truficultura, principalmente en la zona centro-sur, donde sus
favorables condiciones edafoclimaticas pueden ser complementadas por practicas
agronémicas. Sin embargo, se deben definir con mas detalle las zonas
ecolégicamente aptas para el cultivo, segin los requerimientos del hongo y las
diferentes especies simbiontes.
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La especificidad que presenta el género Tuber con especies de la familia
Fagaceae es un factor clave para elegir el fitosimbionte a utilizar. En el pais se han
introducido algunas especies que son simbiontes naturales, ya adaptadas a
condiciones ecolégicas locales, como Quercus ifex y Quercus robur. Ademas,
dentro de la flora nativa se pueden encontrar especies de esta familia,
pertenecientes al género Nothofagus, que forman asociaciones micorricicas con
una variedad de hongos de ectomicorriza en las areas de distribucién natural.

La micorrizacién controlada en vivero y su efecto en los procesos de
reforestacion en distintos paises y condiciones ecoldgicas, ha sido ampliamente
estudiada y revisada. Actualmente no existen dudas de que los hongos
ectomicorricicos son un componente esencial en los ecosistemas forestales (Vogt
et al., 1991 citado por Pera et al., 1998), sin embargo, a pesar de su importancia,
los estudios resultan insuficientes y escasos.

El estudio busca estudiar la micorrizacion controlada entre T,
mefanosporum y cuatro especies de la familia Fagaceae (Q. flex, Q. robur,
Nothofagus glauca y Nothofagus obliqua), evaluando la factibilidad de producir
plantas hospederas con significativos niveles de micorrizacion. Con los resultados
obtenidos se abriran nuevas expectativas y posibilidades para el desarrollo
agroforestal, aunque deberan ser reafirmadas por nuevas experimentaciones.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

- Evaluar la micorrizacién con Tuber melanosporum Vittadini, de cuatro especies
de la familia Fagaceae bajo condiciones de invernadero y aire libre, con el fin
de obtener una nueva alternativa de produccion para el sector agroforestal.

2.2 Objetivos Especificos

- Evaluar los niveles de micorrizacién, en las especies Quercus ilex L. subsp.
ballota (Desf) Samp., Quercus robur L., Nothofagus glauca (Phil.) Krasser. y
Nothofagus obliqua var obliqua (Mirb) Qerst. inoculadas con 7. melanosporum;
bajo condiciones éptimas de cultivo en invernadero.

- Evaluar los niveles de micorrizacién, en las especies N. glauca y N. obliqua
inoculadas con 7. melanosporum; cultivadas en sustrato de bosque de
Nothofagus, bajo dos niveles de pH, al aire libre.

- Conocer la respuesta de T. melanosporum frente a la competencia de hongos
ectomicorricicos en sustrato natural sin esterilizar, bajo diferentes niveles de
pH.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Ectomicorrizas

En la simbiosis, ciertos organismos se han adaptado a vivir en intima y
continua asociacion con alguna otra forma de vida, para afrontar la competencia
biologica. La principal caracteristica de esta unién de organismos distintos, es que
siempre los dos miembros de |la asociacion salgan beneficiados (Schlegel, 1988
citado por Venegas, 2003).

Segun Allen (1991); De Bary (1887) citados por Etayo y de Miguel (1998)
reconocieron varios tipos de simbiosis, incluyendo parasitismo, comensalismo,
amensalismo, neutralismo y mutualismo. La tabla N°1 indica los tipos de simbiosis
entre organismos segun la relaciéon entre éstos, sea positiva, negativa o neutra.

Tabla N°1.- Tipos de simbiosis entre organismos.
A

E§PE'E:|E'52 '

MUTUALISMO COMENSALISMO PARASITISMO

COMENSALISMO NEUTRALISMO AMENSALISMO

PARASITISMO AMENSALISMO ANTAGCNISMO

Fuente: Allen, 1991

Entre las relaciones positivas para ambos individuos se encuentra Ila
asociacién micorricica que es, segun Allen (1991) citado por Etayo y de Miguel
(1998) "una simbiosis mutualista entre la planta y el hongo localizada en una
estructura similar a la raiz en la que compuestos de carbono se mueven
primariamente de la planta al hongo y los recursos inorganicos se mueven desde
el hongo a la planta. Esta asociacién se encuentra en un amplio rango de habitats,
desde acuaticos a desérticos, bosques tropicales, extremas latitudes y altitudes”.

Como resultado de esta asociacion simbidtica, las plantas micorricicas son
mas competitivas y con mayor capacidad para tolerar el estrés medioambiental,
que las plantas no micorricicas (Sylvia, 1997 citado por Ipinza y Grange, 1986)

En general, los grupos fundamentales de micorrizas, son las ectomicorrizas
y las endomicorrizas, términos que fuercn acufiados por Frank en 1887, y que en
la actualidad adun se consideran validos. El tercer tipo, las ectoendomicorrizas, es
menos frecuente y de menor importancia (Etayo y de Miguel, 1998).

Aunque existen unas pocas familias de especies vegetales que no forman
micorrizas, se sostiene que el 95% de las especies de plantas vasculares
presentes en el mundo tiene el potencial de formar este tipo de simbiosis. A pesar
de que sélo un 3 a 5% de las especies vasculares presentan ectomicorrizas, es el
tipo mas comun que se presenta en bosques templados y boreales que cubren
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superficies extensas, particularmente en el hemisferio norte (Ipinza y Grange,
1983).

Numerosos son los hongos que pueden comprometerse en asociaciones
ectomicorricicas en un bosque, permitiendo a una especie arbdrea poder ser
micorrizada por una diversidad de especies de hongos. Estudios con los géneros
de arboles como Eucalyptus, Nothofagus y Pseudolsuga muestran que cada una
tiene una extensa asociacién con hongos especificos (lpinza y Grange, 1983,
Smith y Read 1997).

También esta el caso de una especie de hongo ectomicorricico que se
asocie a numerosos arboles, tales como Amanita muscaria, Cenococcum
geophilum, Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata, Pisolithus tinctorius y
Thelephora terrestns que tienen una distribucidén mundial en un amplio rango de
plantas (Ipinza y Grange, 1983; Smith y Read 1997).

Las Pinaceaes, especies que forman el mayor componente de los vastos
bosques boreales del Hemisferio Norte, las Fagaceaes, dominantes de los
bosques templados del Norte, y las Mirtaceaes, su contraparte en las regiones
templadas y subtropicales del hemisferio sur, son las principales familias en las
cuales predominan las especies ectomicorricicas. También se mencionan las
Betulaceae, Tiliaceae, Juglandaceae, Salicaceae, Ulmaceae, Corylaceae y
Rosaceae (Etayo y de Miguel, 1998; Smith y Read 1997).

La ectomicorriza se caracteriza por la presencia de tres componentes
estructurales: una vaina o0 manto de tejido fungico que envuelve a la raiz, un
crecimiento interno de hifas entre las células epidermales y corticales llamada red
de Hartig, y exteriormente un sistema creciente de elementos de hifas que forman
conexiones esenciales con el sustrato y con los cuerpos fructiferos de los hongos
(Smith y Read, 1997).

3.1.1. Desarrollo y estructuras de ectomicorrizas

La formacién de la ectomicorriza es originada por esporas o hifas del hongo
simbionte que se encuentran en la rizésfera radical. La infeccion es estimulada por
las exudaciones radicales, ya que éstas atraen al hongo quimotacticamente y
promueven el desarrollo y crecimiento de las hifas sobre la superficie de las raices
cortas, formando una cubierta compacta o manto (Ipinza y Grange, 1983).

Desde el manto, las hifas del hongo simbionte penetran entre las células
externas del cortex, formando una red continua de hifas entre las células
corticales, sin penetracion intracelular, llamada “red de Hartig”, que es el elemento
mas distintivo de las ectomicorrizas (Etayo y de Miguel, 1998). Las etapas
principales del desarrollo del manto fangico se muestran en la figura N°1.



Figura N°1.- Vista microscdpica de una micorriza formada entre Betula alfeghaniensis y Pisolithus
tinctorius. {(a) primer estado de la formacion de micorriza, en que una pequefia hifa esta presente
en la superficie de la raiz y numerosos pelos radicales (flechado) son evidentes. (b) un delgado
manto {flechado) ha sido formado en la superficie de la raiz. (¢) un compacto manto cubre la raiz y
los pelos radicales ya no son evidentes. Bars, 100 pm.

El reticulo de Hartig esta formado por las hifas procedentes del manto que
penetran intercelularmente en las primeras capas de células (cortex) de la raicilla.
Por lo tanto, en el caso de las ectomicorrizas, el hongo no llega a entrar en el
interior de la célula como sucede en las endomicorrizas; sino, tan sélo, entre los
tabiques que separan las células (Reyna, 2000).

El tejido del manto de las ectomicorrizas mantiene una estructura
conveniente para el almacenamiento de nutrientes y, a través de su contacto
intimo con la superficie de la raiz, juega un papel importante en el traslado de
nutrientes entre el hongo y la planta (Smith y Read, 1997).

La naturaleza efimera de los cuerpos fructiferos y el hecho que muchos
tipos de micorrizas importantes no son atribuibles a una especie determinada de
hongo, hace mas fuerte la necesidad de un método de clasificacién estable, donde
se reconozcan facilimente las caracteristicas del manto fungico y sus estructuras
asociadas (Smith y Read, 1997).

El manto fingico y el micelic asociado determinan varias caracteristicas
morfolégicas y anatémicas de las ectomicorrizas y permiten una identificacion del
micosimbionte en varios niveles taxondémicos. Un catdlogo de las caracteristicas
mas importantes y su uso para la identificaciéon del micosimbionte fue establecido
por Agerer (1991); esta clasificacion requiere un reconocimiento preliminar del
color, la morfologia de las raices colonizadas, las caracteristicas anatomicas del
manto y de los elementos miceliares asociados.
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La construccion del manto es un rasgo claramente determinado por el
hongo y es revelado por una cuidadosa raspadura de la superficie. El manto
micorricico puede ser dividido en dos grupos principales: en el primero, las hifas
pueden ser distinguidas como estructuras individuales que forman una libre
construcciéon plectenquimatosa o prosenquimatosa, mientras que en la segunda
éstas pierden su identidad como estructuras individuales, formando
conglomerados, normalmente con células formadas irregularmente, en
diagnéstico, patrones que forman estructuras pseudoparenquimatosas (Smith y
Read, 1997).

Agerer (1995) reconocié nueve tipos de mantos plectenquimaticos (A-l) y
siete de construccion pseudoparenquimatica {(K-Q) figura N°2.

Fuente: Agerer, 1991.

Figura N°2.- Dibujos esquemdticos de la superficie de mantos plectenquimaticos (A-1) y mantos
pseudoparenquimaticos (K-Q), basados en superficies.
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La funcién de transporte de nutrientes desde el sustrato hasta el manto
fungico es complementada por el micelio extraradical, que consiste de hifas
individuales o cordones de hifas paralelas, [lamados rizomorfos. Las
caracteristicas estructurales de estos sistemas micelares son de gran importancia,
porque sola o colectivamente sus hifas constituyentes forman la conexion entre el
manto y el suelo, proporcionando las sendas de intercambio de nutrientes (Smith y
Read, 1997).

El nivel mas simple de organizacién se ve en asociaciones formadas por
ascomicetes, tal como Cenoccocum geophilum y Tuber spp., y en algunos de los
basidiomicetes, es una organizacién en que las hifas, emanando del manto
conservan su individualidad, creciendo como un solo elemento en el suelo (Smith
y Read, 1997).

Muchos basidiomicetes asociados a raices ectomicorricicas forman
agregados de hifas paralelas que dependiente del genero fungico pueden mostrar
un alto grado de diferenciacion anatdémica. La palabra rizomorfo es la primera
usada para describir este tipo de estructura y enfatiza su semejante morfologia a
la raiz. (Smith y Read, 1997).

3.1.2. Beneficios de la asociacion ectomicorricica

E! papel de las ectomicorrizas en un sistema forestal es vital y debe
contemplarse tanto desde la perspectiva del arbol como de la dei hongo (Reyna,
2000); mediante esta asociacion, la planta suministra al hongo fuentes de carbono
provenientes de la fotosintesis, como aminoacidos, vitaminas (tiamina), y
carbohidratos (sucrosa), que son vitales para su desarrollo y crecimiento (Borie y
Rubio, 1986); mientras que los arboles micorrizados obtienen una serie de
beneficios para prosperar favorablemente en su ecosistema, de los cuales se
pueden mencionar.

» Aumentan la superficie de accién radical, mejorando la capacidad de absorcion
y asimilacion de nutrientes y agua (lpinza y Grange, 1983). Entre los nutrientes
es el fosforo el que mas aumenta los niveles de asimilacién, citandose
incrementos de hasta 10 veces mayor asimilacion en las plantas micorrizadas
que en las no micorrizadas (Ceruti,1974; Honrubia, 1992; citados por Reyna,
2000).

* Proporcionan hormonas estimulantes del crecimiento, como auxinas,
citoquininas, giberelinas y tiamina B (reguladora de crecimiento), las cuales son
producidas por la planta en forma simultanea a las producidas por el hongo,
pasando a constituir un aporte extra de tales hormonas. De esta manera,
contribuyen a aumentar considerablemente el crecimiento y permiten una
mayor |longevidad de las raicillas. (Ipinza y Grange, 1986).

¢ Almacenan en su manto fungoso: P, N, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Na, Si, Zn, Al y
B. Ademas permiten que sustancias minerales insolubles sean utilizadas por la
planta (Ilpinza y Grange, 1983).
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« Mejoran la tolerancia a las situaciones de estrés como las sequias o las
enfermedades, otorgando a la planta un mejor sistema de defensa (Borie y
Rubio, 1986). Se ha comprobado que las ectomicorrizas bloquean fisica o
quimicamente el desarrollo de enfermedades radicales provocadas por hongos
patégenos, en bosques naturales, artificiales y en viveros forestales (Ipinza y
Grange, 1986).

“Estos beneficios permiten una adaptacion de las plantulas a sitios con
deficiencias nutritivas, mejorando significativamente su prendimiento, desarrollo y
crecimiento” (Ipinza y Grange, 1983).

3.2. El género Tuber en la sistematica micoldgica

Las trufas comestibles se clasifican dentro del género Tuber, familia
Tuberaceaes, orden Pezizales, clase Ascomycetes, division Ascomycota, reino
Fungi, de acuerdo con la 92 edicion del Dictionary of the Fungi (Kirk et al., 2001).

Dentro de la familia Tuberaceae, el género Tuber constituye el grupo
fundamental y de mayor importancia dadas sus connotaciones econémicas, pero
también ha dado lugar a numerosas sinonimias y confusiones en los nombres
cientificos de las especies que comprende (Reyna, 1999).

Hasta la fecha en Europa se han encontrado treinta especies del género
Tuber. Solamente unas pocas son comestiblemente apreciadas. Las de mayor
valor comercial son las tres siguientes (Saez y de Miguel, 1995), presentdndose
las principales caracteristicas en la tabla N°2.

e T. melanosporum es la trufa negra o trufa de Perigod, una de las trufas mas
apreciadas en Espafia y Francia. Su agradable aroma es muy caracteristico,
intenso y persistente, por lo cual es muy apetecida en la comida internacional
de alta calidad (Saez y de Miguel, 1995).

e Tuber brumale, conocida comlinmente como trufa machenca, es una trufa
negra muy similar a la anterior pero de inferior calidad y precio. Se recolecta
junto a T. nigrum en los bosques espafioles (Reyna, 2000).

e Tuber agestivum es la trufa de verano. Tiene menor valor comercial que la trufa
negra. Es la que con mayor frecuencia se ve en el comercio espafiol. Su olor
es menos intenso y su sabor no parece ser tan apreciado como el de las dos
especies anteriores (Reyna, 2000).

Segun Reyna (2000) existen otras especies de calidad que también son
comestibles y que pueden comercializarse como Tuber mesentericum Vittadini,
Tuber albidum Pico, Tuber uncinatum Chatin, etc. No hay que confundir las trufas
con otros hongos redondeados subterraneos que no son comestibles o no tienen
la calidad de las trufas (Terfezia, Choiromyces, Elaphomyces, etc.).
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Subgloboso

Forma ascocarpo Subgloboso lobulado Subgloboso

lobulado
Tipo peridio Verrugoso Verrugoso Verrugoso
Color peridio Negro-marrén Negro Negro-marrdn

] . N Marron claro,

Calor gleba Marrén, pdrpura, negro Gris, negro, purpura

avellana
Venas Finas y numerosas Anchas y escasas Finas y abundantes

N esporas por asca
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2-5

1-6

Olor
|

Agradable, fuerte, muy
persistente

Fuerte, agrio, otras
agradable

Agradable, poco

persistente

Fuente: Reyna, 1999.

3.2.1. Biologia y ecologia de Tuber mefanosporum Vittadini

Reyna (2000) indica que T. melanosporum es un hongo micorricico que
crece en simbiosis con diferentes especies de arboles. Se produce en Europa,
principalmente en Francia, Espafia e Italia y corresponde a una de las variedades
mas caras de ese continente, llegando a representar en algunos casos un
importante recurso econémico. La trufa negra es, por otra parte, uno de los pocos
hongos micorricicos hipogeo que es posible cultivar en forma artificial y
actualmente existen cultivos en produccién en Estados Unidos, Nueva Zelanda y
Australia. La utilizacion de plantas inoculadas artificialmente en vivero, que se
inicio en 1973, ha representado el avance mas importante en el desarrollo de su
cultivo en Europa.

La trufa es por tanto, un hongo que por su interés gastronémico ha dado
lugar a multitud de posibilidades de investigacion: de ella partid el estudio de las
micorrizas, con sus multiples lineas actuales, y también en cierto modo, el estudio
de los hongos. Todo este encaminado a desvelar el misterioc de su origen,
formacion y desarrollo, dirigido a lograr su cultivo y produccién artificial (Etayo y de
Miguel, 1998).

3.2.1.1. Aspectos del cuerpo fructifero

El carpdforo (foto N°1} es de aspecto globoso, aspero e irregular a modo de
tubérculo negro y subterrédneo, de 3 a 6 cm y un peso variable de 20 a 200 g. Su
aspecto y tamano dependen de la epoca del afio; su peridio es de color negro
brillante (Reyna, 1999).

La consistencia de la carne del carpdforo, gleba (foto N°2), es de color
variable segun la madurez, conservando un matiz violaceo-rojizo dentro de las
tonalidades negruzcas que la caracterizan. Esta recorrida por numerosas venas
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blancas o blanquecinas, finas y nitidas, muy ramificadas, confusamente, dandole
un aspecto marméreo. El grosor, color y forma de las venas constituye un
elemento taxonémico decisivo (Reyna, 1999),

Las ascas (foto N°3) son globosas, pedunculadas con dimensiones de 90-
140 x 80-120 p. En su interior encierran de 1 a 4 esporas, rara vez hasta 6. Las
esporas son opacas, marrones ornamentadas, con espinulas cortas rigidas y muy
densas, el tamafio oscila 29-35-55 x 22-26-35 p (Ceruti, 1960 citado por Reyna,
1999).

Foto N°1.- Cuerpo ructifero de Foto N°2‘ Detalle de I gleba de
la trufa negra. 8. Reyna la trufa negra 5. Reyna

Foto N°3.- Esporas de Tuber melanosporim
en el interior de un asca. S. Reyna
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3.2.1.2. Aspectos de la micorriza

De acuerdo a las claves elaboradas a partir de los trabajos de Zambonelli ef
al. (1993) y Saez y de Miguel (1995) mencionadas por Reyna (2000); podemos
sefialar las siguientes caracteristicas morfoldgicas.

Forma : Se trata de una micomiza simple 0 con ramificaciones de tipo
monopdédico, pinnado o piramidal, de apices redondeados.

Color : El color va del amarillento color miel de las micorrizas jovenes al
castafio oscuro en las mas viejas; los apices de las micorrizas son ligeramente
mas claros. Las micorrizas mas viejas son color mamon oscuro. Se descaran
micorrizas blancas, negras o de colores no comprendidos en la gama indicada.

Tamaiio : La longitud de la micorriza sin ramificar oscila entre los 1-2 mm y el
diametro entre los 0,2-0,4 mm.

Las caracteristicas anatémicas son las siguientes:

Manto : Presenta una cubierta en patron Pseudoparenquimatico, con
pseudocelulas en puzzle (figura N°3).

Espinulas o cistidios : De color amarillo claro, tabicadas, rectas, largas de 200 a
300_u y hasta 600 p, con ramificaciones en angulo recto (figura N°3), con apice
redondo.

Dotallo do una
ospinuld on Anguic
recto

Fuente: Reyna, 2000.
Figura N°3. Diagrama de una micorriza de Tuber melanosporum,
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3.3. Simbiontes naturales de Tuber melanosporum Vittadini

. El establecimiento de la relacién simbidtica entre T. melanosporum y su
arbol huésped es la primera barrera que debe superarse antes de la implantacion
de una trufera. Este punto resulta ser clave para el éxito en la produccion de
trufas, siendo de maxima importancia comprender la asociacién entre el hongo y
su arbol hospedero (Reyna, 2000). La tabla N°3 menciona las principales especies

que forman asociaciones ectomicorricicas con 7. melanosporum.

Tabla N°3 - Especies que forman asociaciones ectomicorricicas con Tuber melanosporum.

Roble pbscente‘

INombrelcientificol

Quercus pubescens

Roble negro*

Quercus petrea

Encino o roble comuan*

Quercus robur

Encina*

Quercus ilex

Coscoja

Quercus coccifera

Avellano europeo®

Coarylus avellana

Tilo Tillia sp
Carpe blanco Carpinus sp
Alamos Populus sp
Castafio Castanea sp
Hayas Fagus spp
Carpe* Ostrya sp
Cedros Cedrus spp
Sauces Salix sp

*Especies mas adecuadas para produccién comercial de trufas
Fuente: Hall, et al., 2001; Reyna, 2000

Artificialmente se ha logrado la micorrizacion con otras especies forestales
como Pinus halepensis (Rodriguez, 1998). En ensayos de caracter limitado se ha
logrado la micorrizacion de Quercus macrocarpa con Tuber melanosporum en los
que se detectaron las primeras micorrizas a los 4 meses de la inoculacién con
similitud practicamente total a las de Corylus y otros Quercus (Reyna, 1999).

3.4. La micorrizaciéon con Tuber melanosporum Vittadini

La micorrizacion de especies forestales por Tuber melanosporum Vitt. es
un proceso que se da espontaneamente en la naturaleza, aunque también puede
realizarse de modo artificial. La naturaleza, evolucién y dinamica del proceso son
poco conocidas. Esta situacién se ve agravada ante el hecho de que la mayoria de
los avances conseguidos en la micorrizacion con este hongo, no son divulgados y
estan protegidos por la ley de patentes industriales (Cartié ef al., 1996).
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3.4.1. Técnicas de micorrizacion

La micorrizacion artificial es una de las técnicas mas promisorias, por los
alentadores resultados obtenidos en los ultimos afos. En la actualidad existen
varias técnicas que varian en su grado de elaboracidén, en sus ventajas y
desventajas respecto a la rapidez del efecto, ademas de los costos asociados a
cada una de estas técnicas. A continuacién se hace mencion a las mas
importantes:

Inoculacion con suelo Forestal.- Consiste en agregar al suelo del vivero, o al
sustrato que se utilice, una cierta cantidad de tierra extraida de rodales de la
misma especie que se desea inocular. Es muy utilizado y sin duda el
procedimiento mas “natural” (Vergara, 1997 citado por Carrasco, 1998).

Inoculaciéon con plantas micorrizadas.- A espacios regulares dentro del vivero
se coloca un cierto numero de plantas micorrizadas. Se obtiene una micorrizacién
muy lenta comparado con otros métodos, ademas de ser poco homogénea, se
desconoce la identidad del o los hongos micorrizantes y al igual que el método de
inoculacién con suelo forestal, es posible introducir agentes fitopatégenos en el
vivero (Vergara, 1997 citado por Carrasco, 1998).

Inoculacién mediante esporas.- La inoculacién mediante esporas es la técnica
mas practica de infeccién de hongos micorricicos, su limitacién basica radica en la
obtencion de una cantidad adecuada de esporas, especialmente si se desea
realizar micorrizaciones a gran escala (Vergara, 1997 citado por Carrasco, 1998).

In6culos vegetativos (cultivos puros).- De acuerdo al conocimiento actual, el
uso de indculo vegetativo de hongos micorrizantes es el mejor método de
inoculacién, ya que primero se puede escoger la especie fungosa y segundo
eliminar el riesgo de introducir enfermedades. Sin embargo, para el éxito de los
cultivos puros se debe conocer qué especie fungosa es la mas beneficiosa, como
cultivar las especies para producir suficiente cantidad de inéculo y cémo realizar la
inoculacién en viveros o en condiciones de campo.

3.4.2. Métodos de inoculacién con Tuber melanosporum Vittadini

El meétodo para inocular se basa en facilitar el contacto entre el hongo, la
trufa y las raices de la planta, y a la vez evitar al maximo cualquier tipo de
competencia de otros hongos (Reyna, 2000).

De acuerdo a Cartié ef al., (1999) existen variadas modalidades de
inoculacion con T. melanosporum, y se desarrollan de acuerdo a la experiencia y
técnica de cada truficultor, intentando una mayor seguridad y eficacia en la
micorrizacion. A pesar de aquello existen dos métodos que son los mas
empleados en Europa para producir plantas micorrizadas con Tuber, inoculacién
en seco e inmersién de raices en inéculo liquido.
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La inoculacion en seco permite ajustar la dosis al valor deseado de un
modo exacto, utilizandose generalmente dosis de indculo desde 0,5 hasta 2
g/planta, este inéculo se logra mezclando trufa en polvo con talco inerte, para
conseguir una mejor distribucién. En este procedimiento se dispersa el inoculo
uniformemente sobre las raices de las plantas con un salero de luz muy fina,
especialmente preparado para ello (Cartié ef al., 1999; Reyna, 2000).

Por otra parte, la inmersién de raices es otro método comunmente utilizado
para micorrizar las plantas, el cual utiliza un aditivo liquido como alginatos o
algunos activadores de la germinacién para espesar la suspension y hacerla mas
adherente, en este caso se sumerge el sistema radical en la suspension
esporifera. Para este procedimiento es fundamental utilizar trufa bien madura,
incluso casi podrida, siendo necesario entre 1 a 3 g de trufa por planta (Cartié et
al., 1999; Reyna, 2000).

Cartié ef al, (1996) en el ensayo de un nuevo método de inoculaciéon de
Quercus jlex L. por Tuber melanosporum Vitt, comprobé la eficacia de distintos
coadyuvantes en el proceso de inoculacién, obteniendo los mejores resultados con
talco, ya que resulté ser menos fitotoxico para las plantas que los geles y también
el mas efectivo en cuanto a la produccion de apices micorrizados.

3.4.3. Control cuantitativo de las micorrizas

Para analizar el grado de micorrizacién, existen dos métodos de evaluacién;
el muestreo porcentual y el muestreo volumétrico.

Los sistemas de control del grado de micorrizacion mas frecuentes
aplicados obtienen datos porcentuales como los propuestos por Fischer y Colinas
(1997), es decir de una planta o un lote de plantas se comprueba que tiene un
determinado porcentaje de Aapices radicales micorrizados con la especie.
Evidentemente con este método se desconoce cuantos apices tiene la plantay la
cantidad de inéculo que estamos adquiriendo.

El sistema de muestreo en volumen, por su parte, permite obtener datos
medios del numero de micorrizas por planta, lo que en definitiva es el producto
activo de una planta micorrizada, por lo tanto permite evaluar ademas la
efectividad de la inoculacién. Ese sistema tiene un gran interés ya que da
resultados en funcion del volumen y no como porcentaje, lo cual permitira
comparar sistemas radicales entre si.

De acuerdo a Reyna ef al., (2000), en el estudio sobre control de calidad en
la planta micorrizada con Tuber melanosporum Vitt. producida por viveros
comerciales; mediante ambos sistemas, volumétrico y porcentual, se obtienen
datos de porcentaje de micorrizacidon similares. En los datos relativos a
contaminaciones con otras micorrizas, la aproximacion entre los dos métodos es
menor, sin embargo el volumétrico detecta mayores porcentajes de micorrizacion
contaminante, por lo que se considera mas adecuado. Por otra parte, el sistema
volumétrico, es un ensayo no destructivo que permite realizar un seguimiento
posterior de las mismas plantas.
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Distintos autores consideran {Bencivenga et al., 1995, Fischer y Colinas,
1997; Palazén et al., 1999) que a partir de un 25% de micorrizacién, segun unos, y
hasta un 33% de micorrizacién segun otros, la planta ya es de calidad. Ademas el
grado de contaminacién con otras micorrizas admisible no debe superar el 25%
sobre el numero de apices con T. melanosporum (Fischer y Colinas, 1997).

3.4.4. Factores ecolégicos relacionados a la micorrizacion

Segun Hemard ef al., 2000, la infeccidén micorricica depende de condiciones
que determinan las caracteristicas de los fitosimbiontes y del suelo, en particular,
Entre estos factores condicionantes se pueden mencionar que:

» Al aumentar la intensidad luminosa, el aumento de micorrizas es proporcional
al namero de raices cortas, posiblemente por un aumento en la disponibilidad
de nutrientes, principalmente carbohidratos libres en las raices.

» La temperatura tiene una accion directa sobre el porcentaje de crecimiento
radical y sobre la produccion de nuevas raices. Las temperaturas 6ptimas para
el crecimiento varia entre 17 y 27 °C para la mayoria de los hongos, como por
ejemplo Lactarius, Amanitas, y algunos Boletus, que tienen un éptimo térmico
superior a los 20 °C.

* Las formaciones micorricicas estan influenciadas por la humedad del suelo y
por la aireacion. Se presume que el crecimiento miceliar decrece con una baja
concentracion de oxigeno, debido a que la mayoria de estos hongos
micorricicos son aerébicos.

¢ |a presencia de raices asociadas a micorrizas se detecta especialmente en el
horizonte humico. La cantidad y la calidad de humus, constituye el factor mas
importante en la formacién de las micorrizas, por lo tanto estas disminuyen con
la profundidad.

» Al existir deficiencias de N, P y K disponibles, se impide la formacion
micorricica y el crecimiento radical, pero al existir una deficiencia moderada de
uno de estos nutrientes la infeccion se lleva a cabo.

3.5. Principios y condiciones del cultivo

En los datos referentes a las exigencias de la trufa, respecto a las
condiciones de cultivo, se encuentra un importante numero de concordancias
entre los diferentes autores. A partir de esta informacién se realizan
recomendaciones de tipo orientativo, para los parametros geograficos, climaticos y
edaficos.
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3.5.1. Condiciones geogréaficas

El rango de altitudes en que la trufa se presenta en los diferentes paises
europeos alcanza su minima altura en 100 m en Francia e Italia y el maximo sobre
los 1.500 m en Espafa. Aunque no es corriente que la trufa se produzca por
debajo de los 700 m. La altitud promedio estd comprendida de los 700 a 1.400 m
sobre el nivel del mar (Reyna, 2000).

La orientacion general de las truferas es hacia exposiciones Oeste y Sur,
nunca Norte (Saéz y de Miguel, 1995).

Las truferas se sitiGan normalmente en pendientes moderadas y cada vez
con mas frecuencia en pendientes suaves, hasta 60% como maximo, aunque las
mas comunes son del orden del 15% (Saez y de Miguel, 1995).

3.5.2. Condiciones climaticas

El clima general de las zonas truferas es predominantemente continental,
presentando inviernos frios y veranos calurosos. El régimen de precipitaciones de
estas areas es el tipico mediterraneo con sequia estival y maximo de
precipitaciones en otofio. El rango ideal de pluviometria para la trufa seria de 600-
900 mm/afio.

En cuanto a temperatura, Saez y de Miguel, (1995); Reyna, (2000), indican
varios valores que guardan relacion con el area geografica donde es posible el
desarrollo de la trufa, presentados en la tabla N°4.

emperatura maxima del mes mas calido 23-32
emperatura media del mes mas calido <20 -22
emperatura minima del mes mas frio -2--6
[Temperatura media del mes mas frio >2
Temperatura maxima absoluta 35 -42
emperatura minima absoluta -9 - .25

3.5.3. Condiciones edéificas

La trufa se desarrolla sobre suelos calcareos de 10-40 ¢cm de profundidad
del tipo rendzina, calcosoles y calcisoles. La principal caracteristica de estos
suelos es su alto pH, lo cual es causado por un alto contenido de carbonato de
calcio (piedra caliza). Idealmente, el pH del suelo debe ser mayor que pH 7,5, con
un optimo de pH 7,9 (Reyna, 2000; Saez y de Miguel, 1995).
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La profundidad del suelo es un parametro importante, del cual depende la
capacidad para retener agua y ponerla a disposicidn de la vegetacion y
consecuentemente de la trufa. También la profundidad del suelo determinara en
algunos casos la especie simbionte a utilizar (Reyna, 2000).

La presencia de carbonato calcico es un requerimiento indispensable para
la presencia de T. melanosporum. Absolutamente todos los autores citan su
existencia a lo menos en la roca madre o en los materiales gruesos del suelo
(Reyna, 1999}

La textura del suelo, es junto con la caliza y la materia organica, uno de los
factores que determinan la naturaleza de la estructura y, por lo tanto, los
caracteres de aireacion e hidrodinamismo del suelo. La textura por tanto debera
ser equilibrada. Deben desecharse los suelos muy arcillosos por su compactacion
excesiva, los suelos limosos, limo-arcillosos ¢ limo-arenosos, por su caracter muy
desfavorable al apelmazamiento; y los suelos excesivamente arenosos, por su
poca capacidad de retencién de agua.

La mejor estructura es la que asegura el maximo de aireacién y, al mismo
tiempo, la mayor facilidad para la penetracién de las raices del arbol y el micelio
de la trufa. Esta descripcion corresponde a la llamada estructura granulosa o
grumosa, resultado de un equilibrio entre arena, limo y arcilla (Hall, ef al.,2000;
Reyna, 2000). En la tabla N°5 se entregan los principales rangos recomendados
por distintos autores para los parametros de las condiciones edaficas requeridas
por T. melanosporum.
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Tabla N°5.- Caracteristicas de los terrenos recomendados ara el cultivo de trufa negra.

75-8 5 (Palazén et al 2000)
7 - 8,5 (S4ez y de Miguel, 1995}
7,45 « 8,23 (Reyna, 1999)
En general el éptimo &5 7,9
2 - 10 (Palazon et al,,2000)
1.5 - 8 (Sdez y de Miguel, 1995
Optimo estaria préximo a 3

LI TR

Materia orgdnica oxidable
(%)

Calcio intercambiable (% s >0,5 (Saez y de Miguel, 1995)

axido calcico) e 0.4-16 (Bonety Colinas, 19949)
aliza total {%) e minimo de 10% (Saez y de Miguel,
1995)
s 0 -83% (Reyna, 1999)
Nitrogeno (Kjeldahl) (%) + 0,1-0,3(Bonety Colinas, 1589)
Fésforo = Fosforo total (%) 0,1-0,3

» Fosforo asimilable (Olsen) {(ppm) 12
-18 (Bonet y Colinas, 1999)

Potasio (% oxido s 0,01-0,03 (Bonety Colinas, 19994
|potasico)

Magnesio intercambiable e 0,01-0,03 {Sdez y de Miguel,

(%) 1595).

Textura » Mo muy arcillosos ni excesivamente

arencsos, limosos, limo-arcillosos ©
limo-arencsos

Estructura + Granulosa o grumosa
Ratio C/IN

s 8-15con éptimo 10-11 (Boneat y
Colinas, 1989).
Fuente: Bonet J. y Colinas C. 2000

3.6. Ciclo biologico de la trufa

De acuerdo a Reyna (2000}, el ciclo bicldgico de la trufa en Europa,
representado en la figura N°4, es el siguiente:

La trufa una vez plenamente madura (mediados del invierno hasta
principios de la primavera), debe liberar las esporas que encierra. Cuando se
alcanza la temperatura y humedad adecuada, temporada de primavera, la espora
comienza a germinar emitiendo un finisimo filamento de micelio que se ramifica
rapidamente.

El filamento miceliar emitide por la espora se introduce y explora el suelo
en busca de raicillas que debe encontrar en poco tiempo o de lo contrario, en
cuanto termine la reserva de nutrientes de la espora, morira, En contacto la raicilla
de una especie adecuada y el filamento miceliar, comienza a formarse una
micorriza, a esta primera infeccién se la suele denominar infeccidn primaria. El
micelio se desarrclla penetrando en el interior para formar el reticulo Hartig y
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formando externamente el manto del que parten de nuevo hifas para propagar la
infeccion hacia las raicillas proximas.

A partir de las micorrizas primarias el micelio comienza a colonizar el suelo,
encontrando en su desarrollo nuevas raicillas y formando micorrizas secundarias;
todo el proceso de infeccion se extiende por el suelo y el sistema radical, hasta
que alcanza una cierta cantidad critica de biomasa de micorrizas a partir de la
cual, si las condiciones ecolégicas son adecuadas, ya puede producirse la
fructificacion.

En los meses de primavera, parte de los filamentos miceliares empiezan a
especializarse, agrupandose y compactandose hasta dar lugar a la formacién de
un pequeno nucleo o primordio de la futura trufa.

De acuerdo con Barry (1992) a finales de la primavera o principios del
verano se da comienzo a una fase saprofitica en la trufa, el carpéforo se
independiza de las micorrizas y vive a partir de las sustancias organicas del suelo.
En esta fase se produce un engrosamiento considerable de la trufa y es necesario
una cierta cantidad de lluvia para que los carpéforos lleguen a buen fin. A final del
verano comienzan a diferenciarse las esporas y con la maduracién se produce la
emision de aromas, que son maximos cuando la trufa esta plenamente madura y
Sus esporas son wables para germinar.

La progresiva emision de olores debida a la maduracién atraera a todo tipo
de animales e insectos para cerrar el ciclo iniciandose de nuevo el proceso de
dispersion de las esporas. El ciclo de formacién de las trufas dura, por tanto, del
orden de 8 meses desde que comienzan a formarse los primordios iniciales hasta
que madura plenamente.

NovEne Diseminacion
Diferenciacdon de esporas

Mar-May
~ 'y JunDie Gemminacion de espora
S’ Crecmianto Trufa FormBaén micomr|zas
Expancibn micorrizas
. “ Jun-Jul
s, Comienzo de la
face saprofita Abr-May
- Fomnacon de,
" - .
\ L primordios - .
: - [N
. . N .' :

Fuente: Reyna, 2000.
Figura N°4.- Esquema del ciclo biologico de la trufa, en Europa.
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3.7. Especies simbiontes potenciales en Chile

El desarrollo de micorrizas es también una adaptacion al suelo de muchas
especies forestales. Es sabido que especies que se desarrollan en suelos férliles y
himedos o mésicos, logran sobrevivir en suelos pobres en nutrientes,
especialmente en nitrégena, y relativamente secos, gracias a la simbiosis de sus
raices con hongos micorricicos. Esta caracteristica es tipica de especies de
Nothofagus, particularmente aquellas de amplia distribucion en medio ambientes
muy variados en cuanto a suelo, como Nothofagus dombeyi y Nothofagus obliqua
(Singer y Moser, 1965; Donoso, 1981; citados por Donoso, 1993).

De acuerdo a Carrillo ef al. {1992) en el estudio de la simbiosis micorricica
en comunidades boscosas del Valle Central en el sur de Chile, el tipo
ectomicorricico y ericoide se ubica en el segundo lugar, luego de un claro dominio
del tipo vesiculo arbuscular (VA), en las comunidades estudiadas. Sin embargo, la
simbiosis ectomicorricica se encuentra Onicamente en Jlas especies de
Nothofagus, siendo el bosque de N. obliqua el que presenta la mayor riqueza de
especies micorricicas.

La especificidad que se presenta entre las especies arbéreas y cierta clase
de hongos es esencial para que se realice una asociacion simbidtica, sin embargo
existen otros factores que inciden en los resultados de esta simbiosis, y hacen
mencion principalmente a las condiciones edafoclimaticas en las gue se
desarrollan ambos. La tabla N°6 menciona las principales especies presentes en
Chile factibles de formar asociaciones ectomicorricicas con T. melanosporum.

Tabla N°6.- Especies presentes en la zona centro sur de Chile,
factibles de formar asociaciones ectomicorricicas.

Encino Quercus sp.
Avellanc eurapec Corylus aveilana.
Tilo Tillia sp.

Alamo Populus sp.
Castafo Castanea sp.
Eucalipto Evucalyptus sp.
Pino Pinus sp.

Sauce Salix sp.

Roble* | Nothofagus sp.

* Especies nativas

Fuente: Proyecto FIA CO1-1-A-085
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3.7.1. Nothofagus glauca (Phil.) Krasser

Especie endémica y caracteristica de la zona mesomérfica de Chile. El area
de distribucién natural de N. glauca (hualo), comprende las altitudes medias de la
Cordillera de los Andes y de la Cordillera de la Costa en la zona central de Chile
(Santelices, 1997).

El area de distribucion natural tiene un clima mediterraneo muy
caracteristico. La distribucién de las precipitaciones se concentra en el invierno y
el periodo estival es muy seco, llegando a tener hasta 5 meses sin precipitaciones
(Santelices, 1997).

Se desarrolla en altitudes que van desde los 400 hasta los 1.100 m.s.n.m.
El régimen térmico se caracteriza por temperaturas minimas que fluctian entre los
-3,2 a 9,4 °C y temperaturas maximas entre los 16,5 a 31,3 °C. Las precipitaciones
oscilan entre los 323,8 y 1.025 mm anuales (CONAF, 1998).

Los suelos de la distribucion costera son en su mayoria de origen granitico
y metamaorfico y los de la andina, volcanicos. En las dos regiones no se presentan
grandes diferencias en la acidez y el pH varia entre 5 y 5,8 (Cérdova y Pérez,
1996 citados por Santelices, 1997). Se desarrolla bien en suelos pedregosos y
delgados, con pendientes pronunciadas y rocosas. Sus principales limitantes
parecen ser las bajas temperaturas y los suelos extremadamente hdmedos
(Conaf, 1998).

3.7.2. Nothofagus obliqua var obliqua (Mirb) Oerst.

Esta especie, comunmente conocida como roble, se presenta en una
amplia variedad de suelos, preferentemente en suelos profundos, fértiles y con
cieta humedad, teniendo un caracteristico manto de materia organica en
descomposicion (Donoso, 1979 citado por INFOR-CONAF, 1998).

El pH varia desde acidos a neutros, preferentemente se encuentra en
suelos fértiles, profundos y con cierta cantidad materia organica en
descomposicién (Pimstein, 1974, Donoso, 1981 citado por INFOR-CONAF, 1998),

El clima para esta especie es templado-frio lluvioso al sur de su distribucion;
hacia el Norte experimenta la influencia mediterranea. Se desarrolla en
pendientes medias de 20% entre los 200 y 700 m.s.n.m. Las temperaturas medias
anuales varian entre 10-14 °C (Donoso, 1979 citado por INFOR-CONAF, 1998).
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3.7.3. Quercus ilex L. subsp. ballota (Desf) Samp.

La encina, nombre comun de Q. ifex, se adapta practicamente a todo tipo
de suelos, principalmente siliceos, calizos y yesosos, requiriendo mayor
profundidad a medida que disminuyen las precipitaciones (Reyna, 2000). En
suelos arcillosos o barros pesados apenas fructifica, debido al alto contenido de
coloides que impiden |a penetracion del aire necesario para el desarrollo y normal
extensién de las raices (Fuentes, 1994).

La encina es un arbol que trabaja de forma neutral, descalcificando los
suelos calizos y enriqueciendo los suelos acidos (Montoya, 1993). El vigor y
desarrollo aéreo de esta especie, dependen de la buena textura y profundidad del
suelo en el que se desarrolla su sistema radical (Fuentes, 1994),

Las zonas donde se asientan las encinas son de diversa ecologia, con una
precipitacion anual media de 500-600 mm pudiendo darse limites muy variados
que van desde los 300 mm a 2.500 mm, una altitud de 0-2.200 m y temperaturas
medias de entre -3° a 28 °C (Ruiz de la Torre, 1976 citado por Reyna, 2000).

Es la especie trufera por excelencia, muy estimada como productora de
trufa de calidad. De crecimiento lento, tarda muchos afos en entrar en produccién
(Saez y de Miguel, 1995).

3.7.4. Quercus robur L.

Q. robur o encino como se le denomina cominmente, es una especie tipica
de regimenes climaticos oceanicos (Reyna, 1999), se desarrolla bien en climas
templado frio, tiene una gran resistencia al frio e incluso heladas tardias de cierta
intensidad.

Se desarrolla sobre sustratos tanto siliceos como calizos, precisa suelos de
buena fertilidad y humedad, tolerando ademas suelos mas pesados y arcillosos,
incluso con un cierto encharcamiento estacional. Esta especie requiere
desarrollarse a plena luz.

Su rango latitudinal va desde 0 a 1.000 m, incluso puede [legar a los 3.000
m. Requiere precipitaciones superiores a 600 mm anuales de los que al menos
200 mm deben corresponder a precipitaciones estivales, importante es la
humedad ambiental, el régimen de temperaturas esta comprendida entre -15y 10
°C en invierno y entre 10 y 25 °C en verano. Resiste temperaturas extremas de
-22°a 44 °C (Ruiz de la Torre, 1990 citado por Reyna, 1999).
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4. MATERIAL Y METODO

El estudio se dividié en dos ensayos: el ensayo |, realizado en invernadero,
estudid la micorrizacién obtenida en las especies Quercus ilex, Quercus robur,
Nothofagus glauca y Nothofagus obliqua inoculadas con Tuber melanosporum,
este ensayo fue representado por una poblaciéon de 54 plantas/especie, bajo
condiciones de cultivo controladas. El ensayo I, al aire libre, evalio la
micorrizacién de las especies nativas N. glauca y N. obliqua inoculadas con T.
melanosporum bajo dos niveles de pH y también el efecto competitivo de las
micorrizas nativas, para ello consideré 4 tratamientos, descritos en la tabla N°9,
representados por 54 plantas/tratamiento.

4.1. Materiales

Los ensayos | y Il se realizaron en el vivero de la Universidad Catolica del
Maule, ubicado en la comuna de Talca, Séptima Regién. Geograficamente se
localiza a 35° 26" 10 latitud sur y 71° 37" 05" longitud oeste, y segun clasificacion
climatica de Kdppen, el area se ubica en una zona de clima templado calido con
lluvia suficiente y estacién seca en verano.

ENSAYO |

El invernadero de estructura de acero galvanizado con cubierta de
polietileno de alta densidad de cuatro temporadas, con una superficie de 126 m*
aproximadamente, se sombred en su totalidad con malla raschell de 65% de
cobertura, su equipamiento regulé las variables temperatura y humedad, mediante
un sistema de calefaccion y cooling automatizados, dependiendo de las
condiciones meteorolégicas y las etapas de desarrollo de las plantas simbiontes y
el hongo.

Para evitar posibles contaminantes, el invernadero se implementé con
ventanas protegidas por mallas antiafidos, el piso se cubrié con malla antimaleza,
los mesones se levantaron del piso a una altura de 80 cm y la entrada conté con
una antecamara de desinfeccion.

El material vegetal corresponde a plantas de 6 meses de cultivo en sustrato
inene, en invernadero, de las especies Q. ilex, Q. robur, N. glauca y N. obliqua;
obtenidas a partir de semillas’ previamente desinfectadas con hipoclorito sédico all
10% por 20 minutos.

El sustrato de siembra y el tratamiento pregerminativo varié segln el
género: a las semillas de las especies de Quercus se le aplicé un remojo en agua
fria durante 24 horas y el sustrato fue una mezcla de vermiculita/perlita en una
proporcion 1:1; mientras que a las semillas del genero Nothofagus se les aplicoé un
remojo de acido giberelico (GA3) en una concentraciéon de 100 ppm durante 24
horas, sembradas en una mezcla de corteza compostada/vermiculita/perlita, en

! Las semillas de Nothofagus procedentes de Linares fueron obsequiadas por el Centre Semullero de Chillén, mientras que las
semillas de (. s/ex fueron procedian de Santiago y las de Q. robur de la comuna de Talca,



34

una proporcién 3:1:1; la corteza compostada fue previamente desinfectada antes
de ser aplicada a la mezcla.

Se utilizé bandejas de cultivo con una cama de siembra de 18 cm de altura.
Es fundamental resguardar las condiciones de asepsia durante toda la etapa de
cultivo, sustentado en la produccién de una planta con un sistema radical limpio y
libre de contaminantes.

El material flngico inoculado corresponde a Ila especie Tuber
melanosporum Vittadini.?, aplicado como una mezcla constituida por trufa molida y
talco inerte (3MgQ,SiO;H,0, Hidrosilicato de Magnesio) en una relacion 1:4,
preparada por el Centro de Estudios Ambientales del Mediterraneo (CEAM,
Espana), e importada desde Espafia atendiendo a factores de prevencion y
seguridad sanitaria.

El sustrato® de transplante utilizado es una mezcla de tierra calcarea,
vermiculita, perlita y turba rubia, esterilizada a vapor durante 90 minutos a
temperatura sobre los 100 °C, encalada para obtener un pH 8,1, con una doble
aplicacion de carbonato de calcio, granulometria fina (polvo) y granulometria
gruesa (> 1mm).

Los contenedores de tipo libro utilizados en el transplante, tienen una
capacidad de 450 cc de tipo autopoda y con estrias para evitar el espiralamiento
de la raiz.

ENSAYO I

A diferencia del ensayo |, el aislamiento de agentes contaminantes para
este ensayo fue minimo y se resume en la proteccion, del espacio al aire libre, con
malla raschell de 65% de cobertura, instalada por los contornos y a una altura de
5,40 m del suelo y en el levantamiento de los mesones a una altura del suelo de
80 cm, por lo que las plantas crecieron con la constante amenaza de propagulos
de hongos competitivos presentes en el ambiente y de manera principal en el
sustrato utilizado.

El material vegetal corresponde a plantas de 6 meses de cultivo estéril, en
invernadero, de las especies N. glauca y N. obliqua, obtenidas a partir de semillas
previamente desinfectadas con hipoclorito soédico al 10% por 20 minutos. El
sustrato de siembra y el tratamiento pregerminativo, fue el utilizado en el ensayo |,
para las especies del genero Nothofagus, utilizando bandejas de cultivo con una
cama de siembra de 18 cm de altura.

El material flngico inoculado fue el mismo utilizado para ambos ensayos y
se describe en el ensayo |.

* Los carpoforos de esta especie utilizados en la mezcla fueron recolectados en una plantacion de Quercus ifex ssp Ballota de la
?rovmcia de Castellén, Espafia

El sustrato de transplante utilizado en el ensayo I, corresponde al propuesto por el Proyecto “Truficultura”, desarrollado por la
Universidad Catolica del Maule, junto con FIA y CEAM
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En el sustrato de transplante se utilizo sustrato de bosque de Nothofagus"
extraido de los primeros 10 cm de suelo, tamizada y homogenizada. Para el
sustrato | se conservd el pH 6,5, pH natural del sustrato de bosque; para el
sustrato |l se realizdé una doble aplicacion de carbonato de calcio, granulometria
fina (polvo) y granulometria gruesa (> 1mm), elevando el pH a 7,7, ambos
sustratos se utilizaron sin esterilizar.

Los contenedores de tipo libro utilizados en el transplante, tienen una
capacidad de 450 cc de tipo autopoda y con estrias para evitar el espiralamiento
de la raiz.

Se realizé un analisis de suelo a ambos sustratos, presentados en la tabla
N°7, donde la letra E identifica el ensayo al que corresponde y la letra S define
sustrato, para el caso del ensayo Il.

E-l esterilizado 8.4 4.2 0,10 0,14 0,51 24,6 10
E-Il ;S§-1 sin esterilizar 8,5 285 0,77 0.23 472 214 8,1
E-Il :8-2 sin esterilizar | 7.7 258 0,64 0.25 374 233 15,5

4.2. Metodologia

Las etapas inoculacion y analisis micorricico se realizaron de acuerdo a
metodologias propuestas por Reyna, (2000), utilizando los mismos procedimientos
para ambos ensayos.

4.2.1. Inoculacién y transplante

La inoculacion de las plantas cultivadas se realizo en el mes de noviembre
del afio 2002, en las condiciones de asepsia presentadas por el invernadero y
aproximadamente a las 18:00 horas, para asegurar un ambiente donde la
temperatura no supere los 20 °C.

Las plantas se sacaron del sustrato de siembra protegiendo las raicillas
finas y mantenidas en depdsitos con agua fresca, con ello se elimin6 gran parte
del sustrato adherido y se hidrataron las raices hasta el momento de ser
inoculadas; el intervalo de tiempo que transcurrié entre el arranque de la planta, la
inoculacion y posterior transplante no superd los 15 minutos, Se debe procurar
que la raiz sufra el minimo de estrés para este procedimiento.

* El bosque es del tipo forestal roble-hualo, ubicado en ¢l Fundo Cordillera, sector ¢l Colorado, comuna de  San Clemente:
Frcpicdad de 1a Universidad Catélica del Maule.
Los andlisis de suele fucron realizados por el Leboralario de Sueles de Ia Facultad de Agronomia de 1z Universidad de Talca.
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En un meson de trabajo, previamente desinfectado, se dispersaron 11 litros
de sustrato de transplante, sobre el cual se ubicé el sistema radical de 24 plantas
(foto N°4), sustrato y especie correspondiente al mismo tratamiento; luego con un
salero de luz mediana que contenia 12 g de indculo y mediante la técnica de
inoculacién en seco se espolvored homogéneamente 0,5 g de indculo,® por
sistema radical (foto N°5).

Las raices de la planta son el principal receptor de la mezcla, pero parte de
la dosis que no se adhiri6, se incorporé en la cama de sustrato en las que fueron
colocadas, sustrato que se utilizé para el transplante a los contenedores, de las
plantas inoculadas.

Ft N® 5'.: Jts d hﬂaio inoculadas

oto N® 4.- Plantas de hualo, previc a Ia
inoculacion

El riego de ambos ensayos fue a través de un sistema de microaspersion,
con agua clorada reposada por 48 horas en un estanque; seglin requerimiento
hidrico de la planta mediante observaciones diarias, regulado por un programa de
riego cada 2 dias.

4.2.2. Niveles de Micorrizaciéon

A los 6 meses de realizada la inoculacion se comenzd con la evaluacién de
los niveles de micorrizacion, la que consistid en un analisis cualitativo y
cuantitativo a una muestra al azar de 18 plantas por especie para el ensayo | y de
6 plantas por blogue para el ensayo Il.

¢ La dosis de inoculo aplicada se determind a Uravés de un andlisis de campe realizado con ¢l experto Santiage Reyna al inicio de
la ingeulacion, oplimizando la capacidad de [jacedn del sistema radical
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Para el analisis se utiliz6 el muestreo volumétrico’ a una muestra de 7 cc,
extraida del cepellén de la planta; para ello se trasladé la planta a un contenedor
perforado, en su parte media® {(foto N°8), con las mismas dimensiones del
sacabocado utilizado (foto N°7), el cual se introdujo en sentido horizontal
imprimiendo una rotacion constante para procurar el corte de las raices y evitar su
desgajamiento o rotura. Extraida la muestra (foto N°8), el orificio fue rellenado y la
planta devuelta a su contenedor original,

1

to N° 6 Conlenedo FotoN° 7.- Sacabocao

La muestra extraida (foto N°9) se prepard en laboratorio; realizando varias
decantaciones sucesivas, eliminando gran parte de las particulas de sustrato
adheridas a las raicillas. E|l producto se recogié sobre un tamiz de 1 mm y se
deposité en una placa Petri con agua destilada. Si aan existia sustrato adherido,
se retird cuidadosamente con un pincel fino, para evitar la pérdida de apices
radicales.

Foto N° 8.- Toma de muestra Foto N* 9.- Muestra extraida

" Reyna, S ({1997) sistema de muestreo propuesto por ¢l experto Santiage Reyna que permite ofrecer datos medios del N* de
micormizas por planta, ademds de permutir realiZar Un seguimiento posterior a la misma planta, por no ser un método destrugtive.
Y Reyna, S (1999) determme que las muestras extraidas en la zona media del contenedor se consideran suficientes, ya que en
ensayos previos oo se pbamieron diferencias significativas entre el estrato medio y el superior, mi entre €f medio v el inferior
para una muestra de {0 plantas
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La totalidad de raicillas extraidas de la muestra, se observaron en lupa
binocular y clasificaron en tres categorias de conteo:

A/s/M : apices radicales sin micorrizar.
AJc/T.m : apices radicales micorrizados por 7. melanosporum.
A/c/O.m : apices radicales micorrizados por otras micorrizas.

El formulario confeccionado para tal registro se presenta en el Anexo N° 2.

Para el andlisis cualitativo, el color y la forma de la micorriza fueron
caracteristicas morfolégicas que en un primer reconocimiento de lupa permitieron
su clasificacién dentro de una especie determinada, ante la presencia de cualquier
duda, el apoyo de un analisis microscépico fue fundamental, observando
caracteristicas anatémicas como el manto y la ornamentacién y ramificacion de las
espinulas, que permitieron reconocer y verificar el tipo de micorriza.

Todas estas caracteristicas fueron analizadas contrastando claves
morfolégicas para 7. melanosporum de los trabajos de Zambonelli ef al. (1993),
Saez y de Miguel (1995), De Miguel y Saez (1997) y Etayo y De Miguel (1998)
menciogadas en Reyna, (2000); junto con la experiencia profesional del Dr. Gétz
Palfner”,

4.2.3. Disefio Experimental
ENSAYO |

E! ensayo | consistio en 4 tratamientos representados por las especies en
estudio. Se utilizd un disefio en bloques al azar simple con 3 repeticiones, con un
tamafio muestral de 6 muestras de 7cc de cepellén de cada planta por repeticion,
tabla N°8.

Mediante un analisis de varianza con un 95% de significancia, realizado
para un disefio en bloques al azar simple, se analizé6 la significancia de los
tratamientos y bloques; para este analisis se trabajo con la proporcion de raices
micorrizadas con T. mefanosporum del total de la muestra para cada tratamiento;
previo a este analisis, es necesario cumplir con los criterios de normalidad y
homocedasticidad.

De acuerdo al modelo de bloques completos con submuestreo Yix = p + B+
¢, +e; + &k se probd la hipétesis nula que indica que no existe diferencias entre
los tratamientos estudiados versus que si existe diferencias entre ellos.

Ademas los promedios de los tratamientos se analizaron mediante el test de
Duncan de comparaciones multiples para un 95% de significacion.

9 A
Comunicacion personal
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Tabla N°8.- Disefio del Ensayo I,

ara cda Blogue {N° de bloques=3).

BODIACIO

TI Qemus ile 8, | 54 3]

T Quercus robur 8.1 54 6

T Nothofagus glauca 8.1 54 6

TIV Nothofagus cbligua 8,1 54 6
ENSAYO I

El ensayo Il consistié en 4 tratamientos, descritos en la tabla N°9, se utilizo
un disefio en boques al azar simple con 3 repeticiones, con un tamafio muestral
de 6 muestras de 7cc de cepellén de cada planta por repeticién.

Se trabajé el mismo método de analisis que para el ensayo anterior,
utilizando la proporcion de raices micorrizadas con 7. melanosporum del total de la
muestra para cada tratamiento; previo cumplimiento de los criterios de normalidad
y homocedasticidad. Ademas los promedios de los tratamientos se analizaron
mediante el test de Duncan de comparaciones multiples para un 95% de
significacion.

Tabla N° 9.- Disefio del Ensayo I, para cada Bloque (N° de bloques=3).

TI Nothofagus glauca 6,5 54
T Nothofagus glauca 7.7 54
T Nothofagus obliqua 6.5 54
TIV Nothofagus obliqua 7.7 54

Por otra parte, también se evalu6 la micorrizacién con otras micorrizas para
cada tratamiento de este ensayo, siguiendo el mismo procedimiento anterior, con
excepcion de que se trabajé con el valor absoluto para cada tratamiento.
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5. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

El estudio arrojé resultados promisorios, principalmente en el ensayo |, que
permitird dilucidar interrogantes iniciales sobre esta primera etapa de la
produccién de plantas micorrizadas con Tuber melanosporum en Chile. Por el
contrario, los resultados obtenidos del ensayo I, mantienen incdgnitas de temas
que se discutiran.

5.1. Micorrizacidn con Tuber melanosporum Vittadini, en invernadero

Sequn los parametros de muestreo, apices sin micorrizar, con T.
melanasporum y con otras micorrizas, en la tabla N°10 se presentan los valores
totales de apices radicales evaluados por especie, extraidos de una muestra de
7ce, para un tamano muestral de 18 plantas por especie.

Tabla N°10.- N° total de apices radicales evaluados por especie, ensayo |.
Ngdelapicesiradicalas

Especie C0 Co
i GOl ETi il REtrasimicorriza ictal
Q. ilex 864 617 33 1514
Q. robur 12700 1222 156 14078
N. glauca 1959 30 Q 1989
N. obliqgua 7065 683 0 7748

De la tabla anterior se observan diferencias significativas entre los sistemas
radicales de las especies en estudio; de acuerdo a los andlisis realizados para el
ensayo |, el total de apices radicales evaluados para Quercus ilex es de 1.514, y
corresponde aproximadamente at 10% del total evaluados para Quercus robur y
aproximadamente el 20% en relacién a Nothofagus obliqua, situacién similar
sucede para Nothofagus glauca con 1.989 apices. Estas diferencias son evidentes
si se piensa que la mayor muestra de Q. robur llegé a tener 1.503 apices
evaluados, Anexo N°1, y deben ser consideradas para un mejor entendimiento de
los resultados.

En la tabla N°11, se presentan los promedios de apices evaluados por
especie, obtenido para una muestra de 18 plantas, segin cada parametro de
muestreo, con su respectivo Intervalo de Confianza a=5% . Ademas el nimero de
plantas micorrizadas por 7. melanosporum para el total de la paoblacién
muestreada.



41

Tabla N° 11.- Promedio de apices radicales evgluad_%s por especie, ensayo |.

Q. ilex 48 © 18 34" 12 2" 4 | 17
Q. robur 706 7. 161 68" 30 9’ 10 14
N. glauca 109 *. 22 271 0 7
N. obliqua 393 ° 84 3872 0 13

Enfocandose en los valores referidos para el nimero de A&pices
micorrizados con T. melanosporum, 1a desviacion estandar para Q. ilex fue de 25
apices radicales, Q. robur con 65 apices, N. glauca ¢on 3 apices y para N. obliqua
fue de 44 apices radicales. Esta informacion es descrita para cada parametro,
incluyendo los valores maximos y minimos, en el Anexo N° 3.

El grafico N°1 muesira el porcentaje que representa el total de apices sin
micorrizar, con T. melanosporum y con ofras micorrizas, con respecto al total de
apices evaluados para la especie.

120
100

'@ apices sin

a0 < micorrizas

| |0 apes con T,
= 60 [ melancs porum
il | |@ apices con ofras
40 | micorrizas
' 20 '
T &
Q. ilex Q.robur  N. glauca N.obliqua
Especies

Grafico N° 1.- Porcentgjes de micarrizacion con Tuber melanosporum, Ensayo |.

La presencia de T. melanosporum en las cuatro especies cultivadas en
invernadero reflejan los resultados positivos obtenidos por el estudio, sin embargo,
N. glauca fue la unica especie, en este ensayo, que no obtuvo niveles de
micorrizacion favorables. De un total de 1.989 apices evaluados para esta especie,
tabla N°3 del Anexo N°1, solo 30 apices radicales fueron micorrizados por T.
meianosporum, equivalente a un 2 %, poco aceptable si ademas se considera que
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las plantas de esta especie no tuvieron buena respuesta a los niveles de pH
requeridos por el hongo.

Del grafico N° 1, se destaca el porcentaje de micorrizacion de Q. ifex, con
un 41% de apices con T. melanosporum frente a un 9% de las especies Q. robury
N. obliqua; no obstante, al comparar el 9% de micorrizacién de Q. robur y N.
obligua con el numero real de micorrizas obtenidas por estas especies, se
comprueba que no existe relacién; para lo cual se respaldan los resultados
obtenidos a través del muestreo volumétrico propuesto por Reyna ef al., (2000).
Especies que presentando el mismo porcentaje de micorrizacion, difieren
notablemente en el numero de micorrizas de T. melanosporum, con una diferencia
de aproximadamente el doble a favor de la primera especie.

Llama la atencion que la presencia del contaminante /nocybe sp. se centro
en el género Quercus, aunque con porcentajes poco significativos. Al observar el
grafico N°1, la presencia de contaminantes es porcentualmente similar en ambas
especies.

La tabla N°12, muestra la tasa de mortalidad de las especies Quercus ilex,
Quercus robur, Nothofagus glauca y Nothofagus obliqua, evaluada a los 2 meses
de realizada la inoculacién.

Tabla N? 12 - Mortalidad de las especies, ensa 0 l,
' Nothoagusgi K “?Nothofagusv i
St g o . L aq!acaﬂf:“,vw ] mam- b

Poblacmn Total 54 54 54 54

N° de plantas muertas 0 0 30 1
% Mortalidad 0% 0% 56 % 2%

Como se observa en la tabla N°12, la mortalidad para N. glauca fue critica
con mas de un 50% de la poblacion, esta respuesta desfavorable, se relaciona con
el efecto de stress post-transplante presentado por esta especie frente a las otras
en estudio, observado por un grado de marchitez severo con una perdida de casi
la totalidad de su sistema foliar.

Por ser el talco, segun Cartié et al., 1996, el coadyuvante que resulta ser
menos fitotoxico para las plantas y mas efectivo en cuanto a la produccién de
apices micorrizados que los geles, se descartan los efectos del método de
inoculacion y el coadyuvante utilizado, en la respuesta obtenida por N. glauca a la
inoculacidon con T, melanosporum, por lo cual se conjetura una intolerancia a las
condiciones edaficas presentadas en el ensayo |, principalmente al nivel de pH
8,1.

De acuerdo a un andlisis de varianza, realizado para un disefio en bloques
al azar simple, se rechaza la hipétesis nula, ya que en los tratamientos los datos
son significativos, Anexo N°4.
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Sin embargo, las diferencias entre tratamiento se identifican al realizar un
test de Duncan, el que indica que |as especies Q. robury N. obliqua son las (nicas
que NO presentan diferencias significativas en la proporcion de apices
micorrizados con T. melanosporum, descrito en la tabla N° 13.

Quercus ifex 0.695 a
Nothofagus obiqua D.262
Quercus robur 0.236
Nothofagus glauca 0.084 ¢

* Promedio de la proporgion de apices micorrizados con 7. melanosporum con respecto
al total de la muestra evaluada.

Dentro de las especies analizadas Q. ilex presenta diferencias significativas,
en tormno a la proporcidn de apices micorrizados con T. melanosporum con
respecto al total de la muestra evaluada, frente a las otras especies en estudio..

5.2. Micorrizacién con Tuber melanosporum Vittadini, al aire libre

Para el andlisis de [a micorrizacion con T. melanosporum, se debe sefalar
que a la luz de los datos obtenidos, no es posible realizar un analisis de varianza,
dado que las S muestras que presentaron apices micorrizados con T
melanosporum, son insuficientes para la realizacion de este analisis. Por lo antes
mencionado, este ensayo no podra ser concluyente, sino mas bien sera un aporte
para tema de discusion.

Segun los parametros de muestreo, apices sin micorrizar, con 7.
melanosporum y con ofras micorrizas, en la tabla N°14, se presenta el valor total
de apices radicales evaluados por tratamiento, extraidos de una muestra de 7ce,
para un tamafic muestral de 18 plantas.

tal de apices radicalas evaluados por tratamiento, ensayo Il

Ndelapicesradicates

Tabla N°14.- N°to

—J @
ur OtrasImicorrizas!

| N. glauca pH 6,5 1066 0 1541 2607
N. glauca pH 7.7 1112 295 675 2082
N. obligua pH 6,5 3032 0 2693 57325
N. obligua pH 7.7 1809 5 1718 3530
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En la tabla N°15, se presentan los promedios de dpices evaluados por
tratamiento para cada parametro de muestreo, con su respectivo Intervalo de
Confianza a=5%. Ademas de el numero de plantas micorrizadas por T.
melanosporum para el total de la poblacion muestreada.

Tabla N*1 hices radicales evaluados por tratamiento, ensayo i

Prornedio de &

N. glauca pH 6,5 59 °. 17 0 86" .25 0
N glaucapH 7.7 62°. 20 18°. 22 38°.26 4
N. obligira pH 8,5 168 . 38 ) 150 ", 50 0
N. obliquapH7,7 | 10°, 15 0 95 * 22 1

Un promedio cero de micorrizaciéon con T. melanosporum obtenido por N.
obliqua resulta desconcertante, si se considera que para el ensay?0 | esta especie
obtuvo un promedio de 38 apices micorrizados con este hongo; esto deja con una
interrogante, que lleva a involucrarlo principalmente con la afinidad simbidtica que
presentaria el roble a los hongos micorricicos competitivos encontrados en este
ensayo, fundamentado en sus altos promedios de apices micorrizados por otras
micorrizas, descritos en la tabla N° 15.

Esta afinidad puede darse por la amplia gama simbidtica que presenta esta
especie. Carrillo et al, 1992, determind gque la mayor riqueza de especies
micorricicas esta en el bosque de N. obliqua, de un total de 114 especies arbdreas
evaluadas, incluyendo micorrizas del tipo vesiculo arbusculares, ectomicorrizas y
orquicoide; dentro de este estudio, el roble representa un 1.8% de un 2.6% de las
especies vasculares que presentaron ectomicorrizas.

El grafico N°2 presenta el porcentaje que representa el total de apices sin
micorrizar, con T. melanosporum y con otras micorrizas, con respecto al total de
apices evaluados por tratamiento.
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N. glauca N.glauca N.cbliqua N. obliqua
pHE,S pH7.7 pHB,5 pH7,7

Tratamientos

Grafico N° 2.- Porcentajes de micorrizacién con Tuber melanosporum, ensayo (.

Del grafico anterior, resalta la presencia de 7. melanosporum en N. giauca
pH 7.7, con un 14% de miceorrizacion para este tratamiento, al cual pertenecen 4
de las 5 muestras que presentaron micorrizacion con este hongo. Este resultado
plantea la interrogante de obtener una mejor respuesta de esta especie bajo otras
condiciones de cultivo de 7. mefanosporum, reduciendo los niveies de pH a un
valor de 7,7, viable si se tiene en cuenta que este valor esta dentro del rango
requendo por el hongo.

La tabla N° 16, muestra la tasa de moertalidad de |as especies para cada
tratamiento, evaluada a los 2 meses realizada la inoculacion. Para N. glauca en
ambos tratamientos fue mas favorable que en el ensayo |, con solo un 15% del
total de la poblacién de plantas inoculadas can 7. melanosporum.

Tabla N°16.- Mortalidad de las especies para cada tratamiento, ensayo |l

Especics [J o]
Poblacion Total b4 54 54 54
Muertas 8 8 0 0
% Mortalidad 15 % 15 % 0% 0%

Teniendo en cuenta que no se tiene mayor conocimiento de los
requerimientos de pH para esta especie, con los resultados obtenidos en los
ensayos realizados, es factible deducir que huale evidencia una mala respuesta en
suelos con altos niveles de pH, esto al comparar la reaccién de las especies de
Nothofagus a los diversos niveles de pH sometidos, tanto en invernadero ¢como al
aire libre, en donde N. glauca presenta una mortalidad significativa en el mayor
nivel de pH dentro del estudio, lo que podria reflejar que esta especie es critica a
un nivel de pH, entre 7,7 y 8,1.
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Al aire libre, la micorrizacion con otros contaminantes obtenidos por las
plantas, anula cualquier posibilidad de obtener una planta con adecuados niveles
de micorrizacién con T. melanosporum, hecho logico, si se piensa que las plantas
fueron transplantadas a un sustrato con una fuente de hongos micorricicos
competitivos.

5.3. Otras micorrizas del estudio

Dado la abundante presencia de otras micorrizas en las muestras
analizadas, es relevante realizar un analisis estadistico, a fin de establecer
parametros de discusién significativos.

De acuerdo a un andlisis de varianza, realizado para un disefio en bloques
al azar simple, se rechaza la hipdtesis nula, ya que en los tratamientos los datos
son significativos, Anexo N°5.

Sin embargo, las diferencias entre tratamiento se identifican al realizar un
test de Duncan, el que indica que los tratamientos | (N. glauca pH 6,5) y IV (N.
obliqua pH 7,7) son los Unicos que no presentan diferencias significativas en el
promedio de micorrizacién con otras micorrizas, descrito en la tabla N°17.

Tabla N°17 .- Test de Duncan, con 95 % de significancia.

I (N. obligua pH 8,5) 150 2
IV (N. obliqua pH7,7) 85 b
| | (N.glauca pH85) 86 b
Il {N.glauca pH77) 38 c

* Promedio del valor absoluto de raices micorrizadas con otras micorrizas.

Para ambas especies de Nothofagus el pH tiene una relacion indirecta con
los niveles de micorrizacion de otras especies de hongos, sin embargo, a pesar de
la variacion de pH, N. obliqua presenta un mayor numero de raices micorrizadas
por otras micorrizas con respecto a N. glauca.

El pH como factor critico para la especie N. glauca, vuelve a ser tema de
discusion, conjeturando que ademas de ser decisivo para su desarrollo, influencia
en sus niveles de micorrizacion.

La presencia del cuerpo fructifero es esencial para el reconocimiento y
clasificacion de una ectomicorriza, sin embargo, las especies ectomicorricicas
contaminantes encontradas en el estudio fueron analizadas y descritas de acuerdo
a las caracteristicas mencionas en la tabla N°18.
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La presencia de ciertas caracteristicas morfolégicas, como las fibulas en los
tipos A1, A3 y A4, o los rizomorfos encontrados en los tipos A2 y A3, hacen
suponer que se trata de especies de la clase basidiomicetes, por ser estructuras
tipicas y comunmente asociadas a esta clase de hongos, segun Smith y Read,
(1997).



Tabla N° 18 .- Morfotipas de las otras micorrizas encontradas en el estudio.

et s . | y ; Q. ilex — Q. robur
Fitobiantes N. glauca ~ N, obliqua N. obliqua N. glauca — N. obliqua N. obliqua _
Edsiie Aire libre Aire libre Afre libre Invernadero (. ilex; Q. robur)
Y Tratamiento i 11LHIIY Tratamiento |V Tratamiento |11 1V Aire libre (N. obliqua)
Género Desconocido Desconocida Tomentella Inccybe

Caracteristicas
morfolagicas

Amarillo-ocre cuando
joven y café oscuro en la

e | . . : - :
Color micorriza Blanco - amarillento Blanco brillante I Blanco palido a descolorido
& . Abundante, blanco Poco abundante,
Micelio extrarac?cal Ausente algodonoso | Amarillento a café Abundante, algodonoso
Rizomorfos Ausentes blancos afarinlie o

café oscuro. Ausentes

Caracteristicas
anatomicas

Plectenguimatico,
compacto, de hifas
cortas

Pseudoparenquimatico,
patrén epidermoide.

Pseudoparenquimatico,

Manto exterior i .
patrén poligonal

Plectenguimatico

Cistidios con ramificacién

3 izomorfo -
Ausentes Stlo en r o uni o bilateral. Ausentes

Cistidi > .
dios claviformes o utriformes

Fibulas Presentes Ausentes Presentes | Presentes




5.3.1. Fotos de las otras micorrizas del estudio

Foto N° 13.- Rizomorfo micorriza Tipo A2.

Foto N° 14.- Micelio y rizomorfo del Tipo A2.  Foto N° 15.- Raiz micorrizada con Tipo A1

—A3.
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Fota N° 20.- Micorriza Tipo A4.

Foto N° 19.- Cistidios de micorriza Tipo A3.

Foto N° 21.- Micorriza Tipo A4.
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5.4, Fotos de los morfotipos de las micorrizas de Tuber melanosporum para
cada especie en estudio

Especie: Quercus ilex

Foo N° 22.- Micorriza joven de
Tuber melanosporum,

Foto N° 25.- Micorriza adulta de
Tuber melanosporum.

Foto N° 24 .- Cistidios de la micorriza.

Foto N° 26.- Cistidios de micorriza adulta.



Especie: Quercus robur

Foto N° 27 - Raiz micorrizada, seccion |.

Foto N° 29.- Cistidios en angulo recto.

Especie: Nothofagus glauca

Foto N° 30.- Aglomeracién de micorriza de
Tuber melanosporum.

Foto N° 28.- Raiz micorrizada, seccién Il
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Especie: Nothofagus obliqua

Foto N° 32.- Micerrizas de Tuber melanosporum.

Foto N° 31.- Aglomeracion de micorriza
de Tuber melanosporum.

Foto N° 33.- Cistidios de la micorriza

Especie: Nothofagus glauca, Ensayo I, Tratamiento Il

Foto N° 34.- Micorriza de
Tuber mefanosporum.
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Foto N° 36.- Red superficial de hifas.
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6. CONCLUSIONES

Ante la visualizaciéon del cultivo de trufas como una alternativa de
produccion ligada al sector agroforestal, se puede indicar que la primera etapa de
este cultivo, concerniente a fa micorrizacién de Tuber melanosporum Vittadini en
las cuatro especies en estudio, es factible de acuerdo a los resultados obtenidos,
para el método probado.

A fin de lograr buenos niveles de micorrizacién es necesario realizar el
proceso bajo condiciones de asepsia, que permitan un cultivo libre de agentes
contaminantes. Esto basado en los niveles de micorrizacion obtenidos en el
ensayo realizado en invernadero, en contraste con los niveles de micorrizacién no
evaluables conseguidos en el ensayo efectuado al aire libre.

Para el ensayo |, los analisis estadisticos presentan a Quercus ifex con
diferencias significativas en la proporcién de apices micorrizados con T,
melanosporum, en torno al resto de las especies, lo que permite concluir que bajo
las condiciones dadas en este estudio, esta especie se presenta como la mejor
opcidn para la produccion de T. melanosporum, por demostrar ser una especie
eficiente en la micorrizacién con este hongo; reduciendo la cantidad de apices no
micorrizados posibles de ser contaminados por otras micorrizas en terreno.

Si se analiza la fiabilidad de la poblacion de plantas micorrizadas por T.
melanosporum en las especies del ensayo |, se obtiene otro factor favorable a Q.
ilex, por su efectividad presentada en relaciéon al numero de plantas micorrizadas
por T. melanosporum con respecto al total de [a muestra evaluada.

Con respecto a los resultados de las especies del género Nothofagus para
el ensayo |, se distingue Nothofagus obliqua por sus niveles de micorrizacion,
comparables con la micorrizacion de fitosimbiontes naturales de 7. melanosporum,
como la especie Quercus robur, hecho destacable por ser una especie nativa e
incursionar en la simbiosis con una especie de hongo introducido y artificialmente
cultivado.

Por lo anterior, es posible afirmar que N. obliqua es una alternativa real para
la micorrizacién con T. melanosporum; por presentar un buen desarrollo fisiolégico
ante los requerimientos de cultivo del hongo en estudio y desarrollar micorrizas de
T. melanosporum claramente definidas, teniendo en cuenta las condiciones de
asepsia para su cultivo.

La especie Nothofagus glauca, a pesar de presentar apices radicales
micorrizados con 7. melanosporum, para las condiciones de cultivo presentadas
en el ensayo |, no resulta ser una especie favorable para la micorrizacién, ni
menos una especie productivamente viable, debido principalmente a su
intolerancia a estas condiciones, en las cuales presenté una respuesta negativa
reflejada en el alto porcentaje de mortalidad y una baja micorrizacion.
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A la luz de los resultados, en el apalisis de otras micorrizas para el ensayo
Il, se evidencia un significativo efecto del carbonato de calcio, en relacién a la
disminucion de los niveles de micorrizacion con otras micorrizas a medida que
aumenta el pH, para ambas especies de Nothofagus. El proceso de encalar
tendera a disminuir el efecto competitivo de otros hongos, hecho beneficioso para
la micorrizacion con T. melanosporum, el cual se presenta como un hongo poco
competitivo frente a micorrizas nativas.

Los resultados positivos alcanzados en este estudio, constituyen el primer
paso para un cultivo productivo de la trufa de Perigord en Chile, demostrando la
posibilidad de producir plantas con adecuados niveles de micorrizacién. Sin
embargo, los resultados productivos son desconocidos, presentando las etapas
posteriores que involucran el transplante, su adaptabilidad y desarrollo en terreno
como los pasos siguientes a ser estudiados y cuyos resultados probaran la
factibilidad de este cultivo como una nueva alternativa viable de produccion para el
sector agroforestal.
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Summary

The climatic conditions of some areas in Chile are very similar to the best truffle producing areas in
Europe. These areas are located primarily in the central valley between 35° and 40° S latitude and
in the colder locations of the Andes foothills between 33° and 35° S. However, contrary to Europe
where soils commonly present a high pH (7.5 to 8.5) most of the appropriate soils in Chile have a
pH ranging from 5.5 to 7.0. This discrepancy in pH can be corrected by means of lime application.

To investigate the field behaviour and growth of Tuber melanosporum in Chile several agricultural
sites under different environmental conditions have been selected in the VIl Region where
experimental truffiéres will be established.

Currently we have implemented the mycorrhizal plant production under greenhouse conditions. In
November 2002, seedlings of Quercus ifex, Q. robur and Corylus avellana were inoculated using
dried spore inoculum of T. melanosporum imported from “Castellén™ Spain, which was mixed with
inert talcum powder as a coadjutant. Seedlings were produced in a greenhouse using local seed
provenances which provide eco-types best adapted to the study area. We have also inoculated
seedlings of the native species Nofthofagus obliqua and Nothofagus glauca which are well adapted
to the Mediterranean region in Chile.

Based on mycorrhizal analyses, the presence of Tuber melanosporum has been confirmed in all
species 10 months after inoculation. Results obtained in mycorrhizal analysis indicate that the
inoculation techniques have been successful and they allow to address our future works to optimize
the cultivation conditions.

Introduction

Truffle cultivation until today has been achieved by a limited number of countries in the northern
hemisphere, primarily France, Italy and Spain {Reyna, 2000). Lately it has been introduced in
United States, New Zealand and Australia where their production is beginning today (Hall, et af.,
2001). Works are alsc known in Israel, South Africa and Argentina (Reyna, 2000; Reyna 2002).

Currently truffle cuitivation methods are based on the obtaining of mycorrhized plants under
greenhouse controlled conditions, techniques initially developed in France and ltaly which are
maintained as commercial secrets. Unfortunately, despite the production of several hundred
thousand truffle-infected trees each year, and the establishment of large areas of artificial truffiéres,
this has not halted the downward trend in production {Reyna, 2002). This situation could be due to
competition of native ectomycorrhizal fungi during greenhouse mycorrhization process as well as
the later field cultivation, what has generated variable yields in plantations. Also, the experience in
Europe shows that the same cultivated plants in a different way and in different environments they
can behave in a diametrically opposed way. This means that ecological conditions and cultivation
techniques, are decisive for success of the production. {Bencivenga, 1999).



Current truffieres settled down in New Zealand and United States, show that by means of suitable
techniques, truffie production is possible in areas where climate and soils conditions are not ideals
{Hall et al., 2001).

The offer of Chilean edible mycorrhizal mushrooms concentrates on few species with a relatively
low commercial value (Ej. Suilfus luteous and Lactarius deliciosus), which have been introduced in
accidental way and they are harvested exclusively in Pinus radiata extensive plantations. Currently
this offer has manifested quality and yields problems, associates mainly to climate factors,
unsuitable methods of harvest and post-harvest, unsuitable forest managing and the scarce
knowledge on mushrooms auto-ecology, that which limits the efforts to improve their production.

The introduction in Chile of high value ectomycorrhizal fungi from northern hemisphere and the
development of cultivation techniques offers an excellent opportunity for the creation of new
industries which provide diversification options for rural agricultural communities. Tuber
melanosporum is one of the more valued species in international markets, also out planting sites in
some areas of Chile may be ideal for plantations of inoculated seedlings because they lack
competing ectomycorrhizal fungi and fruiting would occur during the out-of-season period in
Northern Hemisphere markets, which led us to attempt its cultivation.

Agroecological conditions for truffle cultivation in Chile

Contrary to Europe, where soils commonly present a high pH (7.5 to 8.5), most soils in Chile
present a relatively low pH (ranging from pH 5.5 to 7.0}. There are some areas that present
calcareous soils (high pH), however, they are located outside areas with suitable climates for truffle
introduction. The main calcareous deposits in Chile are between the | and IV Region, where
temperature and rainfall conditions are unsuitable for truffiéres establishment.

Favourable areas to establish truffle plantations can be located in central socuthern Chile, mainly
between VIl and X Region (35° to 40° S latitude}, where climate predominant is a Mediterranean
Temperate. Regarding truffle soils requirements, which should have a high pH, pessible areas to
implant exists in the Metropolitan Region {(Maipo Valley) and VI Region, where some soils derive of
alluvial deposits {mollisols) with high content of calcareous material in the profile. However,
irrigation necessities in these areas are higher. The VIl and X Region present areas with a more
suitable climate, but calcareous soils do not exist, for this reason strong lime amendments should
be carried out to correct this discrepancy in pH. It is necessary to highlight that truffle cultivation is
not very demanding for soil fertility, also Tuber melanosporum can grow in a relatively wide range of
temperatures and rainfall, this is interesting since plantations can settle down in Andean foothills
areas and in marginal soils, not competing for sites with intensive crops.

Tabla 1. Comparisons of some climate parameters of European truffidres areas with a typical
Mediterranean area of Chile.

PARAMETERS Range in France and Range in Spain Molina, Chile (35° S)
Italy
Annual rainfall {(mm) 600 to 1500 mm 500 to 900 mm 900 mm
Mean annual Temperature 111014 °C 13.8°C
Mean daily temperature in 1910 23°C
summer (January, Southem 17.5°%t0 22°C - 19.9°C
hemisphere) {optimum 20 to 22°C)
Mean daily temperature in
winter {July, Southern 110 8°C 1;}.6 f08.2 ;?c 79°C
hemisphere) (optimum )
Hall, 2001 Reyna, 2000




T. melanosporum and hosts have specific environmental requirements. The selection of suitable
tree species for truffle cultivation must considerate specific local requirements. It is remarkable that
in Chile there are suitable host species with a good ecological adaptation. For example, naturalized
Q. robur, Q. ilex and Coryius avellana which grow good in central southern Chile. This situation is
very advantageous since suitable vegetal material is ensured for inoculations and out planting. We
have also selected for inoculation the native species Nothofagus obliqua and N. glauca which are
well adapted to the Mediterranean region in Chile.

Mycorrhizal plant production

Inoculant obtention

The obtaining of a high quality inoculum is indispensable when planning a inoculation programme
with Tuber melanosporum, Vitt. First, the collect time should be appropriate, since it should be
assured that the truffles have a good ripeness. Another important aspect is a correct species
identification, since in the European plantations is common the fruiting of other truffles species, for
example Tuber brumale, which can cause confusion. For this reason product selection was made
strictly for that program does not fail due to contaminations or unsuitable inoculants.

The truffles were collected in a private property, located in “El Toro”, Castellén, Spain. This
plantation occupies an approximate extension of a hectare and has above thirty years old. It is
formed by Holm Qak trees (Quercus ilex ssp ballota), it is to an altitude of 1000 meters above sea
level, the climate of that area is a continental Mediterranean. The soil is a silt loam, stony, with
equilibrate texture, overlaying a limestone base.

In total three kilograms of truffle were collected between 18 to 25 January of 2002. The total
number of ascocarps obtained was 81, with diameters that oscillated between 2.5 cm to 10.5 cm.
Cnce transferred the truffles to the laboratory, it was proceeded to carry out their cleaning and
disinfections. Each ascocarp was carefully brushed and whole earth and small stones stuck were
completely removed, then truffles were soaked in 5% sodium hypochlorite during 20 minutes for
disinfection.

Truffles were cleansed and disinfected rigorously, then samples of glebe portions were taken to
confirm by means of spores analysis the species which we tried. This preparation was observed by
means of microscope 400x and with help of specialized bibliography Tuber melanosporum spores
were identified.

The characteristics of the spores and asci (table 2) totally coincided with the exposed ones in
bibliography (Astier, 1998; Riousset, ot al., 2001; Reyna, 2000).

Table 2. Asci and spores characteristics

Ascospores globular, peduncled

Asci major axis 80-120

Asci minor axis 90-140

Spores numbetr/ asci between 1 and 6

Spore major axis 29-35 u

Spore minor axis 20-26

Spore shape elliptical

Spore omamentation short rigid and very dense spines
Spore colour Dark brown

Truffle inoculum was prepared using crushed truffle and later on dehydrated in controlled way




Inoculation and cultivation techniques

Truffle inoculation program was carried out by means of a semi-controfled process. A tunne!
greenhouse was implemented which possesses a ventilation and temperature control system by
means of two cooling units and indirect combusticn boiler, it also possesses a microjets system for
watering. Greenhouse was installed in Universidad Catédlica del Maule, located in Talca, Chile. As
hygiene control, a disinfection foot-bath was installed in greenhouse entrance and the floor was
also covered with a polypropylene mesh (Covertex ® ). On the other hand watering water quality is
controlled strictly. chloride water is used that is rested in a storage pond so that it loses the chlorine
before entering to the greenhouse, also settled a filter cleanser.

All controls have as objective to achieve hygiene and security conditions that allow a suitable
development of the inoculation process, diminishing risks of contaminations with other
ectomycorrhizal fungi that can compete with Tuber melanosporum, Vitt. inside greenhouse
environment.

Seeds of the species Quercus ilex, Q. robur, Nothofagus obliqua and N. glauca were subjected to a
disinfection process by means of 5% sodium hypochlorite and later on seeds were washed with
sterilized water. They were disinfected and immediately sowed in trays under greenhouse
conditions.

For Corylus seeds, Shells were removed and kernels were soaked in 5% sodium hypochlorite
during 20 minutes. Then were washed with sterilized water (three changes) and later soaked in 100
ppm GA3 during 24 hours. Finally, seeds were washed again and disinfected with 30 volumes
H202 during 10 minutes before sowing. It was used as germination substrate a 50:50
perlite/vermiculite ratio.

In November 2002, seedlings of Quercus ilex, Q. robur and Corylus avelfana were inoculated by
root dusking, using dried spore inoculum of T. melanosporum imported from “Castellon” Spain,
which was mixed with inert talcum powder as a coadjutant. All inoculations were made on naked
roots, before transplanting to 450 ml and 650 ml Containers. This inoculation method is based on
works developed by Cartié et al. (1999) including adaptations regarding substrate, containers,
inoculum concentration and cultivation conditions. Seedlings were produced in a greenhouse using
local seed provenances which provide eco-types best adapted to the study area. We have also
inoculated seedlings of the native species Nothofagus obliqua and Nothofagus glauca which are
well adapted to the Mediterranean region in Chile.

Mycorrhizal analysis

We carried out the mycorrhizal analysis of inoculated plants with Tuber melanosporum, for species
Quercus ilex, Quercus robur, Nothofagus obliqua and Nothofagus glauca, after 10 months of
greenhouse incubation, following a technique developed by Reyna (1999) for Q. ifex. Samples of 20
plants for each specie, were extracted in random way. A 7 ml sample, equivalent to 2% volume of
each root ball, was taken using a cylindrical corer 1.27 cm in diameter and a length equivalent to
the width of the container. Each sample, approximately 100 ¢¢ of water added along with a
surfactant (Tween 80). The contents of the container were then transferred to 0.5 liters vessels and
water added up to the 500 ml mark. Several successive rinsing and decanting were then performed
for 1 minute each and order to free the root samples of clay, silt and some of the organic matter.
Considerable care was taken to assure that root tips were not lost. The samples were then
inspected with microscope and the binocular magnifying lens, and the number of Tuber mycorrhiza,
non-mycorrhizal tips and contaminated tips were counted. These data were related to the volume of
the original sample.
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Figure 1. mycorrhizal root samplings
In case of doubts on the recognition of some mycorrhizal tips, samples were laken and observed in
the microscope to analyze their morphological features and te confirm T. melanosporum
mycorrhiza. The information obtained in microscopic analysis was contrasted with works published
in specialized bibliography {Zambonelli, et al. 1983; Rausher, Agerer, and Chevalier, 1995; Etayo y
de Miguel, 1998; Reyna, 1999),

Table 3. mycorrhizal quallity criteria applied for T. melanosporum

Number of mycorrhizal voot tips per plantStandard of infection
1-100 Inadetuate

101 -250 Low

251-500 hcceptable

501- 1500 Good

1500-3000 Very good

= 3000 Excellent




The results of mycarrhizal analysis carried out in our samplings are shown in Table 4.

Tabla 4. Quality control of the analyzed lots regarding to proposed approach

Host Average of mycorrhizal | Standard of Observations
root tips per plant infection
Quercus ilex 2.338 Excellent
Quercus robur 2.957 Excellent Some contaminations were presented
with fnocybe sp. (non significant)
Nothofagus 2872 Very good
obliqua
Nothofagus 107 Low
glauca

Figure 2. Range of mycormrhizal diagnostics features used for identification




Figure 3. Range of mycorrhizal diagnostics features of Nothofagus sp. x T. melanosporum

Establishment of experimental plantations

Site selection

In order lo establishment experimental plantation for truffle cultivation, the soil and climatic
conditions of the central southem Chile wete studied. For this propose, the ecological requirements
for fungi and trea hosts were adjusted. Later, different sites of privates owners were selected in the
VIl Region. Thase sites were evaluated in arder to determinate their capability for the cultivation.
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Figure 4. Sites selected for establishment of experimental truffigres in the Chilean VI Region

Site proparation

Soil preparation of the sites for out plantings consisted on plowing, lime application and disc
harrowing. Because the selected sites present an inferior pH to the one required (table 5.}, it was
applied a proportion of approximately 15 tons by hectare of fine lime to increasa the pH. According
to soil reaction it will continue incorporating mixtures of a fine and coarse lime gradually to stabilize
the pH.

Table 5. pH of selected sites

AMENESINZ one] i DN focationil EMNGTural di
Los Niches (Andean 35° 05’ S iatitude 6.12 7.7
foothills)

San Clements (Andean 35° 35° 8 latitude 6.00 7.8
foothills)

Parral {Central Vallay) 36°8 S latitude 6.45 75

Currently there are three sites selected under different enviromental and cultivation conditiens. For
each site, soil analysis was one of the main factors on the selection. The first plantations was
carried out in November 2003. The sites are located in an experimental station belong to
“Universidad Catblica del Maule” in "Parral” (36 ® 8' S) and near “San Clemente” (35° 35° S). In the
future, trials will generate information and indicators that show the evolution and performance for
the first time of the truffle cultivation in Chile.




Discussions

Chile presents suitable conditions, which could assure us that soil and climate conditions adapted
for truffle cultivation can be found in the central southern area, especially where natural precipitation
can be supplemented by means of irrigation.

The results obtained in the mycorrhizal analysis indicate that the inoculation techniques have been
successful and they allow to address our future works to optimize the cultivation conditions. A good
opportunity exists to develop the truffle cultivation in Chile, its adoption in our country and the
development of control standards that assure the quality of the production.
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ANEXD 3.2,

Ingrese los datos en los cuadros amarillos

Valor de Neutralizacién 100|
CaCO3 100
MaCO3 119
Cad 179
MgO 248
Nota: sefiaie que tipo de producto se utilizara come enmienda
Eficiencia Relativa | 91,2
Analisis Granulometrico
EmaoTl L (C et Ao BivAR IS Cacionl
>2 0 0
0,84-2 0,2 2
0,3-0,84 0,6 .18
<0,3 1 80
100
Nota: esto depende de cada producto
Poder relative de Neutralizacion 91,2

Datos Granulometricos
Cal Soprocal

[ VEDGEDD G |
>2

0,84-2

0,3-0,84

=4 LHE

<03

NOTA: Los recuadros en amarillos son los modificables

|pH Real ﬂ

[pH Optimo 8|
Capacidad Tampom 0,15

Nadis 0,1

Tumaos 0,12
Tradicionales 0,15

Rojo Arcillosos 0,16

[Dosis de Encalada | 13,33|Ton/ha

de Producto

Cantidad a Aplicar

1 4’62 Ton/ha
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Introduction

» Truffle cultivation until today
has been achieved by a limited
number of countries in the
northern hemisphere:

— France,
— Italy
— Spain

Introduction

» Lately it has been introduced in:
— United States
— New Zealand
— Australia
* Works are also known in:
— Israel,
— South Africa
— Argentina

Introduction

¢ Truffle cultivation methods are

based on the obtaining of
mycorrhized plants under
greenhouse controlled conditions

» Despite the production of several

hundred thousand truffle-infected
trees each year, there is a
downward trend in production




Introduction

» Experiences in New
Zealand and United States,
show that truffle production
is possible in areas where
climate and scils conditions
are not ideals

Introduction

» The offer of Chilean edible
mycorrhizal mushrooms
concentrates on a few
species with a relatively low
commercial value:
~ Suillus iuteous
— Lactanus deliciosus

Introduction

* The introduction in Chile of
high value ectomycorrhizal
fung offers an excellent
opportunity for the creation of
new industries and markets

Introduction

s Tuber melanosporum is one of
the more valued species in
international markets

» In some areas of Chile may be
ideal for plantations of
mycorrhized trees




" éj}*gilean Ecplogical
> Conditions

» Most soils in Chile present a
relatively low pH: from 5.5 to 7.0

+ In Europe soils commonly present a
high pH (7.5 to 8.5)

i,

-..‘agjlgllean Ecological

> Conditions

» There are areas that present
calcareous soils (high pH). However,
they are located outside areas with
suitable climates for truffle
introduction (temperature and
rainfall)

“
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CHILE

I E»Chllean Ecological

wa Conditions

* Favourable areas 1o establish
truffle plantations can be
located in central southem
Chile (35° to 40° S latitude)

+ Meditemmancan Temperate is
the predominant climate

Conditions

« There are areas with high
pH (high content of
calcareous material})

» Irrigation necessities in

these areas are higher (Ej.

Maipo Valley)
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‘A= Chilean Ecological
4 o
* Conditions

« T, melancsporum and hosts have
specific envirgnmental requiremnents

= In Chile there are suitable host
species with a good ecological
adaptation

= Quercus robur, Q. dex and Corylus
avellana grow good in Central
Southem Chile.

. e
Conditions
PARAMETERS Ranpe in Ra Molina, Chie
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ilean Ecological
Conditions

* Vegetal material is ensured for
inaculations

+ Inpculation with nalive species
Nothofagus obliqua and N. glauca
{Fagaceae), adapted to
Mediterranean conditions

Mycorrhizal Plant
Production

* Inoculation Program
- Truffles were collected in a
private property, located in “El
Toro", Castellén, Spain
— It is formed by a Holm Oak
trees orchard (Quercus ifex
ssp ballota)




Mycorrhizal Plant
Production

* Inoculation Programmme

= In laboratory it carmied out their
cleaning and disinfections

- Each ascocarp was carefully
brushed and whale earth and small
stones stuck were completely
removed, then truflles were soaked
in 5% sodium hypochlorite during
20 minutes for disinfection

Mycorrhizal Plant
Production

* Inoculation Program

— Three kilograms of truffle
were collecled between 18 to
25 January of 2002

— 81 ascocarps was obtained,

with diameters that oscillated
between 2.5 cmto 10.5 cm

Mycorrhizal Plant
Production

» Inoculation Program

— An strictly control
programre was carried out
to achieve hygiene and
security conditions that allow
a suitable development of
the inoculation process

Mycorrhizal Plant
Production

» Inoculation Program

— Truffle inoculation program
was carried out by means of
a semi-controlled process

— A tunnel greenhouse was
implemented which
possesses a ventilation and
temperature control system

19 20
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Mycorrhizal Plant
Production

¢ Inoculation Program

- Seeds of Quercus ifex, Q. robur,
Corylus aveilana, Naothofagus
obliqua and N. glauca were
subjected to a disinfection
process by means of 5% sodium
hypochlorite

— AfRter disinfections seeds were
sowed in trays under greenhouse
conditions

2

Mycorrhizal Plant
Production

* Inoculation Program

— In November 2002 seedlings were
inoculated by root dusking using
sporal inoculum of T
melanosporum

n
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Mycorrhizal Plant
Production

+ Inoculation Program

= Far Corylus seeds, Shelis
were removed and the
disinfection process was the
same

— Seeds were soaked in 100
ppm GA, during 24 hours

Mycorrhizal Plant
Production

* Inoculation Program

— Dried spore inoculum mixed
with inert @lcum powder as a
coadjutant was used

— All inoculations were made on
naked roots. After, seedlings
were (ransplanting to 450 mt and
650 ml Containers




Mycorrhizal Plant
Production

« Inoculation Program

— Seedlings of the native species
Nothofagus obliqua and
Nothofagus glauca were also
inoculated

Mycorrhizal Plant
Production

» Mycorrhizal Analysis

— A sample equivalent to 2%
volume of each root ball was
taken using a cylindrical corer
1.27 cm in diameter and a
length equivalent to the width of
the coniainer

b2y

Mycorrhizal Plant
Production

» Mycorrhizal Analysis
— After 5-6 months of greenhouse
incubation, mycorrhizal analysis
was carried out in:
— Species Quercus ilex, Quercus
robur, Nothofagus obfiqua and
Noihofagus glauca,

26

Mycorrhizal Plant
Production

« Mycorrhizal Analysis

— Each root sample free of clay,
silt and some of the organic
matter was inspected with
microscope and the binocular
magnifying lens




Mycorrhizal Plant
Production

« Mycorrhizal Analysis
— Number of Tuber mycorrhiza,
non-mycorrhizal tips and
contaminated tips were counted
for mycaorrhizal quantification

- Definitive mycorrhizal analysis
will be conducted in
SeptemberOctober 2003 after
ten months of greenhouse
incubation

n

Mycorrhizal Plant
Production
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Mycorrhizal Plant
Production
* Mycorrhizal Analysis

Haost Average of | Standard Observations
mycarrhizal of
rout {lps per § infection
plant
Ouercus ilex 2338 Very
Cuercus 2957 VYery  § Some contaminations
Fobur good | were presented with
Inocybe sp. (non
slpiﬁcanl}
Narhofagus 2,672 Very
wbligua good
Nothofagus 107 Low
glauea 30
Mycorrhizal Plant
Production

. Features of Nothofagus x T, mefanasporum mycorrhiza

iz




Establishment of Experimental
Plantations

« Soil and climatic conditions of
the Central South Zone of
Chile were studied and
relation with

% + ecological requirements for

fungi and tree hosts were

adjusted

LE]

Establishment of Experimental
Plantations

« The selected sites are:
— “Santa Elisa” (36 ° 8’ S}
- “Maitenes” (35° 35° §)
— “Los Niches” (35° 05° S)

35

Establishment of Experimental
Plantations

+ different sites were evaluated
in order to deteminate their
capability for the cultivation

privates owners were
selected in the Central Zone
of Chile

-

1.: "“‘.i. Establishment of
I .
Experimental Plantations

» Site selection




Establishment of
Experimental Plantations

* Site Preparation
— Soil preparation of the sites for
out plantings consisted on
plowing, lime application and
disc harrowing
— Selected soils have pH between
61065

hr]

Discussion and
Conclusions

» Chile presents suitable
conditions for truffie
cultivation

+ Soil and climate conditions of
the Central Zone (3510 40 °
S) could assure the success

s

Establishment of
Experimental Plantations

« Site Preparation

- It was applied a proportion of
approximately 15 tons by
hectare of fine lime fo increase
the pH

— According to soil reaction it will
continue incorporating mixtures
of a fine and coarse lime
gradually to stabilize the pH.

in

Discussion and
Conclusions

*» The inoculation techniques used
allow to address our future
works to optimize the
cultivation conditions

* Results indicate, a good
opportunity to develop the
truffle cultivation in Chile
specially for Quercus ilex

10



Discussion and
Conclusions

» The association between
Nothofagus obliqua and
Tuber meianosporum opens
new perspectives for truffle
cultivation research in Chile

al

Thank you very much

41
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INTRODUCCION Y CULTIVO DE Tuber melanosporum Vitt. EN CHILE'

Introduction and cultivation of Tuber melanosporum Yiti. in chile

Romulo Santelices'", Francisco Pérez !, Ricardo Ramirez ', Rafael Henriquez ', y

Santiago Reyna’
ABSTRACT

We studied the possibility to cultivate Tuber melanosporum Vitt. (Black Truffle) in Chile. The
climatic conditions of some areas in Chile are very similar to the best truffle producing areas in
Europe. These areas are located primarily in the central zone between 33° and 40° 5§ latitude.
However, contrary to Europe where soils commonly present a gh pH (7.5 to 8.5) most of the
appropriate sols in Chile have a pH ranging from 5.5 to 7.0, This discrepancy in pH can be corrected
by means of lime applicabion. To investigate the ficld behaviour and growth of T. mefanosporum three
sites under different environmental conditions were selected where experimental truffieres was
established. Seedlings of Quercus ilex, Q. robur, Corvlus avellana, Nothofagus obliqgua and N. glauce
were inoculated using dned spore inoculum of T, melanosperum which was mixed with inert talcum
powder as a coadjutant. The programme of inoculation and plant production was conducted under
greenhouse conditions. Based on analyses of mycorthizal morphotypes, the presence of T

melanosporum has been confirmed in all species 10 months after inoculation.
RESUMEN

Se analiza la posibilidad de introducir en Chile el cultivo de Tuber melanosporum Vitt.,, conocido
corrienttemente como trufa negra. Para ello se considera que las condiciones climéticas de algunas
dreas son muy similarcs a aquellas de mejor produccién en Europa. Estas se concentran entre los 33% y
40° de latitud sur en la zona central, Sin embargo, la mayoria de los suelos apropiados para este culiivo
tiene un bajo aporte de carbonato de calcio (CaC0;), a diferencia de Europa en donde cominmente es

mds alto. Esta diferencia puede ser corregida facilmente por medio de enmiendas con carbonato de

' Universidad Catolica del Maule, Faculiad de Ciencias Agrarias y Farestales, Departamento de Ciencias
Foresiales, Centro de Investigacion en Biotecnologia Silvoagricola, Casilla 617, Talca, Chile. E-mail

rsanteli@hualo.ucm.cl.

? Fundacién Centro de Estudios Ambientales del Mediterranee, Parque Tecnologico, C/Charles R.

Darwin, 14, E-46980 (Paterna) Valencia, Espana. E-mail fundacion(@eeam.¢s.




calcio. Para llevar a cabo el estudio, se seleccionaron y trataron tres diferentes sitios para establecer
plantaciones experimentales. Paralelamente, se llevd a cabo un programa de micorrizacién con plantas
de Quercus ilex, Q. robur, Corylus avellana, Nothofugus obliqua y N. glauca usando como indculo
esporas de T melanosporum deshidratadas y dispersadas en talco inerte como coadyudante. El
programa de inoculacién se llevé a cabo en un invernadero implementado con todas las condiciones de
asepsia para evitar la contaminacién con otros hongos de micorriza. Después de 10 meses de efectuada
la inoculacion, los resultados muestran que la micorrizacion alcanzo altos niveles en todas plantas,

excepto en N. glauca.

INTRODUCCION

Uno de los hongos micorricicos de mayor valor comercial en el mundo es Tuber melanosporum Vitt.,
llegando a alcanzar precios superiores a los US$ 700 por kilo fresco. Sin embargo, su cultivo se ha
logrado en un nimero limitado de paises en el Hemisferio Norte {Reyna, 2000), aunque en el dltimo
tiempo ha sido introducido en Estados Unidos, Nueva Zelanda y Austraha, paises que estdn
comenzando tecién a producir (Hall er al, 2001). También se han reportado trabajos en Israel,
Sudifrica y Argentina (Reyna, 2000; Reyna er al., 2002).

Hoy en dia, los métodos de produccién se basan en la obtencién de plantas micorrizadas bajo
condiciones controladas de invernadero, con técnicas que son incluso mantenidas como secreto
comercial. A pesar de que se producen muchos cientos de miles de plantas inoculadas cada afio y que
se establecen extensas dreas para el cultivo de trufa, no ha sido posible detener la tendencia a la baja
que hoy se da en la produccién de trufas (Reyna, 2000). La razén de ello podria encontrarse en la
competencia ejercida por otros hongos nativos micorricicos, ya sea en la etapa de invernadero o

posteriormente en la plantacién.

En la actualidad, han sido establecidas truffiéres en Nueva Zelanda y Estados Unidos, 1o que muestra
que es posible el cultivo fuera del drea de distribucioén natural en donde las condiciones de clima y

suelo no son las ideales (Hall et al., 2001).

La oferta de hongos micorricicos en Chile se concentra en unas pocas especies. Se destacan Suillus
fureous (Friesy S.F. Gray y Lactarius deliciosus (L.: Fr.} S.F. Gray, los que han sido introducidos
accidentalmente al pais y tienen un relativo bajo valor comercial. En consecuencia, es atractiva la
introduccion de hongos de mayor valor comercial, especialmente aquellos que se podrian
comerciahzar contra temporada. En este contexto, T. melanosporum aparece como una alternativa
comercial interesante, pero para ello deben estudiarse variados factores tanto en la primera etapa de

inoculac1én en invernadero, como posteriormente en el establecimiento de las truffiéres.



El propésito de este estudio es comparar las condiciones agroclimaticas de la zona central de Chile con
las del srea de distribucién natural de T. melanosporum para llegar a seleccionar sitios para el
establecimiento de plantaciones y, ademés, analizar el proceso de inoculacion bajo condiciones

controladas de invernadero.
MATERIAL Y METODO

Mediante revisidn bibliogrifica se recopilaron antecedentes relacionados con el cultivo de T
melansporum en su area de distribucion natural y fuera de ella. Estos fueron comparados con las
condiciones agroecoldgicas de la zona central de Chile, de tal forma de tener parametros para la

seleccidn de sitios para ensayos y para el programa de inoculacién.
Condiciones agroecolégicas para el cultivo de Tuber melanosporum en Chile

Los suelos donde la especie se distribuye en Europa en forma natural son de origen calcireo y tienen
un pH alto (7,5 a 8,5). En cambio en Chile, en aquellas ireas donde las condiciones climaticas son
favorables para el desarrollo del hongo, la mayoria presenta un pH relativamente bajo (5,5 a 6,5).
Existen suelos con pH mas altos, aquellos de origen calcireo, ubicados en la zona norte del pais donde

los niveles de precipitacion y temperatura no son adecuados para este cultivo.

La presencia de carbonato de calcio (CaCO;) en el suelo es un factor decisivo ¢n el cultivo de trufa

negra {Reyna, 2000).

Las dreas mas favorables para establecer plantaciones con trufas se encuentran entre la Region del
Maule y la Regidn de los Lagos (35° a 40° latitud sur), en donde el clima predominante es el
mediterrdneo templado (Cuadro 1). Sin embargo, estos suelos tienen un pH levemente dcido, lo que no
es adecuado para el cultivo de trufas, razén por la cual es necesario realizar enmiendas con CaCO,
para corregirlo. Por otra parte, es necesario destacar que para cultivar trufas los suelos no deben ser
excesivamente fértiles, basicamente para favorecer la asociacion entre el hongo y la planta. En
consecuencia, existe una ampha gama de suelos susceptibles de ser aprovechados para este efecto,
incluso en sectores marginales, sin ejercer competencia para aquellos destinados a un CL|11tiV0

intensivo.

Corno se ha mencionado, T. melanosporum tiene requerimientos ambientales especificos, al 1gual que
los arboles huésped por lo que su seleccidn también es un factor que puede llegar a ser critico. En este

sentido, es necesario sefialar que en Chile se han introducido varias de estas especies, todas originanas



de Europa, adaptindose bien a las condiciones locales y se puede afirmar que $e encuentran ya

asilvestradas. Esto permite asegurar el material vegetal para la inoculacion.

Produccién y anilisis de plantas micorrizadas

La obtencién de indculo de alta calidad es indispensable y el pnmer paso para tener éxito en el
programa de inoculacion. Para este efecto se considerd colectar el material en el tiempo apropiado,
asegurando que las trufas tuvieran buena maduracion. Ademds, se considerd la identificacion del
material, ya que es comin en Europa la confusién con otras trufas como 7. brumale, de inferior
calidad y precio. Las trufas fueron cosechadas en enero de 2002 de una antigua plantacion de Q. ifex
en una propiedad privada en Castellén, Espafia. Posteriormente, en laboratorio fueron prolijamente

limpiadas y desinfectadas.

La inoculacion se efectud bajo condiciones controladas en un invernadero recubierto con plastico €
implementado con sistemas de ventilacién y control de temperatura. Se consideraron estrictas medidas
de seguridad con el objeto de disminuir el riesgo de contaminacién con otros hongos. El proceso de
inoculacion se llevé a cabo en noviembre de 2002 con plantas Q. ilex, Q. robur, C. avellana, N. glauca
¥ N. obligua preparadas especialmente para ello en el invenadero. La inoculacion se realizé siguiendo
el método de Cartié et al. (1999), aplicando directamente a las raices de las plantas el indculo

deshidratado y dispersado en talco.

Transcurridos cinco meses de efectuada la inoculacién se procedié a realizar el andlisis de
micormzacion, siguiendo la técnica desarrollada por Reyna (1999). Se tomd una muestra de 7 cc,
equivalente al 2% del volumen de cada raiz. Las muestras fueron limpiadas cuidadosamente y luego
fueron analizadas bajo lupa y microscopio. La informacién obtemida fue contrastada con los trabajos
de Zambonelli et al. (1993), Rauscher er al. (1995), Etayo y de Miguel (1998) y Reyna (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccidn de sitios para plantaciones experimentales

Después de un niguroso analisis de las caracteristicas agroecoldgicas de diferentes predios en la zona

central de Chile, se procedi6 a seleccionar tres unidades (Cuadro 2).

Para el aporte de CaCQy;, y por ende el pH, se efectud una enmienda calcérea, aplicando en promedio

15 ton de CaCO; de granulometria fina por hectirea. Para ello se efectud una aradura del suelo con



arado de disco y posteriormente la aplicacion. De acuerdo a la reaccion posterior del suelo, se seguird

aplicando al suelo gradualmente una mezcla de CaCO; de granulometria fina y gruesa.

Analisis de micorrizacién

Después de 10 meses de incubacion se efectué el andlisis de micorrizacion observandose excelentes

resultados (Cuadro 3).

Para las especies con las que se asocia T. melanosporum en su area de distribucion natural los
resultados obtenidos aseguran superar con éxito una de las fases criticas para establecer el cultivo de
trufas en Chile, es decir, la produccion de plantas infectadas. En términos relativos, se obtuvo un grado
de micornzacion superior al 40%. Por ofra parte, el estindar de infeccion logrado con N. obliqua abre

una nueva perspectiva de investigacion en relacion al cultive de este hongo.

CONCLUSIONES

En la zona central de Chile las condiciones chméticas y de suelo son similares a las del area de
distribucion natural de T. melanosporum, lo que permite estimar que su cultivo es factible. Sin
embargo, es fundamental corregir los aportes de CaCO;, lo que facilmente se logra con enmiendas de
CaCO;. Tambi¢n debe considerarse la implementacion de un sistema de riego a fin de suplementar el

déficit de precipitactdn en ese periodo.

Existen dos tiempos criticos para desarrollar con éxito las plantaciones de trufa. El primero de ellos es
durante la fase de inoculacién y el segundo corresponde al establecimiento de las plantas infectadas
con el hongo en terreno. La inoculacién se puede lograr con éxito al manejar con rigurosidad las

condiciones de asepsia en el invernadero.
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Cuadro 1: Comparacion de algunos parametros climaticos de areas truferas en Europa con una de la

zona mediterranea de Chile.

Table 1. Comparisons of some chimate parameters of European truffidres areas with a typical

Mediterranean area of Chile,

Pardmetro Europa Chile
Francia e Italia Espafia Molina (35° S)
Precipitacién anual 600a 1500 mm 500 a 900 mm 900 mm
Temperatura media anual - 11al4°C 13,8°C
Temperatura media diaria en verano 17,5a22°C 19 a 23°C 19,9°C
Temperatura media diaria en inviemo 1a8°C 1,6 a8,2°C 79°C

Fuente: Reyna (2000) y Hall (2001).



Cuadro 2: Ubicacion y pH de los sitios seleccionados para plantaciones experimentales en la Regidn
del Maule de Chile,

Table 2: Location and pH of the selected sites for establishment experimental trufféres in the Maule
Region of Chile.

Zona de referencia Ubicacion geografica pH
Normal Corregido
Curicd (precordilera andina) 35° 05" latitud sur 6,12 7,5
San Clemente (precordilera andina) 35° 35’ latitud sur 6,00 7,8

Parral (Valle Central) 36° 08 latitud sur 6,45 1.5




Cuadro 3: Andlisis de micorrizacion.

Table 3: Mycerrhizal analysis.

Huésped Promedio de raices micorrizadas por Esténdar de infeccion
planta
Quercus ilex 6.325 Excelente
Quercus robur 4.300 Excelente *
Corvius avellana 6.025 Excelente
Nothofagus obliqua 107 Bajo
Nothofagus glauca 2.656 Muy bueno

* Se enconliré algo de contaminacion con fnocybe sp.
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Cultivo de trufa negra (Tuber melanosporum Vittad.) en Chile. Una alternativa productiva
sustentable bajo un sistema de manejo agro silvicola®
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PALFNER®, SERGI GARCIA B?, RAFAEL HENRIQUEZ CH.'
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SUMMARY

Chile presents a clear potential for truffle cultivation, since, due to the ecological conditions and
geographical situation, mycorrhizal fungi that can compete with new introduced species are barely
represented in large areas of the country, mainly in soils used by the traditional agriculture and the
cattle raising. Of these mushrooms, the black truffle (Tuber melanosporum, Vittad. ) command very
high prices in the international markets and also, it is one of the few ectomycorrhizal fungi that has
been able to cultivate artificially with more grade of success in established plantations (Truffiéres).
The first step critic to develop the cultivation in Chile is the capacity to establish the plant-fungi
symbiosis under artificial way. For this, recently the first mycorrhized plants whit T. melanosporum
have been obtained under greenhouse controlled conditions. In November 2002, seedlings of Quercus
ilex, Q. robur and Corylus avellana were inoculated using dried spore inoculum of T. melanosporum
imported from “Castellon” Spain. Seedlings were produced in a greenhouse using local seed
provenances which provide eco-types best adapted to the study area. Seedlings of the native species
Nothofagus obliqua and Nothofagus glauca have also been inoculated with the purpose of evaluating
their aptitude to Tuber mycorrhization. To investigate the field growth and adaptation of Tuber
melanosporum, several agricultural sites under different environmental conditions have been selected
in the VII Region, where recently the first experimental plantations for truffle cultivation in Chile have
been settled down. The present work aims to show the technical and experimental advances carried out
between the years 2002 to 2004, also the analysis and discussion of the results obtained in the T.
melanosporum mycorrhization and initial adaptation to the field growth conditions.
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RESUMEN

Chile presenta un claro potencial para el cultivo de trufas, ya que, por las condiciones ecologicas y
situacion geografica, los hongos ectomicorricicos que puedan competit con nuevas especies
introducidas estan escasamente representados en grandes areas del pais, principalmente en suelos
utilizados por la agricultura tradicional y la ganaderia. Dentro de estos hongos, la trufa negra (Tuber
melanosporum, Vittad.) alcanza altos precios en el mercado internacional y ademas, es uno de los
pocos hongos de ectomicorriza que ha podido cultivarse con mayor grado de éxito en plantaciones
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establecidas artificialmente (Truffiéres). El primer paso critico para desarrollar el cultivo en Chile es la
capacidad de establecer la simbiosis planta/hongo en forma artificial, para lo cual, recientemente se han
obtenido las primeras producciones de planta micorrizada con I. melanosporum, bajo condiciones
controladas en invernadero. En noviembre del 2002, se inocularon plantas de las especies Quercus ilex,
Quercus robur, Corylus avellana, a partir de indculo esporal de T. melanosporum, importado desde
“Castellon”, Espafia. Las plantas fueron propagadas en invernadero utilizando semillas de procedencia
local, lo que proporciona eco-tipos mejor adaptados al 4rea de estudio. También se han inoculado las
especies nativas Nothofagus obliqua y Nothofagus glauca, con el propésito de evaluar su aptitud para
la micorrizacién con T. melanosporum. Para investigar el desarrollo y adaptacion de T. melanosporum
en campo, se han seleccionado varios sitios agricolas, bajo diferentes condiciones ambientales de la VII
Region, donde recientemente se han establecido las primeras plantaciones experimentales para el
cultivo de trufas en Chile.El presente trabajo pretende mostrar los avances técnicos y experimentales
llevados a cabo entre los afios 2002 a 2004, ademas el analisis y discusion de los resultados obtenidos
en la micorrizacion con I. melanosporum y la adaptacion inicial del hongo a las condiciones de
crecimiento en campo.

Palabras clave: Trufa, Tuber melanosporum, Cultivo, Chile

INTRODUCCION

Las trufas (7uber sp.) son los cuerpos reproductivos de varias especies de hongos ascomicetos y
cumplen la funcién de produccién y dispersion de esporas sexuales. A diferencia de las setas o
callampas comunes (Suillus spp., Boletus spp. y Lactarius deliciosus), que dependen del viento para
dispersar sus esporas, las trufas crecen bajo el suelo (hipdgeos) y dependen fuertemente de animales
que las consuman para asi dispersar las esporas a través de sus heces. Consecuentemente, estos hongos
han desarrollado estructuras reproductivas que emiten fuertes aromas y de esta manera atraen a los
animales que las detectan y consumen (10).

Todas las trufas (Tuber sp.) forman una asociacién simbidtica con algunas especies de arboles
hospederos. Esta asociacion, llamada ectomicorriza, considera el envolvimiento de las raices finas del
arbol, por el hongo, formando una especie de manto que cubre estas raices. A partir del manto, nacen
hifas que penetran en los espacios intercelulares de la raiz y a la vez, otras hifas emanan fuera del
sistema radical, formando un micelio que cumple la funcion de exploracidn del suelo, aumentando por
ende la superficie de absorcién del sistema radical del arbol.

El cultivo de la trufa negra (Tuber melanosporum, Vitt.) hasta hoy ha sido logrado por pocos paises en
el hemisferio norte (Francia, Italia, Espafia). (14). Durante los (ltimos diez afios ha sido introducido en
Estados Unidos, Nueva Zelanda y Australia, donde su produccién esta comenzando recientemente (8),
Ademas se conocen trabajos en Israel y Sudafrica. (14).

Actualmente, las técnicas de cultivo de T. melanosporum se basan en primer lugar en la obtencién de
plantas micorrizadas con el hongo en forma controlada, cuyos mayores avances se han logrado en
Europa y recientemente en Nueva Zelanda y Estados Unidos, sin embargo, estas técnicas son
celosamente protegidas como secretos comerciales. Aunque el desarrollo de estas técnicas, ha
incentivado el establecimiento de varios miles de hectireas de plantaciones truferas en Europa, no se ha
logrado compensar la drastica caida de la produccion silvestre (15). Esta situacién se debe a que las
mismas plantas cultivadas con distintos métodos y en diferentes anibientes, pueden comportarse en
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forma diametralmente opuesta. Por otro lado, la competencia de hongos ectomicorricicos nativos, ya
sea durante los procesos de micorrizacién en vivero, como también el posterior cultivo en campo, ha
generado rendimientos variables en las plantaciones europeas (2).

El primer paso critico para desarrollar el cultivo de T. melanosporum en Chile, es la implementacion de
un proceso efectivo de produccion de plantas micorrizadas con el hongo en forma controlada. Este
aspecto es de vital importancia, ya que, segln las experiencias europeas la entrada en produccion de
una plantacién podria tardar entre 6 a 10 afios. Por esta razén se debe asegurar la calidad en el proceso
de micorrizacién en vivero, donde pueden ocurrir contaminaciones con hongos sin interés comercial,
que podrian afectar el resultado final (14); (10); (5).

La ubicacion geografica y caracteristicas agroclimaticas de nuestro pais, generan condiciones donde los
hongos ectomicorricicos que puedan competir con nuevas especies introducidas estan escasamente
representados, principalmente en algunas areas de la zona centro sur que presentan suelos de uso
agricola y ganadero. Esta condicion, representa ademas una ventaja comercial al permitir generar una
oferta de trufa fresca, durante el periodo contra temporada de los mercados del hemisferio norte, opcidn
que ofrece grandes perspectivas para el desarrollo de este cultivo como una nueva altemativa de
diversificacion agroforestal para el sector silvoagopecuario.

El presente trabajo es parte de un proyecto piloto desarrollado por la Universidad Catélica del Maule en
conjunto con la Fundacion Centro de Estudios Ambientales del Mediterraneo (CEAM), Espaiia y es
impulsado por la Fundacidn para la Innovacion Agraria (FIA) de Chile. En una primera etapa de este
proyecto se evalué la factibilidad técnica para introducir y desarrollar el cultivo de 7. melanosporum,
mediante el estudio de los principales factores agroclimaticos que determinan las posibilidades de
cultivo en nuestro pais. Paralelamente, se implementé un sistema de produccién de plantas
micorrizadas, mediante el desarrollo de un proceso de inoculaciéon operado bajo condiciones
controladas en invernadero. A partir de este proceso se han obtenido las primeras producciones de
plantas micorrizadas con T. melanosporum, mediante las cuales se implementard una red de
plantaciones experimentales con el objetivo de desarrollar esta alternativa de cultivo en nuestro pais.

Los resultados de seguimiento de las plantaciones permitirdn obtener indicadores que reflejen la
evolucién y comportamiento del cultivo hasta el inicio de la produccion en Chile.

MATERIAL Y METODO

Produccion de plantas micorrizadas con trufa negra

Las trufas utilizadas para la preparacion del indculo fueron colectadas en una plantacién productiva
ubicada en el municipio de “El Toro”, Castellon, Espafia. Esta plantacidn tiene una edad aproximada de
30 afios y estd formada por encinas (Quercus ilex ssp ballota) inoculadas con el hongo T.
melanosporum. El area donde se ubica esta plantacidn se inserta en una zona de clima mediterraneo
continental, caracteristico del Sur Este de Espafia. El suelo es de textura Franca, con pedregosidad
superficial, el cual presenta un subsuelo con roca madre caliza, caracteristico de estas zonas de Espafia.

Una vez colectadas las trufas, se procedid a realizar su limpieza y desinfeccion, para ello se cepillé
cada uno de los carpdéforos cuidadosamente hasta eliminar por completo toda la tierra y piedras
pequefias adheridas al peridio (cubierta). Tras ello se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de
sodio al 5%, mediante un remojo por 20 minutos.



Posterior a la limpieza y desinfeceién se prepararon muestras de cada trufa, sobre porta-objetos, de una
pequefia porcidon de la gleba para confirmar !a especie por medio de visualizacidn de las esporas
(Figura 1). Estas preparaciones se analizaron mediante microscopio compuesto a 400x y 030x
identificando las esporas de T. melanosporum con la ayuda de bibliografia especializada y claves
taxondmicas.

Figura 1. Ascas y esporas de 7. melanosporum observadas bajo microscopio compuesto (400X)

Las caracteristicas de las esporas de 7. melarosporum coincidieron plenamente con las expuestas en la
bibliografia especializada (1); (16); (14). (Tabla 1.)

Tabla 1. Caracteristicas de esporas y ascas

Parimetro Observacidn

Tipo de las ascas globosas, pedunculadas

Tamafio del eje menor del asca 80-120 n

Tamaiio del ¢je mayor del asca 90-140 it

Niimero de esporas por asca entre 1 y 6

Tamafio del eje mayor de la espora 29-35

Tamario del eje menor de la espora 20-26 1

Forma de la espora eliptica

Ornamentacidn de esporas Con espinulas (cistidios) cortas y rigidas

| Color de las esporas Café oscuro |

El programa de inoculacion y cultivo de plantas fue llevado a cabo mediante un proceso semi-
controlado en condiciones de invernadero. Se implementé un invernadero tipo tinel equipado con
sisternas de control automatico de temperatura, ventilacién y riego.

El invemadero se encuentra ubicado en Talca, en instalaciones de la Universidad Catélica del Maule.
Como medida de higieng, se instalé una antecamara para desinfeccién a Ia entrada del invemnadero y el
piso de este fue cubierto por una malla de polipropileno entretejida (Covertex ® }. Ademis el agua de
riego es controlada esirictamente mediante desinfeccidn con cloro y posteriormente dejando reposar en
un estanque abierto, previo a su uso en el sistema de riego.



Segunde Congreso Chileno Ciencias Forestales - Valdivia, noviembre 2004

Todos los controles tienen el objetivo de lograr condiciones de higiene y seguridad que permitan un
desarrollo adecuado del proceso de inoculacién, disminuyendo los riesgos de contaminaciones con
otros hongos de ectomicorriza que pueden competir con 7. melanosporum dentro del ambiente de
invernadero.

El material vegetal usado en la inoculacién fue propagado mediante semillas. Para esto se utilizé
semillas de las especies Quercus ilex, Quercus robur, Coryius avellana, Nothofagus obliqua and N.
glauca, de procedencia nacional. Todas las semillas fueron esterilizadas superficialmente, mediante
inmersion en hipoclorito de sodio al 5% durante 20 minutos, Posteriormente, estas fueron Javadas con
tres cambios de agua corriente y se sembraron directamente en bandejas dentro del invernadero
utilizando un substrato compuesto de una mezcla perlita/vermiculita en proporcién 1:1.

La inoculacién se realizé en noviembre de 2002, después de 4 a 5 meses desde la siembra. El método
de inoculacién empleado, se¢ basé en trabajos desarrollados por Carti¢ er al. (4), incluyendo
adaptaciones con respecto al substrato, contenedores y concentracion del indculo de trufa.

Las plantas fueron extraidas del substrato de siembra y se inocularon inmediatamente, mediante
espolvoreo a raiz desnuda, aplicando el indculo de trufa mediante el uso de un salero de luz mediana.
El indculo utilizado esta basado en una mezcla de trufa seca, molida en forma controlada para producir
la ruptura de las ascas, el cual se mezcld con talco inerte como coadyuvante en una proporcion 1:4,
donde 1 g de indculo equivale aproximadamente a lg. de trufa fresca. Posteriormente las plantas
inoculadas se transplantaron en contenedores de 450 ml y 650 ml, utilizando un substrato que fue
previamente desinfectado, donde se produce la incubacion de la simbiosis. La desinfeccion del
substrato se realizé mediante vaporizado durante 2 horas. El substrato utilizado consistié en una mezcla
de suelo, vermiculita, perlita y turba, cuyas caracteristicas se detallan en la Tabla 2. El suelo utilizado
en la mezcla es un mollisol aluvial calcareo que fue extraido de una parcela de uso agricola ubicada en
un sector aledafio a Calera de Tango, Regién Metropolitana.

Tabla 2. Caracteristicas de substratos de transplante

Componente Proporcion v/v pH
Suelo calcareo 49% 8,18
Vermiculita 11% 7,5
Perlita 25% 7,0
Turba 15% 6,0

Con ¢l objetivo de lograr las condiciones de pH del medio de cultivo, requeridas por T. melanosporum,
se agrego a la mezcla de los componentes una enmienda con cal fina y cal gruesa a razones de 1,5 %
p/p y 5% v/v respectivamente.

Analisis de micorrizas en plantas inoculadas con T. melanosporum en invernadero

Para el muestreo y analisis de la micorrizacién se utilizé una metodologia propuesta por Reyna, (13)
para Quercus ilex, que se basa en un muestreo no destructivo. Las muestras fueron colectadas de los
cepellones de la plantas inoculadas después de 10 meses de incubacién en invernadero.



Se tomd una muestra de 18 plantas por especie, seleccionadas en forma aleatoria en cada lote de
produccién. Los lotes de produccién son separados segiin las diferentes especies simbiontes inoculadas.

Posteriormente se realizé un muestreo en volumen de los cepellones, de la siguiente forma: Del
cepelldn de cada planta, cultivada en contenedor, se extrajo con un sacabocados una muestra cilindrica
de 1,27 cm de didmetro en la zona media del contenedor y una longitud equivalente a la anchura del
contenedor a esa altura, esto supone un volumen muestreado del orden de 7 cc., equivalente,
aproximadamente, a un 2% del volumen del contenedor, La muestra cilindrica se extrajo en sentido
horizontal. Para ello se sac6 la planta del envase y se ubicé en otro en el que se ha realizado
previamente una perforacién a media altura, luego se introduce el sacabocados imprimiendo una
rotacion constante para provocar el corte de las raices y evitar su rotura (Figura 2).

Figura 2. Muestreo de raices micorrizadas

Ya extraidas las muestras se procesaron en laboratorio para su analisis. Este proceso consistié en
eliminar las particulas de sustrato adheridas a las raicillas. Se realizaron varias decantaciones sucesivas
incorporando agua destilada mas un surfactante (Tween 80), con ello se logra la eliminacién de los
restos de substrato y suciedad.

El producto se capturé sobre un tamiz de 1 mm y se volvidé a lavar por inmersién en un vaso de
precipitados. El producto decantado en el fondo del vaso se observd nuevamente con el fin de
comprobar que no se han perdido Apices micorrizados; la muestra ya procesada se deposita en una
placa petri con agua destilada y se analiza mediante lupa binocular, contandose todas las micorrizas de
T. melanosporum, apices sin micorrizar y micorrizas contaminantes.

Cuando se presentaron dudas sobre el reconocimiento de alguna micorriza se comprobd al microscopio
las caracteristicas morfoanatémicas de la especie, confirmando que se trata de micorrizas de T.
melanosporum (Figura 3.). La informacién obtenida en los analisis microscopicos fue contrastada con
trabajos publicados en bibliografia especializada (17); (12); (6); (13).
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Figura 3. Rango de caracteristicas de diagndstico usadas para la identificacién de ectomicorrizas de 7.
melanosporum

Para cuantificar los niveles de micorrizacién, se contabilizé el numero de micorrizas de T.
melanosporum, dpices no micorrizados y contaminaciones con otras micormrizas. Todas las referencias
se calcularon en relacién al volumen de la muestra para luego extrapolarlo al volumen del contenedor.

A pattir de estos analisis, se definen los grados de calidad para la planta micorrizada, los cuales se
detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Criterios de calidad de micorrizacién aplicados para T. melanosporum

N° promedio de micorrizas de T. Calidad de la
melanosporum por planta micorrizacién
1-100 Insuficiente
101 -250 Escasa
251-500 Aceptable
501- 1500 Buena
1500-3000 Muy buena
> 3000 Excelente

Establecimiento de plantaciones

Con ¢l objetivo de establecer las primeras plantaciones demostrativas para el cultivo de trufa negra en
Chile, se seleccionaron 3 sitios bajo diferentes condiciones ambientales de la séptima region. Estos
sitios fueron seleccionados en base a la evaluacion de pardmetros fisico-quimicos de suelo y ademas de
exposicion, pendiente ¢ historial de cultivos. Esta informacion fue analizada y contrastada con los
requerimientos de suelo para la trufa.

Los sitios seleccionados encuentran ubicados en Chequenlemu (35° 05° §), Maitenes (San Clemente,
35°35° S) y Pamral (36 © 8°). (Tabla 4).



Tabla 4, Sitios seleccionados para el establecimiento de plantaciones

T

EUBieadH

Chequenlemu, Los 35°08° S 1.5
Niches (Precordillera)
Maitenes, San Clemente |35°35° S 6.00 7.8
(Precordilerra)

| Parral (Valle central) 36°8° S 6.45 7.5

La preparacion de suelo previo a las plantaciones consistié en la rotura del perfil con arado de
vertedera, luego se aplicé cal agricola y posteriormente se incorpord esta con arado de discos a una
profundidad de 20 ¢cm. Debido a que los sitios seleccionados para ¢l establecimiento, presentan un pH
natural menor al requerido por 7. melanosporum, sc¢ aplicaron enmiendas correctivas iniciales en
proporciones de entre 15 a 20 toneladas por hectirea de cal agricola (Carbonato de calcio).

Segilin la evolucidn del pH del suelo se continuara incorporando gradualmente mezclas de cal fina y
gruesa como encalado de mantencion para estabilizar el pH a niveles 6ptimos,

Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte y equidistantes entre hileras a 6m. En cada
linca de plantacion se marcé la posicién de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie
(Tabla 5).

Tabla 5. Marcos de plantacidn utilizados segun especie

Especie Espaciamiento en la | Espaciamiento entre
hilera hileras

Quercus ilex 6 6
Quercus robur 7 6
Coryllus avellana 4 6
Nothofagus obliqua 7 6

El marco de plantacion se establecio en tres bolillo, con ¢l propdsito de optimizar el espacio disponible
para las plantas. La plantacién de las unidades demostrativas se dividié en bloques de plantacién por
especie, los cuales fueron distribuidos de acuerdo a las caracteristicas topograficas de la parcela,
disponibilidad de plantas por especie y optimizacion de la superficie disponible.

Para ¢l establecimiento de las plantas micorrizadas se utilizdé un sistema semimecanizado mediante ¢l
uso de un barreno perforador, con el cual se confeccionaron las casillas de plantacién. La dimensién de
las casillas fue de 40 cm de diametro y 50 cm de profundidad. Luego de colocar las plantas en las
casillas se rellend con el suelo removido y se aplico una dosis de riego inicial de 5 litros por planta.
Posterior al riego se cubrié la superficic de cada casilla con mulch plastico para mantener la humedad
alrededor de las plantas y a la vez minimizar la competencia de malezas. Para la proteccion mecanica
de las plantas se utilizé una malla de alambre, la cual fue instalada alrededor de cada una, dispuesta en
forma cilindrica con apoyo de un tutor.
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Analisis cualitativo de ectomicorrizas en plantaciones

A la fecha se han colectado muestras de ectomicorrizas en una de las plantaciones establecidas. Esta
plantacion esta ubicada en el sector precordillerano de Chequenlemu, Comuna de Curic6 (35° 05 S) y
esta constituida por plantas de Q. ilex, Q. robur, C. avellana y N. obliqua, distribuidas de la siguiente
manera:

e 130 encinas (Q. Jlex) con marco de plantacion 6 X 6 = 4.680 m2 de superficie

» 50 avellanos (C. avellana) con marco de plantacién 6 X 4 = 1.200 m2 de superficie
* 85 encinos (. robur) con marco de plantacion 6 X 7 = 3.570 m2.

» 18 robles (Nothofagus obliqua) con marco de 6 X 7= 756 m2.

Las muestras fueron colectadas en agosto de 2004, después de 9 meses del establecimiento de la
plantacion.

La metodologia de recoleccién de muestras es laboriosa y complicada. Para conocer el estado de la
micorrizacion es necesaria la toma periddica de muestras y los muestreos se¢ deben realizar en
primavera y otofio, por ser estas épocas en las que el micelio del hongo se encuentra en su mayor
actividad. En nuestro caso el primer muestreo de micorrizas en campo se limité a nivel de pre-
muestreo, debido a la época en que se colectaron las muestras, ademas solo con ¢l objetivo de obtener
datos iniciales e indicadores de la supervivencia de la micorriza de T. melanosporum en la plantacion
en estudio.

Debido a que las plantaciones fueron establecidas recientemente, la recoleccion de muestras de
micorrizas se limité a un muestreo a nivel de cuello de las raices de las plantas para no comprometer su
desarrollo y ademas tratando de capturar raices de crecimiento activo fuera del radio del cepellon.

Para realizar el pre-muestreo, se colectaron 4 muestras de raices por especie (C. avellana, Q. ilex, Q.
robur y N. obliqua) cuyos individuos fueron elegidos aleatoriamente dentro de la plantacion. De las
plantas seleccionadas, se tomaron las muestras de la zona cercana al cuello, excavando un hoyo de 15 a
20 cm. de didmetro en un punto elegido al azar. Luego las raices se lavaron y humedecieron para evitar
su deshidratacion y se guardaron en frascos etiquetados con su notacidn correspondiente. Una vez en
laboratorio, las muestras se lavaron cuidadosamente en una placa Petri. L.as muestras que presentaron
mayor suciedad se remojaron en agua agregando unas gotas de surfactante TWEEN 80. El lavado de
las raices se completé e¢n la placa bajo lupa binocular, con ayuda de un pincel fino para extraer los
restos de sustrato y suciedad.

Para el andlisis de las micorrizas cada muestra fue analizada tanto macroscopicamente como
microscopicamente. En primer lugar las observaciones se realizan usando lupa binocular, separando las
micorrizas que difieren macroscopicamente. En estas observaciones se consideran aspectos como el
tipo de ramificacidn, longitud del sistema micorricico, longitud de las puntas sin ramificar, presencia de
rizomorfos, caracteristicas de la superficie del manto, etc. Para la determinacion se elige bajo lupa
binocular la micorriza a observar, luego se coloca en un portaobjetos agregando unas gotas de acido
lactico, se tapa con cubreobjetos y se observa al microscopio. Para la determinacion de las micorrizas,
la informacién obtenida en estos anilisis fué contrastada con trabajos publicados en bibliografia
especializada sobre el estudio de ectomicorrizas del género Tuber (17); (12); (6); (13).



RESULTADOS Y DISCUSION

Micorrizacion de las plantas inoculadas en invernadero:

A partir de los analisis de micorrizacién se obtuvieron diferentes indicadores que permiten evaluar la
calidad de lotes de produccién analizados, estos indicadores reflejan, tanto los niveles de micorrizacién
con T. melanosporum, como también la presencia de hongos de ectomicorriza contaminantes. Los
resultados de este estudio fueron obtenidos a partir de la evaluacién de 18 muestras por especie
simbionte, mediante un muestreo volumétrico de los cepellones, los cuales son resumidos en la Tabla 6.

Donde N°TM/P = Numero promedio de micorrizas de T. melanosporum por planta
Est.C/TM = Estandar de calidad de la micorrizacién con I. melanosporum
Gr/TM = Grado de micorrizacién porcentual con 7. melanosporum
Gr/MC = Grado de micorrizacién porcentual con micorrizas contaminantes
Ppm/TM = Porcentaje de plantas con presencia de micorrizas de I. melanosporum
Ppm/MC = Porcentaje de plantas con presencia de micorrizas contaminantes

Los resultados indicados en la Tabla 6, muestran que los mayores niveles de micorrizacién se
obtuvieron en las especies Q. ilex, Q. robur y C. avellana, las cuales son simbiontes naturales de 7.
melanosporum. De acuerdo a la metodologia de control desarrollada por Reyna (13), M. obligua aunque
presentd muy buenos niveles de micorrizacién en términos absolutos, medido por el numero de
micorrizas por planta, el grado de micorrizacion es considerado bajo (14%), de acuerdo a las
metodologias de control propuestas algunos autores europeos (3);(7);(11), las cuales utilizan datos
porcentuales. Segln estos autores se considera que a partir de un 30% de micorrizacion con T.
melanosporum la planta presenta una calidad adecuada para el establecimiento de plantaciones. En el
caso de N. glauca los resultados de micorrizacion obtenidos han side bajos, ademas solo un 33% de las
plantas analizadas presentaron micorrizas de T. melanosporum.

Tabla 6. Control de calidad de los lotes analizados de acuerdo al método propuesto

Hospedero | N°TM/P | Est.C/TM Gr’'TM Gr/MC Ppm/TM Ppm/MC
(%) (“o) (%) (“6)

Quercus ilex 6.325 Excelente 47 3 100 10

Quercus 4.300 Excelente 46 8 100 17
robur

Corylus 6.025 Excelente 50 8 100 12
avellana

Nothofagus 2.672 Muy bueno 14 0 90 0
obliqua

Nothofagus 107 Bajo 2 0 33 0
glauca |

Los resultados de micorrizacidn de Nothofagus sp. con T. melanosporum obtenida en nuestros trabajos
es reportada por primera vez a nivel internacional, ademas este resultado indica que es posible utilizar
estas especies simbiontes en plantaciones para el cultivo de trufa en Chile, lo que abre interesantes
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perspectivas. Sin embargo, se debe destacar los mejores resultados obtenidos en N. obliqua, especie
que parece presentar una mayor afinidad simbidtica con 7. melanosporum, comparado a N. glauca.

En ¢l caso de Quercus sp. y C. avellana los estindares de calidad aplicados indican que se obtuvo una
excelente micorrizacién con 7. melanosporum, basado en los valores de micorrizacion absolutos
(Numero de micorrizas por planta), ademas los resultados porcentuales de micorrizacion con T.
melanosporum para estas especies, variaron entre un 46% a 50%, lo cual es comparable a los resultados
de micorrizacion obtenidos por viveros comerciales en Europa, donde se acepta que a partir de un 30%
de micorrizacién la planta presenta una calidad adecuada para ser establecida en campo.

Cabe destacar que Quercus sp. y C. avellana presentaron contaminaciones con Hebeloma sp. que €s
una especie de hongo de ectomicorriza comun en ambientes de vivero, la cual también ha sido
reportada como micorriza contaminante en viveros europeos. A pesar de la presencia de esta especie en
las muestras analizadas, los niveles de micorrizacion con Hebeloma sp. son considerados bajos y se
encuentran dentro de los rangos de contaminacion aceptados por las metodologias de control usadas en
Europa (3);(7);(11);(13), donde el limite maximo aceptado en la micorrizaciéon con hongos
contaminantes se sitia en alrededor de 20%. Este porcentaje es calculado como proporcién del numero
de micorrizas contaminantes en relacion al nitmero de micorrizas de T. melanosporum.

Otro aspecto importante a destacar es que en las especies nativas (Nothofagus sp.) no se registro la
presencia de Hebeloma sp., a diferencia de Quercus sp. y C. avellana, aunque todas las plantas fueron
cultivadas en las mismas condiciones. De estos resultados podemos establecer como hipdtesis que
Hebeloma sp. no presenta afinidad simbidtica con Nothofagus sp. bajo las condiciones de este estudio.

Andlisis cualitativo de ectomicorrizas en plantaciones

Para evaluar la supervivencia inicial de 7. melanosporum en la plantacion estudiada, las muestras
colectadas fueron identificadas en base a sus caracteres morfoldgicos. Las micomrizas de 7.
melanosporum presentan caracteristicas morfoldgicas bien definidas y su identificacion no presenta
dificultades, sin embargo, muchas veces es dificil diferenciar morfolégicamente entre especies del
género Tuber (9), las cuales normalmente coexisten en las plantaciones europeas. En el caso de
plantaciones establecidas en Chile, dificilmente encontraremos otras especies del género Tuber, aunque
existen ejemplos de plantaciones de T. melanosporum establecidas en Nueva Zelanda donde se han
reportado fructificaciones de Tuber borchii y Tuber maculatum, las cuales son nativas de Europa,
evidenciando que estas especies se encontraban introducidas en ese pais en forma accidental (8).

Los datos obtenidos en nuestros analisis indican la presencia de T. melanosporum en el 100% de las
muestras analizadas, lo que confirma que la sobrevivencia de las micorrizas de trufa ha sido exitosa y la
simbiosis obtenida en condiciones de invermnadero ¢s mantenida después del establecimiento de las
plantaciones en campo. El morfotipo de las ectomicorrizas ha sido confirmado con las descripciones de
T. melanosporum definidas en la bibliografia especializada (17); (12); (6); (13).

La abundancia de ectomicorrizas fue estimada visualmente bajo lupa binocular, no realizindose
conteos. De estos analisis se desprende que las micorrizacion con 7. melanosporum en las condiciones
de establecimiento presenta un desarrollo consistente en todas las especies simbiontes (Figura 4),
destacandose los niveles de micorrizacién observados en Quercus sp., donde las muestras analizadas
presentaron a una mayor proporcién de apices micorrizados con T. melanosporum y menor presencia
de contaminantes en comparacion a C. avellana. En el caso de N. obliqua las muestras analizadas



también indican un desarrollo consistente de T. melanosporum, y ademas no presentaron micorrizas
contaminantes.

Figura 4. morfotipo de ectomicorrizas de T. melanosporum

La mayor abundancia de contaminantes se observé en C. avellana, encontrandose 2 morfotipos
distintos de ectomicorrizas correspondientes a hongos Basidiomicetos. Una de estas especies se
identificé como Hebeloma sp. cuyo morfotipo corresponde al mismo encontrado en las plantas
analizadas en vivero, lo cual indica que este hongo también se adapté inicialmente a las condiciones de
establecimiento en campo y es capaz de competir con T. melanosporum en el complejo micorricico. El
segundo morfotipo de micorriza encontrado, corresponde a una especie atn sin identificar.

La mayor presencia de contaminaciones observadas en C. avellana (Figura 5), concuerda con lo
expuesto por Reyna, (14), quién destaca la mayor facilidad del avellano para ser colonizado por
micorrizas contaminantes en las plantaciones truferas europeas.
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Figura 5. Morfotipos de ectomicorrizas contaminantes observadas

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los analisis de micorrizacién en vivero indican que las técnicas de
inoculacion y cuitivo han sido exitosas y ellas nos permiten direccionar nuestros trabajos futuros para
optimizar las condiciones de cultivo con el objetivo de implementar un método de produccion
comercial que asegure un suministro de plantas de alta calidad.

Los hospederos més adecuados para la inoculacion con T. melanosporum fueron Quercus sp. y C.
aveliana, debido a los buenos niveles de micorrnizacion obtenidos, sin embargo, no debemos descartar a
N. obliqua como una especie nativa posible de incorporar en los programas de inoculacién, ya que los
resultados obtenidos con esta especie son considerados buenos.

La sobrevivencia de las micomizas de T. melanosporum en campo ha sido exitosa, lo que tndica que las
técnicas de establecimiento de las plantaciones y el posterior cultivo han sido adecuados para mantener
la simbilosis con las distintas especies hospederas, reflejando ademas que este hongo presenta una
buena adaptacion inicial a las condiciones agroclimaticas del sitio en estudio. Estos resultados abren un
futuro promisorio en cuanto la introduccién de este cultivo como una nueva alternativa agroforestal
para desarrollar en la zona centro sur de Chile.
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La Universidad Catélica del Maule y la Fundacién para la Innovacién Agraria (FIA), tienen el agrado de invitar @  sovecion acasais
Ud. a participar en un dia de campo del proyecto “Truficultura. Desarrollo de las bases tecnol6gicas para el cultivo de trufa negra
(Tuber mefanosporum Vitt.) en Chile, como alternativa productiva y comercial para los pequefios y medianos preductores del
sector silvoagropecuario”,

Dicho evento se realizara el dia jueves 26 de mayo, de 15:00 a 17:30 Hrs. y el lugar de encuentro sera en la Facultad
de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Catdlica del Maule, ubicada en Avenida San Miguel 3605, Talca. En la
ocasion, se visitara una trufera establecida en la ultima temporada, que esté ubicada en la ruta Talca-Duao, fundo “E! Canelo”™.
El tema central de esta activada sera informar fos avances del proyecto, tanto en la produccion de planta micomizada como la
evolucion de la misma en campo.

La participacion a esta actividad es sin costo y desde ya agradecemos su presencia.

Talca, mayo de 2005
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AnNexXo +C.

Desarrollo inicial de una Trufera en la zona central de Chile

Resumen

Las condiciones agro-ecoldgicas de algunas areas de Chile central son muy
similares a las mejores areas productores de trufa negra de Europa. Estas
areas se localizan principalmente en el valle central de Chile, entre 35° y 40°
latitud de S, y la pre-cordillera de los Andes entre 33° y 35° §, como las
situaciones mas frias. Por otra parte, contrariamente a Europa dénde las
tierras normalmente presentan un pH alto (7,5 a 8,5) la mayoria de las
tierras apropiadas en Chile tiene un pH que va de 5,5 a 7,0. Esta diferencia
en ¢l pH puede corregirse por medio de la aplicacion de la piedra caliza
molida.

Para investigar el comportamiento de Tuber melanosporum en campo, se
instalo una trufera expenmental en Chile central, de coordenadas 35° 32’ S
y 71° 36’ W. El establecimiento de la unidad se realizo en el mes de julio de
2004, sobre un suelo franco-arcillo-arenoso con un pH de 5,82 puntos. El
suelo fue encalado con 18 toneladas de carbonato de calcio, cinco meses
antes del establecimiento.

La planta inoculadas utilizada en el establecimiento fueron de las especies
Quercus ilex, Q. robur y Corylus avellana, las que presentabas una carga de
6325, 4300 y 6025 apices micorrizados por planta, respectivamente. Las
cuales fueron producidas en el vivero de Universidad Catdlica del Maule.

Después de 9 meses de establecida la plantacion se realizo un primer
monitoreo radicular. Las plantas analizadas de Q. ilex, Q. robur y C.
avellana presentaron indices de micorrizacién de 43 %, 47 % y 68 %,
respectivamente, sin la presencia de otros hongos de ectomicorrizas.

Paper presented In; 4" International Workshop on Edible Mycorrhizal Mushrooms.
Murcia, Espafia, 29 th of November to the 2 nd of December, 2005.
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ANEXO #.5 .

CUIDADOS CULTURALES POST- PLANTACION DE UNA
TRUFERA ESTABLECIDA EN SUELOS ACIDOS

Proyecto: “Truficultura: Desarrollo de las bases tecnologicas para el cultivo
de trufa negra (Tuber melanosporum Vitt) en Chile, como alternativa

productiva y comercial para los pequefios y medianos productores del sector
silvoagropecuario™



Introduccion

Cuando se establece algin cultivo fruticola hay muchas cosas claras gue no
suceden en Truficultura. En primer lugar, se ve si la planta ha arraigado o no, si se
estd desarrollando en forma normal, si hay o no floracion, si los frutos estan
madurando en forma normal, si existe la necesidad de regar por una
deshidratacion de la planta, etc. En Truficultura esto no es se puede determinar,
pues se trata de un cultivo sobre otrg, es decir, un cultivo indirecto. Se cultiva un
hongo en las raices de un arbol, y lo que se ve es la parte aérea del arbol, si este
estd vigoroso 0 bien atacado por alguna plaga foliar, etc. En consecuencia, se
desconoce lo que pasa en las raices de éste, sin saber si las micorrizas de T.
melanosporum han sido desplazadas o no, si el micelio estd deshidratado, o bien
estd con exceso de agua. Resulta imposible ver qué es lo que estd sucediendo y
cémo se esta desarrollando. Recién después de
un periodo de cuatro a siete afos se comienza
a ver algo, que tampoco es seguro, que
corresponde a la formacion del quemado
(también conocido como Brulé o calvero), que
indica la zona de accion del hongo. Sdlo al
cabo de cinco a diez afos, dependiendo de la
especie huésped, se comienza con la cosecha
de las primeras trufas negras, pero tampoco se
vera como se forman, crecen y maduran, pero
al menos se habra salido de la incertidumbre.

Esta reflexion debe ser asumida cuando se tome la decisién por la Truficultura y
es uno de los motivos por los cuales es necesario ajustarse de la forma mas
estricta a los parametros ecolégicos del hongo.

Antes de comenzar [os trabajos culturales post plantacion es conveniente
considerar una serie de sucesos que se producen a lo largo del desarrollo de la
plantacion, esto a fin de fin de mejorar los criterios de planificacién y ejecucién de
los trabajos culturales.

Los cuidados culturales tienen incidencia directamente en dos variables : la
humedad y |a insolacidn del suelo presentes en el sitio de accién de las raicillas.

Se considera como periodo de colonizacion a partir de fa extension del micelio y la
invasion micorricica de T, melanosporum en la rizosfera. Para que dicho fendmeno
se produzca en forma conveniente es necesario generar adecuadas condiciones
ecologicas para que de esta manera se dificulte la entrada y proliferacién de otras
micorrizas competidoras.




Manejo del Suelo

Ei laboreo se realiza con objeto de mejorar la aireacién del suelo, incrementando
su capacidad de retencién de agua y favoreciendo el desarrollo del hongo de la
trufa.

El tratamiento al suelo debe efectuarse con aperos con control de profundidad -
cultivadores o gradas' (nunca rotovator) - a profundidad no mayor a los 10 ¢ 12
cm. Algunos especialistas recomiendan una profundidad maxima de 5 a6 cm el
primer afio y no mayor de 10 a 15 ¢m en el segundo, hasta el afio 7%u 89, La
mejor época para el laboreo del suelo es en primavera.

Un laboreo excesivo, 3 a 4 labores 0 mas por afio, puede tener un efecto negativo
sobre la estructura y la porosidad del suelo por efecto de la destruccion de los
agregados y su compactacion, lo que puede provocar un efecto inverso al que se
busca en truficultura y a disminuirla actividad microbiana.,

En suelos arenosos 0 muy sueltos, la aireacién natural puede ser suficiente para
justificar no laborear el suelo.

El laboreo se realiza una vez han comenzado las primeras lluvias de primavera,
pero con el terreno lo suficientemente suelto como para evitar compactadion, en
los meses de septiembre u octubre.

! Gradas: Sirve para allanar ¢l terreno con unas cuchillas redondas, entierran las semillas y limpian de malas
hierbas.




Manejo de las malezas

Existen cuatro metodologias para el manejo de las malezas en una plantacion
trufera.

a) Enyerbado:

Puede ser natural o artificial y al contrario del
laboreo, el enyerbamiento favorece el desarrollo
de la actividad bioldgica y de la microflora del
suelo, actividad que mas tarde sera importante
para el desarrollo de la trufa.

Cuando la parcela entre en produccion, serd
interesante tener una cobertura vegetal sobre
la totalidad o salamente una parte de Ila
plantacién, controlado por el pasc de una
desbrozadora.

b) Modelo Mixto:

Comprenda zonas trabajadas regularmente y zonas
enyerbadas (en medio de la calle por ejemplo).

c) Desyerbado quimico

Existe la posibilidad de usar herbicidas a base
de glifosato (Roundup®) o glufosinato
aménico (Basta®), aunque otros autores
desaconsejan el glifosato o indican que &
puede tener un impacto negativo sobre el
equilibrio de la fauna y la microflora del suelo
y el producto de su degradacién persiste en
el suelo. La simazina tiene efectos negativos
en truferas de menos de 3 afos de
plantacion.




d) Desherbado manual-mecanico

También existe la posibilidad de controlar las malezas
mecanicamente, ya sea usando maquinaria entre
hileras y labranza manual en la hilera de plantacion.

Riegos
Implantacion y preproduccion (1°-5° afio)

Es recomendable regar regularmente los primeros afos hasta que se establezca el
sistema radical y, en particular, el primer afio se deberian regar las plantas en caso
de sequia prolongada (alrededor de 20 dias dependiendo del tipo de suelo y las
condiciones climaticas, particularmente el viento). Se aconseja aportar cantidades
de agua de 30 a 50 litros por m? mensualmente, en forma parcial, lo que puede
ser en dosis semanales 0 quincenales, segln la intensidad de la sequia y tipo de
suelo. Un riego superior a 110 litros mensuales es negativo para la proliferacion de
micorrizas de 7. melanosporum en la fase de establecimiento.

En caso de no poder regar utilizando un sistema de
riego, es aconsejable regar manualmente e instalar
un muich, esto no parece que sea desfavorable
para el mantenimiento del hongo, pero es
desaconsejable conservarlo de forma prolongada.
Estos materiales pueden ser paja de algun cereal o
bien gravilla de piedra caliza.

Acolchados o Mulching

Los acolchados tienen como finalidad evitar las
pérdidas de agua del suelo por evaporacion en el
verano. Es uno de los trabajos mas sencillos y
que mejores resultados ha dado a corto plazo
dentro del proyecto.

Los acolchados se pueden realizar con piedra

caliza machacada de diametros entre 10 y 30 mm, una vez finalizado el laboreo y
con el suelo algo himedo. También pueden emplearse otro tipo de materales
vegetales existentes en el terreno.

Para la utilizacién de cualquier tipo de cubierta vegetal hay que tener en cuenta la
necesidad de impedir que se incorpore materia organica en el suelo,
principalmente si es de caracter acido (restos de coniferas) o bien que pueda

4




desvirtuar la relacidén carbono / nitrégeno en el suelo (paja de cereales). Por este
mativo, se aconseja colocar el acolchado vegetal a comienzos de la temporada
seca, es decir, octubre a noviembre y retirarla en las primeras lluvias del otofio.

Poda

Los objetivos de la poda en esta etapa son varios: limitar el crecimiento de los
arboles y de su sistema radicular en condiciones vigorosas y anticiparse al cierre
de copas, pero también se continuara con las podas de formacion para crear las
condiciones favorables al desarrollo de las trufas.

En climas calurosos y con fuerte insolacién se puede podar la parte alta del arbol
para favorecer su aireacion y conservar ramas bajas, que harian sombra al suelo y
permitirian amortiguar las variaciones de temperatura.

Se recomienda aplicarla todos los anos en la fase de reposo vegetativo,
preferentemente en septiembre. Sin embargo, algunos autores recomiendan
efectuar la poda en el periodo estival. Esta poda en verde consiste en una poda
ligera y afecta el sistema aéreo disminuyendo su vigor.

Estrategias de cdmo podar Coryius aveffana con aptitud trufera:

a. Es un esquema mas arboricola y es usado por las truferas artificiales, para
favorecer la insolacion del suelo.

b. Este esquema de poda es usado frecuentemente en el manejo de truferas
naturales, hay algunos especialista que indican que esta es la forma de
podar Cory/us es la que se asemeja mas a los arboles productores en forma
natural.




Estrategias de como podar los Quercus con aptitud trufera:

i &%%

Encalados Correctivos

Los niveles dptimos de pH en suelos truferos van desde los 7,5 a los 8,2 puntos,
con una media de 7,9. No se debiera bajar de estos rangos, para lo se recomienda
efectuar monitoreos mensuales de pH y encalados correctivos sequn corresponda.
Estos encalados correctivos seran aplicados en la zona de accidn radicular, es
decir, en la respectiva tasa de riego. Esta estara en directa relacién con la altura
de los arboles. La relacion sera: el radio de la tasa es a dos veces la altura del
arbol, con un minimo de 1 metro.

La correccién de pH sera de 0,13 kg de CaCOs/m? de suelo, por cada décima de
pH a corregir. El CaCQ; debe ser de granulometria fina.
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La Universidad Catélica del Maule y la Fundacion para la Innovacion Agraria (FLA), tienen el agrado de
invitar a Ud. a participar en una ceremonia de entrega de resultados y cierre del proyecto “Truficultura. Desarrollo de las
bases tecnolbgicas para el culivo de frufa negra (Tuber melanosporum Vitt.) en Chile, como altemativa productiva y
comercial para los pequefios y medianos productores de! sector silvoagropecuario”,

Dicha actividad se realizara el 28 de diciembre de 2005, entre {as 11:00 y 13:00 horas, en el auditérivm de
Ingenieria de la Universidad, en la Casa Central, Avenida San Miguel N° 3605, Talca.

Esta actividad es sin costo y desde ya agradecemos su presencia.

Talca, diciembre de 2005
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“TRUFICULTURA

“Desartollo de Ias\Bases tecnolégicas para el cultivo de
trufa negral Tuber m!m;pa@-vgit.) en Chile, como alternativa
productiva y comercial para los pequefios y medianos

productores del sector silvGagropacuario”

Financamiento.
Fundacién para a Innovadién Agraria, Ministene de Agncultura, Gobietno de Chile
Participantex .
Universidad Cabdlica del Maule, Chile.
Centro de Extudios Aminentals del Medilerinen, Espana
Fecha Imcio- Nowvernbre 2001
Fecha Termine: Octubre 2005

¢ Qué son las trufas?

+ Las trufas son los cuerpos fructiferos de
hongos micomicicos Ascomicetos del
genero Tuber, que se desarroilan bajo la
superficie de la nerra, hipogeos.

» Estos hongos viven en simbiosis
ectomicorricica con elgunos arboles
[orestales.

* Su aprecio en la cocina de calidad se
debe 4 su intenso aroma lleno de matices
que se fija profundamente en los
alimentos




Introduccién

+ Ultimamente ha sido introducido
cn.
— Estados Unidos
— Nueva Zelanda
— Austrahia
+ Tambi¢n se conocen trabajos en:
— Israel,
— Sud Africa
— Argentina

Introduccion

» Hasta hoy, el cultivo de trufas
ha sido logrado por un nitmero
limitado de paises en el
Hemisferio Norte:

— Francia,
— Italia

— Espaiia
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Introduccion

* Los métodos para el cultivo de
trufas se basan en la obtencion de
plantas micorrizadas bajo
condiciones controladas de
invernadero

A pesar de que cada afio se
producen cientos de miles de
arboles mfectados, hay una
tendencia a la baja en la produccion

Introduccion

» Experiencias en Nueva Zelanda y

Estados Unidos muestran que la
produccion de trufas es posible en
lugares donde las condiciones
climéticas y de suelo no son las

ideales

Introduccion

La oferta en Chile de hongos
micorricicos comestibles se
concentra en UNas pocas especies
con un relativo bajo valor
comercial:

o Suillus luteus

» Lacrarius deliciosus

Introduccion

La introduccion en Chile de hongos
ectomicorricicos de alto valor
comercial ofrece una excelente
oportunidad para la creacion de
nuevas indusirias y mercados




Condiciones Ecologicas
en Chile

Introduccion

* Tuber melanosporum es una de las
especies mis valoradas en el

mercado internacional » La mayoria de los suelos en Chile

tiene un pH relativamente bajo: de
55a7,0

» En Europa los su¢los comunmente
presentan un pH alto (7,5 a 8,5)

+ Algunas dreas en Chile pueden ser
ideales para la plantacion con
plantas inoculadas

ndiciones Ecologicas ' ndiciones Ecoldgicas
X : / R :
en Chile en Chile

» Existen lugares que tienen suelos * Areas favorables para
calcdreos (pH alto). Sin embargo, establecer plantaciones
estan ubicados fucra de las dreas con truferas se encuentran en la
climas adfef:uados para la zona centro sur de Chile (35° a
introduccién de trufas (temperatura y 40° § latitud)
humedad) » Predomina un ¢lima

medilerraneo templado




“ Xgndiciones Ecologicas
/ W -
1 ¢ en Chile

+ En los lugares con suelos con pH
alto (con alto contenido de material
calcireo) la necesidad de mayor
TGO €5 necesano

ndiciones Ecologicas
en Chile

A

+ T. melanosporum vy los huéspedes tienen
requerimientos Bmbientales especificos

* En Chile hay adectuadas especies
huéspedes con buenas adaptaciones
ecologicas

CHILE

ndiciones Ecoldgicas
X :
en Chile

PARAMETROS Range n Rangen Molna, Chile
France and Span 267 5)

fHaty

Annual ralndall (mm} B0 16 1500 500 to 800 400 mim
mm mm

Mean anmgal 110 14°C 1A

Temperature

Mean dally lemparsurs | 17 5% 224C 1940 21°C 10 9°C

in summer [January, {optimum 20

Southem Hamlsphans) W 22°C)

Mean dally empesaius 108C 16WBZYC T9°%C

i winber {July, lophmurm >

Souihem Hamlsphens) 2C)

CHILE

en Chile

» Quereus robur, Q. flex y Coryhs
avellana crecen bien en la Zonz Centro
Sur de Chile

* El material vegetal estd asegurado para la
inoculacion

» También se pretede inocular con especies
nativas: Nothofagus obligua y N. glavca
{Fagaceae)

w0




Produccion de Plantas
Micornzadas

* Programa de Inoculacidn

— Las trufas fueron colectadas en una
propiedad privada ubicada en “El
Toro™, Castellén, Espaila

— Los irboles asociados son encinas
(Onercus ilex ssp bailota)

2

Produccion de Plantas
Micorrizadas

* Programa de Inoculacién

— Se cosecharon tmes kg de mfa enire el
18 y el 25 de enero de 2002

— 81 escocarpos fueron colectados, con
didmetros que oscilaron entre 2,5 cm a
10,5¢m

n

Produccidn de Plantas
Micorrizadas

* Programa de Inoculacidn
— En laboratono se llevo a cabo su

Produccion de Plantas
Micorrizadas
* Programa de Inoculacién

+ El programa de inoculacidn con bufa

S

limpieze y desinfeccidn

— Cada ascocarpo fue cuidadosamente
cepillado y la tierra y pequeifias
piedrecillas fueron removidas, luego
las trufas fueron remojadas en
hipoclerito de sodio al 5% durante 20
minutos para su desinfeccion

fue llevado a cabo por medio de un
proceso semi controlado

WM
i}
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§a

THLE
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*» Un invermnadero del tipo tiinel fue
implementado con un sistema de
ventilacién y control de temperatura
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Produccidn de Plantas Produccion de Plantas

Micorrizadas £ Micorrizadas
2
* Programa de Inoculacion L8 * Programa de Inoculacion
v

.~ L

— Les semillas de Quercus ilex, 0.
robur, Nothofagus obligua y N.
glauca fueron sujetas a un proceso
de desinfeccion por medio de la
aplicacién de hipoclorito de sodio al
5%

— Posterior a la desinfeccion las
semilla fueron sembradas en
bandejas al intertor del invemadero

» Con um estricto programa s¢ lognd
mantener condiciones de higiene y
seguridad, lo que permtio llevar a
cabo un adecuado proceso de
moculacian

13

Produccion de Plantas
Micorrizadas
* Programa de Inoculacién

Produccion de Plantas
Micornizadas

* Programa de Inoculacién

— En noviembre de 2002 las plantas
de Q. ilex, Q. robur y C. avellana
fueron inoculadas directamente a la
raiz usando inoculo de 7,
melanosporum

* A las semillas de Corplus avellana,
se les removid la cubierta y se
considert el mismo proceso de
desinfeccian con cloro

* Las semillas fueron remojadas en una
solucién de GA3 a 100 ppm durante
24 horas

¥ i}




Produccion de Plantas
Micorrizadas

» Programa de Inoculacién

— Se utilizd talco inene en polvo como
coadyudante para mezclarlo con las
esporas deshidratadas

— Todas las inoculaciones fueron
efectuadas con las plantas a raiz
desnuda. Posteriormente, las plantas
fueron transplantadas a contenedores
de 450 m! y 650 m de cavidad

Produccion de Plantas
Micorrizadas

» Programa de Inoculacion

— Las plantas de las especies
nativas Nothofagus obliqua y
Nothofagus glauca fueron
inoculadas de igual forma

Produccion de Plantas
Micorrizadas

* Analisis de Micornzas
~ Transcurridos 5-6 meses de
incubacion en el invernadero se
llevé a cabo el analisis de
micorrizas

- Para las especies Quercus ilex,
Q. robur, Nothofagus obliqua y
N. glauca

H

Produccion de Plantas
Micorrizadas

= Analisis de Micornzas
— Una muesira equivalente al 2%

del volumen de cada sistema
radical {cepellén) fue tomada
usando un cilindro de 1,27 cm
de diametro y de una longitud
equivalente al ancho del
contenedor

3z




Produccion de Plantas
Micorrizadas

* Analisis de Micorrizas
— Gada muestra de raiz, libre de
particulas de arcilla o de
materia organica, fue
inspeccionada a la lupa y al
microscopio

i3

Produccion de Plantas
Micorrizadas

* Anilisis de Micorrizas

— La cantidad de micorrizas de
Tuber, raices no micorrzadas y
raices contaminadas fueron
conladas

Establecimiento de
Plantaciones Expenimentales

* Las condiciones de suelo y clima de
la Zona Centro Sur de Chile fueron
estudiadas en relacién con los
requerimientos ecolégicos para
hongos y arboles huésped

kL]

Establecimiento de
Plantaciones Experimentales

+ Diferentes sitios fueron evaluados
con ¢l objeto de determinar su
capacidad para el cultivo de trufa

» 10 sitios de propietarios privados
fueron seleccionados, desde la regién
metropolitana y la XI region




Establecimiento de
Plantaciones Experimentales

Establecimiento de

lantaciones Experimentales
= Los sitios seleccionados son:
+ Samta Adela-Mana Pinto
¢ Chequenlemu-Los Miches(35 05° §)
+ Maitenes-San Clemente (35° 35 §)
- El Canelo-Duzo » Seleccion del Sitio
* Sanz Elena de Chequen-Duao
Santa Elisa-Pamal (36° &' S)
Malzalhue-Lanco
Hualletupe-Panguipull
San Isidro-La Unidn
La Unmidn

* Baguales-Coyhaique

7 .q n

Establecimiento de
Plantaciones Experimentales

Establecimiento de
Plantaciones Experimentales

* Preparacién del Sitio . Preparacion del Sitio
* Para la plantacion el suelo fue
preparado con arado, aplicacion de

cal y rastra de disco

* Con €l objeto de elevar el pH & un
nivel adecuado, se aplicaron 1,3
ton de cal por déctima de pH a

* Los suelos de los sitios coIregir

seleccionados tuvieron un pH entre

58y 7,6




Establecimiento de
Plantaciones Experimentales

* Preparacion del Sitio
+ En funcién de la reaccién del suclo
s¢ seguira aplicando gradualmente
diferentes mezclas de cal fina y
granulada hasta que el pH se
estabilice

41

iMuchas Gracias!
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Produccion
Planta micorrizada

Presentacion de
Resultados

Produccién de Plantas Afio 2003

Sustralo.- Base Tierra

Porcentoge de mucormizacin

T ¢ arolema [+ "% Q. robur N obkpa




Produccion de Plantas Afig 2004

Sustrato.- Base Turba
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Micorrlzas de Contaminantes

Monitoreo de pH
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Andlisis de Laboratorio
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Predio “El Canelo”

Agente Asomado - José Iracheta
Sector.- Duao, VII

Segunde Anilisis - Noviembre, 2005

sruiiyes oo WY Couizmin
BN Crumncian S Fri ]

“n
o
o
Bo

Predio “Santa Elisa”

Apeote Asociade - Universidad Candbica del Maule
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Predio “Hijuela N* 27
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Predio “*Santa Adela”

Agente Asociado.» Ricardo Sudrez
Sector.- Marla Pinto, Mepopolitana

Primer Anilisis.- Julio, 2005
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Predio “Hijuela N* 2"
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Predio “Fundo Huallerupe ™
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Predio “Fundo Hualletupe ™

Agente Asociado. Andrew Filshyll
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Predio “Fundo Baguales”
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Areas potenciales para el
cultivo de 7. melanosporum

Discusion y Conclusiones

= (Chile presenta condiciones adecuadas
para el cultivo de trufa.

+ Las condiciones de suelo y clima de la
Zona Central asegurarian el éxito.




Discusion y Conclusiones Discusion y Conclusiones

* Los resultados indican que existe
una buena posibilidad para
desarrollar el cultivo de trufa en
Chile, especialmente con Quercus
ilex

» Las téenicas de tnoculacién usadas
permiten direccionar el trabajo a
futuro, para optimizar las
condiciones de cultivo

Discusion y Conclusiones Discusion y Conclusiones

¢ La preparacion anticipada del sitio
€s una accioén primordial para
asegurar un adecuado
establecimiento y desarrollo de la
trufera.

* La asociaci6n entre Nothofagus
obiiqua y Tuber melanosporum abre
nuevas perspectivas de investigacién
para el cultivo de la trufa

* Los cuidados pos-plantacion son
esenciales para el buen desarrollo
del honpo (desmalezado, encalados,
riegos, etc.)




Discusiéon y Conclusiones

+ La calidad del agua de riego ¢s
fundamenial, ya que es uno de los

principéles camer de contaminantes.

{Muchas Gracias!
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ANEXD Z.9.

PROYECTO FIA-PI-C-2001-A-085

“Truficultura. Desarrollo de las bases tecnoldgicas para el cultivo de trufa negra
(Tuber melanosporum Vitt.) en Chile, como alternativa productiva y comercial para
los pequefios y medianos productores del sector silvoagropecuario ”.

Fecha de Inicig; noviembre 2001
Fecha de Término: diciembre 2005

Participantes del Provecto:

Ejecutor: Umiversidad Catdlica del Maule, Facultad de Ciencias Agrarnias y Forestales
Asociado: Andrew Daniel Filshill Silva, Chile.



RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre propietario : Andrew Daniel Filshill Silva

Rut :

Actividad . Agricultor

Direccion : Presidente Riesco 4210, departamento. 9, Las Condes
Fono R :

Comuna : Santiago

Regidn : Metropolitana

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Fundo Huallerupe”, esta ubicado en la comuna de Panguipulli, sector al
interior de playa Monje, Décima Regidn y tiene una superficie aproximada de 0,7 ha..

La plantacion se establecié en diciembre de 2004, con las especies Quercus robur y Nothofagus
obliqgua, micorrizadas con Tuber melanosporum, en la Universidad Catoélica del Maule, y
enmarcadas bajo el proyecto FIA-PI-C-2001-A-085.

El suelo es de textura franca, con un porcentaje de materia organica de 15 % y un pH inicial de
6,2.

PRACTICAS CULTURALES

Se realizé un desmalezado mecanico con rastra de discos, debido a la gran abundancia y
agresividad de las malezas presentes dentro del predio.

Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacidn se marcé
la posicion de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie.

Especie Espaciamiento (m) Cantidad de plantas
Quercus robur 6x6 169
Nothofagus obliqua 6x6 9

La plantacion consta con un programa de riego manual localizado a 1a planta.
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EVALUACION DE LA PLANTACION

Tiene dos mediciones de pH de la unidad experimental. Esto con la finalidad de evaluar el
comportamiento de este parametro, a modo de aportar informacién para una mejor toma de
decisiones en la planificacion a corto y mediano plazo,

Se realizo un encalado general dentro de toda la superficie de establecimiento de la trufera,
incorporando luego una capa de conchuela molida, localizado a la taza de la planta.

Ago - 05 6.83

Nov - 04 T.19 6.58

El muestreo de raices se realizo en Diciembre del afio 2005, dividiendo €l predio en tres parcelas,
correspondientes a la topografia del lugar.

Parcela ] .- Parte alta, superior
Parcela 2.- Parte alta, inferior
Parcela 3.- Parte baja

Las muestras obtenidas por parcela correspondiente a cada especie.

Especies N° de plantas por especie \
Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3
Quercus robur 4 3 5
Nothofaus obliqua 0 ¢ 3

Cada planta fue muestreada segiin sus puntos cardinales,
obteniendo cuatro muestras por planta.

La evaluacién consiste principalmente en un anélisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micorrizas de 7. melanosporum
u otras micorrizas.

El analisis fue realizado en €l laboratorio de micorrizas
de la Universidad Catélica del Maule, y los resultados
§€ presentan a continuacion.




RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

1.- Porcentaje de micorrizacion por especie

E H E | ey T L I"{;,ﬁ 1 :
PORCENTAJE,BEE“MECOQRIZAC|ou
; PO

ESPECIEs vj?};sg g

Micarrizas A — T
’ Q. fobur ‘N, ob.'lqua
Con T. melanosporum 33% 37%
Con otras micorrizas 18% 15%
Sin micorrizas 49% 48%
TOTAL 100% 100%
Andlisis de Micommizacion Andlisis de Micorrizacién
Quercus robur Nothofagus obliqua

48%
sin
mico

48%
8in _
mico N

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorTizas.
mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum



2.- Porcentaje de micorrizacion por parcela para la especie Quercus robur

' [E3
— ¢l L I
e E
E5|:;_e(l.'.|e=a<:.=1?.§§$5
; lCon 7. melanosporum
Con ofras micorrizas 0% 31%

gg-- i |Sin micorrizas 41% 48%

Andlisis de Micorizacion Andlisis de Micomizacion
Quercus rob ur P1 43_% Quercus robur P2
58%

Analisis de Micomizacion
Querncus rabur P3

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas,
mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
mico T.m.- Apices micormizados con Tuber melanosporum



OBSERVACIONES.-

La evaluacién micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la simbiosis
con las especies establecidas, los analisis muestran micorrizas bien definida, que se presentan
formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacién que arrojan resultados
promisorios ¥ son un buen indicador del establecimiento del hongo en terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, considerando la competitividad y territorialidad de las especies invasoras. No obstante,
en el presente no se muestran como un factor critico en el desarrollo de Tuber melanosporum.

Nothofagus obliqua se presenta con un éptimo desarrollo fisiologico y niveles de micorrizacién
comparables con los fitosimbiontes naturales de Tuber melanosporum, resultados que seducen y
orientan a esta especie como un potencial productor de este hongo para terrenos de la zona
centro-sur de nuestro pais.

La diferencia en la calidad de la micorrizacion entre ambos sectores se¢ debe a la presencia de
robles nativos en los deslindes de la trufera, sin dejar de mencionar algunos abedules que
bordeaban el camino que divide a las parcelas 1 y 2.

CONTACTOS:

Universidad Catdlica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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PROYECTO FIA-PI-C-2001-A4-085

“Truficultura, Desarrollo de las bases tecnoldgicas para el cultivo de trufa negra
(Tuber melanosporum Vitt.) en Chile, como alternativa productiva y comercial para
los pequefios y medianos productores del sector silvoagropecuario ™.

Fecha de Inicio: noviembre 2001
Fecha de Térming; dictembre 2005

Participantes del Proyecto:

Ejecutor: Universidad Catdlica del Maule, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales
Asociada: Luis Molina Torres, Chile.



RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre propietario : Luis Gilberto Molina Torres

Rut :

Actividad : Agricultor

Direccién : Kilbmetro 25.6 camino Curico-Chequenlemu S/N
Fono D

Comuna : Los Niches, Curico.

Regidén : Séptima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Hijuela N° 2, Chequenlemu”, esta ubicado en la comuna de Los Niches, en
la precordillera de Curico.

La trufera tiene una superficie de 1 ha, y fue establecida en la primavera 2003, con las especies
Corylus avellana, Quercus ilex, Quercus robur y Nothofagus obliqua. Se utilizaron plantas
micorrizadas con Tuber melanosporum producidas en la Universidad Catdlica del Maule, enmarcada
bajo el proyecto FIA-PI-C-2001-A-085.

El suelo es de textura franca, con un porcentaje de materia organica de 3,64 % y un pH inicial de
6,12.
PRACTICAS CULTURALES

Se realizé un desmalezado quimico con el ingrediente activo glifosato, debido a la gran abundancia
y agresividad de las malezas presentes dentro del predio.

El encalado se realizo a superficie completa, la incorporacién de la cal se realizo con rastra de discos
6 meses antes de la plantacion. En el establecimiento de la trufera se confecciono una casilla de
40x40x65 cm.

La plantas fueron rodeadas por una malla protectora, para evitar el ataque de lagomorfos.
Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacion se marco la

posicion de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie. El espaciamiento entre las
hileras fue de 5 m.

Especie Espaciamiento en la hilera (m) Cantidad de plantas
Quercus ilex 6 130
Quercus robur 7 85
Corylus avellana 4 50
Nothofagus obliqua 7 18
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La plantacién consta con un sistema de riego manual localizado a la planta. El agua con que es
regada la trufera proviene de un canal de riego.

En otoflo 2005 se realiza un encalado correctivo de 4,5 kg/pl, lo cual ayudo a elevar el pH.

EVALUACION DE LA PLANTACION

Se hg monitoreado en forma periédiga el pH de la unidad T sl s )
experimental. Esto con la finalidad de evaluar el
comportamiento de este parametro, a modo de aportar | AN B
informacién para una mejor toma de decisiones en la Abr-03 6,12
planificaci6n a corto y mediano plazo. Sep-03 7.40
_ . Ago - 04 7,03
Se realizo un encalado general dentro de toda la superficie de
. . Nov - 04 7,00
establecimiento de la trufera, incorporando luego un encalado
localizado a la taza de la planta, en un radio de accién de 1.5 Mar - 05 7,38
m. Jul - 05 7.58
tasa Jul-05 8,03
Nov -05 7,55
tasa Nov -05 8,02

El muestreo de raices se realizé en Noviembre del afio 2004, evaluando dos plantas por especie,
seleccionadas al azar, para las tres parcelas en las que fue dividido el predio.

En septiembre de 2005 se realizé un nuevo muestreo,

Cada planta fue muestreada segin sus puntos cardinales
obteniendo cuatro muestras por planta.

>

La evaluacion consisté principalmente en un anélisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micomzas de 7. melanosporum u
otras micorrizas.

El analisis fue realizado en el laboratorio de micorrizas de
la Universidad Catélica del Maule, y los resultados se
presentan a continuacién.




RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

Primer andlisis.- Noviembre, 2004

o i A ‘?ﬁ&f

ORI
Py

gmoRCENTA.JE'rDE tMICG)I’itRIthL(:I@I"I I

B e

i

1%2’11 I ) m ', [
i# y"“ e ¥ N Lg? I'-!s. W ’ -",.‘ \kl‘

e .mm'ifané’E © QlLiexi | Q. robur | N. obligita
Con T, melanosporum 9% 30% 12% 19%
Con otras micorrizas 4% 7% 31% 13%
Sin micorrizas 57% 63% 57% 68%
TOTAL 100% 100% 100% 100%

Analisis de Micomizacitn Analisis de Micomizacion
-~ Corylus avellana 9% Quencus ilex 0%

Tm

M%
mico
Co
Andlisis de Micorrizacitn Analisis de Micorrizacién
579 Quercus robur Nothofagus obliqua
(-]

68% 19%

13%

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas.
mico Co.- Aplces micormrizados con otras micorrizas.
mice T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum




Segundo analisis.- Septiembre 2005

Ty ot SRR M RN

PGRCENTAJEZBE MICORRIZACI@ L
L% ESPECIE AR

Micomizas - :? @gé;é‘ — T B
o sgc%iaveﬂana il Quilex:::| -Qirobur | N:dbliqua
Con T. melanosporum 7% 30% 9% 32%
Con otras micorrizas 47% 20% 51% 11%
Sin micorrizas 46% 50% 40% 57%
TOTAL 100% 100% 100% 100%
Analisis de Micorrizacién Analisis de Micomrizacion
Corvi el i
6% orylus avellana 7% Quercus ilex 30%
f T.m Tm
sin
mico
mico 20%
Co mico
Co
Andlisis de Micorrizacién Analisis de Micorrizacién
Quercus robur 9% 57% Neothofagus obliqua

40% Tm
sin .
micogy

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas.
mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum



OBSERVACIONES.-

La evaluacién micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la
simbiosis con las especies Quercus ilex y Nothofagus obliqua, los andlisis muestran
micorrizas bien definida, que se presentan formando aglomerados. Esto reflejado en los
porcentajes de micorrizaciéon que arrojan resultados promisorios y son un buen indicador
del establecimiento del hongo en terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, orientadas principalmente a las especies Corvius avellana y Quercus robur,
considerando la competitividad de la especie invasora. La agresividad de esta especie a
desplazado significativamente el espacio de Tuber melanosporum, no obstante, con la
enmienda aplicada a la taza de la planta se espera disminuir su desarrollo.

Nothofagus obligua se presenta con un optimo desarrollo fisiolégico y niveles de
micorrizacién comparables con los fitosimbiontes naturales de Tuber melanosporum,
resultados que seducen y orientan a esta especie como un potencial productor de este hongo
para terrenos de la zona centro-sur de nuestro pais.

CONTACTOS:

Universidad Catélica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre propietario : Ruby Correa Pozo

Rut :

Actividad : Agricultor

Direccién : Fundo Santa Elena de Chequén S/N, San Clemente.
Fono P -

Comuna : San Clemente.

Region : Séptima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Santa Elena de Chequén”, esta ubicado en la comuna de San Clemente,
sector Duao y tiene una superficie de 1 ha..

La plantacidén se establecid en agosto—septiembre de 2004, con las especies Corylus avellana,
Quercus ilex y Quercus robur. Se utilizaron plantas micorrizadas con Tuber melanosporum
producidas en la Universidad Catdlica del Maule, enmarcada bajo el proyecto FIA-PI-C-2001-A-
085.

El suelo es de textura franco arenoso, con un porcentaje de materia orgéanica de 5.65 % y un pH
inicial de 6,20.

PRACTICAS CULTURALES

Antes de la plantacién se trabajo el suclo con arado de cincel para mejorar la aireacion y controlar
malezas. También se realizo un control quimico de las malezas antes del establecimiento de la

trufera.

Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacidn se marcd
la posicidn de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie.

Especie Espaciamiento en la hilera (m) Cantidad de plantas

Quercus ilex 6 198
Quercus robur 7 72
Corylus avellana 4 60

La plantacidn consta con un sistema de riego manual localizado a 1a planta, el agua con que se
riega esta trufera es de vertientes superficiales de primer orden.

Se han realizado controles de malezas trimestralmente.
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EVALUACION DE LA PLANTACION

Se ha monitoreado en forma periddica el pH de la unidad experimental. Esto con la finalidad de
evaluar el comportamiento de este parametro, a modo de aportar informacién para una mejor
toma de decisiones en la planificacidn a corto y mediano plazo.

Se realizo un encalado general dentro de toda la superficie de establecimiento de la trufera,
incorporando lucgo un encalado localizado a la taza de la planta, con la aplicacidn de cal iansa.

assag |

Eramedio
eelo RRSectodbajo
Ago - 04 6.96
Nov - 04 5.97
Mar - 05 7.60
Jul — 05 7.82 7.37 7.23
Nov-05 7.7 7.3 7.1

El muestreo de raices se realizd en julio-agosto del afio 2005, para las tres parcelas en las que fue
dividido el predio, la divisioén parcelar correspondid a la topografia del lugar.

Parcela 1.- Parte alta
Parcela 2.- Parte baja, hasta division del canal.
Parcela 3.- Cal iansa

Las muestras obtenidas por parcela correspondiente a cada especie,

Especies N° de plantas por especie
Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3
Quercus ilex 3 3 3
Quercus robur 2 1 1
Corylus avellana 3 0 0

Cada planta fue muestreada segin sus puntos cardinales,
obteniendo cuatro muestras por planta.

La evaluacién consiste principalmente en un andlisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micomizas de 7. melanosporum u
ofras micommizas.

El analisis fue realizado en el laboratorio de micormizas de
la Universidad Catéiica del Maule, y los resuitados se
presentan a continuacion,




RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

R NP R G b DL T T b
0R§C€NT ,Hé% TMICORRIZACIE)N!*-
e &ﬁ% i ESRECIEL -t
. FET ' l" i i . Fap e,
Micorrizas &!@g@gu%wlg& Ty e R T A
- LilCravellana: | . IQ: llek i+ Q. rabur
Con T. melanosporum 60% 30% 33%
Con otras micorrizas 2% 5% 8%
Sin micorrizas 38% 65% 59%
TOTAL 100% 100% 100%

Analisis de Micomizacion

Corylus avellana

6% .

Analisis de micomizacion

65% Quercus ilex

508%
sin
mco

Analisis de micomizacién
Quercus robur

3%
T™m

Las series corresponden a:

sin mico,~
mico Co.-

Apices 5in micorrizas.
Apices micorrizades con otras micorrizas.

mico T.m.- Apices micorrizades con Tuber melanosperum




OBSERVACIONES.-

El anélisis para cada parcelar en la que fue dividido el predio, no arrojé diferencias significativas
por lo que los resultados han sido presentados por especie, incluyendo todas las muestras
evaluadas.

La evaluacién micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la simbiosis
con las especies establecidas, los analisis muestran micorrizas bien definida, que se presentan
formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacién que arrojan resultados
promisorios y son un buen indicador del establecimiento del hongo en terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, considerando la competitividad de la especi¢ invasora. No obstante, a la fecha de
muestreo, no son un factor critico en ¢l desarrollo de Tuber melanosporum.

CONTACTOS:

Universidad Catolica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524



=

&

GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

PROYECTO FIA-PI-C-2001-A-085

“Truficultura. Desarrollo de las bases tecnoldgicas para el cultivo de trufa negra
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RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre propietario : Yves Paul Steinmetz

Rut :

Actividad . Empresario agricola

Direccidn : Villa Esmeralda Sur Parcela F, Talca
Fono :

Comuna : Talca

Region : Séptima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Rinconada Maitenes”, esta ubicado en la comuna de San Clemente y
tiene una superficie de 1 ha..

La plantacién se establecié en agosto—septiembre de 2004, con las especies Corylus avellana,
Quercus ilex y Quercus robur. Se utilizaron plantas micomizadas con Tuber melanosporum,
producidas en la Universidad Catdlica del Maule, enmarcadas bajo ¢l proyecto FIA-PI-C-2001-
A-085.

El suelo es de textura franca arcillosos, con un porcentaje de materia organica de 2.11 % y un pH
inicial de 5.94.

PRACTICAS CULTURALES

Antes de la plantacién se trabajo el suelo con arado de discos para mejorar la aireacién y
controlar malezas.

El encalado se realizo a superficie completa, la incorporacion de ia cal se realizo con rastra de
discos 6 meses antes de la plantacion

Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacidn se marcod
la posicion de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie.

Q. ilex 5x6 187 0,561
Q. robur 5x7 66 0,231
C. avellana Sx4 15 0,03
Total 268 0,822
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La plantacién consta con un sistema de riego manual localizado a la planta y el agua que abastece

a la trufera es de vertiente.

EVALUACION DE LA PLANTACION

Se ha monitoreado ¢n forma periddica el pH de cada unidad experimental. Esto con la finalidad
de evaluar el comportamiento de este parametro, a modo de aportar informacién para una mejor
toma de decisiones en la planificacion a corto y mediano plazo.

Preomeds
Ago - 04 7.35
Nov - 04 7.56
Mar - 05 7,63
Jul - 05 8.31
Nov - 05 7.91

El muestreo de raices se realizé en Abril del aflo 2005, evaluando dos plantas por especie,
seleccionadas al azar, para las tres parcelas en las que fue dividido el predio.

Cada planta fue muestreada segin sus puntos cardinales,
obteniendo cuatro muestras por planta.

La evaluacién consiste principalmente en un analisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micorrizas de T. melanosporum u
otras micorrizas.

El analisis fue realizado en el laboratorio de micorrizas de
la Unmiversidad Catélica del Maule, y los resultados se
presentan a continuacion.



RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

IR T
BORGENTAJE DE MICORRIZAGION .
oo " " ESPECIE
MICOI’I’IZ@S{“ T T s
b 1C. avellana.i|y Q. iléx: " Q. rabur
Con T. mefanosporum I3% I7% 48%
Con otras micorrizas 0% 0% 1%
8in micorrizas 67% 63% 51%
TOTAL 100% 100% 100%

Conylus Avellana
B7%
ain
mico

Andlisis de Micomizacién

33%

Andlisis de micomizmmcion
Quercus ilex

Analisis de Micorizacion
Quercus obur

4B8%
T.m

Las series corresponden a:

sin muco.- Apices sin micorrizas,

mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum



OBSERVACIONES

La evaluacién micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la simbiosis
con las especies establecidas, los analisis muestran micorrizas bien definida, que se presentan
formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacién que arrojan resultados
promisorios y son un buen indicador del establecimiento del hongo en terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, considerando la competitividad de la especie invasora. No obstante, el porcentaje de
micorrizacion es poco significativo y a la fecha de muestreo no son un factor critico en el
desarrollo de Tuber melanosporum.

CONTACTOS:

Universidad Catolica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre del propietano : Carlos Iribarne Ofate
RUT :

Actividad : Empresario
Direccion : Fundo San Isidro S/N
Comuna : La Unién

Région : Décima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Fundo San Isidro”, esta ubicado en la comuna de La Union.

La plantacién se establecié en noviembre de 2004, con las especies Corylus avellana, Quercus
ilex y Q. rubur. Se utilizaron plantas micorrizadas con Tuber melanosporum, producidas en la
Universidad Catélica del Maule, enmarcada bajo el proyecto FIA-PI-C-2001-A-085.

El suelo es de textura Franca y un pH inicial de 6,2

PRACTICAS CULTURALES

Se realiz6é un desmalezado mecénico, debido a la gran abundancia y agresividad de las malezas
presentes dentro del predio.

El encalado se realizo a superficie completa, 1a incorporacion de la cal se realizo con rastra de
discos 6 meses antes de la plantacién. En el establecimiento de la trufera se confecciono una
casilla de 30x30x30 cm.

La plantas fueron rodeadas por una malla protectora, para evitar el ataque de lagomorfos.

Las lineas de plantacién se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacion se marcé
la posicion de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie.

Especie Espaciamiento en la hilera (m) Cantidad de plantas

Quercus ilex 6 62
Quercus robur 7 63
Corylus avellana 5 57

La plantacidn consta con un sistema de riego manual localizado a la planta.
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EVALUACION DE LA PLANTACION

Tiene dos mediciones de pH de la unidad experimental. Esto con la finalidad de evaluar el
comportamiento de este parimetro, 2 modo de aportar informacién para una mejor toma de
decisiones en la planificacion a corto y mediano plazo.

a .
Sep - 05 6.8
Nov - 05 6.52

El muestreo de raices se realizé en Diciembre del afio 2005, monitoreando un total de 10 plantas
por especie, para la superficie total del predio.

Cada planta fue muestrecada segin sus puntos cardinales,
obteniendo cuatro muestras por planta.

La evaluacidon consiste principalmente en un analisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micorrizas de T. melanosporum u
gtras micorrizas.

El analisis fue realizado en el laboratorio de micorrizas de
la Universidad Catélica del Maule, y los resultados se
presentan a continuacion.




RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

PORCENTAJE:DE MIEORRIZAGION- . .
Micorrizas — ESPECIE
C. aveilana | Q. .ilex Q. robur
Con T. melanasporum 22% 56% 52%
Con otras micorrizas 23% 2% 9%
Sin micorrizas 55% 42% 39%
TOTAL 100% 100% 100%
Analisis de Micomizacion Analisis de Micommizacion
Corylus avelifena 42% Quercus ilax
sin 6%

55%
5in
mico

mico

Analisis de Mcorfizacion
39% Quercus robur

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas.
mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
mico T.m.- Apices micorizados con Tuber melanosporum



OBSERVACIONES.-

La evaluacidén micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la simbiosis
con las especies establecidas, los analisis muestran micorrizas bien definida, que se presentan
formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacion que arrojan resultados
promisorios y son un buen indicador del establecimiento del hongo en terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, considerando la competitividad y territorialidad de las especies invasoras. No obstante, a
la fecha de muestreo no son un factor critico en ¢l desarrollo de Tuber melanosporum.

No podemos dejar de mencionar que al establecimiento de la trufera se le aconsejo al propietario
construir una zanja trinchera para aislar la misma de una hilera de Nothofagus obliqua. Por lo
cual creemos que la fuerte contaminacién que sufre C. avellana es debido a estos.

CONTACTOS:

Universidad Catdlica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre del propietario : Sociedad Agricola Rio Chepu Ltda.
RUT :

Representante Legal : Juan Guillermo Valenzuela Bosinovic
RUT :

Actividad : Empresario

Direccién : Fundo Chainal S/N Malalhue, Lanco
Comuna : Lanco

Région : Décima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Fundo Chainal”, esta ubicado en la comuna de Lanco, sector Malalhue
y tiene una superficie de 1 ha..

La plantacion se establecié en Noviembre de 2004, con las especies Corylus avellana, Quercus
ilex y Quercus robur. Se utilizaron plantas micorrizadas con Tuber melanosporum producidas en
la Universidad Catolica del Maule, enmarcadas bajo el proyecto FIA-PI-C-2001-A-085.

El suelo es de textura franca, con un porcentaje de materia organica de 15 % y un pH inicial de
5.8.

PRACTICAS CULTURALES

Se realizé un desmalezado mecanico con rastra de discos, debido a la gran abundancia y
agresividad de las malezas presentes dentro del predio.

El encalado se realizo a superficie completa, la incorporacion de la cal se realizo con rastra de
discos 6 meses antes de la plantacién. En el establecimiento de la trufera se confecciono una
casilla de 30x30x30 cm.

La plantas fueron rodeadas por una malla protectora, para evitar ¢l ataque de lagomorfos.

En cada linea de plantacién se marcd la posicion de cada planta y su distanciamiento dependié de
cada especie.

Especie Espaciamiento en la hilera (m) Cantidad de plantas
Quercus ilex 5x6 102
Quercus robur 5x7 139
Corylus avellana 5x5 49

La plantacion consta con un programa de riego manual localizado a la planta.
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EVALUACION DE LA PLANTACION

Tiene uwna medicién de pH de la unidad experimental. Esto con la finalidad de evaluar el
comportamiento de este parimetro, a modo de aportar informacion para una mejor toma de
decisiones en la planificacién a corto y mediano plazo.

Mar- 04 58
Nov - 05 6.56

El muestreo de raices se realizd en Diciembre del afio 2005, monitoreando un total de 10 plantas
por especie, para la superficie total del predio.

Cada planta fue muestreada segin sus puntos cardinales,
obteniendo cuatro muestras por planta.

La evaluacién consiste principalmente en un andlisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micorrizas de T. melanosporum u
otras micorTizas.

El andlisis fue realizado en el laboratonio de micorrizas de
la Universidad Catdlica del Maule, y los resultados se
presentan a continuacion.




RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

F R

U R

PORCENTAJE!

By e 1
DE MICORRIZACION:: i
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SPECIE ..

Micorrizas ', .-+ .';fg’%“f%!'-':‘ o T .

: i#5 | Ciavellana.| | Q-ilexi | Qifobur. .

Con T. melanosporum 26% 28% 7%

Con otras micorrizas 16% 11% 11%

8in micorrizas 58% 61% 52%

TOTAL 100% 100% 100%
’7 Analisis de Micorrizacion Andlisis de Micomizacién

Corylus avellans

ercus ilex
61% Qu

sin

mico

52%
sin
mico

Andlisis de Micorrizacidn

Quercus robur

Les series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas.

mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum




OBSERVACIONES.-

La evaluacién micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la simbiosis
con las especies establecidas, los andlisis muestran micorrizas bien definida, que se presentan
formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacidon que arrojan resultados
promisorios y son un buen indicador del establecimiento del hongo en terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, considerando la competitividad y territorialidad de las especies invasoras. No obstante, a
la fecha de muestreo no son un factor critico en el desarrollo de Tuber melanosporum.

CONTACTOS:

Universidad Catélica del Maule
Departarento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre Empresa  : Salmones Colbiin Ltda.
Rut empresa :
Representante legal : José Arturo Iracheta Cartes

Direccidn : 2 Sur 665 Depto. 1009, Talca
Fono :

Comuna : Maule

Regién . Séptima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “El Canelo”, esta ubicado en la comuna de Maule, en la ruta que une
Talca — Duao y tiene una superficie de 1 ha..

La plantacion se establecié en julio y agosto de 2004, con las especies Corylus avellana, Quercus
ilex y Quercus robur. Se utilizaron plantas micorrizadas con Tuber melanosporum producidas en
la Universidad Catdlica del Maule, enmarcadas bajo ¢l proyecto FIA-PI-C-2001-A-085.

El suelo es de textura franco arcillo-arenosa, con un porcentaje de materia organica de 2,09 % y
un pH inicial de 5,82.

PRACTICAS CULTURALES

Se realiz6 un desmalczado mecéanico con rastra de discos, debido a la gran abundancia y
agresividad de las malezas presentes dentro del predio.

El encalado se realizo a superficie completa, la incorporacion de la cal se realizo con rastra de
discos 6 meses antes de la plantacion. En el establecimiento de la trufera se confecciono una
casilla de 30x30x30 cm.

La plantas fueron rodeadas por una malla protectora, para evitar ¢l ataque de lagomorfos,

Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacién se marcod
la posicion de cada planta y su distanciamiento dependio de cada especie. El marco de plantacion
se estableci6 en rectingulos, con el proposito de homogenizar la distrnibucién de la plantacion.

Q. ilex 6x6 198 0,71
Q. robur 6x7 = -
C. avellana 6x4 p iz

Total 330 13
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La plantacidén consta con un sistema de riego por micro aspersion localizado a la planta. El agua
utilizada para el riego proviene de pozos profundos con pH de 7,4.

EVALUACION DE LA PLANTACION

Se ha monitoreado en forma periédica el pH de la unidad experimental. Esto con la finalidad de
evaluar el comportamiento de este pardmetro, 2 modo de aportar informacién para una mejor
toma de decisiones en la planificacién a corto y mediano plazo.

Ago - 04 6,63
Nov - 04 6,86
Mar - 05 7,43
Jul- 05 7.41
Nov - (5 7.40

E]l muestreo de raices se realizo en dos periodos, en otofio (abril) y primavera (noviembre) de
2005, evaluando dos plantas por especie, seleccionadas al azar, para las tres parcelas en las que
fue dividido €l predio.

Cada planta fue muestreada segin sus puntos cardinales,
obteniendo cuatro muestras por planta.

La evaluacién consiste principalmentc en un analisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micorrizas de 7. melanosporum u
olras micorrzas.

El analisis fue realizado en el laboratorio de micorrizas de
la Universidad Catdlica del Maule, y los resultados se
presentan a continuacién.




RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

Primer anilisis.- Abril, 2005

‘

.J!h’

DL MICORRIZACION

L L

. -nai, iy g N e T

i A @g%@% LM ESRE ¥
Micorriz R R ﬁ,gggq R

' H n;cii;aveﬂanas i {"th’ﬂ G ga-ambur
Con T. melanosporum 68% 43% 47%
Con otras micorrizas 0% 0% 0%
Sin micorrizas 32% 57% 53%
TOTAL 100% 100% 100%

Andlisis de Micomzacion
Coryius avellana

Analisis de Micomzacion

Quercus ifex

53%
sin
meco

Anglisis de Micomzacién
Quercus robur

47%
Tm

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas.
#

mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
Mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum




Segundo andlisis.- Noviembre, 2005

PORCENTAJE DE MICORRIZACLI(JI}I ,‘:f
Micoirigss ;== ESPECIE

N '|"C. avellana | ' Qlilex. |*Q. robur
Con T. melanosporum 62% 46% G3%
Con otras micorrizas 0% 0% 2%
Sin micorrizas 38% 54% 35%
TOTAL 100% 100% 100%

Andlisis de Micomizacion Andlisis de Micormrizacién
6% Corylus avellana 62% S4% Quercus ilex 48%

sin

T.m

%
mco
Co

Andlisis de Micomizacion

35% Quercus robur 63%

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas.
mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
Mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum



OBSERVACIONES

La evaluacién micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la simbiosis
con las especies establecidas, los analisis muestran micorrizas bien definida, que se presentan
formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacion que arrojan resultados
promisorios y son un buen indicador del establecimiento del hongo en terreno.

La presencia de micorrizas no descadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, considerando la competitividad de la especie invasora. No obstante, el porcentaje de
micorrizacion es poco significativo y a la fecha de muestreo no son un factor critico en el
desarrollo de Tuber melanosporum.

CONTACTOS:

Universidad Catdlica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre propietario : Jaqueline Kleinsteuber Wilson
Rut :

Actividad

Direccion : Errazuriz N°731, Coyhaique
Fono :

Comuna : Coyhaique

Region : Undécima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Fundo Baguales”, esta ubicado en la comuna de Coyhaique, sector Alto
Baguales y tiene una superficie aproximada de 1 ha..

La plantacidn se establecié en noviembre de 2004, con las especies Corylus avellana, Quercus
ilex. Se utilizaron plantas micorrizadas con Tuber melanosporum, producidas en la Universidad
Catolica del Maule, enmarcadas bajo el proyecto FIA-PI-C-2001-A-085.

El suclo es de textura Franca, con un pH inicial de 6,1.
PRACTICAS CULTURALES

Antes de la plantacién se trabajo el suelo con arado de discos para mejorar la aireacidén y
controlar malezas.

Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacion se marcéd
la posicién de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie. Distancia entre hileras
6 m.

Especie Espaciamiento en la hilera (m) Cantidad de plantas
Quercus ilex 6 210
Corylus avellana 4 99

La plantacién consta con un sistema de riego manual localizado a la planta.

Se han realizado controles de malezas trimestralmente.
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EVALUACION DE LA PLANTACION

Tiene 2 medicion de pH la unidad experimental. Esto con la finalidad de evaluar el
comporiamiento de este pardmetro, 2 modo de aporiar informacién para una mejor toma de
decisiones en la planificacién a corto y mediano plazo.

{ebrero - 04

6.1

septiembre - 04 71
Diciembre-05 7.2

El muestreo de raices se realizé en Diciembre de 2005, monitoreando 10 plantas para la especie
Quercus tlex y 8 plantas en Coryvius avellana.

Cada planta fue muestreada segin sus puntos cardinales,
obteniendo cuatro muestras por planta,

La evaluacién consiste principalmente en un andlisis
cualitativo y cuantitativo de las raicillas obtenidas de las
muestras, identificando micorrizas de 7. melanosporum u
otras micorrizas.

El analisis fue realizado en el laboratorio de micorrizas de
la Universidad Catélica del Maule, y los resultados se
presentan a continuacion.



RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

PORCENTAJE ne«mgqag&ﬁpléﬁ‘»
Mlcqrrlzas 'I , s IFZESPEGIE FERTAN
5 | ¢ aveitana.| - QUiex -
Con T. melanosporum 33% 52%
Con ofras micorrizas 5% 0%
Sin micorrizas 62% 48%
TOTAL 100% 100%
e e e
sin a3 52%

sin

Las series corresponden a:

sin mico.- Apices sin micorTizas.
mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
- 4 . 1 +
mico T.m- Apices micorrizados con Tuber melanosporum



OBSERVACIONES.-

La evaluacion micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la simbiosis
con las especies establecidas, los analisis muestran micorrizas bien definida, que se presentan
formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacién que arrojan resultados
promisorios y son un buen indicador del establecimiento del hongo en terreno.

El porcentaje de apices sin micorrizar, en Corylus avellana, esta representado por una
significativa proporcién de raicillas nuevas, reflejando el acelerado desarrollo radical que esta
presentando esta especie en terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, considerando la competitividad de la especie invasora. No obstante, el porcentaje de
micorrizacién es poco significativo y a la fecha de muestreo no son un factor critico en el
desarrollo de Tuber melanosporum.

CONTACTOS:

Universidad Catdlica de! Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre del propietario : Sociedad Agricola Rio puelo Ltda.

RUT :

Representante Legal : Manuel Palma Villarroel

RUT :

Actividad : Empresario

Direccion : Parcela Piwuchen S/N, sector La Poza, La Union
Comuna : La Unién

Régién : Décima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Parcela Piwuchen”, esta ubicado en la comuna de La Unién, sector La
Pza y tiene una superficie de 1 ha..

La plantacidn se establecié en diciembre 2005, con las especies Corylus avellana, Quercus ilex .
Se utilizaron plantas micorrizadas con Tuber melanosporum producidas en la Universidad
Catolica del Maule, enmarcadas bajo ¢l proyecto FIA-PI-C-2001-A-085.

El suelo es de textura franca, con un pH inicial de 5.8.
PRACTICAS CULTURALES

Se realiz6 un desmalezado mecanico con rastra de discos, debido a la gran abundancia y
agresividad de las malezas presentes dentro del predio.

El encalado se realizo a superficie completa, la incorporacidn de la cal se realizo con rastra de
discos 6 meses antes de la plantacién. En el establecimiento de la trufera se confecciono una
casilla de 30x30x30 cm.

En cada linea de plantacién se marcé la posicion de cada planta y su distanciamiento dependid de
cada especie.

Especie Espaciamiento (m) Cantidad de plantas
Quercus ilex 6x6 192
Corylus avellana 6x4 12

La plantacion consta con un programa de riego manual localizado a la planta.
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EVALUACION DE LA PLANTACION

Tiene una medicién de pH de la unidad experimental. Esto con la finalidad de evaluar el
comportamiento de este parametro, a modo de aportar informacién para una mejor toma de
decisiones en la planificacién a corto y mediano plazo.

Medicionesld

=
Mar- 04 58

Dic- 05 5,81

CONTACTOS:

Universidad Catélica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.c}

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524



b N N
GOBIERNO DE CHILE

FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

PROYECTO FIA-PI-C-2001-A-085

“Truficultura. Desarrollo de las bases tecnologicas para el cultivo de trufa
negra (Tuber melanosporum Vitt.} en Chile, como alternativa productiva y
comercial para los pequefios y medianos productores del sector
silvoagropecuario ”.

Fecha de Inicio; noviembre 2001
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Participantes del Provecto:

Ejecutor: Universidad Catélica del Maule, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales
Asociado: Fundacién Centro de Estudios Ambientales del Mediterraneo, Espafia.



RESUMEN EJECUTIVO

PROPIETARIO

Nombre propietario : Universidad Catdlica del Maule
Rut :

Actividad : Educacion

Direccién : Avenida San Miguel 3605, Talca.
Fono :

Comuna : Talca

Regién : Séptima

ASPECTOS GENERALES DEL PREDIO

La unidad experimental “Santa Elisa”, esta ubicado en la comuna de Parral y tiene una
superficie de 0,5 ha..

La plantacién se establecié en octubre de 2003, con las especies Corylus avellana, Quercus
ilex y Quercus robur. Se utilizaron plantas micorrizadas con Tuber melanosporum,
producidas en la Universidad Cat6lica del Maule, enmarcadas bajo el proyecto FIA-PI-C-
2001-A-085.

El suelo es de textura franca arcillo arenoso, con un porcentaje de materia organica de 4,1%
y un pH inicial de 6,45.
PRACTICAS CULTURALES

Se realizé un desmalezado quimico con el ingrediente activo glifosato, debido a la gran
abundancia y agresividad de las malezas presentes dentro del predio.

El encalado se realizo a superficie completa, la incorporacion de la cal se realizo con rastra
de discos 6 meses antes de la plantacion. En el establecimiento de la trufera se confecciono
una casilla de 40x40x65 cm.

La plantas fueron rodeadas por una malla protectora, para evitar el ataque de lagomorfos.
Las lineas de plantacion se establecieron orientadas al norte, en cada linea de plantacién se

marco la posicion de cada planta y su distanciamiento dependié de cada especie. El
espaciamiento entre las hileras fue de 6 m.

r T
Especie Espaciamiento en la hilera (m) Cantidad de plantas
Quercus ilex 6 52
Quercus robur 7 42
Corylus avellana 4 26
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La plantacién consta con un sistema de nego por goteo a la planta. El agua con que es
regada la trufera proviene de un canal de riego.

EVALUACION DE LA PLANTACION
Se ha monitoreado en forma peridodica el pH de cada unidad experimental. Esto con la
finalidad de evaluar el comportamiento de este parametro, a modo de aportar informacion

para una mejor toma de decisiones en la planificacién a corto y mediano plazo.

Se realizo un encalado general dentro de toda la superficie de establecimiento de la trufera.

Ago-04 6.63
Nov - 04 7.04
Mar - 05 7.69
Jul - 05 8.03
Nov - 05 7.70

El muestreo de raices se realizo en dos periodos, en primavera (noviembre) del afio 2004 y
en primavera (noviembre) del presente afio, evaluando dos plantas por especie,
seleccionadas al azar, para las tres parcelas en las que fue dividido el predio.

Cada planta fue muestreada segin sus puntos
cardinales, obteniendo cuatro muestras por planta.

La evaluacion consiste pnncipalmentc en wun
analisis cualitativo y cuantitativo de las raicillas
obtenidas de las muestras, identificando micorrizas
de T. melanosporum u otras micorrizas.

El analisis fue realizado en el laboratorio de
micorrizas de la Universidad Catélica del Maule, y
los resultados se presentan a continuacién.




RESULTADOS DEL ANALISIS MICORRICICO

Primer andlisis.- Noviembre, 2004

19 B

?_ PORCENTAJE DE MICORRIZACIGN

Mlcorrlzas lkf' 2 ESPE&CIE = -
‘ C aveﬂana- " Qlitex | Q. robur
Con T. mefanosporum 28% 9% 38%
Con otras micorrizas 8% 30% 5%
Sin micorrizas 64% 61% 57%
TOTAL 100% 100% 100%

Anslisis de Micornrzacion
B84% Coryius avellana

Andlisis de Mcomizacidn
Quercus ifex

ST%

Anglisis de Micomizacion
Quercus robur

Las series comresponden a:

sin mico.- Apices sin micorrizas.

mico Co.- Apices micorrizados con otras micorizas.
mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum




Segundo anilisis.- Noviembre, 2005
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Micoiiieda | VL GESPEGIEL
' C aveﬂana Q. ilex | Q. robur
Con T. mefanosporum 8% 15% 26%
Con otras micorrizas 58% 31% 3A2%
Sin micorrizas 34% 54% 42%
TOTAL 100% 100% 100%
Andlisis de Meoanrizacidn Anilisis da Micomizacion
34% Corylus avellana Quercus ilex 15%
54%
sin

mico g

Analisis de Micomizacidn

Quercus robur
26%

Las series corresponden a:

sin mico.- Apiccs sin micorrizas.
mico Co.- Apices micorrizados con otras micorrizas.
mico T.m.- Apices micorrizados con Tuber melanosporum



OBSERVACIONES

La evaluacion micorricica manifiesta un buen desarrollo de Tuber melanosporum en la
simbiosis con la especie Quercus robur, los analisis muestran micorrizas bien definida, que
se presentan formando aglomerados. Esto reflejado en los porcentajes de micorrizacion que
arrojan resultados promisorios y son un buen indicador del establecimiento del hongo en
terreno.

La presencia de micorrizas no deseadas es relevante a fin de establecer futuras practicas de
cultivo, orientadas principalmente a las especies establecidas, considerando la
competitividad de la especie invasora. La agresividad de esta especie a desplazado
significativamente €l espacio de Tuber melanosporum, factor critico para un dptimo
desarrollo de este hongo.

CONTACTOS:

Universidad Catolica del Maule
Departamento de Ciencias Forestales
e-mail: proyecto@ucm.cl

Tel: 56-71-203500

Fax: 56-71-203524
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"Desarrollo de las bases tecnoldgicas para el cultivo de
trufa neqra( Tuber mlamgom‘ﬂ;i‘v;r{:t) en Chile, como alternativa
productiva y comercial para los pequefios y medianos
productores del sector silvdagropecuario”

MARCO DEL PROYECTO

Financiamiento:
Fundactdn para la Innovacion Agraria, Ministerio de Agricultura, Gobiemo de Chile
Participantes.
Universidad Catdlica del Maule, Chile.
Centro de Estudios Ambientales del Mediterrineo, Espafia.
Fecha Inicio: Naviembre 2001
Fecha Termino Octubre 2005

Opcidn de incorporar un cultivo con buena rentabilidad
en pequefias superficies

Posibilidad para implantar el cultivo en suefos de baja
productividad agricola (limitc entre forestal y agricola).

La dréstica disminucidén de las producciones naturales
en Europa y oferta de trufa en periodo contra temporada

=> (ran potencial de mercado para una posible
produccion en Chile

MARCO DEL PROYECTO

* Costo de envio bajo en relacion a los precios del
producto

*  Quercus robur, 3. ilex y Corylus avellana presentan
buena adaptacion a condiciones agroccologicas locales.

= Experiencias en otras regiones fuera de su distribucion
natural en Europa: Australia, Nueva Zelanda, Estados
Unidos, Isracl y Sudairica.

= Posibilidad de revalovizacion de especics nativas
(Nothofagus spp.)

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar e implementar tecnologias adecuadas para el
cultivo de trufa negra (Tuber melanosporum, Vitt.) en
Chile, como altemativa productiva y comercial para los
pequefios y medianos productores del sector
silvoagropecuario




ACTIVIDADES PRINCIPALES DEL
PROYECTO

1. Micomizacion con Twber melanosporum Vitt,, on
condiciones semi-controtadus para las especics:

*  Querecus ilex {encma)
*  Quereus robur (cncino comun)
= Coryius avellana (avellanc curopeo)

2. Ensayos de inoculacion con Tuber melanosporum en
especies nativas del género Nathofagus.

3. Contro! cualitativo ¥ cuantitativo de la micorrizacion de
plantas con Tuber melanosporum, Vitt.

ACTIVIDADES PRINCIPALES DEL
PROYECTO

Evaluacién del potencial de desarrolle de Tuber
melanosporwn, Yitl. como un cultive en Chils.

Scguimiento y cvaluacién de la micorrizucion cn
unidades experimentales de campo.

Transferencia  de tecnologias 8 productores,
instituciones, profesionales y técnicos del sector

CHILE

Comparacion de parametros
climéticos con 4reas de cultivo
b 2 de trufa negra en Europa

FARAMETROS Rango en Rango &n Meling, Chila
Franga e Itaka Espafla _Is (35*S)
,-/

Pracptandn {mmj jn-’i’a’ilsﬂgp b-—500 5 P00 200 mm
mm

Temperatuma 11a1*% 138G
an

Ternpariiura medo 17 5%a2as 1922 198°C
mas mas cikdo (Enam othmer 20 2

=n hemisianc sur) ¢ 22%)

Temperatura meda 1a0°C 16a 82'%C TeC
mes mas frio {Juko, Pt >

hemesfero Sar) ¢ °C)




AVANCES DEL PROYECTO

2,

Implementacidn de invernadero y sistema productivo
Obtencion del material genético base:

+  Inéculo de Trufa puro (Tuber melanosporum, Vitl.)

* Semillas {Q ilex, Q.robur, Corylus avellana vy

Nothofagus sp.)

Cultivo y controles del material vegetal previe a
inoculacion
Procese de inoculacidn
Seleccion de predios para establecer las unidades
experimentales dc campo
Establecirmiento de unidades experimentales

Obtencidén del indculo

ACCIONES CLAVES:

» Confiabilidad del suministro de trufa (Esparia)

*+ Recoleccién del material en campo (Periode adecuado)

+ Control de calidad y pureza del material
Preparacion e internacion del indculo
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Recoleccién de trufas para internar a
4. Chile (El Toro, Castellon, Espaiia)

Control de pureza del inéculo

Cultivo de plantas previo a inoculacién

ASPECTOS CLAVES:

* Condiciones de asepsia
+ Control del ambiente y
» Sistema de culfivo

« Control del material
vegetal decara ala
inoculaciin con trufa




Proceso de inoculacidn

o it P

* Condiciones de asepsia (Substrato, contenedores,
utenstiios y agua de riego)

* Control del ambiente (Temperatura y humedad)
= Método de inoculacidn y transplante

Analisis de micomzas

[. Rango de caracleristicas de micorrizade T,
melanosporum




Evaluacion de micorrizacidn

Seleccidn y establecimiento de sitios

{6 meses posterfor a inaculacidng . .
plantaciones experimentales

Huésped %a Promedio Jde raicillas
micorrizadas con Trula = Se evaluaron las condiciones de
Quercus dex 8% suelo y clima de diferentes areas
Corylas aveliana = de la zona centro sur de Chile
» Se ajustaron a las condiciones
Nothofagus obliqua 15% ecoldgicas requeridas por la trufa

{T. melanosporun)

‘Plantaciones experimentales

*

W .

Plantaciones experimentales
(piloto)

—“Santa Elisa” Parral{36 ° 8 S)

- “Maitenes” San Clemente (35°
35’ 8)

~“Los Niches, Cunce” (35° 05°
S)




Preparacion de sitios y
establecimiento

Consistia principalmente en labores
mecanicas poco profundas y aplicacion de
enmienda con cal para aumentar el pH de los
sueios

Se aplico aproximadamente una propaicién
da 15 ton. por hectarea de cal fina para
ajustar el pH.

Recientamente, 5e han establecido las
primaras plantaciones experimeniales, hajo
diferentes condiciones ambientales y de
cultive.
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\ Proyecto
SJRUFICULTURA

“Desarrollo de ias\k?ascs tecnoldgicas para el cultivo de
trufa negra( Tuber mhum}‘V@.) en Chile, como alternativa
productiva y comercial para los pequefios y medianos
productores dal sector silvdagropacuaric®

Situnién Chilena:

Fimanciamiento:
Fundaion pata Ja [nnovacidn Agraria, Ministerio de Agncaltera, Goblerno de Chile
Participartes:
Universidad Catilica del Mawle, Chile.
Centro de Bstudios Ambientales del Mediterrineo, Espaiia
Facha lmcio- Noviembte 20010
Fecha Tenmine Gctubes 2005

| Situacién Chilena:

*Posibilidad para implantar el cultivo en suelos agricolas de
zona centro-sur de Chile:

-Factores de clima

-Factores de suelo

*Expericncias previas cn otras regiones mediterréneas fuera
de su area natural: Tasmania, Australia, Nueva Zelanda,
Isracl, Sudafrica, USA, Argentina.

MARCO DEL FROYECTO

Mcnor  presencia  y diversidad de hongos de

especialmente en suelos de uso agricola y ganadero

+ La drastica disminucion de las producciones naturales

en Europa y oferta de trufa en periodo contra temporade

=> Gran potencial de mercado para una posible
producecidn en Chile

ectomicornza ¢n comparacion al hemisferio norte, |

Desartollar e implementar tecnologias adecuadas para €l
cultivo de trufe nepra (Tuber melanosporum, Yitl) en
Chile, como elternativa productiva y comercial para los
pequefios y medianos productores del  seclor
silvoagropecuario




*

. Micorrizacidn con Tuber melanosporum  Viu,

ACTIVIDADES PRINCIPALES DEL
_ PROYECTO _

condiciones semi-controladas pera las especies:
*  Qwercus ilex (encina)

*  Quercus robur (encino comwin

»  Corylus gvelfana (avellano europeo)

. Ensayos de inoculacién con Tuber melanosporum en

especies nativas del género Nothafagus.

- Control cualitativo y cuantitative de la micorrizacion de

plantas con Tuber melanosporum, Vitt,

AVANCES DEL PROYECTO .

Implementacién de invema y sistema productivo ]
Obtencion del matenial genético base:
Indculo de Trufa puro (Tuber melanosporum, TENL)

Semillas (Q. ilex, Q.robur, Corylus aveliama y |

Nothofagus sp.)
Cultive y controles del material vegetal previo a
inoculacion ]

Avances en proceso de inoculacion [ 3]

Prospeccién y evaluacidn de predios pera establecer las
unidades experimentales de campo &

%0, LR e T R T R

— ——

ACTIVIDADES PRINCIPALES DEL
| ~ PROYECTO

. Evaluacidn decl potencial de desarrollo de Tuber |

melanosporum, Vitt. como un cultive en Chile, en
relacion a los requerimientos ecologicos del hango,
especies sumbiontes y perspectivas comerciales.

. Seguimiento y evaluacién de la micorrizacidn en

unidades experimentales establecidas en campo, bajo
diferentes condiciones ambientales y de cultivo.

. Transferencia de  tecnologias &  productores,

instituciones, profesionales y técnicas del sector




ives para la operacion:
ud e agua e riege
mara de desinfec
i dol suclo

~ OBJETIVOS DEL CONTROL
Invernadero i

| Lograr condiciones de higiene y seguridad que permitan

cl desarroflo adecuado del hongo de inoculacién y : -
disminuyan los nesgos de contantinaciones con otros ‘
hongos de ectomicorriza, que pueden competir con Tuber
melanosporum, Yiti.dentro del ambiente de cultiva.




Obtencién del inéculo

_ _ . ipavin Bn prile meT BASETARG
| | yarele. R

. Confiabilidad del suministro de trufa (Espafia)
Recoleccion del material en campo (Periodo adecuado)
Control de calidad y pureza del material

Preparacion e internacion del indculo







Tuber brumale

-

e







del material ...
- N -, ¥TE
vegetal de cara’a’la’
micorrizacién




Proceso de inoculacién

Condiciones de esterilidad (Substrato, contenedores,
utensllios ¥ agua de riego)
= Control del ambiente (Temperatura y bumedad)
+ Sisterma de incculacion ¥ transplante




Prospecci6n y evaluaci6n de sitios

Unidades experimentales

» Contactos con agricultores
* Prospeccién y evaluacién de sitios
- Caracteristicas de suelo
- Caracteristicas de clima
- Fisiografia

- Cultivos precedentes
* KEstablecimiento de convenios de cooperacion

10
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Truficultura: OPORTUNIDADES Y
PERSPECTIVAS PARA CHILE

econdmicas

Chile presenta una flora vinica con 3olo unas pocas especies formanda
eclomicomizas, principalmente especies del géncro Nothofogus ¥
algunas omas eypecics nativas  La expansién de  plantacioncs
industrizles como el pne radiata ¥ evcaliptus, podria sumeniar la
incidencia de hongos ectomicomricices, Ios cuales pueden competir
con nuevas especies introducidas, pere aun hay muchas areas donde
la microllora de ectomicomizis ¢y escusd, principalmente en suclos
utilizados por la agricuttura tradicional.

& Exiswe una buenz oportunidad para desamoliar cf cultive y produccidn
de trufa negra en Chile, basade en ia tecnologia disponible, su
factihilidad de adopeion en el pais y €l desarrolle de esquremas de
control que aseguren la calidad de la produccion.

Exisle una excelente oporiwmdad para establecer y desarrollar ¢l cultivo
de truf negra ¢como una dllemativa productiva y de negocio para el sector
silvoagropeeuario en Chile, Les puntos claves son tos sipuientes:

CONSIDERACIONES TECNICAS

8  Chile presemia una gran diversidad edafoclimitica, fo cual
podria asegurar en gran medida, que las condiciones de suslo y
clima adecuados para la trufa, pucden ser enconiradas en fa
#ona cenlro-sur del pais, especialmente donde la precipitacién
natural puede ser complementada mediante mrigacidn.

Bl eswablecimient y desamrollo de fr truficulturs en Chile debiera ser
capaz de evilar |a contaminacién y subslitucion de Fuber melanasporum
por especies &in inlerés comercial, medianle acciones preventivas y
corttroles estriclos del proceso productivo.

Producic trufa negra en Chile, otorga una excelente oporwnidad de
negoclo para €l sector  silvoagropecuario, €speciaimenle €n Zonas
raarginales para la agriculiura iradicional, donde €sta ya no presanta una
adecuada rentabilidad

Existe en Chile 1a oportunitdad de producir Twier melanospornm fiesco,
para €] mercado contraiemporada de europa, donde el producto podria
estar disponible desde Marzo a Septiembre. Una produccién en Chile no
alectaria ¢l tredicional y bien establecido mercado de 1a trufa fresea en el
hernisfero Mode, ¢l cual pomalmente funciona desde Moviembre a
Marzo,
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Existe un buen potencial de mercado pars uny ofena de trufa fresca desde
Chile, como un substiwto muy supenor a las trufas en conserva usadas en
Europa, lapin y LISA, 123 cuales logran precios mas altos.

Pare prolcger sus nbemeses, los mercados curopoos de trufa en conserva
podrian pener resisiencia al ingreso de trufa fresca desde Chile. [ncluso si
tales barreras fueran exitosas, fos mercados asidticos podrian consumir
lodia una posible produceion desde Chile.

Chile podria eompetir directamente con Nueva Zelanda y Austratia, donde
ya cxisten cultivos en produccion. S1n embargo su oferia cs pequela come
para ger una amenaza, ademas la demanda actual y proyeciada en los
mercados del hemisferic norte va en comstamte aumento debido 2 Ja
drastica calda que ha tenido la praduceidn natural en Europa.

El tiempo requerido para establecer la produccion comerzial de mufa en
Chile ¥ las distinlas renlabilidades que se podrian lograr, indican @
necesidad de establecer un sistema productivo en tres clapas separadas
con fres separados y posiblemente interdependientes grupos de
beneliciarios: lnoculacidn, cultivo en campo y comervializacidn

Para proteger fa integridad de una indusiria y asegurar la produccion de
trufa con calidad cenificada, seri critico disponer de un proceso de
ineculacién capar. de garantizar la cabdad de los arboles que se
disinbuyan 2 105 agncultorss junto con la informacidén necesaria y una
adccuada asistencia 1éenica. D¢ otra forma una planic micemizada de
inadecuada catidad podria ser antiecondmico para los produciores.
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trufa negra( Tuber melawagpormiVitt.) en Chile, coma alternativa % Europa, mercado y perspectivas | -
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% § Hongos comestibles que crecen bajo tierra | ©

%| extroordinariamente aromdticos. ek

=% |§ La trufa mas conocida y una de las mas

‘4 valiosas es la trufa negra o trufa del}-.;
] "
7x*| Perigord -
. Ly

5%|§ Cada vez mas generalizado la utilizacidn |\
24| del nombre cientifico de  Tuber| «-
53| melanosporum e

.
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¢Que es la trufa?

B O NG AR
§Formas redondeadas y tamaRos|
comprendidos entre el de un guisante |-

y un melén pequefio. L
Z8Forman wuna asociacion de tipo} -

simbiotico, denominada micorriza, can|’ -~
ciertos drboles.
|8 Su aprecio en la cocina de calidad se}-
debe a su intenso aroma lleno de| ™
matices que se fija profundamente en|..
los alimentos e
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Tuber melanosperum
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a ““|SLa blsqueda de trufa suele|.’

. ¥| denominarse por los truferos “cazar| -

| trufas” por similitud con la actividad |- -

x| cinegética. (época, lugar, perro, en laf).

;fx_, incertidumbre de los resultados y en el aspecto |: -

17 lidico.) e

T o

7~ SEn origen, en Francia especialmente,| s”

o L

i la trufa se buscaba con cerdo, mejor |-

751 siera hembra, solia llevar un anillo enf, "

;¥4 la jeta L
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et Truficulrrece
La Teuficuliura e

§ Una de las cuestiones en las que se debe insistir es |-
que la trufa se cultiva indirectamente mediante un | =+

R A ER MNP SAAE

O drbol interpuesto. B
A “"2‘7;' § Cultivaremos érboles {encinas generalmente) para 'r'-' %

. que en sus raices crezca un hongo de micorriza,la | -

trufa. S

.f;r\‘qi:r § Es un cultivo sobre un cultivo y este dard lugar a -

sifuaciones un tanto raras en comparacién conlo | -
agriculturo de tipa tradicional.




Cuh‘wo de un hongo sobre las raices
‘ de una pIanTa

§ ¢Lo mejor para la pianta es lo mejor

para el hongo?

B8 S Hay plantas con:mayor predaspos:cuon
N que otras?

B8 S Que esta pasando en las raices ?-

- T -

TRUFIGJLWRA
| VENTATAS _

T T P e iy

Labores poco m‘rensas, poco mantenimiento
Alternativa en dreas marginales

+ Amplia demanda. Oferta escasa. Precios
extraordinarios

- Escasas necesidades de agua

- 5in pesticidas Producto ecoldgico y natural,

Contribuye a la forestacidn

+ Econémicamente rentable TIR de 8 a 20%
5ubvencmnab|e

HIATOS LE CARBOLIO
bt AT IO ACTLOS

Diapositiva

Palazén

cedida por £,

" TRUFICULTURA

mcoventem‘s

- Subterrdneo: no se ve la evolucion.
- Periodo largo sin produccian,

-+ Secretismo.

» Produccién insegura.
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La colocacién en el alcorque de la planta de material de acolchado
inerte como, paja, cascara de almendra, geotextiles etc también
ayudard @ conservar agua y es una prdctica bastante habitual que,
ademds, evita la salida de malas hierbos

Erla

R ST FE o3 e e e
o [ oy Fr . R FARTY
‘ uf:,w.w;.- BT r»‘,%.f.r,h

i mﬁ'ﬁa“‘ "9"{/- Se_: L

.ﬁ
Q
o 2
o
Z,
;:5
m
é:
§
é'
i
Nl
p1

,,:r*, s i o «
ARy CULTIVADA SRR
:.,' . ‘ 11 ' ? ATt - ; ; .-II oK

"LABOREQ. DEL SUELO

% | Estos tubos fomentan el crecimiento en altura, eviten la pérdida de ague por
transpirecién y defienden la planta de log posibles dafios del gonado o la fauna
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‘La compmvema de trufa se r'ealiza en mercados

locales situados en las poblaciones con mayor tradicién

general se trata de un mercado poco
transparente, tonto per la prevencidén hocia la presidn

il del negocio entre personas ajenas.
-Algunos mercades han decaido sensiblemente en los
ul*hmos anos debide a Iu compra a dormcdlo

gl gl Fh 2

es que solo los entendidos, o los que
participan en el comercio de trufa,
saben que se estan realizando
transacciones.

i S Cualquier otra persona no se entera
de nada. Las trufas no las ve nadie,
Solo los participantes en cada
negociacion saben que se estd
produciendo.

ESPANOLES

MERCA DOS

Proavimeis Fabiaclbo Nip 4 1a
semana
har.elena Wi slbade
Tonrellan Dnmsngn
A nTImydjur kErérooies
Lérda Solyyma Y tines
Tarkl de Margd Dann e g
Cirgama Maam g
ATEaR de Seprn [aminps
Castelldn Momell WLernug
Wratatella JUEYEE
Renasal MTERNT
Hugdca =raus Makroales
Benabarre Lunes
Terucl Estaundn Mora Bubicks  Vierpes
Guadelajies  Molow de Arieda Jugees

I MERCADQOS Y PRODUCCIONES |

¢ SLa caracteristica tipica del mercado |

‘En las negoc:acmnes de productor a compr'ador
se valora !a calidad de la frufa, ya sea porque se
vea el producto, o porque se tenga conocimiento y

confianza en el productor,

» También se valora Iz cantidad. Una partida de
trufa tiene mds interés y valor si es cuantiosa,

* Otro factor que se tiene en cuenta es lo |25

proximidad de las Navidades, en que el valar de la
trufa aumenta,

23



A

s D MERCADOSVPRODUCCIONES

§ La mayor parte de Ia Trufa de Ios mercados ; ; ! Producciones anualea de trufa en Espafia
espafioles, tiene como destino ka frontera
francesa, ya sea a través de compradores

| MERCADOS Y PRODUCCIONES

= TRV o

autdnomos o industriales conserveros, que recogen = BrEDID
la trufa de sus compradores a comisidn. : ; {Arhximg

La trufa en fresco, para ser llevada al mercado
francés, tiene que ser clasificada. Asi lo de buena
calidad se vende en general a importadores o
industriales franceses. La froceada o de mala
calidad se destina a conserva.

Parte dé la trufa en fresco se coloca en el
mercado nacional, en restaurantes; hoteles, pero
poco cunhdad

La estimacién de ks producciones ¢s muy dificil por
la falm de 1mn3pcrencra del me.r'cado

MERCADOS V PRODUCCIONES

P NP WEE 7Y v N TP R A R S

— P conTenies

— Pt ¢OMMES

s L0y T A (P COMS RS )

Prados de la el pla/kyg

+0000

G0 3

=
i
a
-]
o
o

Produccidn Kg.

JE—u—T YT T
—Lwraal (RS CONSI2MAE )

i Evolucién de pr‘ecws snempr'e ha temdo una Te.ndencm ;- S e R —
[ nscendeme Valores medios para los rner'cados espafioles * Las pr‘aduccwnes en Espa?\a henen una fendencm I

descendente B

— —
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MERCADOS Y PROD UCCIONES

e g e T e

3 By L e T

Curva preciosproduccién de s wn Espaia

- | + Serist —— Erponancial | sanet

¥= 1800128~ =
RY= 0518

20000 30000 40000 SO0 A0000
Proguccitn Kg

MERCADOS Y PRODUCCIONES

Comparacén de precios de 13 irul en los mircados de Marslla ¥ Vie
[Expafia) con Carpaniras (Francia) Temporada 198611997

Lus dtferencms de precuo se deben
entre otros motivos a :

| § Venta de trufa sin clasificar con
mezcla de especies y sin limpiar

§ Diferente calidad de la trufa: formay
tamafio

| § Proximidad de los mayores mercados




i R

Evqucuon pr‘ecms Y produccmnes en altimos afios

I MERCADOS ¥ PRODUCCIONES

i Grkfico 1. Cantidades comercial fos 3 men

—1- Cantidad

La evolucwn de la pr'oduccwn fr‘ancesu ha tenido una
dramdtica caida desde 2000 th en el S XIX a menos de
100 en Ia acfualidad

r.?a.m

{5, Lnl

Graini” 21- 22&% 471995,
r‘;’,‘%’.ﬂ:ﬁhn R
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; .‘65 f- - u‘%ﬁﬁhg"‘

A principios del 5|glo XX eI rner'cﬁdo
absorbia por encima de 1000 tn/afio

i 1§ La oferta actual no cubre ni el 10% de |

la demanda
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| MARCHE wx TRUFFES

OUVERTURE . 14+ 30
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£l

o Sl £ A St B I L RN ,:r'w'i'-‘arz.:f'g T z\"‘}

o2 MERCADOS ¥ PRODUCCIONES |§~;, :
;;mgé‘w& Tt 39T, 7 PR B s el PR
22 +Los principales mercados en orlgen de ‘rr'ufas B
%af en Francia son: Periqueux, Thiviers, Lalbenque, -
ﬁ”‘i Valreas, Carpentras, Terrason, Richerenches, ;
gf Aups, etc. Son mercados transparentes. 5
%;f‘? ‘En Ttalia, los mercados en origen estdn :ﬁ
%f;f ubicados en: Alba, Spoleto, Sant Angelo, Viso, J‘k
iﬁ;ﬁ?’ Norcia, efc. gj
7#1-El mercado en origen de trufa en Italia, nojg
gr,;-;, tiene tanta transparencia como el frances %
é;"w@ 5 »:far o *‘ﬁ‘*ﬁ} **}’fgwg x*«ﬁﬁ"”" s‘f y < B ‘*fwz*“i’}
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MERCADOS Y PRODUCCIONES

ra la truficultura en Chile: |
Comerciales

e R T e
T T

RN o

I T L I . R i

gff| 5 Oferta de trufa fresca fuera de temporada

g § Disminuir estacionalidad en productos

derivados

§ Exportaciones en bloque fuera del mercado

menudeo

§ Ventas en conjunto: oferta amplia




L s Tl T % FrEEe _

§ Diversidad territorial y climdtica muy elevada

il que permitiria encontrar el clima y suelo éptimo o i e = '
i | S Cohorte hongos de ectomicorriza posiblemente ! MUChGS gr'aCK]S por Su
muy baja y por tanto escasa competencia & atenci 6

5 Nueva Zelanda : trufera de 30 drboles T
| establecida en 1988 en 2001 produjo 12 kg . - .
Suele volcanico pH 6.2 enmendade 7.9 {Chevalier
., Le trufficulteur n® 42)
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L Proyecto
~TRUFICULTURA
“Desarrollo de las bases tecnoldgicas para el cultivo de
trufa negra(Tuber mehﬂa.mam;}‘\{;d:t.) en Chile, como alternativa
productiva y comercial para los pequefios y medianos
productores del sector silvagropecuario”

MARCO DEL PROYECTO

Financiamiento
Fundacidn para la innovacién Agraria, Ministeno de Agricultura, Gobierno de Chile.
Partrarpantes: h
Universidad Catélica del Maule, Chile,
Centro de Estudios Ambientales del Mediterrineo, Espana
Fecha Inicio Noviembre 2001
Fecha Termino- Octubre 2005

Opcion dc incorporar un cultivo con buena rentabilidad
en pequefias superficies

Posibilidad para implantar el cultivo en suelos de baja
productividad agricola {limitc entre forestal y agricola).

La drastica disminucién de las producciones naturales
en Europa y oferta de trufa en periodo contra temporada
=> Gran potencial de mercado para una posible
produccion en Chile

MARCO DEL PROYECTO

» Costo de envio bajo en relacion a los precios del
producto

*  Quercus robur, Q. ilex y Corylus avellana presentan
buena adaptacidén a condiciones agroecoldgicas locales.

« Experiencias en otras regiones fuera de su distribucion
natural en Europa: Australia, Nueva Zelanda, Estados
Unidos, Isracl y Sudéfrica.

* Posibilidad de revalorizacion de especies nativas
(Nothofagus spp.)

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar ¢ implementar tecnologias adecuadas para el
cultivo de trufa negra (Tuber melanosporum, Vitt.) en
Chile, como altemativa productiva y comercial para los
pequefios y medianos productores del  sector
silvoagropecuario




ACTIVIDADES PRINCIPALES DEL
PROYECTO

1.

Micomzacién con Tuber melanosporum Vilt, cn
condiciones semi-controladas para las especies:

*  Quercus ilex (encina)
*  Quercus robur (oncino comun)
*  Corylus avellara (avellano europeo)

2. Ensayes de inoculacion con Tuber welanosporum en

3.

especies nativas del género Nothofagus,

Control cualitativo y cuantitative de 1a micomzacidn de
plantas con Tuber melanosporum, Vitl.

ACTIVIDADES PRINCIPALES DEL
PROYECTO

Evaluacion dcl potencial de desamrollo dc Tuber
melanosporum, Vitt. como un cultivo en Chile.

Seguimicnto y cvaluacion de la micomzacidn on
unidades experimentales de campo.

Transferencia  de  teenologias & productores,
instituciones, profesionales y téenicos del sector

Comparacion de parametros
& - climaticos con areas de cultivo
“—\ *  de tufa negra en Europa

PARAMETROS Ranga &n Rapgo en Maling, Chile
Francia e Haka Espafia _J» (35*8)
Preciptacon (mm | 6003 1500 mp J~ 5002500 | 600 mm
mm
11ai14C 138C
1T 5%anrC 19a234%C 199°C
mey mis cilida (Enero {cpamo 20 a
on hesmasfand surk 22°C)
Temperahsa madca [EY-. S 18a 824 ToC
mes mes irip (Ao, {optng >
hemesfeno Sur} )




AVANCES DEL PROYECTO
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Implethentacion de invernadere ¥ sistema preductivo
Obtencidon del material genético base:
Inéeulo de Trufa puro (Tuber melanosporum, Vitl.)
Semilias (. idlex, Q.robur, Coryvlus aveliana y
Nothojagus sp.)
Cultive y controles del material vepctal previo a
inoculacién
Proceso de inoculacién

Seleccion de predios pare establecer las  unidades
experimentales de campo

Establecimiento de unidades experimentales

‘0s para ia operacion:
idad de agua de riegno

Obtencién del inéenlo

ACCIONES CLAVES:

+ Confiabilidad del suministro de trufa (Espafia)

+ Recoleccién del material en campo (Periodo adecuado)
+ Control de catidad v pureza del material

* Preparacion e internacién del ingculo




Recoleccion de trufas para internar a”
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hile (El Toro, Castellon, Espaiia)
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Control de pureza del indculo

+ Condiciones de asepsia
+ Control del ambiente ¥
+ Sistema de cultivo

Cultivo de plantas previo a inoculacién

ASPECTOS CLAVES:

« Control del material
vegetal decaraala
inaculacian con trufa




SASPECTOSICE
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= Condiciones de asepsia {Substrato, contenedores,
utensilios y agna de riego)

* Control del ambiente (Temperaturs y humedad)

+ Método de inocnlacion y transplante

Analisis de micorrizas

fucrens ifex-

Analisis de micorrizas
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_? Range de caracteristicas de micorriza de T.

Mmelanasparum




Evaluacion de micorrizecion

{6 meses posterior a inoculacidn)

Hidsped % Promedic de raicilias
micerrizadas con Trufa
Quercus tex 48 %
Corylus qvetlang e
Nothofagus obiigun 15%

Plantaciones experimentales

(piloto)

« Sitios seleccionados:
- “Santa Elisa” Parral(36 ° 8" §)
- “Maitenes” San Clemente (35°

35" 8)

- “Los Niches, Curicé” {35° 05°

S)

+ Se evaluaron [as condiciones de
suelo y clima de diferentes areas
de la zona centro sur de Chile

+ Se ajustaron a las condiciones

ecologicas requeridas por la trufa
(7. melanosporurm)
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Preparacion de sitios y
establecimiento

Consistld principalmente en labores
mecinlcas poco profundas y aplicacidn de
enmienda con cal para aumentar el pH de los
suelos

Se aplico aproximadamente una proporcidn
da 15 ton. por hectarea de cal fina para
ajustar el pH.

Recientemente, se han establecido fas
primeras planlaciones experimentales, bajo
difgrentes condiciones amblentales y de

Gultivo.







