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RESUM: Assaig sobre la tofona negra i el seu cultiu. L autor explica la importancia d’alguns
parametres que considera fonamentals pel cultiu de la tofona negra, els que condicionen la seva
eficacia biologica i, per tant, en limiten la fructificacio. Es proposa algun index de mesura de la
eficacia biologica (fitness) i es discuteix alguna hipotesi sobre la biologia d’aquest fong.

Paraules clau: fitness, plasticitat fenotipica, constriccions, tofona negra, tubericultura, ninxol ecologic.

RESUMEN: Ensayo sobre la trufa negra y su cultivo. El autor explica la importancia de algunos
parametros que considera fundamentales para el cultivo de la trufa negra, aquellos que condicionan su
eficacia biologica y por lo tanto la fructificacion. Propone algin indice para medir la fitness y se
discute alguna hipotesis de la biologia de este hongo.
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SUMMARY: Essay about the black truffle and its cultivation. The author explains the importance
of some parameters that he thinks are key for black truffle cultivation. These determine its fitness, as
well as the ascocarp development. The author makes a proposal on the fitness index, and discusses
some hypothesis about truffle biology.
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INTRODUCCIO

L’aptitud d’una zona per a la produccio de tofones ve determinada per les seves condicions
geografiques, climatiques, geoldgiques, edafiques i biotiques. El canvi climatic modificara sens
dubte la superficie apta per al cultiu (COLINAS ez al., 2007). Aquestes condicions delimiten
constriccions en I’espai en el qual la tofona negra és capag de viure, créixer i reproduir-se.
Configuren doncs, la seva area de distribucio i, essencialment, especifiquen el seu ninxol ecologic,
definit com un hiper-volum n-dimensional, dintre del que la tofona pot mantenir poblacions
viables. La produccié de tofones assoliria un Optim per un conjunt concret de factors que
puntualitzen el ninxol. Serien els valors de maxima eficacia biologica o fitness, entesa com una
mesura de la capacitat de produccié d’espores. S’aporten algunes idees sobre la importancia
d’alguns dels factors, aixi com també, sobre la transcendéncia que pot tenir la fase vegetativa del
fong, gracies a la seva plasticitat fenotipica, entesa com la capacitat per canviar la morfologia i taxa
d’activitat davant a inputs ambientals, durant el comportament de la tofona com a organisme
saprotrofic.

L’existéncia de fenotips haplonts alternatius: hifes, ascospores, xarxes de miceli, estromes i la seva
dinamica i proporcions pot condicionar I’extensi6 del cremat (area on I’herba creix molt poc o
malament, i que revela la preséncia de la tofona negra) de les tofoneres i també el desenvolupament
dels ascomes. L autor ofereix la seva visié del procés no determinista de la formaci6 de tofoneres
naturals, i en la utilitat del cultiu de la tofona, que es pot canalitzar mitjangant plantacions d’arbres
micorizats i técniques agronomiques, com a recurs per reconduir la gran davallada de la produccio
d’aquest fong per sobreexplotacio i males practiques de recol-leccio.
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INDEX DE FITNESS

Degut a la forma geometrica de les tofones podriem valorar la seves fitness, a partir de I’equacié
al-lometrica segiient:

F=4/3 x p x radi°

volum d’una esfera com mesura del nombre d’espores.
O bé d’una el lipsoide:

F=43xpxaxbxc

La segiient relacio i per tofoner donaria una idea del nombre d’espores per pes de tofones (quocient
sense unitats):

F (per tofoner) = V (mitja) / Quilos totals

En els basidiomicets agaricals una mida de fitness seria F =p » 1. L’area d’un cercle seria una
mesura de la superficie del himeni. Per tant, la relacié de fitnees entre una tofona idealment esferica
iun bolet agarical vindria donada per la segiient proporcié:

F (tofona) / F (xampiny6) = 4/3 x r

Per tant, si el radi és el mateix, la tofona produiria 4/3 x r més espores que un basidiomicet agarical.
Evidentment les fitness nos son comparables per molts i diferents motius, perd si que és rellevant
en el sentit de com la forma i la talla poden determinar el funcionament i I’eficacia biologica dels
fongs. Un cop s’esgoten les possibilitats d’incrementar la fitness per increment de la superficie
gracies al replegament de I’himeni, tan sols es pot augmentar la fitness incrementant el volum (un
altre dimensio).

LES TOFONES I ELS SEUS HOSTES

La tofona negra d’hivern forma part d’un sistema simbiotic, en el qual el macrosimbiont, a les
nostres contrades, sol ser I’alzina el roure, el garric o ’avellaner, encara que pot establir simbiosi
amb diverses especies de coniferes i estepes. Els fongs simbiotics conreen els organismes que
capturen (DAWKINS, 2004). Com bé diu el mateix Dawkins la metafora és apropiada tant en els
cas on I'associacio simbiotica és cooperativa, com en aquells on el fong és més explotador. En la
tofona negra la manifestacio del cremat és degut a substancies produides per la tofona per millorar
la interaccio amb el seu hoste, el bescanvi de recursos, per evitar o reduir la competéncia de
propaguls de fongs competidors pero, fonamentalment, per maximitzar la seva propia fitness,
obtenir nitrogen i carbohidrats a partir de les plantes no hostes que sén danyades i eliminades abans
d’iniciar la fase saprofitica.

FACTORS QUE CONFIGUREN EL NINXOL ECOLOGIC

Els dos factors determinants dels de fongs ectomicorizics que hi ha en una parcel-la son, en primer
lloc la comunitat de plantes hostes i, en segon lloc els factors edafics (DAHLBERG, 2001). Des del
punt de vista ecologic podriem assenyalar els segiients grups de factors:

1- Condicions térmiques

2- Condicions hidriques

3- Factors quimics diversos
4-  Factors mecanics

5- Factors biotics
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Per una revisio exhaustiva dels valors dels diferents parametres considerats més importants per el
cultiu de les tofones, vegeu COLINAS et al. (2007).

CONDICIONS TERMIQUES

La temperatura, sens dubte, és un factor critic. Segons algun autor, la temperatura €s un dels
components més determinants del ninxol ecoldogic (HUDSON, 1986). L’amplitud de les
temperatures compatibles amb la vida és estret. Des de pocs graus sota zero i fins uns 50°C, com a
maxim. La tofona no és cap excepcid. Tant la tofona com el seu arbre hoste son organismes
poiquiloterms i la temperatura ambiental és la que ens dona un punt de referéncia sobre I’estat
térmic general d’ambdos organismes (WALTER, 1976). A temperatures per sota de zero graus,
I’aigua, el component majoritari de les tofones, es congela i no es pot donar ni creixement ni
maduracio. El transport de nutrients en fase liquida tipic de les hifes i micelis es col-lapsa i es poden
produir danys irreversibles a les hifes. No hi ha doncs activitat vegetativa. La tofona ¢és un fong
hipogeu i aquesta condici6 el fa més tolerant a las baixes temperatures, sempre que no siguin
extremes i no s’allarguin excessivament en la durada. En canvi les temperatures elevades
provoquen la desnaturalitzacio de les proteines. També en aquest cas la condici6 de fong hipogeu
la fa més soferta. La tofona es un fong mesotérmic o mesofil amb un optim de creixement als
voltants dels 20°C.

CONDICIONS HIDRIQUES

Tant el protoplasma de les tofones (hifes, micelis, ascoma), com el de I’arbre hoste només son
fisiologicament actius quan estan hidratats. La preséncia d’aigua és doncs necessaria al llarg de tot
el cicle vital dels dos simbionts. En general, els fongs sén més tolerants que altres organismes a la
falta d’aigua i una de les funcions de les micorizes és subministrar aquest recurs a [’arbre
(DEACON, 2006). A la bibliografia en relacié amb les necessitats d’aigua per al cultiu de la tofona
negra, es donen les dades de precipitacio insistint en la importancia dels ruixats del mes d’agost.
Pel que fa als arbres hostes i, en particular a les alzines son xerofits esclerofil-les, i que son tipics de
regions amb un eixut estival prolongat. L’esclerofil-lia es considera una adaptacio a regions arides.
En conseqiiéncia alguns autors també es refereixen a la tofona com a fong xerofil i adaptat a
condicions de sequera. Jo prefereixo el terme de xerotolerant com una forma de reflectir el fet de
que la tofona també és simbiont d’arbres no xerofils. En aquest sentit, es podria considerar la
tofona com un geofit fingic. Ja MALENCON (1938) va descriure les possibles transformacions
morfologiques a partir de Pezizals que conduien a les Tuberals basicament a partir de un
replegament de 1’himeni i I’adopci6 d’un habitat subterrani. La formaci6 de replecs de I’himeni ha
permés incrementar la superficie i augmentar la capacitat de produccié d’espores. Finalment la
tofona ha esdevingut esferica, esferoidal o irregularment globulosa. El caracter hipogeu seria
posterior. També el periode relativament llarg de maduraci6 i la elaboracié d’aromes volatils per
afavorir la dispersié zoocora. Un habitat hipogeu pot en efecte protegir I’esporocarp de canvis
ambientals, perod, es donara una millora en I’éxit reproductiu si els mecanismes efectius de dispersio
de les espores també evolucionen. Les preuades xapes (tofones que és formen molt en superficie i
es detecten visualment) dels tofonaires furtius (Fig. 1), assenyalen la condici6 hipogea com una
exaptaci6 en el sentit de Gould (GOULD & VRBA, 1982; GOULD, 2004). La novetat evolutiva es
va donar com a conseqiiéncia d’un canvi en el patrd de desenvolupament d’un fong epigeu
(THIERS, 1984). Aquest fet va suposar una alteracié gradual i recurrent en I’organitzacié del
fenotip sens peérdua d’adaptacié i amb increment de la fitness. En el curs de I’evolucio el
replegament de I’himeni, Iesfericitat de les tofones i la produccio d’aromes volatils van permetre el
conformar noves adaptacions; la de fong hipogeu i la xerotolerancia.

Es més, hi ha autors, com SALLEO & LO GULLO (1990), que consideren que la condicio de
xerofit esclerofil-le, en el cas dels arbres hostes, no té un significat ecologic d’estalvi d’aigua, sin6
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que I’esclerofil-lia mediterrania procedeix d’estructures anatomiques que es van desenvolupar en
especies adaptades a ambients més humits i posteriorment, van colonitzar ambients mes secs, aixo
concorda amb idees expressades per fitogeografs (TERRADAS, 2001). Les tofones ja devien
acompanyar aquestes especies, 1 van colonitzar els nous ambients conjuntament.

FACTORS QUIMICS DIVERSOS I FACTORS MECANICS

Aquests factors venen majoritariament condicionats pel sol, i poden representar una limitacio pel
cultiu de tofones. Per aixo és aconsellable iniciar una plantacié d’arbres micorizats fent abans una
analisi del sol. Tot i aixi, el terreny destinat a fer una plantacio pot ser forga heterogeni respecte a
molts factors. La falta de produccié d’alguns arbres en plantacions pot ser deguda al fenomen de la
no uniformitat. Petites variacions en el ninxol poden determinar les condicions necessaries per
fructificar. Un aspecte a tenir en compte al fer un seguiment d’una plantacié amb técniques
morfologiques i amb sondes d> ADN (PCR), és el fet de que els micelis son molt plastics. La
plasticitat fenotipica entesa com la variabilitat en I’expressio genotipica en resposta a senyals
ambientals (BURNETT, 2003) o a la diversitat manifesta del sol, pot modificar el creixement i
I"adaptacio en diferents punts d’un mateix miceli i, en conseqiiencia, I’extensié del miceli en el sol
no ser uniforme (PARLADE et al., 2007) i el mostreig per extreure ADN pot resultar complicat.
Les estructures reproductores (ascocarp) sén molt menys plastiques (BURNETT, 2003). L ascoma
augmenta per alla on pot fer-ho, amb lo qual la preséncia de DNA de tofona en mostres de sol no
implica necessariament posterior obtencié d’ascomes. En aquest sentit, alts continguts d’argila o de
pedres poden suposar constriccions per la collita de tofones (el desenvolupament del ascoma o no
es possible o bé queda truncat) i no ser-ho pel manteniment de les micorizes de la tofonera. Els
millors sols serien els francs d’estructura grumollosa. Aquest tipus de conformaci6 es podria
considerar com un limit inferior d’un sol pertorbat mecanicament, remogut. Petites alteracions del
sol poden estimular la fructificacid d’algunes espécies de Tuberals, possiblement pel fet que
milloren la disponibilitat d’oxigen (LAWRYNOWICZ, 2001), ho perqué oposen menys resisténcia
a una estructura fructifera en fase de creixement. El fet és especialment notable en Tuber aestivum
(observaci6 personal), en tofoneres silvestres de tofona negra curosament remoguts (Josep Maria
Palomar tofonaire, comunicacié personal) i per Tuber puberulum (LAWRYNOWICZ, 2001).

Un parametre fonamental en el cultiu de tofones és la relacié C/N. Hi ha un canvi en la composicio
en les especies en les comunitats fngiques des dels fongs saprotrofics a fongs micorizics seguint la
dinamica del carboni i del nitrogen, fruit de la descomposicié de la matéria organica. Quan
dominen els saprotrofs, els ratios C/N decreixen en el temps, possiblement degut al consum del
carboni que ¢s utilitzat per la respiracio dels saprotrofs i a la retencié de nitrogen en forma de
biomassa flingica. Amb la presencia de fongs micorizics, el ratios C/N s’incrementa en virtut de la
mobilitzacio i translocacié del nitrogen organic cap a les arrels dels arbres simbionts. Les fonts de
carboni utilitzades provindrien dels fotosintetitzats subministrats per I’arbre hoste. Valors de C/N al
voltant de 10, serien els més adequats per les plantacions d’arbres micorizats amb tofona negra
(FORTUNY & ESTRADA, 1986). L’index C/N seria una mesura de fins a quin punt el carboni i el
nitrogen estan espacialment desacoblats. Una possible ra¢ de I’al-lelopatia de les tofones podria ser
I’intent de recuperar el nitrogen i el carboni emmagatzemat a les plantes no hostes necessari per la
formacio del ascoma. A diferencia del miceli, que pot explorar i captar el nitrogen irregularment
distribuit, ja que t¢ assegurat el subministrament de sucres per I’arbre, I’ascoma, proveit sols d’unes
petites extensions hifals, ha de ser capag de proveir-se dels dos recursos dins 1’entorn immediat. El
miceli de les tofones, al eliminar les plantes no hostes, esmeni el ninxol, no altruisticament pel seu
hoste, sin6 en benefici propi. En aquest sentit es pot pensar amb el que Dawkins anomena el
‘fenotip ampliat’ (DAWKINS, 1999), fent referéncia a tot alld on poden influir els gens per
millorar I’eficacia reproductora del seu portador. Podria tractar-se d’un procés de construccio de
ninxol (HUTCHINSON, 1965; ODLING-SMEE e al., 2003).
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Els fongs estan adaptats per maximitzar la seva propia fitness, i han de regular el seu ratio intern
C/N, el qual té efectes morfogenetics importants, tant en els basidiomicets com en els ascomicets
(WATKINSON, 1999). El procés de desenvolupament de la tofona negra, un cop iniciat, sera
doncs absolutament dependent de factors i senyals externes, i es molt factible que el miceli detecti
un llindar de C/N, o de N, que sigui un altre component desencadenant de la fase saprofitica.

FACTORS BIOTICS I CICLE BIOLOGIC

Les tofones participen en un continu procés de coevolucid, en el qual intervenen per una part la
interaccié hoste-tofona (mutualisme simbiotic), una fase de vida lliure (fase saprotrofa) i dos
processos de mutualisme no simbiotic lligats als vectors de dispersio tant d’espores com de llavors:
rosegadors, altres mamifers, diversos invertebrats, dispersant espores i ocells com el gaig, el tud i
alguns mamifers disseminant les llavors dels arbres hostes. Aquests organismes aporten funcions i
serveis als ecosistemes tofoners i representen part de la biodiversitat estructural necessaria pel seu
funcionament. Avui en dia és for¢a preocupant el factor huma, que intervé en la dinamica de les
tofones, fent una clara sobreexplotacié del recurs. Les demandes del mercat i els guanys a curt
termini determinen la pressid sobre tofones i tofoneres. Les espores no retornen als ecosistemes
tofoners explotats. El banc de propaguls de fongs micorizics dels territoris tofoners queda empobrit
en espores de tofones. En conseqiiencia, es produeix un clar fenomen de dilucio. La davallada en la
formaci6 de noves tofoneres ¢és preocupant. També ho és la produccio de les tofoneres actuals. Una
dada: en 20 anys, el nombre de tofoneres al Lluganés, Osona i Bergueda s’han reduit en un 80%.

El cicle biologic de la tofona comenga amb la descomposicio de I’ascoma i alliberament d’espores.
Alternativament o simultaniament les espores son dispersades per diversos ens, que es mengen
I’ascoma, i les dipositen després amb els excrements. En condicions adequades i en presencia d’un
hoste adient, les espores germinen i colonitzen les arrels. Hi ha colonitzacions secundaries, per
creixement i formacié de glomeruls, es formen xarxes tridimensionals que poden ser continuament
remodelades en resposta a senyals ambientals, interaccio amb altres fongs i invertebrats micofags.
Es donen cicles anuals de destruccid i reconstruccio de les xarxes, es poden formar estromes.
Progressivament, hi ha increment de biomassa fingica, amb produccié de metabolits secundaris
al-lelopatics, que afecten a les plantes no hostes que acaben essent eliminades.

La descomposicié d’aquests vegetals modifica progressivament el ninxol, amb aportacions de
nutrients, pero especialment compostos de carboni i nitrogen, que afavoreixen una existéncia de
tipus saprotrofic. Finalment hi ha encreuament de tal-lus compatibles (RICCIONI et al., 2008) i
posterior fructificacio. Els cicles biologics no son senzillament cicles reproductius, ni son
fotografies, son processos dinamics, en els quals hi ha una dimensi6 temporal important. No es
tracta de cicles tancats. Les meiospores produides son els ponts que connecten les diferents
generacions. La sobreexplotacio de les tofoneres estronquen la continuitat entre generacions i aixo
fa que els efectius de tofona negra s’acostin al llindar del col-lapse.

PLASTICITAT EN EL DESENVOLUPAMENT DE LA TOFONA NEGRA.
MODULARITAT. FENOTIPS ALTERNATIUS.

La simbiosi és pot definir com la convivencia intima de dos o més organismes de diferents
especies, anomenats simbionts. Les tofones formen un tipus especial de simbiosis mutualista
anomenada ectomicoriza. Lynn Margulis fa referéncia a la simbiosi hereditaria en la qual els
organismes que hi participen estan obligats a mantenir-se junts durant tot el seu cicle biologic, i
utilitza el terme de simbiogenesi aplicat al mecanisme evolutiu que explicaria 1’aparici6 de noves
especies, nous teixits 1 nous oOrgans quan la simbiosi esdevé permanent (MARGULIS, 2003 i
2006). L’aparici6 de la cél-lula eucariota, segons Margulis, seria un cas de simbiogénesi. El
mecanisme de la simbiogénesi implica doncs un procés d’integracié de moduls funcionals. El
concepte de modularitat, pero, és deu a Needham (NEEDHAM, 1933) i serveix per descriure la
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semiindependéncia i dissociabilitat de processos fisiologics, metabolics, de diferenciacio i de
creixement. Els moduls son subunitats del fenotip determinats per interruptors o punts de decisio
que organitzen el desenvolupament (WEST-EBERHARD, 1989 i 1996). Aquest punts de decisio
(‘switch points’) determinen I’habilitat per produir diferents fenotips independents, que son
sotmesos a desiguals pressions de seleccio. La modularitat contribueix doncs a la plasticitat
fenotipica perqué un gran nombre de moduls poden respondre individualment davant de
I’heterogeneitat ambiental. La versatilitat eco-nutricional d’alguns fongs en seria una conseqii¢ncia.
Per exemple, els fongs hemibiotrofics del génere Taphrina creixen entre les cel-lules de fulles de
plantes com a parasits, un cop la fulla esta necrosada viuen com necrofags i, finalment ¢s tornen
saprotrofics (COOKE & WHIPPS, 1980). Per Tuber melanosporum s’ha suggerit un
comportament parasit de plantes herbacies (PLATTNER et al., 1995). L’autor també ho ha
observat (Fig. 2, desembre 2008): no és forma cap cremat i sols es desenvolupa un ascocarp.

Els fongs s6n organismes modulars, de creixement repetitiu. En cada miceli individual s’hi poden
trobar regions en diferents estadis de desenvolupament (ANDREWS, 1995). La morfogenesi
també presenta caracteristiques modulars, ja que diferents processos, anomenats subrutines, es
poden reconéixer (al menys, formacié del primordi, desenvolupament i maduracié) (MOORE,
1998). Les morfologies de bolets teratologics en cultius de basidiomicets saprotrofics comestibles
son el resultat del truncament d’algunes de les subrutines, degudes basicament a pertorbacions
ambientals. El primordi de la tofona t¢ ’aspecte d’una petita ciipula i és un mintscul apoteci. Es el
comencament de la fase saprotrofica i no hi ha cap xarxa de miceli que connecti tofona negra i
planta hoste (RICARD, 2003). Segons Ricard el desenvolupament i maduracio de la tofona negra
és autonom. Aquest fet és rellevant i contrasta amb els basidiomicets saprotrofics i fongs simbionts,
on el miceli vegetatiu continua creixent per donar suport al desenvolupament de I’esporocarp. En
una tofonera els fenotips alternatius serien: ascospores, hifes, xarxes de miceli, micorizes,
glomeruls i estromes. Els ascomicets es caracteritzen per tenir un cicle biologic haplo-diplode on la
fase haploide predomina tant en temps com a I’espai. La diploidia resta confinada al zigot, i ¢s
seguida per una meiosi. Els fenotips alternatius serien diferents opcions (fenotips haplonts) de la
fase haploide. En general els fenotips alternatius representen diferents opcions, donada una
determinada conformacié ambiental, que son funcionalment independents un dels altres; és troben
en el mateix estadi del cicle biologic i no sén simultaniament expressats per un mateix individu.
(WEST-EBERHARD, 1986). A cada tofonera coexistirien els fenotips alternatius en distintes
proporcions. Probablement part de la variancia fenotipica sigui deguda a variancia genctica
(FALCONER, 1980).

Els fenotips alternatius poden explicar perque la quantitat de micorizes no té que estar relacionada
necessariament amb 1’obtenci6 de tofones. L’abséncia de correspondencia entre la produccié de
tofones i ’abundancia de micorizes ha estat apuntada (BACIARELLI-FALLINI ez al., 2006). Els
fenotips alternatius son opcions funcionalment valides, en un context determinat del ninxol, per
assolir la fase reproductora. El que si que cal és que hi hagi tal-lus compatibles (RICCIONE et al.,
2008). En fase simbiotica la tofona ha d’ésser capa¢ de dur a terme un retorn de serveis al seu
hoste, com a moneda de canvi, pels recursos de carbd que n’obté. Les simbiosis micoriziques son,
des de el punt de vista evolutiu, inestables, i les relacions filogenétiques entre alguns saprofits i
simbionts aixi ho demostren (HIBBETT ez al., 2000). Les implicacions semblen evidents: la tofona
ha de ser capag d’explorar i capturar recursos discontinuament dispersats, tant en I’espai com en el
temps. Els micelis son sistemes versatils de tubs connectats que poden explorar ambients
heterogenis, en els quals 1’energia es molt variable (RAYNER et al., 1999). Les xarxes son
modulades i estructurades continuament en resposta a I’heterogeneitat del sol, la dispersio dels
recursos i degut a diferents senyals ambientals, tan biotiques com abiotiques. Aixo te lloc gracies al
que denominem plasticitat fenotipica, entesa com la variabilitat en I’expressié genotipica en
resposta a diferents senyals ambientals (STEARNS, 1989; BURNETT, 2003). La modularitat
incrementa la plasticitat fenotipica (RAY, 1990). Gracies a la plasticitat, els micelis poden disposar
d’un ventall de configuracions de xarxes especifiques adaptades a diferents necessitats de



