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lll. OTRAS DISPOSICIONES

MINISTERIO DE ECONOMIAY COMPETITIVIDAD

1398 Resolucién de 30 de diciembre de 2015, del Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria, por la que se publica el Convenio de
colaboracién con el Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragén para la ejecucion del proyecto de investigacion «Influencia de las
propiedades fisicas y de la microbiota del suelo en la fructificacién de la trufa
negra».

El Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA),
Organismo auténomo adscrito al Ministerio de Economia y Competitividad y el Centro de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragén (CITA), han formalizado con fecha 22
de diciembre de 2015, un Convenio de Colaboracion, para la ejecucion del proyecto de
investigacion «Influencia de las Propiedades Fisicas y de la Microbiota del Suelo en la
Fructificacion de la Trufa Negra».

En cumplimiento de lo dispuesto en el articulo 8.2 de la Ley 30/1992, de 26 de
noviembre, de Régimen Juridico de las Administraciones Publicas y del Procedimiento
Administrativo Comun,

Esta Direccion dispone su publicacion en el «Boletin Oficial del Estado».

Madrid, 30 de diciembre de 2015.—El Director del Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria, Manuel Lainez Andrés.

CONVENIO DE COLABORACION ENTRE EL INSTITUTO NACIONAL DE

INVESTIGACION Y TECNOLOGIA AGRARIA Y ALIMENTARIA Y EL CENTRO DE

INVESTIGACION Y TECNOLOGIA AGROALIMENTARIA DE ARAGON, PARA LA

EJECUCION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION «INFLUENCIA DE LAS

PROPIEDADES FiSICAS Y DE LA MICROBIOTA DEL SUELO EN LA FRUCTIFICACION
DE LA TRUFA NEGRA»

En Zaragoza, a 22 de diciembre de 2015.

REUNIDOS

De una parte, don Manuel Lainez Andrés, Director del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (en lo sucesivo INIA), con CIF
Q-2821013-F, con sede en Madrid, Ctra. de La Corufia, km 7,5, en representacion del
mismo en virtud de la Orden ECC/1392/2012, de 8 de junio, por la que se dispone su
nombramiento, actuando conforme a las atribuciones que le confiere el articulo 12.2.d) del
Estatuto del INIA, aprobado por Real Decreto 1951/2000, de 1 de diciembre, modificado
por Real Decreto 718/2010, de 28 de mayo.

Y de otra parte, don José Antonio Dominguez Andreu, Director Gerente del Centro de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon (en lo sucesivo la CITA), con CIF
Q-5000823-D, con sede en Zaragoza, Avda. de Montafiana 930, en representacion del
mismo en virtud de su nombramiento por el Decreto 190/2015, de 29 de julio, del Gobierno
de Aragén («Boletin Oficial de Aragon» n.° 146, de 30 de julio), de conformidad con lo
dispuesto en el articulo 9.1 de la Ley de Cortes de Aragon 29/2002, de 17 de diciembre, de
creacion del citado Centro.
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Actuando ambos en razdn de sus respectivas competencias y reconociéndose poderes
y facultades suficientes para formalizar el presente convenio,

EXPONEN

Primero.

Que el INIA, organismo auténomo adscrito al Ministerio de Economia y Competitividad
por el Real Decreto 345/2012, de 10 de febrero, por el que se desarrolla su estructura
organica basica, actua conforme a lo establecido en el Real Decreto 1951/2000, de 1 de
diciembre, por el que se aprueba el Estatuto del Organismo, modificado por Real
Decreto 718/2010, de 28 de mayo. De acuerdo con los apartados d) y €) del articulo 2.2 de
dicho Estatuto, entre las actividades que el INIA puede llevar a cabo para el cumplimiento
de las funciones que tiene encomendadas estan las de «promover la cooperacion nacional
e internacional en materia de investigacion agraria y alimentaria, en particular con las
Comunidades Auténomas» asi como «establecer Convenios con organismos publicos y
privados, tanto nacionales como internacionales, para la realizacién de proyectos de
investigacion y otras actividades de caracter cientifico y tecnolégico».

Segundo.

Que el CITA fue creado por la Ley 29/2002, de 17 de diciembre, definiéndose en su
articulo 1 como una entidad de derecho publico, dotada de personalidad juridica, de
autonomia administrativa y plena capacidad de obrar. Esta adscrito al Departamento de la
Administracion de la Comunidad Autbnoma de Aragdn con competencia en materia de
investigacion agroalimentaria, en este momento el Departamento de Industria e Innovacion,
de acuerdo con el Decreto de 30 de diciembre de 2011 de la Presidencia del Gobierno de
Aragon. Segun la mencionada Ley, el CITA tiene, entre sus funciones, las siguientes:
promover y realizar programas de investigacion y desarrollo, propios o concertados con
terceros, relacionados con los sectores agroalimentario y forestal; potenciar la innovacion
en el sector agroalimentario; y contribuir a la protecciéon y conservacion de los recursos
genéticos del sector agrario aragonés. Para ello dispone de equipos de investigacion
capacitados para la realizacién de proyectos de investigacion.

Tercero.

Que tanto el CITA como el INIA, desde sus respectivas competencias investigadoras,
consideran de gran interés investigar sobre la productividad del cultivo de la trufa negra, y
en particular sobre la influencia de las propiedades fisicas y de la microbiota del suelo en
su fructificacion, investigacion que se encuadra en el marco de una serie de actuaciones
que pretenden potenciar los recursos autéctonos, recogidas en el Il Plan Autonémico de
Investigacion, Desarrollo y Transferencia de Conocimientos de Aragén, aprobado por
Decreto 263/2004, de 30 de noviembre, del Gobierno de Aragon.

Por todo ello, las partes acuerdan suscribir el presente Convenio de colaboracion, que
se regira conforme a las siguientes:

CLAUSULAS

Primera. Objeto del convenio.

El objeto del presente convenio es la colaboracion de ambas partes en la realizacion
del proyecto de investigacion titulado «Influencia de las propiedades fisicas y de la
microbiota del suelo en la fructificacion de la trufa negra», de acuerdo con la memoria
técnica que se adjunta como Anexo.
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Segunda. Actuaciones de las partes.

El INIA aportara apoyo cientifico-técnico en el desarrollo del proyecto, colaborando
especificamente en el establecimiento de una escala temporal de la dinamica poblacional
de las comunidades fungicas asociadas en la zona de suelo cercana a la fructificacion,
dentro del objetivo 3 del proyecto.

La responsable del convenio en el INIA sera la Dra. M® Inmaculada Larena Nistal, del
Departamento de Proteccion Vegetal.

El CITA, por su parte, sera el responsable de la coordinacién general del proyecto y de
la ejecucion de las actividades relacionadas con la determinacion de la influencia de
distintos tratamientos sobre la produccién de trufa negra, tanto cuantitativa como
cualitativamente, del establecimiento de la relacion entre la cantidad de estructuras
vegetativas de trufa negra: micelio extrarradical (analisis de acidos nucleicos) y
ectomicorrizas y la produccién de carpéforos, y del establecimiento de una escala temporal
de sucesos en la zona de suelo cercana a la fructificacion, que incluya la aparicién de
primordios y la presencia de artropodos relacionados con la dispersién de la trufa.

El responsable del convenio en el CITA sera el Dr. Sergio Sanchez Duran.

Tercera. Evaluacion econdémica.

La evaluacion econdmica total para el periodo de duracion del Convenio es de
trescientos treinta y dos mil quinientos noventa y cinco euros (332.595 euros).

La valoracion de la aportacion total que realiza el INIA es de doscientos cincuenta y
siete mil ciento quinientos noventa y cinco euros (257.595 euros, de los cuales 209.535
euros corresponden a la aportacién dineraria al CITA para contribuir al desarrollo de las
actividades del convenio.

El presupuesto de las actividades a realizar por el INIA es el siguiente:

Total

Concepto 2015 2016 2017 2018

Euros

Costes de ejecucion
Costes indirectos (20%)
Aportacion al CITA

6.675,00
1.335,00
34.922,50

13.350,00
2.670,00
69.845,00

13.350,00
2.670,00
69.845,00

6.675,00
1.335,00
34.922,50

40.050,00
8.010,00
209.535,00

42.932,50 | 85.865,00 | 85.865,00 | 42.932,50 | 257.595,00

Los costes propios de ejecucion del INIA se financiaran con cargo al Capitulo 2 de su
Presupuesto para los afios 2015, 2016, 2017 y 2018.
El presupuesto total de las actividades a realizar por el CITA es el siguiente:

Aportacion
propia.

Concepto 2015 2016 2017 2018

Total

Euros

Personal propio. 12.500,00 | 25.000,00 | 25.000,00 | 12.500,00

75.000,00

Aportacion del
INIA.

Costes de ejecucion (personal contratado,

material fungible, desplazamiento y dietas). 29.102,09

58.204,17 | 58.204,17 | 29.102,08

174.612,51

Costes indirectos (20%). 5.820,41| 11.640,83 | 11.640,83 | 5.820,42

34.922,49

Total.

47.422,50 | 94.845,00 | 94.845,00 | 47.422,50

284.535,00
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La aportacion dineraria del INIA, con cargo a la partida presupuestaria
27.104.467D.751.05, o la equivalente que la sustituya en ejercicios posteriores, se
transferira al CITA de acuerdo con el siguiente calendario:

Fecha de abono prevista Diciembre 2015 Diciembre 2016 Diciembre 2017 Julio 2018

Aportacion. 34.922,50 euros. 69.845,00 euros. 69.845,00 euros. 34.922,50 euros.

Ejecucion de actividades. | Desde la fecha de|De 16 de noviembre |De 16 de noviembre | De 16 de noviembre de 2017 a
firma a 15 de|de 2015 a 15 de|de 2016 a 15 de|la finalizacion del periodo de
noviembre de 2015. | noviembre de 2016. |noviembre de 2017. |ejecucion.

Estos pagos se realizaran tras la presentacion por parte del CITA del correspondiente
informe de seguimiento y la justificacion del gasto realizado hasta el 15 de noviembre de
los afios 2015, 2016 y 2017 respectivamente, y hasta la finalizacion del periodo de
ejecucion de actividades (tres afnos desde la fecha de la firma) para el ultimo pago, de
acuerdo con la redaccion del articulo 21 de la Ley 47/2003, General Presupuestaria,
establecida en la Ley de Presupuestos del Estado de 2013 («BOE» n.° 312, de 28 de
diciembre de 2012). Esta justificacién consistira en un certificado de la Direccion Gerencia
del CITA en el que se especifiquen, detallados por conceptos, los gastos efectuados.

En el caso de que la cantidad justificada por el CITA fuera inferior a la prevista para
alguna anualidad, el INIA transferira la cantidad realmente justificada, sin perjuicio de que
la cantidad remanente pueda ser transferida en anualidades posteriores, previa
justificacion.

Estas aportaciones se ingresaran en la cuenta corriente n.° ES78/2085/1425/58/0330114302
de la entidad Ibercaja, a nombre del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragon (CITA).

Cuarta. Comisién de Seguimiento.

Se establecera una Comisién de Seguimiento con objeto de examinar la marcha de los
trabajos, revisar su programacion, si es necesario, y resolver las discrepancias, dudas o
conflictos que se presente en la ejecucion de las actividades del Convenio.

La Comision de Seguimiento se reunira siempre que cualquiera de las partes lo estime
oportuno y en un plazo maximo de 15 dias tras la solicitud de convocatoria de cualquiera
de las partes. Esta Comision estara formada por dos representantes de cada una de las
partes. Los representantes del INIA seran la Subdirectora General de Investigacion y
Tecnologia o persona en quien delegue, que la presidira, y la coordinadora del convenio
en el INIA. Los representantes del CITA seran la Directora de Investigacion y el investigador
responsable del proyecto. Las decisiones en el seno de la Comision se tomaran por
unanimidad, siendo necesaria para su valida constitucién la presencia de al menos un
representante de cada parte.

La Comision de Seguimiento se regulara por lo dispuesto en el Capitulo Il de la
Ley 30/1992, de 26 de noviembre, de Régimen Juridico de las Administraciones Publicas
y del Procedimiento Administrativo Comun, sobre drganos colegiados, y por lo previsto en
el presente Convenio de colaboracion.

Quinta. Informacién entre las partes.

Cada parte se compromete a mantener informada a la otra parte firmante del presente
Convenio, tanto de los resultados de los trabajos cientifico-técnicos alcanzados en su
realizacion, como de cualquier extremo relevante para la consecucién del mismo.

Sera necesario obtener previamente el acuerdo entre las partes para informar a
terceros sobre el contenido y el desarrollo del Convenio y haciendo mencién expresa a la
existencia del mismo.
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Sexta. Propiedad de los resultados.

Los resultados obtenidos tendran caracter reservado y ambas partes mantendran la
confidencialidad sobre la informacion generada durante la ejecucion de los trabajos del
Convenio.

Los posibles derechos de propiedad industrial e intelectual, u otros de analoga
naturaleza, asi como los beneficios que surjan de las actuaciones del presente Convenio,
seran compartidos por las dos entidades en funcion de sus respectivas aportaciones.

Séptima. Régimen de personal.

Cuando el personal de una de las partes desarrolle alguna actividad en una sede
perteneciente a la otra, debera respetar sus normas de funcionamiento interno sin que en
ningun caso se altere su relacion juridica ni adquiera derecho alguno frente a ella,
quedando, en todo caso, en el ambito de la organizacion y direccidén de la institucion a la
que pertenezca.

Seran de cuenta de cada parte, la cobertura de las obligaciones en materia de
seguridad social, mutualidad, seguro de accidentes y todo tipo de cargas y gravdmenes
relativos al personal que aporten para la realizacion y desempeio de los trabajos objeto
del presente Convenio. También seran responsables de la cobertura de la responsabilidad
civil en que pudieran incurrir durante el desarrollo de los trabajos previstos en el mismo.

Octava. Extincion.

La extincién del Convenio sera por conclusién o cumplimiento del mismo o por
resolucion de las partes. Son causas de resolucion:

El incumplimiento de cualquiera de las clausulas contenidas en el mismo. El
incumplimiento debera ser comunicado a la parte incumplidora, en el plazo maximo de un
mes desde que se tenga conocimiento del incumplimiento, mediante escrito fehaciente,
concediéndose un plazo de un mes para que la parte incumplidora alegue lo que a su
derecho convenga. Transcurrido este plazo, y a la vista de las alegaciones, la parte no
incumplidora podra resolver el convenio.

El acuerdo de las partes.

En caso de resolucion anticipada, se finalizaran las actividades que estuvieran en
ejecucion, sin perjuicio de las indemnizaciones procedentes por los dafos y perjuicios
ocasionados en caso de resolucion por incumplimiento.

Novena. Comienzo de efectos y duracion del Convenio.

El presente Convenio surtira efectos desde la fecha de su firma y las actividades se
realizaran durante tres anos. El convenio finalizara una vez efectuada la ultima aportacion
del INIA al CITA. No obstante podra ser objeto de adendas y de prérrogas, cada vez por
un ano hasta un maximo de dos veces, por acuerdo de las partes antes de su finalizacion,
mediante la suscripcién de la correspondiente Acta de Prérroga.

Décima. Régimen Juridico y resolucion de conflictos.

El presente Convenio tiene su fundamento en lo establecido en el articulo 34 de la Ley
14/2011, de 1 de junio, de la Ciencia, la Tecnologia y la Innovacién y, de acuerdo con lo
previsto en el articulo 4.1.c) del texto refundido de la Ley de Contratos del Sector Publico,
aprobado por Real Decreto Legislativo 3/2011, de 14 de noviembre, queda excluido del
ambito de esta Ley, siéndole de aplicacion en defecto de normas especificas, los principios
de dicho texto legal para resolver dudas y lagunas que pudieran producirse.
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Las cuestiones litigiosas a que pueda dar lugar la interpretacion, modificacion, efectos
o resolucion del presente Convenio seran resueltas en el seno de la Comisién de
Seguimiento. Si no hubiera acuerdo, las discrepancias que surjan seran del conocimiento
y competencia de los Juzgados y Tribunales del orden jurisdiccional de lo contencioso-
administrativo, con arreglo a la Ley 29/1998, de 13 de julio, reguladora de dicha jurisdiccion.

En prueba de conformidad, y para la debida constancia de todo lo convenido, ambas
partes firman el presente Convenio en duplicado ejemplar y en todas sus hojas, en el lugar
y fecha al principio indicados.—El Director del Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria, Manuel Lainez Andrés.—El Director Gerente del Centro
de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragén, José Antonio Dominguez
Andreu.

ANEXO 1

INFLUENCIA DE LAS PROPIEDADES FiSICAS Y DE LA MICROBIOTA DEL SUELO
EN LA FRUCTIFICACION DE LA TRUFA NEGRA

Memoria técnica
Antecedentes

El cultivo y la recoleccidon de la trufa negra estad adquiriendo en Espafa un caracter
excepcional, no solo por la extraordinaria aptitud de gran parte del territorio nacional al
cultivo de la trufa negra sino porque genera grandes valores econémicos, ambientales y
socio-culturales. El desarrollo de esta actividad supone un complemento de renta en areas
deprimidas o marginadas, ante los precios elevados que alcanza el producto dentro de un
mercado sin excedentes y con una gran demanda.

La posibilidad de establecer plantaciones cultivadas para la produccién de trufa, justo
en aquellas zonas marginales donde cualquier cultivo resulta dificil o imposible, esta
contribuyendo a la forestacion de superficies agrarias, con la introducciéon de especies
forestales autdctonas, frondosas micorrizadas, como la encina, el quejigo o el roble, lo que
evita la erosion, contribuye a la formacion de paisaje y favorece la formacion del suelo.
Estas caracteristicas citadas contribuyen a que su cultivo esté subvencionado por la
mayoria de las administraciones, locales, autonémicas o central, asi como por los fondos
europeos, con la posibilidad de obtener ayudas a la diversificacién agraria de las zonas
rurales, tanto del objetivo 1 como las del objetivo 5, e incluso la de ser apoyado por la
iniciativa Comunitaria LEADER, como cultivo de caracter ambiental e innovador. El gancho
final estd en su condicién de producto agricola de caracter ecolégico y natural, al no
necesitar su cultivo ningun apoyo quimico o fitosanitario.

Es innegable que el conocimiento de las técnicas de micorrizacion a gran escala, por
parte del sector viverista, ha provocado una gran expansién de los cultivos dedicados a la
produccion de trufa negra que alcanzan, en nuestro pais, la cifra estimativa de 6.000 ha,
frente a las 3.000 ha que existian hace cinco afios. La mayor informacién técnica existente,
las ayudas y subvenciones anteriormente mencionadas, la existencia de Asociaciones de
truficultores, las modificaciones producidas en el ambito politico-geografico de la Unién
Europea con un reparto mas complicado de las ayudas y con unos horizontes dificiles en
torno a la PAC, en lo que se refiere a cultivos extensivos de secano, han sido el
desencadenante para este gran desarrollo de la truficultura moderna, a partir de
plantaciones, constituyéndose en una alternativa posible y rentable.

Sin embargo este gran desarrollo experimentado no ha ido acompafado de los
avances cientificos en torno a las grandes incognitas que la truficultura ha planteado desde
sus inicios, como son los factores bidticos y abidticos y su influencia en la produccién de
cosecha. Cuando un truficultor planta arboles micorrizados, desconoce el momento de
entrada en produccion y el rendimiento que obtendra una vez iniciada. En el momento
actual los rendimientos de las truferas, bien llevadas, se situan entre 2 y 100 kilos por
hectarea.

Verificable en http://www.boe.es

cve: BOE-A-2016-1398



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO

Jueves 11 de febrero de 2016 Sec. lll.

Pag. 11325

Desde hace varios afos, se ha extendido entre el sector trufero espafiol una practica
agronomica conocida como «pozos», «nidos» o «aportes». Consiste en incorporar
diferentes tipos de sustratos en zonas puntuales alrededor de los arboles de las
plantaciones, compuestos por materia vegetal compostada y otros elementos inertes que
modifican las propiedades fisico-quimicas de esa zona. En algunos casos comienzan a
realizar estos aportes en edades muy tempranas de la plantacion, afiadiendo en la mayoria
de las ocasiones esporas de trufa. La intencién es doble: pequefios movimientos de tierra
junto con la adicién de un sustrato ahueca el terreno y proporciona una zona mas aireada
hacia la que las raices micorrizadas podrian desplazarse en masa incrementando las
posibilidades de que las trufas se formen en esos lugares. Su forma seria ademas mas
esférica, debido a la ausencia de piedras y o cualquier otro tipo de resistencia fisica a su
crecimiento, por lo que su valor en el mercado aumentaria. El otro aspecto es que aportar
esporas podria incrementar la micorrizacién en los pozos y disminuir la contaminacién de
apices radicales por otras especies ectomicorricicas.

Existe cierto consenso en el sector sobre las virtudes de esta practica para producir
mayores cosechas y de mayor calidad, sin embargo ningun estudio ha demostrado su
efectividad ni ha intentado comprender los mecanismos por lo que funciona. Pensamos
que la gran cantidad de recursos que invierten los agricultores, tanto en tiempo como
econdémicos, principalmente por la propia trufa que emplean es justificacion suficiente para
este Proyecto de Investigacion.

La realizacion de pozos permite disponer de un volumen de suelo pequefio (mas o
menos dos litros) y perfectamente localizado con mayor probabilidad que en el resto de
puntos de una plantacidon de que en él tenga lugar la unién de talos (sexualidad), el inicio
de la formacion de trufas y la maduracion de las mismas.

Ademas, existe un gran desconocimiento sobre los microorganismos que comparten
habitat con la trufa negra, sus interacciones y sobre si alguno de ellos es capaz de influir
positivamente en su desarrollo. Recientemente se han agrupado cierto numero de
especies bacterianas dentro de las MHB (Mycorrhizal Helper Bacteria), por compartir la
propiedad de favorecer la colonizacion de las raices por los hongos micorricicos (KREY-
Flett et al., 2007, Smith y Read, 2008; Dominguez et al., 2012). El proceso de micorrizacion
de plantulas en vivero, depende en gran parte de la obtencidon de plantulas libres de
micorrizas y su posterior cultivo sobre sustratos desinfectados, con el fin de que la Unica
presencia ectomicorricica sea la de la hongo inoculado (T. melanosporum) (Palazén y
Barriuso, 2007). No obstante, dicha desinfeccién podria eliminar algunas poblaciones de
microorganismos beneficiosos que, en caso de identificarse, serian susceptibles de ser
incorporados a los sustratos desinfectados para mejorar la calidad de los plantones
micorrizados (Palazén et al., 2007).

En el plano econdmico es necesario hacer unas consideraciones previas a un tema
como el de la produccion de trufa negra, muy demonizado a causa del oscurantismo de
sus circuitos comerciales. En primer lugar hay que hacer referencia a la insuficiencia de la
produccion de acuerdo con la demanda. A pesar de los esfuerzos de los productores, la
demanda europea y mundial de trufas de calidad no se cubre en absoluto. A comienzos
del siglo pasado, el mercado absorbia, sin ningun tipo de problemas, cantidades del orden
de las mil toneladas, teniendo en cuenta la precariedad de los medios de transporte de
entonces y los niveles de vida tan inferiores a los actuales. En los afios climaticamente
normales, la produccién europea y/o mundial de trufa negra de invierno (7. melanosporum)
asciende a una cantidad cercana a las 100 toneladas, lo que representa solamente un
10% de la demanda a nivel mundial. Indicaremos que, aunque se comienza a intentar su
cultivo en otros paises del mundo como EE.UU., Australia, Nueva Zelanda, Chile, la trufa
negra soélo se produce en cantidades apreciables en la zona mediterrdnea del continente
europeo.

Las consideraciones anteriores convienen que el mercado potencial de la trufa, con
unas cantidades minimas de 1.000 toneladas y a un precio medio de 460 euros/kg,
representa una cifra cercana a los 460 millones de euros, concurridos casi en exclusividad
por ltalia, Francia y Espafa.
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La produccion de trufa negra depende cada vez en mayor medida de las plantaciones
de arboles micorrizados, con una recesion preocupante de la produccion silvestre. Este
hecho, en si problematico, confiere una mayor responsabilidad hacia la promocién y el
desarrollo de los conocimientos técnicos y cientificos que posibiliten el ejercicio de esta
actividad agricola-forestal, importante por si misma y por la confluencia de otras actividades
econdmicas como las empresas viveristas, las empresas de restauracion y sus rutas
gastrondémicas, que englobarian actividades importantes de turismo rural.

Por ultimo hay que significar que la truficultura constituye un medio de revalorizar los
terrenos dedicados a dicho fin, la mayoria de las veces en situacién de abandono, y que el
potencial esparfiol en ese sentido es muy amplio, con muchos miles de hectareas que
afectan a terrenos forestales o escasamente explotados, favorables por clima y suelo al
desarrollo de dicha actividad.

En lo referente a la produccion silvestre hay que sefalar que la trufa negra aparece en
los bosques calcicolas espafioles. Su aprovechamiento se ajusta a los requerimientos de
un desarrollo sostenible, es uno de los recursos forestales mediterraneos mas rentables y
se localiza principalmente en comarcas de montafia, con pocas alternativas agroforestales
rentables. La conservacion de la produccion trufera en estos bosques es importante si se
quiere fomentar la vinculacion de las poblaciones locales a sus espacios naturales.

Objetivos del proyecto

Se pretende principalmente comprender la influencia de la practica de «pozos» sobre
la produccion trufera y aprovecharlos para estudiar la zona de fructificacién con mayor
detalle.

Mas concretamente:

Objetivo 1. Determinar la influencia sobre la produccion de trufa negra, cuantitativa y
cualitativa, y sobre el desarrollo del hongo de los siguientes tratamientos:

Movimientos de tierra puntuales.

Adicion de materia organica.

Incorporacién de esporas.

Incorporacién microorganismos propios de carpéforos y ectomicorrizas de la especie.

Objetivo 2. Conocer la relacién entre la cantidad de estructuras vegetativas de trufa
negra: micelio extraradical (analisis de acidos nucleicos) y ectomicorrizas y la produccion
de carpéforos.

Objetivo 3. Establecer una escala temporal de sucesos en la zona de suelo cercana
a la fructificacion que incluya: aparicion de primordios, presencia de artréopodos
relacionados con la dispersion de la trufa y dinamica poblacional de las comunidades
fungicas asociadas.

Metodologia de la investigacion

Objetivo 1. Determinar la influencia sobre la produccion de trufa negra, cuantitativa y
cualitativa, y sobre el desarrollo del hongo de los siguientes tratamientos:

Movimientos de tierra puntuales.

Adicién de materia organica.

Incorporacién de esporas.

Incorporacién microorganismos propios de carpéforos y ectomicorrizas de la especie.

Se seleccionaran cuatro plantaciones truferas mayores de nueve afos: dos que se
encuentren en plena produccién, una que posea ectomicorrizas de trufa negra pero que no
haya empezado a producir y otra no productora que ademas haya perdido las micorrizas.
El Equipo Investigador ya se ha puesto en contacto con algunos miembros de la Asociacion
de Truficultores de Teruel (ATRUTER) para asegurar la posibilidad de trabajar sobre sus
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parcelas (ver cartas adjuntas). Sin embargo se dedicaran las primeras semanas de trabajo
del proyecto en terminar con la seleccion de las parcelas y en comprobar la micorrizacién
de los arboles sobre los que se trabajara a lo largo de los tres afios. Para la realizacion de
este analisis preliminar se empleara un método generado recientemente (Sanchez, 2012)
obtenida con el proyecto INIA-PET 2007-13-C07.

Se seleccionaran 30 encinas en cada plantacion, a ser posible que nunca se hayan
practicado pozos sobre ellas.

A esos arboles se les practicaran seis perforaciones de unos 30 cm de diametro y 30
de profundidad con una barrena motorizada. En dos se reincorporara la tierra extraida, en
otros dos se mezclara con uno de los sustratos (dos litros por pozo) que parecen tener
mayor efectividad, realizado a base de restos vegetales compostados, y en otros dos se
mezclara con ese mismo sustrato pero incorporando ademas una mezcla de
microorganismos. Todos los pozos se marcaran debidamente y se taparan con piedras de
las propias plantaciones. Como testigo se colocaran ademas dos montones de piedras en
cada arbol. Estos tratamientos estan pareados porque a uno de cada pareja se le
incorporara polvo de trufa a razén de 30 millones de esporas por pozo (equivalente mas o
menos a tres gramos).

Los microorganismos se inocularan por riego de una suspension de propagulos. Parte
de las tareas de un proyecto de investigacion en el que se encuentra trabajando este
equipo investigador en colaboracion con el equipo del Prof. Domingo Blanco de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza es la obtencién de estos microorganismos,
la cual estara finalizada con anterioridad a la realizacion de los tratamientos. Ya se dispone
de una coleccion de bacterias propias de carpéforos de T. melanosporum (Pseudomonas
spp. principalmente) pero en el tiempo que resta se pretende identificar algun
microorganismo mas que esté significativamente mas presente en la rizosfera de
ectomicorrizas de trufa negra de arboles productores. Tanto esta parte del trabajo, como la
preparacion de los tratamientos a base de microorganismos, incluyendo también analiticas
anuales para comprobar la persistencia de los mismos en los suelos tratados, se
subcontrataran al equipo del Dr. Blanco.

Todos los tratamientos se realizaran durante la primavera del primer afo de
proyecto (2014).

Durante todas las campafias truferas (del 15 de noviembre al 15 de marzo) que
abarque el desarrollo del Proyecto que se solicita, se acompafara a los propietarios de las
plantaciones a recolectar las trufas en las mismas y hacer asi la toma de datos. En principio
la frecuencia de recoleccion es semanal, por lo que un dia a la semana podria hacerse la
toma de datos en una de las 4 parcelas. Debe indicarse que no es habitual que los
recolectores permitan la obtencion de esta informacion sobre sus propias cosechas. La
buena relacion entre el equipo investigador y las diferentes asociaciones de productores
de trufa de Aragén permiten la posibilidad de plantear este tipo de trabajos.

Los datos a tomar, para cada carpoéforo que fructifique en esos arboles, seran: peso,
forma, calidad (mediante un método no destructivo) y donde ha sido localizada (arbol,
tratamiento en el «pozo» o fuera de los «pozos»). El método para medir la calidad in situ
se pondra a punto durante el primer afio, caracterizando trufas de diferentes estados de
madurez con un densitémetro portatil que determina la densidad de los frutos mediante la
transmision de ondas por pequefios golpeos, el cual se empleara en la toma de datos en
campo.

Los efectos de la practica de «pozos» suelen comprobarse dos campanas después de
su realizacion, en nuestro caso la campana 2015-2016. Debe tenerse en cuenta que las
raices deben recolonizar el espacio del «pozo». Sin embargo se espera obtener algin dato
en la campaia 2014-2015. Durante la primera campafa, dada la novedad de este tipo de
toma de datos in situ, se acompanara durante la recoleccion a los truficultores poniendo en
practica la metodologia.

Se realizaran modelos de regresion (programa IBM SPSS v.15) para evaluar la
influencia de las variables de disefio (tratamiento aplicado a los pozos) sobre las variables
dependientes (produccion, peso por carpéforo, calidad, etc.).
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Objetivo 2. Conocer la relacién entre la cantidad de estructuras vegetativas de trufa
negra: micelio extraradical (analisis de acidos nucleicos) y ectomicorrizas y la produccion
de carpéforos.

De las dos parcelas productoras se seleccionara la que posea un mayor rendimiento y
en ella se trabajara sobre otros 14 arboles mas. Se practicaran 6 pozos a cada uno de
ellos, que se rellenaran con el tratamiento que parece, a priori, tener mas posibilidades de
incrementar la produccion trufera y que ademas, es el mas usado por el sector: la mezcla
con sustrato. No se incorporara trufa para no influir en los analisis de ADN. Desde marzo
de 2015 a marzo de 2016, se pretende tomar 6 muestras en los pozos y 6 fuera de ellos
cada mes, con una barrena de 4 cm de diametro por 30 de altura.

Se destinaran a recuentos de ectomicorrizas y a cuantificacion de micelio extraradical
por analisis de acidos nucléicos por PCR a tiempo real. Para este ultimo aspecto se
emplearan los métodos desarrollados por Parladé et al. (2012) para la realizacion de las
extracciones a partir de muestras de suelo y de Sanchez (2012) para hacer las
cuantificaciones. El equipo de PCR a tiempo real que se empleara se encuentra en el
Centro de Investigacion y Experimentacion en Truficultura que la Diputacion Provincial de
Huesca posee en Graus.

Se evaluaran las diferencias entre la concentracién de ADN y de ectomicorrizas en los
pozos y fuera de ellos a lo largo de un afio mediante ANOVA de medidas repetidas.

Ademas se pretende cuantificar expresion génica sexual segun el método Zampieri
et al. (2012) empleando también el equipo de tiempo real.

Todas estas técnicas se pondran a punto con material similar al explicado en este
proyecto en explotaciones truferas que ya empleen esta metodologia de pozos de forma
habitual.

Objetivo 3. Establecer una escala temporal de sucesos en la zona de suelo cercana
a la fructificacion que incluya: aparicion de primordios y presencia de artropodos
relacionados con la dispersion de la trufa y dinamica poblacional de las comunidades
fungicas asociadas.

De nuevo se emplearan seis arboles diferentes con seis pozos cada uno, del modo
detallado en el punto anterior y Unicamente en la parcela mas productora, entre los que se
pretende levantar por completo dos pozos cada mes (marzo de 2015 a marzo de 2016)
para localizar empleando el microscopio estereoscoépico la presencia de primordios de
trufa, o cualquier otra estructura como pupas de insectos como Leiodes cinnamomea o
Helomyza tuberivora. En el caso de los insectos se determinara el estadio de desarrollo
larval en el que se encuentran estas plagas. Para realizar el estudio de las comunidades
fungicas que comparten habitat con la trufa negra en la zona de suelo cercana a la
fructificacion se utilizaran herramientas moleculares DGGE (electroforesis en geles de
gradiente desnaturalizante). Amann et al. 1995; Von Witzingerode et al. 1997). Esta técnica
permite estudiar las variaciones de las poblaciones dominantes de microorganismos
presentes en una muestra (ya sea suelo o material vegetal) a lo largo del tiempo (Muyzer
y col., 1993, Muyzer y Smalla 1998). Esta técnica permite analizar gran cantidad de
muestras tomadas a diferentes intervalos de tiempo durante un largo periodo de tiempo.

La técnica implica la extraccion de ADN, amplificacién mediante PCR con cebadores
especificos de hongos y visualizacion de los productos de PCR en geles de poliacrilamida
en gradiente desnaturalizante (DGGE) tefidos con bromuro de etidio. Los patrones
resultantes nos mostraran la diversidad de la comunidad fungica del suelo. Para ello se
extraera el ADN total desde las muestras de suelo recogidas en este objetivo empleando
el kit FastDNA Spin Kit for Soil (QBioGene, MP Biomedicals LLC, OH, USA) tal y como se
describe en Larena y Melgarejo (2009). Las ADNs extraidos se emplearan como molde
para dos tipos de Nested-PCR (Vazquez 2014), con cebadores especificos para los genes
del 18S RNA ribosémicos de hongos:

1. NSO/EF3 (1.2 ronda de PCR) y NS1/FR1GC (2.2 ronda de PCR).
2. EF4/EF3 (1.2 ronda de PCR) y EF4/NS3GC (2.2 ronda de PCR).
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Los productos de amplificacion posteriormente se analizaran mediante DGGE en un
Equipo DCode Universal Mutation Detection System (BioRad) en las condiciones puestas
a punto en nuestro laboratorio (Vazquez 2014). Se utilizaran geles de poliacrilamida al 6%
(p/v) en tampdn TAE 1x con un gradiente desnaturalizante de urea-formamida de 20-60%,
a 60 °C y 200 V durante dos horas y 30 minutos.

Los patrones resultantes serdan comparados realizando un analisis de segregacion
mediante el Método de agrupacion jerarquica (UPGMA, «unweighted pair-group method»)
(Sneath y Sokal, 1973) a partir de las matrices de similitud obtenidas utilizando el
coeficiente Jaccard. Ademas, se secuenciaran las bandas mas importantes que nos daran
idea acerca de los organismos especificos presentes en esa comunidad.

Plan de trabajo
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SS: Sergio Sanchez; MM: Maria Martin; IL: Inmaculada Larena JB: Juan Barriuso; IC:
Investigador Contratado; AC: Auxiliar de campo Contratado; El: Equipo Investigador.
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