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Terfezia claveryi Chatin

Ascomicete hipogeo comestible que habita en zonas aridas (< 250 mm) y semiaridas (<350 mm)

Recurso natural de la Region de Murcia (Esteve-Selma et al. 2003)

Forma ectendomicorriza con especies de Helianthemum (arbustos lefosos, Cistaceas)

Primera trufa del desierto cultivada (1999, Murcia) (Morte et al. 2008)
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1. Mejora de la nutricion de la planta

Helianthemum almeriense x Terfezia claveryi

Estrés hidrico: Wsoil -0.5 MPa durante 3 semanas

%P %K %Na

tallo raiz tallo raiz tallo raiz
Regadas control 0,67a 1,71a 0,07a 0,12a

T.claveryi 0,83b 2,27b 0,04a 0,122

Estresadas control 0,71a 159a 0,05a 0,122

T.claveryi 0,92b 2,46b 0,06a 0,14a

Valores en la misma columna, seguidos por la misma letra, no son significativamente diferentes (p<0,05) segun test de Duncan

Morte et al. (2000) Mycorrhiza 10 (3): 115-119



1. I\/Iejora de la nutricion de la planta Helianthemum almeriense x Terfezia claveryi

ug/mm?

Estrés hidrico: ¥soil -0.5 MPa durante 3 semanas

HEIETS EXp. b 4 Transpiracion 0.

(MPa) (mmolxm=2xs?) (mmolxm=2xs?t) (umolxm-2xs?t) (g/planta)
Regadas control 144,23 b 8,51 Db 2,61 = 0,48

T.claveryi 164,66 d 13,10 c 4,31 £ 0,66
Estresadas control 78,67 a 479 a 1,02 = 0,24
T.claveryi 114,15 c 9,01 b 3,01 £ 0,54

Valores en la misma columna, seguidos por la misma letra, no son significativamente diferentes (p<0,05) segun test de Duncan
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Water b Mycorrhizal plants A Js W.U.E.
Treatment soil (KPa) (Hmol m=2s-1) (mmol m=?s7) (umol CO,
mol-1H,0)
Initial -37.5 Well-watered 10.0 = 0.9 434.2 = 28.4 23.1 1.8
Stress -110 Drought-stressed 6.8 = 0.3 172.1 £ 17.0 39.6 £ 2.8
Final stress -40 Well-watered 3.4 0.3 152.3 £ 12.1 222+ 1.9
-137.5 Drought-stressed 29+ 0.3 103.2 £ 11.6 28.5 * 3.2
Recovery -9 Well-watered 2.7 0.3 119.2 £ 9.3 229 £ 2.0
-10 Drought-stressed 3.3%x0.3 128.3 £ 12.2 254 x 2.4

7

La eficiencia en el uso del agua de las plantas
micorrizadas aumentd en condiciones de sequia
en campo

Morte et al. (2010) Symbiosis 52: 133-139




Supervivencia, tras un afio de plantacion, y colonizacion micorricica al final del experimento

en campo

Tratamiento Supervivencia Micorrizacion(%)

Plantas no-micorrizadas, regadas -

. , 0
Plantas no-micorrizadas, con estrés
Plantas micorrizadas, regadas 47.7x 29 a
: . , 90 = 9
Plantas micorrizadas, con estrées

Different letters mean significant differences (P<0.001) by a Chi-square analysis. Percentage = confidence interval at 95%

Morte et al. (2010) Symbiosis 52: 133-139



Ectendomicorriza continuum

Mycorrhiza 13: 299-307 (2003)
Mycorrhiza 22: 565-575 (2012)
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2. Modificaciones anatomicas de las raices

Colonizacion Intracelular Intra+ Inter Intercelular
(%) (%) (%) (%)

Tratamiento

Riego 345+37a 150*x49a 515*+6.8a 33.5*6.4a

Sequia 543+55p 53.5+7.5b 347+72b 11.8+4.8b

Los datos se sometieron al analisis Chi-cuadrado. Una letra diferente en las columnas significa diferencias significativas
(P<0,001) segun la correccion de Bonferroni. Los valores son el porcentaje = intervalo de confianza al 95%.

En sequia, la colonizacion es mayor y mas intracelular

Navarro-Rodenas et al. (2013) Molecular Plant-Microbe Interactions 26(9):1068-1078



3. Permeabilidad de las membranas al agua Acuaporinas

Expresion del gen de acuaporina del hongo TcAQP1 . Smallnestal soes
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Navarro-Rodenas et al. (2012) Molecular Plant-Microbe Interactions 25(2): 259-266



3. Permeabilidad de las membranas al agua

Los micelios de T. claveryi y P. lefebvrei crecieron mejor con estrés hidrico moderado

Potencial Tasa de crecimiento (um/dia)
hidrico (MPa)
Terfezia claveryi Picoa lefebvrei
-0.16 174 *+ 26 389 = 89
210 + 18 526 *x 46
186 + 21 568 = 78
-1.07 153 + 25 415 *+ 34
-1.52 135 10x5
-1.68 10 £ 3 18 5
-1.96 46 x 27 10X£6

Navarro-Rodenas et al. (2011) Mycorrhiza 21: 247-253



3. Permeabilidad de las membranas al agua

La expresion de la acuaporina del hongo es regulada por la fotosintesis de la planta simbionte,
aumentando la expresion conforme la fotosintesis disminuye,
pero unicamente en plantas sometidas a estrés hidrico.

hoja raiz
HaTIP1.1 HaPIP1.1 HaPIP1.2 HaPIP2.1 HaPIP2.2 | HaTIP1.1 HaPIP1.1 HaPIP1.2 HaPIP2.1 HaPIP2.2 TcAQP1
Drought-Stress Non-Mycorrhizal
A -0.983* -0.692 -0.108 -0.888* -0.617 -0.935* -0.385 0.478 0.250 0.199
g, -0.968” -0.946* -0.233 0.573 -0.760 -0.953* -0.716 0.555 0.387 0.103
Drought-Stress Mycorrhizal
A -0.024 0.327 0.119 -0.128 0.100 -0.792 0566  0-8917 0.548 0.846
g.  -0.164 0.643 0.024 0270  -0.116 0.922¢ 0732 992" 9475 0.776 -0.755
Well-Watered Non-Mycorrhizal
A -0.471 -0.327 0.355 0.157 0.527 -0.420 -0.571 -0.901* -0.226 _0.882*
g. -0.688 0.473 0.466 0.218 0.601 -0.781 0.116 -0.666 -0.422 -0.826
Well-Watered Mycorrhizal
A 0.259 0.403 0.491 0.024 0.536 0.247 0.563 -0.247 -0.503 -0.250 -0.863
Je 0.517 0.677 0.655 0.988MS 0.681 0.098 0.497 -0.381 -0.550 -0.358 -0.866

Pearson’s coefficients * P>0.05 ** P>0.01

Navarro-Rdédenas et al. (2013) Molecular Plant-Microbe Interactions 26(9):1068-1078



La combinacion de una colonizacion intracelular junto con una expresion de TcAQP1,
producen una adaptacion morfo-fisiologica a las condiciones semiaridas

Navarro-Rdédenas et al. (2013) Molecular Plant-Microbe Interactions 26(9):1068-1078






Produccion de turmas

Plantacidon en Lorca: 1999
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Produccién annual (kg/ha)

1200 1

1000
Produccion media acumulada

800 (kg/ha/afo)

600

(kg/ha)

400

200

g
N

>
¥y
N

B Afios produccion baja B arios produccion alta

Andrino et al. (2019) Agronomy for Sustainable Development 39: 51



PARAMETROS AGROCLIMATICOS

Estaciones metereoldgicas:
Estatal: Zarcilla de Ramos, 15 km de plantacion (LO41, http://siam.imida.es) o = '
Local: a MiniMet automatic weather station (Skye Instruments, Wales, UK)

Datos agroclimaticos diarios de 10 parametros:
B Evapotranspiracion (ETO, FAO, mm),
Punto de rocio (°C)

Temperatura media, (°C)

Horas bajo 0°C

Humedad relativa media (%),
Precipitacion (mm)

Déficit de presion de vapor (VPD, kPa)
Indice de aridez: P/ETO

Potencial hidrico de suelo European Drought Observatory
0. Anomalia potencial hidrico de suelo (sd) &= (http://edo.jrc.ec.europa.eu)

1
2
3
4,
—> 1 s
6
7
8
9,
1

Cada parametro agroclimatico se recalculé para periodos de 10 dias, lo que proporciond 36 datos (3 x 12)
por parametro y ano.

Andrino et al. (2019) Agronomy for Sustainable Development 39: 51



Heatmap que agrupa las correlaciones significativas (P<0,05) positivas y negativas de Pearson entre los
parametros agroclimaticos y la cosecha de trufas en periodos de diez dias

Coeficientes de correlacion de Pearson (P<0,05):

Ocho de diez parametros mostraron correlaciones (1) 35213055
significativas de Pearson con la produccién de T. claveryi O0and 0.5
] 0.5and 1
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Andrino et al. (2019) Agronomy for Sustainable Development 39: 51
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Propuesta de riego

Basado en el indice de aridez (AI=P/ETO)

Irrigation
_ Al Required e
Periods
threshold water*
(mm)
Sep21-30 36.7 1.2 0.033 0.35 12.85 11.65
* = X
Oct01-10 31.1 2.2 0.0708 0.35 10.89 8.60 RW Alt ETO
k] - —
Oct11-20 28.8 1.5 0.0503 0.35 10.08 8.58 |=RW-P
Oct21-30 295 2.0 0.0662 0.35 10.33 8.33
Nov01-10 22.3 1.2 0.0538 0.35 7.81 6.61
Mar21-30 31.2 7.0 0.2238 0.50 15.60 8.6
Apr01-10 35.4 4.3 0.1223 0.50 17.70 13.40
Aprll-20 33.8 6.7 0.1969 0.50 16.90 10.2
Apr21-30 48.1 9.5 0.1963 0.50 24.05 15.05
May01-10 34.1 11.9 0.3496 0.50 17.05 5.15
Total 47.5 143.26 96.17

Andrino et al. (2019) Agronomy for Sustainable Development 39: 51



Produccion de turmas de T. claveryi en plantacion de 4 afios, con riegos basados en indice de
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Bacterias del suelo
qgue afectan a plantas micorrizadas con trufa del desierto en zonas semiaridas

Environ. Exp. Bot. 207,105228 (2023)




Ascocarpos de Terfezia claveryi Plantas micorrizadas

Semillas Helianthemum almeriense
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Plantas micorrizadas H.almeriense Morte et al. (2009) Springer



Aislamiento de bacterias beneficiosas

suelo gl Bt 45 cepas
raices |
peridio

Navarro-Rodenas et al. (2016) Mycorrhiza 26:769-779



Plantas micorrizadas

Aislamiento de bacterias beneficiosas

18 cepas

40%
PGPR

Solubilizacion de fosforo
Produccion de auxinas
Produccion de sideroforos
ACC desaminasa

Navarro-Rodenas et al. (2016) Mycorrhiza 26:769-779



Las bacterias aumentaron las tasas de supervivencia y la micorrizacion,
redujeron el tiempo de produccién y aumentaron la calidad de la planta

, 4 semanas 12 semanas
~ Surpervivencia ] :
f P Raiz / tallo Mic (%)
‘ (%)
A=t Control 44+3 1.50%£0.10 33+9
Pseudomonas
lUOreSCens 5 624 3.39+0.04** ET
15 1842 2.37+£007* 3249
Pseudomonas 4944 1.60-40.10 @
mandelii 29 — T MHB
43 52+4 4.1640.03*** 574 Qee
5+7 94 £ 5*** 2.53%+0.05* 4949e
*P<0.05, ** P<0.01,*** P<0.001, level of 3447 53%+4 2.42=x0.07* 60+0.9e
significance with respect to the non-bacterial
control according to Dunnett’s test;
¢P<0.05, ¢¢ P<0.01,00¢ P<0.001, level of °
significance with respect to the no(re\-I(:ac?terial 15+40 985 1.83+£0.04 68+9
control according to Chi-square test.
43+21 63x4** 2.10%+0.10 24%8

Navarro-Rodenas et al. (2016) Mycorrhiza 26:769-779



Terfezia claveryi

IN VIVO IN VITRO
Helianthemum
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¢Qué efecto tiene MHB en las plantas micorrizadas en condiciones de sequia?

80 plantas micorrizadas Helianthemum almeriense con Terfezia claveryi

e e L) S WD W W B

40 plants . s == ===s=seas .40 plants ===
seegtR WD e s ~J'ego W)= =
4300 -120KkPa) - = S=as ~ (10a-30kPa) = Pseudomonas mandelii #29
e S — mycorrhizal helper bacterium
(MHB) y solubilizadora P

WW4+B: regadas + inoculadas con P. mandelii #29
WW-B: regadas sin bacteria

WD+B: sequia + inoculadas con P. mandelii #29
WD-B: sequia sin bacteria

Guranizo et al. (2023) Environmental and Experimental Botany 207, 105228



Guarnizo et al. (2023) Environ. Exp. Bot. 207, 105228
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Figure 1. Root colonization (%) in H. almeriense plants inoculated (B) or not (-B) with the MHB P. mandelii #29 and submitted to two water regimes (well-
watered or water-deficit). Bars represent the means + SE (n=6). Different letters on the bars indicate significant differences (P < 0.05) based on multiple
comparisons (Tukey’s HSD test) in ANOVA. P-values of the two-way ANOVA of water (W), bacteria (B) and their interactions (W x N) are indicated. *P < 0.05;
**P<0.01; ***P < 0.001; ns, not significant.



Plant biomass and leaf morphology in H. almeriense plants inoculated (B) or not (-B) with the MHB P. mandelii #29 and submitted to
two water regimes (well-watered or water-deficit). Mean values are represented * standard error. Different letters indicate
significant differences (P < 0.05) based on multiple comparisons (Tukey’s HSD test) in ANOVA. P-values of the two-way ANOVA of
water (W), bacteria (B) and their interactions (W x B) are indicated. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ns, not significant.

dlzr():::igﬁn(tg) vi?;i?& dry igfgogt ©® R/Sratic LMA (gm”)  SPAD
WW+B 2.26 +0.28a 0.72+0.01a  1.43 +0.14ab £70.63£0.050 \ 129+37a /7 19310.7a
WW-B 2.55 +0.15a 0.86 +0.12a 1.58 £0.26a | 0.43+0.07c 95+19a | 15.8+3.1ab
WD+B 1.01 £0.14b 0.53+0.15a  0.48+0.07c | 1.17+0.16a 96 +10a | 17.6+0.6a
WD-B 1.49 +£0.15b 0.68+0.08a  0.94 +0.09bc \0.83+0.08ab_/ 120+18a \_11.3+2.1b J
Bacteria (B) N.S N.S * * N.S ok
Water Regime (W) kK N.S ok ok N.S N.S
BXW N.S N.S N.S N.S N.S N.S

Guarnizo et al. (2023) Environ. Exp. Bot. 207, 105228



Guarnizo et al. (2023) Environ. Exp. Bot. 207, 105228
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P07 B ween BX W
- . @ La conductividad hidraulica
T S p . . ’
c | ) de la raiz (Lpr) disminuyo
5 bajo estrés por sequia,
g X pero esta reduccion fue
= ‘ parcialmente mitigada por
- la bacteria MHB

0.0

WWwW WD
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Measures of whole-root hydraulic conductivity (Lpr) (A) ) in mycorrhizal plants H. almeriense inoculated (B) or not (-B) with the MHB P. mandelii #29 and
submitted to two water regimes (well-watered or water-deficit). Bars represent the means + SE (n=10). Different letters on the bars indicate significant
differences (P < 0.05) based on multiple comparisons (Tukey’s HSD test) in ANOVA. P-values of the two-way ANOVA of water (W), bacteria (B) and their

interactions (W x N) are indicated. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001; ns, not significant.

Guarnizo et al. (2023) Environ. Exp. Bot. 207, 105228
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SA and ABA concentrations in root in mycorrhizal plants H. almeriense inoculated (B) or not (-B) with the MHB P. mandelii #29 and submitted to two water regimes (well-watered or water-
deficit). Bars represent the means + SE (n=6). Different letters on the bars indicate significant differences (P < 0.05) based on multiple comparisons (Tukey’s HSD test) in ANOVA. P-values of
the two-way ANOVA of water (W), bacteria (B) and their interactions (W x N) are indicated. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ns, not significant.

» La aplicacién de P. mandelii #29 podria tener beneficios para el cultivo de la trufa del
desierto, no sélo en la produccion de plantas micorrizadas en invernadero sino también en
el campo, ya que durante las estaciones secas podria ayudar a la planta a mantener su
vigor sin perder su capacidad de formar micorrizas, siendo incluso mas importante ante un
escenario de cambio climatico en el que la sequia se hace mas intensa.

Guarnizo et al. (2023) Environ. Exp. Bot. 207, 105228
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