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Fertilizacion y micorrizacién con Tuber spp. en quercineas Rinaudo, Maria

Efectos de la fertilizacion en la micorrizacién con Tuber spp. y en la
calidad de planta de distintas quercineas: comparacion entre
fertilizantes organicos y convencionales

Resumen
La revegetacion es una practica clave en la restauracion de ecosistemas. Maximizar la

calidad de planta producida en vivero incrementa su éxito en las revegetaciones. La
calidad de planta se puede optimizar especialmente con fertilizacion, pero también
mediante micorrizacion. Ademas, la micorrizacion con Tuber spp. aportaria incentivos
econdmicos. Es necesario definir estrategias que permitan utilizar ambas técnicas
simultaneamente. La fuente de nitrogeno (N) utilizada en la fertilizacion podria facilitar
la compatibilizacion de ambas técnicas. EI N organico, por su menor coste metabdlico y
su aporte extra de carbono, podria favorecer tanto a la planta como a la micorriza,
reduciendo los impactos negativos del N inorgénico. Se desarrollé un experimento
factorial completo con dos especies arboreas (Quercus faginea y Q. ilex), tres tipos de
indculo (sin inoculo e inoculadas con Tuber melanosporum o T. aestivum) y tres
fertilizantes segun la fuente de N (sin fertilizante, fertilizante con N orgéanico y con N
inorganico o convencional). Se midieron parametros morfofisiol6gicos en la planta
durante el cultivo y al final del primer afio de crecimiento, asi como el nivel de
micorrizacion y la evolucion de caracteristicas del sustrato del cultivo. En ambas
quercineas, el N organico promovi6 el desarrollo morfofisiolégico de las plantas al
mismo nivel que el N inorgénico, por lo que el fertilizante con N orgénico es una
alternativa viable en los programas de fertilizacion. Las quercineas mostraron una
respuesta similar a las fuentes de N, siendo las diferencias ligeramente méas acusadas en
Q. faginea. Aungue no se encontrd micorrizacion, si que se detectaron indicios y su
ausencia se atribuyo al corto periodo de tiempo del experimento mas que a efectos
inhibitorios del fertilizante. Los resultados sugieren que emplear fertilizantes en plantas
micorrizadas podria aumentar la calidad de planta sin reducir el nivel de micorrizacion,

especialmente si el fertilizante es N orgénico.

Palabras clave: nitrégeno inorganico, nitrogeno organico, Quercus faginea, Quercus

ilex, Tuber aestivum, Tuber melanosporum.
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Fertilization effects on mycorrhization with Tuber spp. and on plant
quality of different quercines: comparison between organic and

conventional fertilizers

Abstract

Revegetation is a key practice in ecosystem restoration. Maximizing plant quality in the
nursery increases its success after planting in the field. Plant quality can be optimized
especially by fertilization but also by mycorrhization. Furthermore, mycorrhization with
Tuber spp. would provide financial incentives. It is necessary to define protocols that
allow to use both techniques simultaneously. The nitrogen (N) source used in the
fertilizer could facilitate the compatibility of both techniques. Organic N due to lower
metabolic cost and extra carbon supply would maximize both plant quality and
micorrhizal colonization minimizing the negative impacts of inorganic N. A complete
factorial experiment was developed with two tree species (Quercus faginea and Q. ilex),
three types of inoculum (without inoculum and inoculated with Tuber melanosporum or
T. aestivum) and three fertilizers according to the N source (without fertilizer, fertilizer
with organic N and with inorganic N or conventional). Morphophysiological parameters
were measured in the plant during cultivation and at the end of the first year of growth,
as well as the level of mycorrhization and the evolution of characteristics of the
substrate. In both quercines, organic N promoted the seedlings morphophysiological
development at the same level as inorganic N, yet fertilizer with organic N is a viable
alternative in fertilization programs. Quercines had similar response to N sources, being
the differences to N forms slightly bigger in Q. faginea. Furthermore, although
mycorrhization was not found, signs were detected and its absence was attributed to the
short period of the experiment rather than to inhibitory effects of the fertilizer. The
results suggest that using fertilizers on mycorrhized plants could increase plant quality
without reducing the level of mycorrhization, especially if the used fertilizer is based on

organic N.

Key words: Inorganic nitrogen, organic nitrogen, Quercus faginea, Quercus ilex, Tuber

aestivum, Tuber melanosporum.
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Introduccién

La restauracion de ecosistemas forestales es una de las mayores prioridades ambientales
actuales a nivel mundial. Tras la descontaminacion del medio o el acondicionamiento
geomorfoldgico, en caso de ser necesarios, la revegetacion culmina la restauracion
ecoldgica siendo, por tanto, una de las practicas mas empleadas (Vargas Rios 2011), y
jugando un papel esencial para el éxito de la restauracion (Stanturf et al. 2014). La
restauracion y, en concreto, la revegetacion, aportan numerosos servicios ecosistémicos,
tanto ecologicos (fijacion del suelo, retencién de nutrientes, habitat y alimento para
otras especies, etc.) como econdmicos (aprovechamiento maderero, alimenticio,
recreativo, etc.) (Rey Benayas et al. 2009; Cortina et al. 2011). Sin embargo, los
ecosistemas mediterraneos estan especialmente limitados por su xericidad estival, con
altas temperaturas y bajas precipitaciones lo que, generalmente, conlleva una alta tasa
de mortalidad en las revegetaciones (Cortina et al. 2004). Ademas, esta xericidad se
vera incrementada paulatinamente en toda la region mediterranea a causa de los efectos
del cambio climatico (Lionello et al. 2006; Giorgi and Lionello 2008). Maximizar la
calidad de planta incrementa el éxito de las revegetaciones, ya que favorece el
establecimiento, crecimiento, desarrollo y supervivencia de las plantas en el campo y
aumenta su capacidad de tolerar distintos factores de estrés (Villar-Salvador et al. 2012,
2015; Grossnickle 2018; Grossnickle and MacDonald 2018a). Por ello, para aumentar el
éxito de las revegetaciones, en especial en el contexto de cambio climatico, es clave

optimizar la calidad de planta producida en vivero.

La micorrizacién de las plantas en vivero con especies de hongo concretas esta
cobrando mayor importancia en la actualidad, ya que varios estudios demuestran la
mayor supervivencia de plantas micorrizadas tras el primer afio de plantacion (Bonet
etal., 2006; Dominguez Nufez etal., 2008; Dominguez Nufiez etal., 2009). La
micorriza favoreceria a la planta adquiriendo recursos del suelo y transfiriéndoselos a la
planta, aumentando el volumen de suelo explorado. De hecho, en campo se ha
encontrado que ciertas especies de micorrizas reducen el estrés hidrico estival y
favorecen la absorcion de nutrientes limitantes como fosforo y nitrogeno (Bonet et al.,
2006; Dominguez Nuriez et al., 2008; Dominguez Nufiez et al., 2009). Sin embargo, la
micorriza exige un alto requerimiento de carbono (C) a la planta, especialmente en los

primeros meses tras la inoculacién, sin aportar beneficio a cambio durante la
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colonizacion, hasta no ser completamente funcional y establecerse la micorrizacion
efectiva (Le Tacon et al. 2013). Si bien la micorrizacion favorece el desarrollo de las
plantas en vivero y la supervivencia en plantaciones forestales (Bonet et al., 2006;
Dominguez Nufez etal., 2008; Dominguez Nufiez etal., 2009), el efecto de la
fertilizacion de la planta en vivero es comparativamente mas beneficioso que la
micorrizacion o la nodulacion con bacterias fijadoras de N (Villar-Salvador et al. 2008;
Garcia-Barreda et al. 2017). Por otro lado, la fertilizacién puede alterar las condiciones
del sustrato, como pH vy salinidad, excediendo los niveles de tolerancia del hongo
concreto usado en la inoculacién y, por tanto, inhibir el proceso de micorrizacion (Diaz
et al. 2009; Idol and Diarra 2016). Por ello, las plantas micorrizadas rara vez se
fertilizan, lo que reduce la calidad de planta. En cambio, la fertilizacion favorece el
desarrollo de maquinaria fotosintética en la planta (Warren et al. 2000; Chen et al. 2016)
Yy, por tanto, una mayor capacidad de produccién de carbohidratos que podria aliviar el
gasto extra de C destinado a la micorriza en los primeros momentos de su desarrollo y
maximizar su desarrollo posterior, aumentando la calidad de la micorrizacion (Le Tacon
et al. 2013). Con el fin de maximizar la calidad de planta sin perjudicar el desarrollo de

la micorriza, es critico conciliar ambas técnicas.

Para la micorrizacion se puede utilizar un gran nimero de especies de hongos.
Algunas especies de micorrizas forman fructificaciones comestibles, como las trufas
pertenecientes al género Tuber, lo que les dota de un valor econémico afiadido
(Zambonelli et al. 2016). En las Gltimas décadas, como consecuencia del interés social,
las plantaciones con plantas micorrizadas con trufa se han extendido por todo el mundo,
lo que ha diversificado los cultivos y los ingresos para los agricultores locales (Bonet
etal., 2006; Reyna y Garcia-Barreda, 2008; Samils et al., 2008). Las plantaciones de
trufas ayudan a transformar los paisajes agricolas en productivos ecosistemas
agroforestales con alto valor agregado, proporcionando ayuda a regiones propensas a
incendios y aumentando la biodiversidad en comparacion con la agricultura intensiva
(Therville et al. 2013). Esta forma de agroforesteria también ayuda a mitigar el cambio
climatico a través del secuestro de carbono y otros servicios ecosistémicos, como la
mejora de la calidad del agua y del suelo (Chen et al. 2016). Al ser unos recursos
naturales tan Unicos e importantes, la micorrizacién con trufa merece ser estudiada con
el fin de aumentar la calidad de planta en las revegetaciones y para aportar un incentivo

econdémico en la produccion local.



Fertilizacion y micorrizacién con Tuber spp. en quercineas Rinaudo, Maria

De entre las especies de hongo del genero Tuber, T. melanosporum o la trufa
negra, es la trufa de mayor valor econémico (Reyna and Garcia-Barreda 2014). Sin
embargo, la trufa negra tiene una distribucion limitada, localizandose principalmente en
regiones mediterraneas y continentales de Francia, Italia y Espafia (Aumeeruddy-
Thomas et al. 2016; Chen et al. 2016), aunque la utilizacion de plantas inoculadas la han
extendido a otras regiones del mundo (Aumeeruddy-Thomas et al. 2016; Chen et al.
2016; Zambonelli et al. 2016). Ademas, requiere condiciones climéticas y de suelo muy
estrictas, prefiriendo pH bésicos (Reyna and Garcia-Barreda 2014; Chen et al. 2016). A
diferencia de T. melanospurum, T. aestivum, trufa de Borgofia o trufa de verano, tiene
una distribucién mas amplia y se puede encontrar por toda Europa en hébitats con
mayor amplitud ecoldgica (Gryndler et al. 2017), siendo tolerante a mayor diversidad de
condiciones climaticas (Stobbe et al. 2013; Zambonelli et al. 2016). También muestra
mayor diversidad morfologica y fenologica, lo que se traduce en un mayor periodo
productivo (Benucci et al. 2012). Ademas, T. aestivum, después de T. melanosporum, es
una de las especies de trufa mas buscadas por su valor monetario (Benucci et al. 2012).
La amplia gama de posibles suelos y climas, junto con su valor de mercado y su larga
temporada de cosecha, hace que esta especie sea interesante para el cultivo y una gran
alternativa a T. melanosporum, especialmente en zonas donde esta Gltima no pueda ser
utilizada. Por ello, es necesario estudiar varias especies de Tuber que permita expandir
la posible area de utilizacion de las plantaciones truferas al mayor territorio geografico y

a la mayor diversidad de condiciones ambientales.

Las trufas tienen una gran cantidad de especies de plantas hospedadoras, como
Quercus, Corylus, Populus o Pinus, entre otras (Zambonelli et al. 2016), lo que permite
su cultivo en multiples ambientes. Por tanto, para su uso en truficultura, hay que
considerar tanto los requisitos del hongo como de la planta hospedadora. Ademas,
segun la especie de planta, esta tiene distinto potencial de produccion de trufa
(Zambonelli et al. 2016). Por otro lado, el cambio climéatico parece estar teniendo
efectos en la distribucion y fructificacion de trufas, si bien el efecto depende del par
hongo-planta (Hall et al. 2003; Biintgen et al. 2012). Por ello, es esencial estudiar la
micorrizacion con distintas especies de trufa en paralelo con distintas especies de planta
hospedadora. Aungue se pueden emplear multiples especies de plantas hospedadoras,
las mas utilizadas en el cultivo de trufa son las quercineas y, especialmente, Q. ilex o

encina (Reyna and Garcia-Barreda 2008). Sin embargo, cada vez se empiezan a utilizar
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mas otras especies como Q. faginea, Castanea sativa o Colylus avellana (Reyna and
Garcia-Barreda 2008; Alvarez-Lafuente et al. 2018). De hecho, la produccion de trufa
en ambientes naturales es mayor cuando la especie es Q. faginea que cuando es Q. ilex
(Garcia-Montero et al. 2007). Quercus ilex es una especie perenne, con una amplia
distribucion de habitats y mas tolerante al estrés hidrico y a la temperatura que Q.
faginea (Martin Herrero et al. 2004; Villar-Salvador et al. 2014), siendo la especie con
los méargenes de tolerancia climatica méas amplios de los arboles de Espafia (Villar-
salvador et al. 2014; Villar-Salvador et al. 2014). Por el contrario, Q. faginea es una
especie de hoja caduca, que tiene una distribucion mas reducida, debido a su menor
tolerancia a la sequia estival y a las variaciones de temperatura, que Q. ilex (Villar-
salvador et al. 2014; Villar-Salvador et al. 2014). Por otro lado, Q. ilex es una especie
ampliamente utilizada en la reforestacion en la Peninsula Ibérica (Roda et al. 1999; Rey
Benayas and Camacho-Cruz 2004). Si bien Q. faginea es menos utilizada en
reforestacion, tiene un gran potencial en las zonas menos secas, como las zonas de
mayor altitud en zonas continentales (Dominguez-Lerena et al. 2001). Ademas, Q. ilex
es una especie de crecimiento mas lento que Q. faginea, (Villar-Salvador et al., 2013;
Uscola et al., 2015) y mucho menos plastica en su respuesta a factores ambientales,
incluida la disponibilidad de nutrientes (Villar-Salvador et al., 2013; Uscola et al., 2014,
2015). Asi, con el fin de aumentar la posible utilizacién de plantaciones truferas a
distintos contextos ambientales maximizando su produccion, es necesario estudiar

maultiples especies hospedadoras, como Q. ilex y Q. faginea, en un marco comparativo.

Por otro lado, como ya se ha mencionado, la técnica mas empleada para
aumentar la calidad de planta es la fertilizacion. La fertilizacion aporta nutrientes que
favorecen el desarrollo de las plantas y una mayor acumulacion de reservas, lo que se
traduce en un aumento de la calidad de la planta y, por tanto, de su supervivencia
(Villar-Salvador et al. 2015; Grossnickle and MacDonald 2018a, b). Entre los nutrientes
que se aportan en la fertilizacion, el nitrégeno (N) es el méas importante. EI N forma
parte de las proteinas y los acidos nucleicos, por lo que resulta esencial para el
desarrollo del crecimiento y de los parametros fisiologicos de las plantas (Mengel et al.
2001; Taiz and Zeiger 2010; LeBauer and Treseder 2008). Ademas, es un nutriente
limitante en muchos ecosistemas, sobre todo en ambientes degradados (LeBauer and
Treseder 2008; Delgado-Baquerizo et al. 2011). Las plantas pueden asimilar N en

distintas formas quimicas, tanto organicas (aminoacidos y proteinas) como inorganicas
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(nitrato y amonio) (Né&sholm et al. 2009). Sin embargo, los compuestos de N
inorganicos presentan ciertas desventajas. El nitrato (NO3") tiene un alto coste para la
planta de adquisicion y metabdlico una vez absorbido, y una mayor disposicién de ser
lixiviado, ya que no queda fuertemente adsorbido en el suelo (Raven et al. 1992;
Pilbeam 2011; Gruffman et al. 2013). Esto reduce su disponibilidad en suelos y su
absorcion, por lo que puede reducir el crecimiento de la planta, ademas de incrementar
el riesgo de contaminaciéon de zonas adyacentes (Raven et al. 1992). Por otro lado, el
amonio (NH,") estimula el crecimiento de la planta, pero a altas dosis puede generar
problemas de toxicidad (Britto and Kronzucker 2002; Uscola et al. 2014) vy retrasar el
endurecimiento otofial aumentando su sensibilidad a heladas (Jacobs and Landis 2009).
Ademas, el nitrato favorece la absorcion de cationes como el potasio (K*) e inhibe la de
aniones como el fosforo (P7), mientras que el amonio produce el efecto contrario
(Ohlund y Nasholm, 2001; Uscola et al., 2013). El empleo de estos fertilizantes también
origina modificaciones en el sustrato, aumentando la salinidad y alterando el pH (Landis
et al. 1989a; Chen 2006). Por ejemplo, mientras el nitrato basifica el sustrato, el amonio
lo acidifica (Landis et al. 1989a). Por todo ello, las fuentes de N utilizadas en el
fertilizante mas empleadas son la mezcla de nitrato y amonio, ya que se contrarrestan
los efectos negativos de cada forma quimica de N y se equilibra la absorcion de otros
nutrientes en la planta (Landis et al., 1989a; Uscola et al., 2014). Sin embargo, aunque
se amortiguan las variaciones de pH, el empleo de ambas fuentes inorganicas de N,
aplicadas tanto individualmente como combinadas, siguen aumentando notablemente la

salinidad en el sustrato (Landis et al., 1989).

Por otro lado, en los ultimos afios, se ha demostrado que las plantas pueden
absorber N orgénico (Paungfoo-Lonhienne et al. 2008; Né&sholm et al. 2009), y que la
micorrizacion puede favorecer este proceso (Talbot and Treseder 2010). Sin embargo, el
N organico apenas se estd utilizando como fertilizante (Sigala 2020). La cadena
carbonada de los aminoacidos supone un aporte extra de carbono (C) que las plantas
pueden utilizar para sintetizar carbohidratos (Nasholm et al. 2009; Franklin et al. 2017).
Usar N organico como fuente de N tiene como mayor ventaja su bajo coste metabolico,
por lo que la energia no utilizada en metabolizacién podria utilizarse en una mayor tasa
de crecimiento de las plantas, aumentar las reservas o incrementar la tolerancia a estrés
(Gruffman et al. 2012; Franklin et al. 2017). Por otro lado, este proceso de aporte de C

podria contribuir a disminuir el coste de C que la micorriza ejerce sobre la planta.



Fertilizacion y micorrizacién con Tuber spp. en quercineas Rinaudo, Maria

Ademas, los fertilizantes con N organico no alteran tanto el pH y la salinidad del
sustrato, como ocurre con los fertilizantes de N inorganicos, lo que también favoreceria
el establecimiento de la micorrizacion. Por todo ello, el N orgénico puede resultar una
buena alternativa a los fertilizantes convencionales. Es necesario estudiar y comparar
los efectos de distintas fuentes de N en la calidad de planta y el efecto que tienen sobre

la micorrizacién.

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de la fertilizacion con dos fuentes
de N, N orgénico y N inorganico o fertilizacion convencional, en la calidad de planta de
las especies de Q. faginea y Q. ilex y su capacidad de ser colonizadas y formar
micorrizas con T. melanosporum y T. aestivum. Las hipétesis de trabajo iniciales son:
(1) La fertilizacion con N organico potenciara mas el crecimiento de ambas especies de
quercineas que la fertilizacion con fuentes de N inorganico y (2) la fertilizacion con N
inorganico inhibird la micorrizacion pero esta no se vera afectada por la fertilizacién
con N organico. Por otro lado, (3) T. aestivum se verd menos afectada por la
fertilizacion en general, y mas favorecida por la fertilizaciéon con N orgénico y (4) Q.
faginea presentard mas diferencias entre fertilizantes que Q. ilex.

Materiales y métodos

El presente estudio desarrollé un experimento factorial completo con especies arboreas
(Quercus faginea y Quercus ilex), indculo (sin indculo, inoculadas con Tuber
melanosporum e inoculadas con Tuber aestivum) y fertilizante segun la fuente de N (sin
fertilizante, fertilizante inorganico o convencional y fertilizante organico). En total, se

produjeron 1260 plantas, correspondientes a 70 plantas por tratamiento.

Material vegetal y esporocarpos o “trufas” de Tuber spp.

Las semillas de Q. faginea y Q. ilex se obtuvieron de El Serranillo, Centro de Recursos
Genéticos Forestales, Guadalajara, de la region de procedencia ES10 y ES09 para Q.
faginea y Q. ilex, respectivamente (Alcarria y Serrania de Cuenca, cosechadas en 2018).
Las semillas fueron esterilizadas mediante lavado con lejia al 10% durante 20 minutos
en los laboratorios del Departamento de Ciencias de la Vida, Unidad Docente de
Ecologia de la Universidad de Alcala. Las bellotas viables se separaron por flotacion en
agua. En el momento de utilizacion, las bellotas tenian un contenido de humedad del 46

+ 2y 35+ 2% para Q. faginea y Q. ilex, respectivamente. A principios de febrero, se
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realizd la pregerminacion de las semillas en bandejas, diferenciadas por especies, a
temperatura ambiente y manteniendo la humedad gracias a la envoltura en papel secante

hamedo y perlita (granulometria 1-5 mm, Grupo Projar, Espafa).

Se obtuvieron los esporocarpos o “trufas” de T. melanosporum y T. aestivum,
procedentes de la Alcarria, recolectadas en enero del 2019 y verano del 2018,
respectivamente. Para la validacion de las trufas, se identificé la especie mediante
identificacion de sus esporas. Ademas, se comprob6 la madurez de las esporas, el estado
de conservacion de los esporocarpos y se realizé un recuento de esporas de las distintas
trufas para determinar su calidad, siendo en ambos casos superior a > 5x10° esporas g
Estas determinaciones se realizaron mediante observacion al microscopio optico a 40X,
acoplado a una camara digital (MU900, Amscope, EEUU). Para la conservacion de las
trufas, se laminaron, se secaron en estufa a 45°C durante 48h y se conservaron en nevera
a 4°C hasta el momento de su utilizacion. Con los pesos fresco y seco de las trufas, se
determind su contenido hidrico (82 = 2 y 78 £ 2% para T. melanosporum y T. aestivum,

respectivamente).

Semillado y cultivo en vivero previo a la fertilizacion

La produccién en vivero se llevé a cabo en el Real Jardin Botanico Juan Carlos I, Alcala
de Henares (40°30°22” N; 3°20°31” O, 600 msnm). Se utilizaron 36 bandejas forestales
de plastico negro de un solo uso, cada una con 35 alveolos de 350 cm®, previamente
desinfectadas con lejia al 10%. El sustrato consistio en una mezcla 5:1 de turba rubia sin
fertilizar (Kekkila Professional, Finlandia) y piedra caliza (97.5% CaCOjs, granulometria
de 3 mm, Tricalsa, Espafa). La piedra caliza se afiadié con el objetivo de obtener un
sustrato basico, adecuado para el desarrollo de Tuber spp. (Chen et al. 2016). Las
bandejas se colocaron en un tanel de cultivo independiente, suspendidas a 27 cm del
suelo para evitar posible contaminacion fungica y un enraizamiento en el suelo del
tunel, y bajo una malla de sombreo negra que transmitia el 70% de la radiacién

incidente.

Entre el 25 de febrero y el 18 de marzo de 2019, cuando las bellotas
manifestaron la emergencia de la radicula se semillaron, aproximadamente, a una
profundidad del doble del tamafio de la bellota, en las bandejas (una por alveolo,
colocadas en horizontal y con la radicula hacia abajo), cubriéndose la superficie del

alveolo con 1 cm de perlita (granulometria 1-5 mm, Grupo Projar, Espafia) para
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minimizar la evaporacion de agua del sustrato. Se descartaron las bellotas no
germinadas y los embriones gemelos. La siembra se realiz6 hasta completar 18 bandejas
por cada especie de quercinea (630 plantas por especie). Las bandejas fueron regadas

regularmente para mantener la humedad en el sustrato.

Tras el semillado, se seleccionaron 5 alveolos por bandeja de forma aleatoria,
con el fin de realizar las mediciones de seguimiento en cada uno de esos individuos. Las
mediciones de seguimiento se iniciaron una vez alcanzado el 90% de emergencia y
consistieron en (Figura 1): (1) fecha de emergencia de cada planta; (2) metida y fase
fenoldgica; y (3) altura y diametro. La fenologia de cada individuo se midio dos veces
por semana, segun la clave de Oliet et al., 2011: O, parada, brote apical en dormancia; 1,
brote apical hinchado; 2, apertura del brote y primer par de hojas en expansion; 3,
elongacion del tallo y desarrollo de las hojas; 4, elongacion del tallo terminada,
maduracion de las hojas y formacién del nuevo brote apical. La altura y el didmetro se

midieron a ras de suelo cada 15 dias, empezando el 13 de junio de 2019.

| a) Quercus faginea

Figura 1. Fases fenoldgicas utilizadas en el experimento en cada metida durante el cultivo para (a)
Quercus faginea y (b) Q. ilex: 0, parada, brote apical en dormancia (subfiguras a y f); 1, brote apical
hinchado (subfiguras b y g); 2, apertura del brote y primer par de hojas en expansion (subfiguras c y h);
elongacion del tallo y desarrollo de las hojas (subfiguras d y i); 4, elongacién del tallo terminada,
maduracion de las hojas y formacién del nuevo brote apical (subfiguras e y j). Clave fenoldgica segin la
metodologia de Oliet et al. 2011.
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Ademas, durante todo el experimento, se midio la temperatura y la intensidad
luminica  mediante  dos  sensores  grabadores de  datos  (Pendant
Temperatura/Luminosidad, Onset, Hoboware, Estados Unidos), ubicados en dos puntos
distantes en la hilera de bandejas y en suspension en el aire, a la altura de las plantas,
pero permitiendo siempre una entrada de luz directa (Figura S1 en material

suplementario).

Inoculacion

El 8 y 10 de junio de 2019, se llevd a cabo la inoculacion de T. melanosporum y T.
aestivum, respectivamente. Para la preparacion del indculo de cada especie de Tuber, las
trufas laminadas se rehidrataron con agua desionizada durante 48h, hasta alcanzar el
estado hidrico inicial. Posteriormente, se trituraron hasta conseguir una solucion
homogeénea. Dado el distinto conteo de esporas, se utilizaron distintas concentraciones
para cada especie de Tuber, siendo de 1:10 y 1.4:10 (p:v, trufa:agua desionizada) para T.
melanosporum y T. aestivum, respectivamente. EI volumen de in6culo se calculé con el
objetivo de afiadir en cada planta 1 y 1.4 g en peso fresco de trufa para T.
melanosporum y T. aestivum, respectivamente, equivalente a 5x10° esporas por planta.
Se seleccionaron 6 bandejas al azar de cada especie de arbol para cada tipo de indculo
(210 plantas por especie de Quercus Yy tipo de inoculo). En cada alveolo se inyectaron
10 mL de la solucién de indculo, con una jeringuilla introducida bajo superficie del

sustrato, en dos puntos distantes del alveolo (Figura 2).

Fertilizacion

El 3 de julio de 2019, dos semanas después de la inoculacién, comenzaron los
tratamientos de fertilizacion. Se eligié esta fecha, ya que el 90% de las plantas habian
finalizado la segunda metida, y es a partir de este momento cuando las plantas empiezan
a utilizar los recursos del suelo en lugar de los almacenados en la bellota (Villar-
Salvador et al. 2010). Se utilizaron tres tratamientos de fertilizacién: fertilizante
inorganico o convencional, fertilizante organico, ambos a una concentracién 10 mM de
N, y sin fertilizante (control). El fertilizante convencional consistié en una mezcla de
fuentes de N inorganicas (mezcla equimolar de nitrato, NO3', y amonio, NH;"). El
fertilizante organico fue un fertilizante comercial (Naturamin-WSP, Daymsa, Espafia)
de origen en material vegetal liofilizado y con el N (12,8% N) en forma de N organico
compuesto principalmente por aminoacidos (AA): serina (15%), prolina (13%), acido
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glutdmico (12%), glicina (9%) y acido aspartico (8%), leucina (8%) y otros AA (>6%
de forma individual, como valina, arginina, tirosina, fenilalanina o isolucina) hasta
completar un 80% de AA libres. Ambos fertilizantes fueron igualmente completados
con los macronutrientes en la proporcion 1:0.5:1 (N:P:K) segun las recomendaciones de
Landis et al., (1989). El fosforo y el potasio se afiadieron en forma de K,HPO,4, CaHPQO,
y K2SO, (en proporcion al N de 0.2, 0.3 y 0.3, respectivamente). Ademas, se afiadieron
0.5 g L™ de microelementos (Nutromix, Biagro, Espafia). La conductividad de las
soluciones de fertilizantes se midio con un conductimetro (CM35+, Crison, Espafa) y
su pH con un pH-metro (micropH2001, Crison, Espafia), un total de cuatro veces a lo
largo del experimento. Siendo el pH de 7.2 + 0.06 y 7.5 £ 0.05, y la conductividad de
15+ 0.30 y 2.2 + 0.28 mS cm™ para el fertilizante de N organico y N inorganico,

respectivamente.

gt - Vg w5

Figura 2. Detalles de trufas y esporas (40X foto principal y 100X fotos insertadas) de distintas especies de
Tuber: T. melanosporum (a y b, respectivamente) y T. aestivum (c y d, respectivamente); preparacion del
inéculo (rehidratacion de laminas deshidratadas de trufas —e; trituracién —f) e inoculacion de Quercus ilex
(9) y Quercus faginea (h).

Cada tratamiento de fertilizacion se aplico a dos bandejas por especie de
quercinea y tipo de indculo (70 plantas por tratamiento), seleccionadas de forma
aleatoria. Dos veces por semana, se aplicaron 45 mL de solucidn fertilizante a cada

planta con una jeringuilla, hasta completar un total de 32 fertilizaciones. En total, se
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aportaron 202 mg N planta™, cantidad correspondiente al consumo de lujo para ambas
especies de Quercus (Villar-Salvador et al. 2013; Uscola et al. 2015). A las plantas
control se les administraron 45 mL de agua, en las mismas fechas que las fertilizaciones.
Ademas, todas las plantas se regaron con agua dos veces por semana, siempre al menos
24 h después de la fertilizacion, para evitar la salinizacion del sustrato y/o el estrés

hidrico de las plantas.

Caracterizacion morfologica, estado de micorrizacion y variables fisiologicas
en plantas

Cada 7-10 fertilizaciones, se realiz6 una cosecha de tres plantas aleatorias por bandeja
(seis plantas por tratamiento), hasta completar un total de cuatro cosechas.
Concretamente: el 18-07-2019, coincidiendo con el fin del periodo de crecimiento
primaveral (cosecha de julio a partir de ahora); el 14-08-2019, a mediados del periodo
estival (cosecha de agosto a partir de ahora); el 18-09-2019, al inicio del periodo de
endurecimiento otofial (cosecha de septiembre a partir de ahora); y el 25-10-2019, al
final del periodo de crecimiento activo (cosecha de octubre a partir de ahora).

En cada cosecha se midié la concentracion de clorofilas y la eficiencia
fotoquimica del fotosistema II (®pgy) de todas las plantas cosechadas (Figura 3 a 'y b).
Las cosechas se hicieron en dias soleados sin nubosidad. La concentracion en clorofilas
se midié con un SPAD (SPAD-502, Minolta, Japon). La concentracion de clorofilas es
un indicador de la cantidad de maquinaria fotosintética que tiene la planta. El ®pg); se
midié a medio dia con hojas aclimatadas a luz directa con un fluorimetro de pulso
modulado (FMS2, Hansatech Instruments LTD, Reino Unido). La ®pg); €s un indicador
de cuanta energia se transfiriere a la cadena transportadora de electrones de la
maquinaria fotosintética por cada quantum de luz recibido. Ambos parametros (clorofila
y @pgy) Se midieron en las hojas maduras de la ultima metida completada.

Posteriormente, se cosecharon las plantas y se trasladaron al laboratorio.

El mismo dia de la cosecha, en el laboratorio, se extrajo manualmente y se
homogeneizo el sustrato de cada planta, se separ6 manualmente una muestra de sustrato
suficiente para ser analizada. Posteriormente, las raices de las plantas se limpiaron
mediante lavados repetidos con agua. Los sistemas radicales que mostraron estructuras
radicales adecuadas, como elevado nimero de raices terciarias y glomérulos de puntas

de raices, se observaron en una lupa a 10X para buscar indicios de micorrizacion. Si las
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muestras tenian signos de posible micorrizacion, se conservaron en etanol al 70% para
su posterior visualizacién al microscopio y confirmacion y/o desestimacion final de la
micorrizacion. El nivel de micorrizacion de cada planta se evalud y categorizd segun el
método de Chevalier y Grente (Andrés-Alpuente et al. 2014), que permite una
evaluacion confiable de todo el sistema radicular en un periodo de tiempo relativamente
corto. Las categorias de micorrizacion siguen una escala de 0 a 5: 0, ausencia de
micorrizas; 1, pocas micorrizas dificiles de encontrar; 2, colonizacion de micorrizas
presente en solo una parte del sistema radicular, 2.5, colonizacion de micorrizas bien
distribuidas por todo el sistema radicular con densidad suficiente 0 muy densa en la
parte principal del sistema radicular y mas baja en la parte restante; 3, colonizacién de
micorrizas densa en todo el sistema radicular o muy densa con glomérulos en una parte
y suficientemente densa en la otra; 4, colonizacion de micorrizas densa en todo el
sistema radicular con presencia de glomérulos; 5, colonizacion de micorrizas muy densa

en todo el sistema radicular con numerosos glomérulos en todas partes.

A continuacion, las plantas fueron secadas en estufa a 60°C durante 48h. Por
ultimo, se pesd la masa, diferenciando hojas, tallo, raiz gruesa (> 2mm) y raiz fina (<

2mm), en una balanza de precision.

Con las muestras de sustratos se prepar0 una suspension 1:5 (Vsustrato:Vagua
desionizada) €l sustrato de cultivo y agua, la suspension se agité durante una hora (Figura
3 ¢ y d). Posteriormente, en las suspensiones, se midieron el pH con un pH-metro
(micropH2001, Crison, Espafia) y la conductividad eléctrica con un conductivimetro
(CM35+, Crison, Espafa) para analizar la influencia de los fertilizantes en las

condiciones del sustrato (Ansorena, 1994).

Figura 3. Analisis en las cosechas: a) cuantificacion de concentracion de clorofilas mediante SPAD; b)
medicion de la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (®ps);) mediante fluorimetro; ¢) medicién de pH
del extracto acuoso del sustrato; y d) medicion de la conductividad eléctrica del extracto acuoso del
sustrato.
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Analisis estadisticos
Cada especie de quercinea se analizd de forma independiente. Para el andlisis del
crecimiento durante el cultivo, se utilizaron las mediciones de diametro y altura para

calcular el volumen del tallo segun la ecuacion:
1 1 .y
SV=smy (didmetro)? X altura (cm®) (1)

Se utilizo el volumen del tallo, en lugar del didmetro y la altura, porque integra
ambos parametros y proporciona un mejor indicador del desarrollo de los tallos (Oliet et
al. 2004; Sigala et al. 2020a).

Para el analisis del desarrollo fenoldgico, se combiné el nimero de metida y la
fase fenoldgica, de manera que las decenas indican el niUmero de metida (multiplicado
por diez), y las unidades son las fases fenoldgicas descritas anteriormente multiplicadas

por dos.

Para el andlisis del volumen del tallo, y de la fenologia, se ajusté un modelo
logistico de tres parametros en el que se relacionan como variables explicativas el
tiempo, el fertilizante y el inoculo aplicado. EI modelo logistico de 3 parametros se

ajustd segun la funcion:

Respuesta = —sitisms 2)
1+eC scale )

donde: “Respuesta” es o el volumen del tallo (cm®) o el desarrollo fenolégico, “tiempo”
es el tiempo en dias desde la emergencia de cada planta concreta; “alpha” es la asintota
del lado derecho, o el maximo valor alcanzado de la variable respuesta; “xmid”
representa el valor de tiempo en el punto de inflexion de la curva que se asemeja al
momento de maxima velocidad de crecimiento de la variable estudiada; “scale” es la
tasa de la variable estudiada (volumen del tallo, fase fenoldgica) con respecto a la

variacion en el tiempo en la parte lineal de la curva.

Ese modelo se aplicO a cada subconjunto de datos, considerando como
subconjuntos: (a) el tratamiento de fertilizante independientemente del tratamiento de
inoculacion; (b) el tratamiento de inoculacion independientemente del tratamiento de
fertilizante; y (c) el tratamiento de fertilizante para cada indculo especifico aplicado.

Tras el andlisis, se eligio la aproximacion en la que los parametros del modelo fueran
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significativos y ademéas se detectaran diferencias entre los parametros de los
tratamientos. Se considerd que dos pardmetros diferian estadisticamente si no existia

solapamiento entre los valores del pardmetro media + error estandar.

Para el analisis del resto de atributos (masa, concentracion de clorofilas, ®pgy), y
pH y conductividad eléctrica del extracto del sustrato de cultivo) se ajusté un modelo
lineal generalizado mixto con el paquete nlme, version 3.1-144 (Pinheiro et. al, 2020),
considerando fertilizante e in6culo como variables independientes y la bandeja como

variable aleatoria.

La normalidad de los datos se comprob6 con el test Shapiro y la
homocedasticidad con el test Levenne, transformandose los datos cuando no cumplian
la normalidad. Cuando se detectaron efectos significativos de las variables
independientes, se realizo el test de comparacion maltiple de medias (poshoc) Tukey
(0=0.005). Todos los test estadisticos se realizaron con RStudio Desktop, version
1.3.1093 (R Core Team, 2020).

Resultados

Evolucion de las plantas durante el cultivo

Tanto para Q. faginea como para Q. ilex, los parametros de los modelos logisticos
ajustados de la evolucion del volumen del tallo durante el cultivo fueron significativos
en cada tratamiento de fertilizacion en funcion de la micorrizacion (interaccion

fertilizante x micorriza, Tabla 1, Figura 4).

En Q. faginea, el pardmetro alpha, méximo volumen del tallo alcanzado al final
del periodo de crecimiento, indica que todos los tratamientos de fertilizacion
incrementaron el volumen del tallo al final del cultivo con respecto a las no fertilizadas
pero, especialmente, en las plantas fertilizadas con N inorganico (Tabla 1, Figura 4a).
Ademas, el tipo de inoculacion modifico el volumen del tallo maximo alcanzado en
cada tratamiento de fertilizaciéon (interaccion fertilizante x micorriza). En general, en
plantas fertilizadas, la inoculacion aumentd el volumen del tallo, mientras que en no
fertilizadas el patron fue al contrario. Ademas, se encontro un efecto de la especie de
Tuber utilizada que dependio de la fuente de N en el fertilizante. En N inorganico,
ambos indculos del género Tuber incrementaron el volumen del tallo respecto a las no

inoculadas, sin diferencias entre la especie de Tuber. En N organico, solo la inoculacion
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con T. melanosporum incrementd el volumen del tallo, la ausencia de in6culo lo redujo
y cuando fueron inoculadas con T. aestivum presentaron un crecimiento del volumen del
tallo al final del cultivo intermedio, sin diferencias estadisticas con los extremos. Por
ultimo, en plantas no fertilizadas no se encontraron diferencias entre la especie de

Tuber, siendo el volumen del tallo siempre menor en las plantas inoculadas.

En Q. ilex, hubo menos diferencias de volumen del tallo maximo al final del
cultivo (alpha) entre tratamientos que en Q. faginea (Tabla 1, Figura 4b). EI maximo
volumen del tallo (alpha) en Q. ilex se alcanzé en las plantas fertilizadas sin diferencias
estadisticamente significativas entre la fuente de N e independientemente del tipo de
indculo. Por el contrario, en ausencia de fertilizacion, la inoculacion con Tuber
disminuy6 el volumen del tallo, sobre todo cuando el inéculo fue T. melanosporum,
mientras que con T. aestivum presentd crecimientos intermedios sin diferencias

estadisticas con los extremos (interaccion fertilizante x micorriza).

En ambas especies, dado que difirieron en el volumen del tallo alcanzado al final
de cultivo (alpha) pero no en su velocidad de crecimiento (scale), el periodo de
crecimiento activo (xmid) difiri6 entre fertilizantes e in6culos (Tabla 1, Figura 4a). En
Q. faginea, el pardmetro xmid, correspondiente a los dias desde la emergencia que tarda
el individuo en alcanzar el 50% de su crecimiento del volumen del tallo, indica que las
plantas que mas dias tardaron en alcanzar este valor fueron las fertilizadas, indicando un
tiempo de crecimiento mas prolongado, si bien las diferencias con las no fertilizadas
fueron pequefias y muy ligadas tanto al fertilizante como al indéculo (interaccion
fertilizante x in6culo). En general, las que presentaron mayores tiempos de crecimiento
fueron las plantas cultivadas con N inorganico. En plantas fertilizadas, la inoculacién
con T. aestivum aumento el tiempo de crecimiento, la no inoculacién lo redujo y la
inoculacion con T. melanosporum produjo tiempos intermedios, si bien cuando las
plantas fueron fertilizadas con N organico esta tendencia no fue significativa. En plantas
no fertilizadas, el tiempo de crecimiento no difirié entre indculos, si bien la tendencia

fue a ser mayor para no inoculadas y minimo para inoculadas con T. aestivum.

En Q. ilex, al contrario que en Q. faginea, aunque las plantas fertilizadas
presentaron mayores tiempos de desarrollo que las no fertilizadas, no se encontraron
diferencias significativas en xmid entre los tratamientos independientemente de la

fuente de N utilizada o el tipo de inoculo (Tabla 1, Figura 4b). En plantas no
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fertilizadas, el inéculo utilizado modifico el valor de xmid (interaccion fertilizante x
micorriza). Los tratamientos sin fertilizar e inoculados con ambas especies de Tuber
fueron las que menos tardaron en alcanzar el 50% de su crecimiento. Sin embargo, las
plantas no fertilizadas y sin inocular alcanzaron un crecimiento intermedio entre las no

fertilizadas e inoculadas y las fertilizadas.

Las especies de quercineas también presentaron comportamientos diferentes en
la evolucion de la fenologia durante el cultivo en funcién de cada tratamiento,
dependiendo tanto del fertilizante como del tipo de indculo (interaccion fertilizante x
micorriza) (Tabla 2, Figura 5). En este caso, y en ambas especies de quercineas,
difirieron tanto la maxima fase fenologica alcanzada, como el momento de alcance del

50% del desarrollo fenoldgico y la velocidad de evolucion fenoldgica.

Tabla 1. Pardmetros de los modelos ajustados para el volumen del tallo a lo largo del periodo de cultivo,
donde (i) alpha es el méximo volumen de tallo alcanzado al final del periodo de crecimiento, (ii) xmid son
los dias que se tarda en alcanzar el 50% del crecimiento del volumen del tallo y (iii) scale es la la
velocidad de crecimiento en plantas de (a) Quercus faginea y (b) Quercus ilex sin fertilizar o fertilizadas a
10 mM de N a un total de 202 mg N planta™ con N organico o con N inorgénico (mezcla equimolar de
nitrato y amonio), y sin inocular o inoculadas con T. melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer
afio de cultivo. Las especies de quercineas se analizaron de forma independiente. Letras distintas para
cada parametro indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de la misma especie de
quercinea. Los datos son media + error estdndar (n=10).

Tratamiento

Fertilizante Inéculo Alpha Xmid Scale
a) Quercus faginea

N organico T. melanosporum 099+£0.11b 105+9b 26+6a
N organico T. aestivum 0.82£0.15 bc 124 + 16 ab 32+10a
N orgénico Sin inocular 0.56+£0.07c 94 +10 be 24+7a
N inorganico T. melanosporum 154+033a 123+ 17 ab 29+x10a
N inorganico T. aestivum 241+1.18a 178 +44 a 45+12a
N inorganico Sin inocular 0.81+0.10b 109+10b 23+8a
Sin fertilizar T. melanosporum 0.12 + 0.02 de 101 + 23 be 46+ 16 a
Sin fertilizar T. aestivum 0.10+x0.01e 80x8¢c 33x7a
Sin fertilizar Sin inocular 0.17+0.05d 101 £ 36 abc 58 £ 27 a
b) Quercus ilex

N orgénico T. melanosporum 1.10£0.70 a 156 + 57 a 43+17a
N orgénico T. aestivum 0.79+0.18a 119+ 18a 31+10a
N orgénico Sin inocular 0.89+0.12a 128+ 11a 31+7a
N inorgéanico T. melanosporum 0.68+0.17a 108 +23 a 37+16a
N inorgéanico T. aestivum 095+042a 164 + 36 a 40x11a
N inorgéanico Sin inocular 0.89+0.49a 139 +58 a 47+25a
Sin fertilizar T. melanosporum 0.13+0.01c 58+8b 29+11a
Sin fertilizar T. aestivum 0.14 £ 0.01 bc 41x12b 30x16a
Sin fertilizar Sin inocular 0.24+£0.09b 92 £53 ab 60+38a
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a) Quercus faginea

1.0 1:5

Volumen del tallo (cm?)

05

0.0

b) Quercus ilex

1.0 1.8

Volumen del tallo (cm?)

05

0.0

0 50 100 150 200
Tiempo (dias desde la emergencia)

Tratamientos (fertilizante + indculo)

@ N organico + T melanosporum @ N inorganico + T. melanosporum @ Sin fertilizar + I, melanosporum
@ N organico + I aestivum @ N inorgénico + T aestiviom @ Sin fertilizar + T_ aestivum
N organico + Sin inocular © Ninorganico + Sin inocular @ Sin fertilizar + Sin inocular

Figura 4. Evolucién del volumen del tallo a lo largo del tiempo, en plantas de (a) Quercus faginea y (b)
Quercus ilex sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM de N a un total de 202 mg N planta™ con N organico o
con N inorganico (mezcla equimolar de nitrato y amonio), y sin inocular o inoculadas con T.
melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de quercineas se
analizaron de forma independiente. Las lineas representan los modelos logisticos ajustados para cada
tratamiento y los puntos son cada uno de los datos de una planta en una fecha concreta.
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En Q. faginea, el maximo estado fenoldgico alcanzado en al final del cultivo,
maxima metida y estado fenoldgico, alpha, aument6 en todas las plantas fertilizadas,
llegando a superar la quinta metida, sin diferencias asociadas a la fuente de N del
fertilizante o al in6culo (Tabla 2, Figura 5a). Por el contrario, las plantas que no fueron
fertilizadas alcanzaron un menor desarrollo fenol6gico, con un maximo de tres metidas,
siendo las inoculadas con T. aestivum las que mayor desarrollo alcanzaron, seguidas de
las plantas sin fertilizar no inoculadas (interaccién fertilizante x micorriza). Las no
fertilizadas e inoculadas con T. melanosporum tuvieron los valores mas bajos de

desarrollo fenoldgico, sin llegar a finalizar la tercera metida en la Gltima medicion.

En Q. ilex, las plantas que mayor desarrollo fenoldgico alcanzaron al final del
cultivo (alpha), fueron también y por lo general, las fertilizadas, alcanzando mas de
cuatro metidas, mientras que las plantas no fertilizadas alcanzaron como méximo la
tercera metida (Tabla 2, Figura 5b). Aunque, contrariamente a Q. faginea, se
encontraron diferencias asociadas a la fuente de N en el fertilizante y el inoculo
(interaccion fertilizante x micorriza). En general, las plantas fertilizadas con N
orgénico, presentaron mayor desarrollo fenoldgico que las plantas cultivadas con N
inorganico. Ademas, las plantas sin inocular alcanzaron mayor nimero de metidas o
mayor fase fenoldgica dentro de la misma metida que las inoculadas con T.
melanosporum, mientras que las inoculadas con T. aestivum presentaron valores
intermedios pero mas similares a las no inoculadas. Las diferencias generadas por el
indculo dependieron del fertilizante, siendo méaximas cuando las plantas fueron
fertilizadas con N inorgéanico y mas suaves cuando fueron fertilizadas con N orgénico o

no fertilizadas.

El parametro xmid, en Q. faginea, indica que las plantas fertilizadas tardaron
entre 30 y 50 dias més que las plantas no fertilizadas en alcanzar el 50% de su
desarrollo fenoldgico (Tabla 2, Figura 5a). El efecto del indculo en el tiempo de
desarrollo fenol6gico dependid del fertilizante (interaccion fertilizante x micorriza). En
plantas no fertilizadas y fertilizadas con N inorganico, las plantas no inoculadas
tuvieron menores valores de xmid que las inoculadas, independientemente del indculo.
Por el contrario, en las plantas fertilizadas con N orgéanico, las que mayor xmid
presentaron fueron las inoculadas con T. aestivum, seguidas de las no inoculadas, y las

inoculadas con T. melanosporum presentaron el menor valor de xmid.
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En Q. ilex, las plantas fertilizadas tardaron entre 20 y 40 dias mas en alcanzar la
mitad de su desarrollo fenoldgico (xmid) que las no fertilizadas (Tabla 2, Figura 5b).
Las plantas fertilizadas y no inoculadas presentaron valores de xmid mayores que las
inoculadas, especialmente cuando el fertilizante fue N organico (interaccion fertilizante
x micorriza). Por el contrario, en plantas no fertilizadas solo la inoculacién con T.
aestivum aumenté el momento de alcance del 50% del desarrollo fenoldgico y los
valores minimos se alcanzaron en plantas sin inocular o inoculadas con T.

melanosporum.

En Q. faginea, la velocidad de desarrollo fenologico (scale) fue minima en las
plantas no fertilizadas, independientemente del inéculo. De entre las fertilizadas, la
mayor velocidad de desarrollo fenoldgico fue en las plantas cultivadas con N inorganico
e inoculadas con T. aestivum, intermedia en el resto de tratamientos de N inorgéanico y

menor en las plantas fertilizadas con N organico (Tabla 2, Figura 5a).

Tabla 2. Pardmetros de los modelos ajustados para el estado fenoldgico a lo largo del periodo de cultivo,
donde (i) alpha es el maximo desarrollo fenolégico, alcanzado al final del periodo de crecimiento, medido
como metida y estado fenoldgico, (ii) xmid son los dias que tarda en alcanzar el 50% del desarrollo
fenoldgico y (iii) scale es la velocidad de desarrollo fenoldgico en plantas de (a) Quercus faginea y (b)
Quercus ilex sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N planta™ con N orgéanico o con
N inorgéanico (mezcla equimolar de nitrato y amonio), y sin inocular o inoculadas con T. melanosporum, o
con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de quercineas se analizaron de forma
independiente. Letras distintas para cada parametro indican diferencias significativas entre tratamientos
dentro de la misma especie de quercinea. Los datos son media + error estandar (n=10).

Tratamiento

Fertilizante Inéculo Alpha Xmid Scale
a) Quercus faginea

N orgénico T. melanosporum 51.38+1,06a 43+2c 39+3b
N orgénico T. aestivum 51.98+1,05a 60%2a 38+3b
N orgénico Sin inocular 51.05+0.86a 49%2b 38+2hb
N inorgéanico T. melanosporum 5255+1,00a 49%2b 42 +3ab
N inorganico T. aestivum 51.20+1,22a 45+3bc 53+4a
N inorganico Sin inocular 52.29+1,62a 40+3c 46 +6 ab
Sin fertilizar T. melanosporum 28.63+0.35d 9+3d 24+3c
Sin fertilizar T. aestivum 32.23+0.32b 14+2d 252cC
Sin fertilizar Sin inocular 3116+£021c 7+2e 27x2c
b) Quercus ilex

N organico T. melanosporum 50.91+132b 44+2c 44+3b
N organico T. aestivum 54.04+1.05a 41+2c 50+ 3 ab
N organico Sin inocular 56.23+1.37a 57%2b 46+3b
N inorganico T. melanosporum 45.17+0.69d 44+1c 31+2c
N inorganico T. aestivum 46.85+0.90c 46+1c 39+3b
N inorganico Sin inocular 56.37+1.69a 64+3a 55+4a
Sin fertilizar T. melanosporum 2857+058f 2+8e 36+ 7 bc
Sin fertilizar T. aestivum 3161+0.68e 18+3d 29t4c
Sin fertilizar Sin inocular 32.01+0.33e 10+3e 26+3cC
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@ N organico + I aestivum @ N inorganico + T aestivim @ Sin fertilizar + T aestivum
N organico + Sin inocular N inorganico + Sin inocular @ Sin fertilizar + Sin inocular

Figura 5. Evolucion del estado fenologico a lo largo del tiempo, en plantas de (a) Quercus faginea y (b)
Quercus ilex (b) sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N planta™ con N organico o
con N inorganico (mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o inoculadas con T.
melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de quercineas se
analizaron de forma independiente. Las lineas representan los modelos logisticos ajustados para cada
tratamiento y los puntos son cada uno de los datos de una planta en una fecha concreta. Nota: en los
valores de fenologia, las decenas indican el nimero de metida y las unidades la fase fenolégica de la
planta, con valores de 0 (brote terminal formado y sin signos de crecimiento activo), 2 (brote terminal
engrosado), 4 (desarrollo inicial de las hojas), 6 (hojas y tallo en expansion apical) y 8 (hojas en fase de
maduracion y tallo elongado en su totalidad).
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En Q. ilex, la mayor velocidad de crecimiento (scale) se obtuvo en las plantas
fertilizadas, y la menor en las no fertilizadas. Sin embargo, en plantas fertilizadas con N
inorganico, el in6culo modificéd la velocidad de crecimiento, siendo mayor en las no
inoculadas y minimo en las inoculadas con T. melanosporum (interaccion fertilizante x

micorriza, Tabla 2, Figura 5).

Desarrollo y micorrizacion de las plantas al final del cultivo

Las diferencias entre tratamientos, tanto en la masa de planta como en los distintos
organos y en los parametros fisiologicos (concentracién en clorofilas y ®pg)), no
aparecieron hasta la segunda cosecha, mostrando solo diferencias entre plantas
fertilizadas y no fertilizadas (datos no mostrados). Por simplicidad, Gnicamente se

muestran los datos de la Gltima cosecha, donde las diferencias entre tratamientos fueron

maximas.
3
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Figura 6. Masa en la Gltima cosecha (octubre) de los distintos 6rganos, parte aérea (hojas y tallo), parte
radical (raices gruesas y raices finas), y de la planta completa y ratio parte aérea/parte radical (PA/PR) en
plantas de (a) Quercus faginea y (b) Quercus ilex sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202
mg N planta™ con N orgénico o con N inorganico (mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o
inoculadas con T. melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de
quercineas se analizaron de forma independiente. Distintas letras mindsculas indican diferencias
significativas entre los 6rganos. Distintas nimeros en la parte superior (o inferior) indican diferencias
significativas entre la parte aérea (o la parte radical). Distintas letras mayusculas en la parte superior (0
inferior) indican diferencias entre la planta completa (o el ratio PA/PR) (Tukey HSD, 0=0.05). Los datos
son media * error (n=18).
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La inoculacion no afect6 la masa en ninguna de las dos especies de quercineas,
ni la masa de los érganos ni la masa total de la planta (Tabla 3, Figura 6). Aungue no
hubo diferencias entre los tratamientos de fertilizacion, la fertilizacion increment6 la
masa de todos los 6rganos respecto a las plantas no fertilizadas, a excepcion de la masa
de raices gruesas en Q. faginea, y la masa de raices tanto gruesas como finas en Q. ilex,
que no presentaron diferencias con las no fertilizadas. Consecuentemente, la masa de la
parte aérea y de la planta completa también aumenté en las plantas fertilizadas respecto
a las no fertilizadas en ambas especies. Aungue la fertilizacion aumenté la masa de
raices finas en Q. faginea, el efecto no fue suficiente para que se detectasen diferencias
significativas a nivel de la parte radical. Tampoco se encontraron diferencias en la parte
radical de Q. ilex entre plantas fertilizadas y plantas sin fertilizar. Sin embargo, dado el
aumento de masa de la parte aérea, el ratio parte aérea/parte radical (PA/PR) fue mayor

en plantas fertilizadas de ambas especies de quercineas que en plantas no fertilizadas.

Tabla 3. Valores de F y p de masa en la ultima cosecha (octubre) de los distintos érganos, parte aérea
(hojas y tallo), parte radical (raices gruesas y raices finas), planta completa y ratio parte aérea/parte
radical (PA/PR) en plantas de (a) Quercus faginea y (b) Quercus ilex sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM
N a un total de 202 mg N planta™ con N orgénico o con N inorganico (mezcla equimolar de nitrato y
amonio) y sin inocular o inoculadas con T. melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer afio de
cultivo. Las especies de quercineas se analizaron de forma independiente.

Micorriza Fertilizante Fertilizante x Micorriza

a) Quercus faginea

Hojas F,54=0.88; p=0.42 F,s54=41.31; p <0.001 F454=0.51;,p=0.73
Tallo Fos4=1.64;p=0.25 F.54 = 32.60; p <0.001 F45,=0.45;,p=0.77
Raices gruesas Foss=1.18;p=0.32 Fo54=1.38; p=0.26 Fs54=0.21; p=0.93
Raices finas Fo54=0.72;p=049 F,5=8.44; p<0.001 Fs54=0.37; p=0.83

Parte aérea
Parte radical

Fo54=1.39;p=0.26
F2'54 = 126, p= 0.29

Fos4 = 44.24; p <0.001
F2,54 = 281, p= 0.07

F4y54 = 047, p= 0.76
F4’54 = 006, p= 0.99

Planta Fo54=154;p=0.23 F,s5 =14.05; p<0.001 F454=10.08; p=0.99
Ratio PA/PR Fy5¢=0.05p=095 F,5=37.83; p<0.001 F454=10.56; p=10.70
b) Quercus ilex

Hojas Fos4=1.72;p=0.19 Fos54=46.29; p <0.001 Fs54=1.45;,p=0.24
Tallo Foss=2.11;p=0.13 F.54 =54.10; p < 0.001 Fs54=1.48;p=0.22
Raices gruesas Fos54=2.53; p=0.09 Fos4=1.24,p=0.30 Fs54=1.62; p=0.19
Raices finas Fos4=0.94;p=0.43 Fa54=1.03; p=0.40 Fs54=2.16; p=0.16

Parte aérea
Parte radical
Planta

Ratio PA/PR

Fos54=2.04;p=0.14
Fos4=2.11;p=0.13
Fos4=2.43;p=0.10
Fos4=1.12;p=0.34

F,s0 = 53.96; p < 0.001
Foss = 1.26;p = 0.29

Fys4 16.19= ; p < 0.001
F,.s = 80.75; p < 0.001

Fs54=1.57,p=0.20
Fs54=1.88; p=0.13
F454=2.00; p=0.11
F4540.28=; p=0.89
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En Q. faginea la concentracion de clorofilas, indicador de la magnitud de la
maquinaria fotosintética, solo dependié del fertilizante, siendo mayor en las plantas
fertilizadas que en las no fertilizadas, pero independientemente del fertilizante
especifico (Tabla 4, Figura 7). En cambio, en Q. ilex, la concentracion de clorofilas
dependid tanto del fertilizante como del indculo (interaccion fertilizante x micorriza),
siendo maximo en las plantas fertilizadas con N inorganico e inoculadas con T.
melanosporum, seguido de plantas no inoculadas fertilizadas con N orgénico, minimo
en las no fertilizadas e inoculadas con T. melanosporum, e intermedia en el resto de

tratamientos.
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Figura 7. Concentracién de clorofilas en las hojas en la Ultima cosecha (octubre) en plantas de (a)
Quercus faginea y (b) Quercus ilex (b) sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N
planta™ con N orgénico o con N inorgénico (mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o
inoculadas con T. melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de
guercineas se analizaron de forma independiente. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
distintos tratamientos (Tukey HSD, 0=0.05). Los datos son media * error (n=18 o 6 para Q. faginea y Q.
ilex, respectivamente).

En ambas quercineas, la eficiencia real del fotosistema Il (®ps))) en las hojas, que
indica la eficiencia real a la que la energia luminica es transferida a la maquinaria
fotosintetica a través de la cadena de transporte de electrones, aumento en las plantas
fertilizadas con respecto a las no fertilizadas, independientemente del fertilizante
especifico y del tipo de inoculacién aplicada (Tabla 4, Figura 8).

Al final del cultivo, Unicamente se observaron puntas micorrizadas aisladas
(categorias 0 y 1) de ambas especies de Tuber en ambas especies de quercineas. No se

encontraron evidencias de hongos espontaneos o contaminantes.
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Figura 8. Eficiencia real del fotosistema II (®@pg),) €n las hojas en la Gltima cosecha (octubre) en plantas de
() Quercus faginea y (b) Quercus ilex (b) sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N
planta™ con N orgénico o con N inorgénico (mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o
inoculadas con T. melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de
quercineas se analizaron de forma independiente. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
distintos tratamientos (Tukey HSD, a=0.05). Los datos son media * error estandar (n=18).

Tabla 4. Valores de F y p de las mediciones de concentracion en clorofilas y eficiencia real del
fotosistema Il (®pg);) en la Gltima cosecha (octubre), en plantas de (a) Quercus faginea y (b) Quercus ilex
sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N planta™ con N organico o con N inorganico
(mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o inoculadas con T. melanosporum, o con T.
aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de quercineas se analizaron de forma
independiente.

Micorriza Fertilizante Fertilizante x Micorriza
a) Quercus faginea
Clorofilas Fo5a=1.73;p=0.23 F,5=29.32; p<0.001 Fs454=0.37;p=0.82
Dpgy F254=0.31;p=0.74 F,5,=8.74; p=0.007 Fs454=0.88; p=051
b) Quercus ilex
Clorofilas F250=0.11;p=0.89 F,5 =22.19; p<0.001 Fas4=2.67;p=0.04
Dpgy F25¢=094;,p=042b F,5 =36.44; p<0.001 Fs54=1.05;p=0.44

Caracteristicas quimicas en el extracto acuoso del sustrato a lo largo del
cultivo

En ambas quercineas, tanto el pH como la conductividad eléctrica del extracto acuoso
del sustrato, difirieron entre fertilizantes a lo largo de todo el experimento, pero sin
efecto del inéculo. EI pH se redujo con el tiempo en todos los tratamientos. En general,
el fertilizante, independientemente del fertilizante especifico, disminuy6 el pH en ambas
especies (Tabla 5, Figura 9). Si bien en Q. faginea las diferencias fueron constantes a lo
largo del tiempo, en Q. ilex las diferencias de pH entre sustratos fertilizados y no

fertilizados aumentaron con el tiempo.
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En general, y en ambas especies, la aplicacion de fertilizantes también aumento
la conductividad del sustrato con respecto a las no fertilizadas, y el inéculo no modificd
la conductividad (Tabla 5, Figura 10). Ademaés la conductividad del sustrato de las
plantas fertilizadas se incrementd con el tiempo, mientras que se mantuvo constante en
los sustratos no fertilizados. En general, la conductividad no difirio entre tratamientos
de fertilizacion. Si bien este patron es constante para Q. ilex, en Q. faginea, la
fertilizacion con N orgéanico indujo una menor conductividad que la fertilizacion con N

inorganico, pero solo en la fecha de agosto.
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Figura 9. Valores de pH en el extracto acuoso del sustrato de cultivo (5:1 V:V), en cada una de las
cosechas (julio, agosto, septiembre, octubre), en plantas de (a) Quercus faginea y (b) Quercus ilex sin
fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N planta™ con N organico o con N inorgénico
(mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o inoculadas con T. melanosporum, o con T.
aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de quercineas se analizaron de forma
independiente. Diferentes letras indican diferencias significativas dentro del mismo momento de cosecha
entre distintos tratamientos de fertilizante (Tukey HSD, a=0.05). Los datos son media + error estandar
(n=18).
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Tabla 5. Valores de F y p de las mediciones de pH y conductividad eléctrica en el extracto acuoso del
sustrato de cultivo (5:1 V:V), en cada una de las cosechas (julio, agosto, septiembre, octubre), en plantas
de (a) Quercus faginea y (b) Quercus ilex sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N
planta® con N organico o con N inorgéanico (mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o
inoculadas con T. melanosporum, o con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de

quercineas se analizaron de forma independiente.

Micorriza

Fertilizante

Fertilizante x Micorriza

a) Quercus faginea
pH

Cosecha Julio
Cosecha Agosto
Cosecha Septiembre
Cosecha Octubre
Conductividad
Cosecha Julio
Cosecha Agosto
Cosecha Septiembre
Cosecha Octubre

b) Quercus ilex

pH

Cosecha Julio
Cosecha Agosto
Cosecha Septiembre

Cosecha Octubre
Conductividad

Cosecha Julio
Cosecha Agosto
Cosecha Septiembre
Cosecha Octubre

F2154 =3.04; p= 0.10
F2154 =0.07; p= 0.93
F2154 = 048, p= 0.64
F2154 =1.32; p= 0.32

F254=0.25;p=0.79
F25,=0.19; p =0.83
F254=0.79; p=10.49
F254=0.91, p=0.44

F54=0.32;p=0.74
F54=10.67; p=0.54
Fosa=1.52; p=0.27
F254=0.49; p=0.63

Fas4=1.50; p=0.28
F254=1.08; p=0.35
F254=10.78; p = 0.46
F254=10.12; p=0.89

Fps0= 46.04; p < 0.001
Fps0 = 63.87; p < 0.001
Fps0 = 64.63; p < 0.001
Fps0 = 260.22; p < 0.001

Fy5431.09=; p <0.001

Fos54=434.48; p <0.001
Fo5,=171.11; p<0.001
F,54=196.05; p < 0.001

Fos54=12.04; p = 0.0028
Fa54=98.43; p <0.001
Fa54=99.56; p < 0.001
Fys54 =39.10; p < 0.001

F,54 = 124.84; p < 0.001
F,s54=182.76; p < 0.001
F,54=450.74; p < 0.001
F,54 = 463.38; p < 0.001

F4'54 = 026, p= 0.90
F4'54 = 281, p= 0.09
F4'54 = 048, p= 0.75
F4'54 = 174, p= 0.23

Fs54=10.14; p =0.96
Fs541.25=;p=0.30
Fs54=10.33; p=0.85
Fa50=0.39; p=0.82

Fs454=1.15;p=0.40
F454=0.53; p=0.72
Fis4=2.90; p=0.09
Fs54=0.49;p=0.74

Fss54=0.63; p=0.66
Fs54=1.08; p=0.38
Fs54=1.97;p=0.12
Fs54=10.96; p =0.48
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Figura 10. Valores de conductividad eléctrica en el extracto acuoso del sustrato de cultivo (5:1 V:V) en
cada una de las cosechas (julio, agosto, septiembre, octubre), en plantas de (a) Quercus faginea y (b)
Quercus ilex sin fertilizar o fertilizadas a 10 mM N a un total de 202 mg N planta™ con N organico o con
N inorganico (mezcla equimolar de nitrato y amonio) y sin inocular o inoculadas con T. melanosporum, o
con T. aestivum, durante el primer afio de cultivo. Las especies de quercineas se analizaron de forma
independiente. Diferentes letras indican diferencias significativas dentro del mismo momento de cosecha
entre distintos tratamientos de fertilizante (Tukey HSD, 0=0.05). Los datos son media * error estandar

(n=18).
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Discusion

Efectos de la fertilizacion y de las fuentes de N en la calidad de planta

En ambas especies de quercineas, el fertilizante con N organico promovio el
crecimiento al mismo nivel que el fertilizante con N inorgénico. Las plantas también
fueron muy similares entre fertilizantes en otros atributos fisioldgicos, como la
concentracion de clorofilas o la eficiencia real del fotosistema Il. Esto demuestra que,
ademaés de crecer en la misma magnitud, las plantas presentaron la misma capacidad
fisiologica con ambos fertilizantes. En muchas especies, los beneficios de la
fertilizacion con N organico en crecimiento y atributos fisioldgicos de las platas es
también modesto, siendo la respuesta de plantas fertilizadas con fuentes de N organicas
e inorganicas muy similar, por ejemplo en Pinus engelmannii (Sigala et al. 2020a) o en
Pinus ponderosa (Sigala, et al., 2020). A pesar de la ausencia de diferencias iniciales, en
otros estudios si que se han encontrado moderados beneficios una vez las plantas son
sometidas a estrés, teniendo las plantas fertilizadas con N organico una mayor velocidad
de aclimatacién a factores de estrés como la sequia (Sigala et al. 2020b) o las heladas
(Sigala and Oliet 2020). Por ello, los beneficios del N organico podrian resultar en una
mayor capacidad de tolerar factores de estrés mas que en las caracteristicas iniciales de
calidad de planta. Por otro lado, los fertilizantes inorganicos pueden contaminar el suelo
y los flujos de agua adyacentes (Raven et al. 1992; Galloway et al. 2003), por lo que el
N organico reduciria el impacto ambiental de los fertilizantes convencionales
(Khamwichit et al. 2006). Por ultimo, el uso de fertilizantes de N organicos es
susceptible a recibir subvenciones y sellos de produccion ecoldgica, lo que beneficiaria
a los viveros forestales reduciendo sus costes 0 aumentando su valoracién publica
(Brady 2003; Sun et al. 2012; Unién Europea 2018; Wang et al. 2018). Por tanto, el N
organico podria ser una alternativa viable en los programas de fertilizacion de

produccién de las especies Q. faginea y Q. ilex.

La ausencia de diferencias entre plantas fertilizadas con distintas fuentes de N en
este estudio puede deberse a que el fertilizante convencional con N inorganico
empleado fue una mezcla equimolar de nitrato y amonio. El empleo de NO3"y NH4" en
conjunto puede suavizar los efectos negativos que tendrian ambas fuentes de N por
separado (Uscola et al., 2014; Franklin et al., 2017; Sigala et al., 2020), reduciendo los
efectos morfofisiologicos asociados a una fuente de N concreta e igualando las

caracteristicas entre plantas. Por otro lado, este experimento se realizé con cantidades de
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N (202 mg N planta™) dentro del consumo de lujo, tanto para Q. faginea, con un nivel
de suficiencia de 150 mg de N planta™ (Villar-Salvador et al. 2013) como para Q. ilex,
con un nivel de suficiencia de 200 mg de N planta™ (Uscola et al. 2015). Una vez
superado el nivel de suficiencia, las plantas no invierten el extra de recursos en
crecimiento (Timmer and Armstrong 1987; Timmer and Aidelbaum 1996), lo que
reduciria las diferencias morfoldgicas entre plantas fertilizadas con distintas fuentes de
N. De la misma forma, a partir de cierto umbral elevado de N, la concentracion de
clorofilas y la eficiencia de la fotosintesis tampoco se ve favorecida (Warren et al. 2000;
Warren and Adams 2004). En condiciones de consumo de lujo, el atributo que mas
podria diferir entre fuentes de N seria el estado nutricional o las reservas (Timmer and
Armstrong 1987; Timmer and Aidelbaum 1996). Los resultados de los analisis
nutricionales de estas plantas podran determinar si este aspecto se ve modificado por las

fuentes de N.

Ambas especies de quercineas no respondieron igual a los distintos fertilizantes,
aungue estas diferencias fueron muy moderadas, con Q. faginea mostrando mas
diferencias en respuesta a las fuentes de N que Q. ilex. Quercus faginea present6
diferencias en respuesta a las fuentes de N mas marcadas que Q. ilex en el crecimiento
del volumen del tallo y en el desarrollo fenol6gico, maximizandose en las plantas
fertilizadas con N inorganico. Por el contrario, en Q. ilex apenas se encontraron
diferencias entre las distintas fuentes de N y, si bien ciertos parametros durante el
cultivo se maximizaron con N orgénico. Aun asi, estas diferencias fueron tan leves que
no se reflejaron en la masa al final del cultivo. Otros estudios han encontrado
diferencias morfofisioldgicas asociadas a la fuente de N aplicada como en Picea abies
L. y Pinus sylvestris L. (Gruffman et al. 2012; Franklin et al. 2017), Populus tremula
(Franklin et al. 2017), o en Pinus greggii (Sigala 2020), donde las plantas fertilizadas
con N orgéanico aumentaron significativamente su masa, y en especial la masa de raices
finas. La plasticidad ante las fuentes de N es especie dependiente, siendo, por norma
general, mucho mas plasticas las especies de crecimiento rapido (Uscola et al. 2014;
Sigala et al. 2020a, b). Quercus faginea es una especie mas plastica a la disponibilidad
de nutrientes en el suelo y de crecimiento mas rapido que Q. ilex (Villar-salvador et al.
2014). En cambio, Q. ilex, tiene menor tasa de crecimiento y muy poca plasticidad en

respuesta a la fertilizacion y, en concreto, muy poca plasticidad a las fuentes de N
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(Villar-Salvador et al. 2014). Estas diferencias entre especies de quercineas explicarian

su distinta respuesta a las fuentes de N.

En cualquier caso, la fertilizacion favorecio la calidad de planta notablemente
respecto a las no fertilizadas. Concretamente, la fertilizacién aumenté el crecimiento del
volumen del tallo, el crecimiento de la parte aérea y el crecimiento de las raices,
especialmente de las raices finas en Q. faginea. El tamafio de las plantas tiene especial
relevancia en su supervivencia en el campo (Villar-Salvador et al., 2012; Grossnickle,
2018). Plantas méas grandes tienen mayor capacidad de adquirir recursos, fijar C a través
de las hojas o adquirir nutrientes del suelo por las raices, lo que les confiere mejores
habilidades competitivas y mayor capacidad de establecimiento una vez plantadas en
campo (Villar-Salvador et al. 2012, 2015). A pesar del incremento de las raices, éste no
fue suficiente para aumentar significativamente la parte radical, por lo que se observo
un mayor ratio PA/PR en plantas fertilizadas. Este aumento de ratio PA/PR es un efecto
muy conocido de la fertilizacion, sin que por ello se reduzca la calidad de planta (Villar-
Salvador et al. 2012, 2015; Grossnickle 2018; Grossnickle and MacDonald 2018a). La
fertilizacion no solo incrementd el crecimiento sino que también maximiz6 atributos
fisioldgicos relacionados con la capacidad fotosintética. La fertilizacion aumento6 la
concentracion de clorofilas. Aumentos en la cantidad de maquinaria fotosintética como
clorofilas se traducen en una mayor capacidad fotosintética (Warren et al. 2000; Warren
and Adams 2004). Consistentemente, las plantas fertilizadas presentaron también mayor
®pg. Todo ello sugiere que las plantas fertilizadas tienen mayor capacidad fotosintética.
Por ultimo, la fertilizacién aumenta las reservas en planta (Villar-Salvador et al., 2012;
Grossnickle, 2018), lo que aumenta el éxito y el establecimiento en el campo (del
Campo et al. 2009; Grossnickle and MacDonald 2018a). Por todo ello, la fertilizacion es

clave para aumentar la calidad de planta producida en vivero.

Efectos de la micorrizacion con T. melanosporum y T. aestivum

No se encontraron resultados visibles de micorrizacion de calidad en ninguna de las
plantas, tanto fertilizadas como sin fertilizar. Por ello, no puede afirmarse que el
fertilizante, o un fertilizante en concreto, favoreciera el establecimiento de la simbiosis,
al igual que no pueden analizarse las diferencias en la respuesta de las especies de Tuber
a los fertilizantes. La ausencia de micorrizacion podria indicar un efecto inhibitorio por
el fertilizante. Uno de los efectos mas conocidos de la fertilizacion es que altera las

condiciones del sustrato, como el pH y la salinidad (Landis D. 1989). En este
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experimento, los valores de pH en el extracto acuoso del sustrato de cultivo en Q.
faginea variaron entre 7.9-7.4 y 7.7-7.2 para fertilizantes con N orgénico y con N
inorganico, respectivamente, y en Q. ilex entre 7.9-7.4 y 7.9-7.2 para fertilizantes con N
organico y con N inorganico, respectivamente. Estos valores de pH estan dentro de los
rangos de tolerancia para ambas especies de Tuber. De hecho, el pH medio de los suelos
de T. melanosporum oscila entre 7.5 y 8.3, y para T. aestivum el rango es todavia mas
amplio, entre 5.9 y 8.4 (Garcia-Montero et al., 2007d; Colinas et al., 2007; Jaillard
etal., 2014). Asi, el valor de pH en el sustrato esta dentro de los rangos 6ptimos para T.
aestivum en ambas quercineas y con ambos fertilizantes. Sin embargo, en el caso de T.
melanosporum el rango de pH obtenido en sustratos fertilizados con N inorganico esta
en el margen inferior de tolerancia, por lo que la fertilizacion con N inorgénico podrian
reducir la capacidad colonizadora en esta especie. Respecto a la conductividad eléctrica,
no se han encontrado datos concretos para rangos Optimos en estas especies, aungue
otros estudios afirman que el aumento de la salinidad perjudica el desarrollo micorricico
en el género Tuber (Nadim et al. 2016). Si bien las diferencias en la salinidad del
sustrato entre fertilizantes no fueron significativas, la conductividad de los sustratos
fertilizados con N organico fue ligeramente inferior. Por todo ello, consideramos que el
efecto inhibitorio del fertilizante no puede achacarse a la modificacion de las
condiciones del sustrato, siendo los reducidos efectos negativos mucho menores en el
fertilizante basado en N organico, que en ningun caso limitaria el desarrollo de las

especies de Tuber.

Por otro lado, hay multiples resultados que sugieren que la ausencia de
micorrizacion en el experimento se debe a que no ha dado tiempo al completo desarrollo
de la colonizacion micorricica. En primer lugar, no se encontré una micorrizacion
evidente, pero si se encontraron puntas micorrrizadas por Tuber spp. de forma aislada
en las raices terciarias de algunos individuos (datos no mostrados), lo que sugiere que el
proceso de micorrizacién es incipiente. En segundo lugar, en las plantas de ambas
especies de quercinea se detectaron efectos significativos del indculo en algunos
parametros, como en el crecimiento del volumen del tallo y en la evolucion de la
fenologia en ambas especies, y en un aumento en la concentracion de clorofilas en Q.
ilex. Estos resultados evidencian que existe un efecto del indculo en ambas especies, si
bien la micorriza en si no es evidenciable. Por otro lado, las plantas no fertilizadas de

ambas especies tampoco presentaron resultados visibles de micorrizacion, lo que indica
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un efecto comun entre las plantas fertilizadas y las no fertilizadas y sugiere que, si no
hay micorrizacion, no se debe a un efecto inhibidor de la fertilizacion. Ademas,
tampoco se encontraron hongos espontaneos o contaminantes, lo que corrobora que la
ausencia de micorrizas no fue debida al empleo de fertilizantes si no a un corto periodo
de tiempo en el desarrollo del experimento (5 meses desde la inoculacion). De hecho, en
otros estudios, como el de Garcia-Barreda etal., (2017), la micorriza de Tuber no
empieza a observarse hasta pasados 12 meses.

Por Gltimo, por norma general, en las plantas a las que se les aplica un indculo
no se aplica fertilizacién (Olivier, 2000). Los resultados de este estudio demuestran que
las plantas fertilizadas aumentan su desarrollo respecto a las no fertilizadas. Por tanto,
las plantas fertilizadas deberian tener un mayor desarrollo del sistema radical,
aumentando las estructuras de puntas terciarias que favorecerian el desarrollo temprano
de la micorrizacion y, ademas, deberian tener mas recursos para aportar al simbionte

(Grossnickle 2018). Estas hipdtesis se deberian testar con datos futuros del experimento.

Futuras lineas de investigacion
Este experimento forma parte del proyecto TuberRest, que tiene objetivos mas amplios

y analiza otros fertilizantes con distintas fuentes de N, concretamente nitrato (NO3),
amonio (NH4") y mezcla de todas las fuentes de N (mezcla equimolar de nitrato, amonio
y N orgénico (AA)). Por ello, los resultados completos del proyecto permitiran evaluar
de forma méas completa los efectos de las fuentes de N, tanto en la calidad de plantas de

Q. ilex y Q. faginea como en la micorrizacién con T. aestivum y T. melanosporum.

Ademas, el experimento todavia se esta continuando. De hecho, se efectuaran
dos cosechas adicionales, al final del segundo afio de crecimiento y en el invierno del
segundo afio (momento de maximo desarrollo esperado de las micorrizas) donde se
analizaran de nuevo todos los parametros morfoldgicos y fisioldgicos y se buscaran
indicios de micorrizacion con Tuber spp., asi como de hongos espontaneos. Los
resultados de estas dos Ultimas cosechas permitiran evaluar el efecto de las reservas en
el segundo afio de crecimiento y el efecto final en la micorrizacion de ambas especies de
Tuber.

Por otro lado, futuras lineas de investigacion podrian testar la respuesta de las
mismas plantas de este experimento en su establecimiento en el campo y la evolucion de

la micorrizacién en las plantas. Estudios de respuesta en campo permitirian conseguir
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una mejora de la supervivencia de estos arboles en proyectos de revegetacion y
plantaciones truferas. También ayudaria a estudiar la interaccion con otros factores,

bioticos y abidticos, caracteristicos de ecosistemas mediterraneos.

Por ultimo, seria conveniente estudiar otras especies de arboles, con estas u otras
especies de Tuber y con la aplicacion de fertilizantes con N organico. Aumentar el
nimero de especies en estos ensayos permitiria expandir la utilizacién de las
plantaciones truferas en una mayor diversidad de ecosistemas, maximizando a la vez su
productividad. También se obtendria méas informacién acerca de cdmo interactdan las
asociaciones entre especies de arboles y Tuber. lgualmente, deberia analizarse la
respuesta de plantas micorrizadas con distintas especies de Tuber a factores de estrés,
como heladas primaverales o golpes de calor y sequias estivales, que se espera que
aumenten en el contexto de cambio climéatico (Giorgi and Lionello 2008; Augspurger
2013).

Conclusiones
Las diferencias en la respuesta a los distintos fertilizantes y entre las especies de

Quercus fueron mas sutiles de lo esperado. Si bien Q. faginea fue mas plastica en su
respuesta a las fuentes de N que Q. ilex. Mientras que el fertilizante con N inorganico
mejord ligeramente el desarrollo durante el cultivo en Q. faginea, en Q. ilex el
desarrollo durante el cultivo se maximiz6 con N organico. Aun asi, las fuentes de N en
el fertilizante no generaron diferencias en la masa, ni en el resto de parametros
fisioldgicos. Por todo ello, la utilizacién de N organico en los programas de fertilizacion
demuestra ser una alternativa viable a los fertilizantes convencionales sin reducir la
calidad de planta de estas especies. Por otro lado, apenas se encontraron pruebas
visuales del establecimiento del Tuber spp. en las puntas terciarias de las raices de las
plantas, lo que se atribuy6 a un corto periodo de tiempo de desarrollo del experimento,
ya gque no se encontré micorrizacion espontanea en ningun tratamiento. Aun asi, el
fertilizante no parecié inhibir la micorrizacion mas que la ausencia de fertilizacion ya
que tampoco se detectd micorrizacion en las plantas no fertilizadas. Ademas, se
encontraron evidencias que indican un inicio del establecimiento de la colonizacién
micorricica tanto en plantas fertilizadas como no fertilizadas, como la modificacion de
la fenologia y el crecimiento del volumen del tallo o puntas micorrizadas aisladas con

Tuber spp. La fertilizacion aumentd el desarrollo de las plantas inoculadas, tanto en sus
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parametros morfolégicos como en sus parametros fisiologicos, por lo que emplear
fertilizantes en plantas micorrizadas también podria ser una buena eleccion para
aumentar la calidad de planta, especialmente si el fertilizante esta basado en fuentes de
N organicas. Este experimento demuestra que existen opciones para la
compatibilizacion de las técnicas de fertilizacion basadas en la eleccion de la fuente de

N y la micorrizacion con Tuber en quercineas.
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Material suplementario
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Figura S1. Radiacion (a) diaria maxima (linea discontinua) y promedio (linea continua) de las horas de
sol (a) y temperatura (b) diaria media (linea continua), méxima y minima (area sombreada) en el interior
del tanel de cultivo. Los datos son los promedios de dos sensores grabadores de datos de temperatura y
radiacion (Pendant Temp/luminosidad, Onset, EEUU), ubicados en puntos separados del tinel de cultivo
a la misma altura que las plantas, aunque sin recibir sombra de ellas y programados para tomar datos cada
hora.
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