Biotizacion del pino pinonero
Pinus pinea L
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INTRODUCCION
Italian stone pine,
Umbrella pine
Pino pifionero

Stone pine
Parasol pine




Mediterranean pines

Mediterranean (some into Asia)

Pinus brutia - Calabrian Pine-Turkish Pine

Pinus canariensis - Canary Island Pine

Pinus halepensis - Aleppo Pine

Pinus heldreichii - Bosnian Pine

Pinus mugo - Mountain Pine

Pinus nigra - European Black Pine or Austrian Pine
Pinus peuce - Macedonian Pine

Pinus pinaster- Maritime Pine

Pinus pinea - Stone Pine

Pinus sylvestris - Scots Pine

Pinus eldarica or Pinus brutia subsp. Eldarica, Elder Pine; Mondell Pine; Ider Pine.
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4th International Conference onBMediterranean Pines

MEDPINE 4: 4th International Conference on Mediterranean Pines
Conservation, Ecology, Restoration and Management of Mediterranean Pines and
their Ecosystems: Challenges under global change



La Maremi

.

1

Camogli--Mar Ligure

[3m LA

[

© Rui Cunha / Naturlink



Pinones: alto valor nutricional, com um La madera es muy duray resinoosa, y altamente
elevado porcentaje de proteinas; de célcio, impermeable. Los troncos producen buenas vigas
hierro , fésforo y potasio y micronutrientes. utilizadas em la construccion de durmientes de
Vitaminas del complejo Sin colesterol ferrocarril y em la industria naval..
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La cascaraes
usada para
extraccion de
taninos para la
industria de
cueros.
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Particularidades de esta Arqueofita (originada em el Plioceno)

An Iberian perspective on Upper Paleolithic plant consumption. Plant use by prehistoric
Mediterranean hunter-gatherers

Jonathan A. Haws

Universidade do Algarve / University of Louisville

Cataluna: (9,760 hasta el presente) numerosos restos de semillas diversas, frutos silvestres

y semillas de pino pifionero recuperadas de cuevas. (Hunters-gatherers.

Olaria et al. (1988) recoje semillas de pino, bellotas y avellanas en Cova Fosca (9,460 bp).
Teofrasto (372 a.C. — 287 a.C.) — considerado como el padre de la Taxonomia - hace mencion

em sus estudios al llamado “Pino doméstico”.

El poeta romano Ovidio (seéc. | a.C.) se refiere también em su obra “Ars Amatoria” (El arte del
amor ) las propiedades afrodisiacas de las semillas de este pino

Galeno (séc. Il d.C.) sugiere una mezcla de pinoli com miel y almendras para mejorar el
desempeiio sexual.

tiveram na sua construcédo pinheiros mansos de Alcacer do Sal , tendo o proprio Bartolomeu
Dias escolhido as arvores.



Productividad

Portugal: 78 mil ha. de pino pinonero;
Cada ha de pino pifionero produce aprox. 250 Kg de pifnas; si es injertado hasta
1000 Kg./ha.

Produccion media anual de pifias en Portugal: 73.000 tn (60-70 millones de pifias).

Ganancias totales productores/ano: 20 millones Euros
Ganancias totales industria: 40 millones E

Cada ano se producen entre 600 a 700 tn de.
pifiones (sin cascara) en Portugal, siendo 980%™
exportado, principalmente para Italiay Espan' '

En 2013 el pifion alcanza niveles hlstorlcos
que llegan alos 100 euros por Kg |



BACKGROUND Y OBJETIVOS

En 1988 la Estacion Forestal Nacional (EFN, Oeiras) lanza un programa de
investigacion con el fin de mejorar genéeticamente la calidad y la cantidad de
pinones producidos (Barreira e Alpuim 1988): PAMAF 2090 "Melhoria de P.
pinea L. para a producao de sementes comestiveis no Sul de Portugal"y 212
PIDDAC "Melhoria de P. pinea L. para producao de pinhéao“ (Estacao Florestal
Nacional).

Casi 10 anos después (1997) se inician estudios de micropropagacion
financiados pelo PAMAF 2090 en el LMBYV del ICAAM, UE

En los anos 90 también se inician estudios en esta especie en Espafa
(Garcia-Ferriz et al. 1994; Gonzalez et al.,, 1998) e na ltalia, Capuana e
Gianini (1995).

Entre 2000 a 2010, se mejoran protocolos de micropropagacion en la region
de la Peninsula Ibérica. (Valdés et al. 2001, Ordas et al., 2000; Moncalean et
al. 2005, Alonso et al. 2006, Cortizo et al. 2009); en Portugal nuestro grupo
comienza a publicar os primeros resultados en 2003 (Oliveira et al. 2003).



Existem 20 especies de pinos que producen semillas comestiveis (P. koraiensis, P.
Sibiricay P. pinea son conocidos internacionalmente por sus semillas comestibles, las
otras especies son usadas para consumo de las poblaciones locales.
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“ Oval-shaped, flattened
~+=t=t at tip, some with ridge
0 Corn-kernel, some

K | P. koraiensisc more rounded at the
base, narrow tip

Plump egp-shape,
similar size to P,
armandii but rounder
Long plump, one side
usually more curved
than the other

Long cylindrical, some
P. gerardiana® resemble P. pinea but
are longer
Small tear drops / corn-
F. massonianac kernels, like miniature
P. sibirica
Plump egp-shaped,
P. yunnanensis=" | rounded version of
P.armandii

Tiny, shaped like
2 | P. pumila=" '

Pine nuts can cause taste disturbances, lasting from a few days to a few [RuuEEEEyenLEL R NIl BT Pl
weeks after consumption " identity based on declarations of sample provider, not y
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PRIMEROS ESTUDIOS

Effects of Carbon Source, Carbon Concentration and Culture Conditions on in vitro Rooting of Pinus
pinea L. Microshoots (2007; Acta Horticulturae 812)
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n° of roots/shoot

O Glucose O Sucrose

90 73 103 78 33 Fig. 2. Percentage of shoots that formed 1, 2, 3 or 4 roots on
Clones sucrose or glucose supplemented media

O 2040 g I' of sucrose 40/20 g I'' of sucrose

Fig.1. Effect of sucrose concentration in the induction and
expression phases on the number of roots formed per clone (p <
0.05) and in the total percentage of rooted plantlets for the
tested concentrations

Fig. 3. Glucose induced the formation of various roots per
shoot (A), while sucrose formed preferentially one well
defined root.




Factor luz

Fig 1. Enraizamento de rebentos de P. pinea em
diferentes qualidades e intensidades de luz.
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Fig. 1. Spectra of Sylvania Gro-lux lamps (white) and Philips Cool-white lamps (black).
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Fig 2. Numero de raizes produzidas por semana,
considerando todos o0s rebentos para cada
tratamento de luz sob Cool-white e Gro-Lux a 60

mmol m-2 s-1




REVIEW
Revisao da bibliografia
Adventitious rooting of conifers: influen
and chemical factors

Carla Ragonezi * Krystyna Klimaszewska
Mirio Rui Castro + Monica Lima © Paulo de Oliveira ¢
Maria Amely Zavattieri

v' La propagacién de la mayoria de las
coniferas es limitada por la fase de
enraizamiento. S Vs

Abstract  In conife ive pmopagation of superior  development of relisble adventitious rooting protocols for
he most direct means for making large genetic different conifer spec

Keywords Cultin ymnosperms ¢ In vitro culture -
are: two aims of ativ . namely large-sc Micropropagation - Microshoots
multiplication of s motypes and production of large
numbers of plants from scarce and cos ltt‘dlhdlil’l' inates
from contmolled seed orchard pul.l.lml.lq.lm
achieved, in some species, either through rooled

roed microshoots, the latter regenemisd throug
culture in vitro. Thus far, both strate; A

chemical factors that help the urlltr:r cutt
shoots o develop adventitious roots, Thes
plant growth regulators, carbohydrates, " - GAs Gibberellic
perature and rooting substrales'media as major variables for G i Gresshoff and Doy
Growth-lux
1AA i
IBA
L9 medivm
LP medium
M -!\F'I{

Plant growth regulator
nthetic photon fux densities
PS medium Pinus strobus medium-Tang and New ton
(20
PBZ Paclobutrazol
RD Red-rich da
RIM medium Abo El-Nil
RW medium [
SH medium o




s Aun cuando los protocolos se habian establecido para las diferentes fases de la
cultura in vitro del pino pifonero y ajustado muchos de los factores de
crecimiento in vitro el numero final de plantas aclimatadas era muy bajo debido a
un escaso n° de plantas enraizadas.

s En estudios paralelos, el grupo del LMBV demuestra que algunos hongos podrian
ayudar a superar esta dificultad: la co-cultura con un sistema de bi-camada o
bifasico fue creado para rescatar el crecimiento de la raiz, con una transicion bien
sucedida para las fases de aclimatacion (Oliveira et al. 2003).

% Estos resultados abrieron un nuevo campo en el estudio de los efectos benéficos
de microorganismos en mejorar las fases de enraizamiento y aclimatacion. Asi en
2007, la Fundacion para a la Ciencia y la Tecnologia (FCT) nos financia el
proyecto para estudiar el crecimiento radicular y los sefales bioquimicos que se
establecen entre la planta y los hongos para dar inicio a las relaciones
simbidticas.
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DEFINICION DE BIOTIZACION

El co-cultivo de plantas con microorganismos benéficos
produce cambios en el desarrollo y también cambios
metabdlicos en las plantas derivadas, las que mejoran
Su resistencia a factores de stress biotico y abiotico.
Estos cambios en la resistencia y performance de las
plantas causadas por los inoculantes es referida como
BIOTIZACION.

Existen suficientes evidencias experimentales con
bacterias (bacterizacion) y con micorrizas arbusculares
(micorrizacion) para recomendar la utilizacion de esta
tecnica en la micropropagacion comercial

Nowak, J. 1998



METODOLOGIA
Produccion de plantulas de pino in vitro
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Recoleccion de las fructificaciones de los hongos

Pisolithus




Micelio aislado de las fructificaciones de los hongos
(testes de varios medios de cultura)

Esto para
todos los
hongos

colectados a
campo

Table 1 . Media del diametro del micelio (cm) de P. arhizus en tres medios de culivo diferentes

Dias despues de la

inoculacién BAF Hagen MMN F(Anova) P(Anova)

7 I E1E0.09FF B40F 0.132% 1.14%0.08P 7.94 0.003
14 SBEFOR R BHSHI0D6E 2.81510.131¢ 2.97 0.073



|dentificacdo dos isolados e preparacdo de uma colecéo de fungos
Deposito de sequéncias no NCBI

DNA foi amplificado utilizando o primer M13 (5°-
GAGGGTGGCGGTTCT -3")
Denaturacdo: 5min at 94°C
mplificacdo: 1min at 94°C

1 min at 50°C
2 min at 72°C i i
Extensao: 6 min at 72°C - B
-=N

o, = ;d'
Extracdo de DNA feita pelo métdodo de
microesferas modificado

Lactarius deliciosus isolate UEZB1 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and
28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: JQ066791.1

AUTHORS Ragonezi,C., Caldeira,A.T., Martins,M.R., Salvador,C., Santos-Silva,C.,
Ganhao,E., Klimaszewska,K. and Zavattieri,A. TITLE Molecular approach to characterize
ectomycorrhizae fungi from Mediterranean pine stands in Portugal

Pisolithus sp. P1001 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed

Ana_llses fllog?netlcas for(?m spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
realizadas utilizando o metodo sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

UPGMA (Quantity one 1 — GenBank: HQ896485.1

analise de DNA) AUTHORS Ragonezi,C., Caldeira,A.T., Martins,M.R., Salvador,C., Santos-Silva,C.,

Ganhao,E., Klimaszewska,K. and Zavattieri,A. TITLE Molecular approach to characterize
ectomycorrhizae fungi from Mediterranean pine stands in Portugal



CO-CULTURA

Inoculacion in vitro en medio bi-camaday toma de datos comparativos del efecto de cada hongo ECM
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Aclimatacion y estudios anatomicos e histologicos de las micorrizas con
microtomo de congelacion y con ultramicrotomo

Preparacion de
las micorrizas
en glutaraldeido
y sacarosa.
Bloques de
gelatina; corte a
-30°C

Microtomo de congelacao Leica 3050 S



Aclimatacion

Left: Rooted plants in the acclimation phase. Plants after 4 month i the
acclimation phase. (a) Inoculated pine plant, identified as DDO03. shows a good
development of the aerial part and (b) also compact and dichotomous branched |
root system. (¢) Control plant. not inoculated with less aerial part development

and a linear root system 23 cm long.

Parametros evaluados

eLargo de la raiz principal; n° }
de raices secundarias “
*Crecimiento del

*Tasas de sobrevivencia de
las plantas enraizadas e
Inoculadas




Hongo 2Da Hongo 1Pa

Fijacion en 2,5% de
glutaraldeido en 0,1 M Hepes Buffer
(Ph 6.8) Massicotte et al., 2008.
Seguidamente el material foi incluido
en resina Spurr y seccionado en
conrtes semifinos de (1 ym) con el
ultramicrotomo Leica Reichert
Supernova, siendo posteriormente
coloreados con azul de toliudina
0.05% . Los cortes obteinidos se
observaron en un microscopio
fotonico Dialux 20 de Leitz y las
Imagenes fueron obtenidas por una
camara digital Leica DC 30.

Hongo 1K 2(a)






Resumen de la
Metodologia de
Trabajo




Las micorrizas son estructuras simbidticas entre las raices de las plantas y los
hongos ' ' ' INCl
Micorrizas arbusculares y ECTOMICORRIZAS

Esta relacion mutualista con los hongos garantiza a las coniferas una ventaja
ecologica en condiciones adversas o dificiles

=ctomycorrhiza

Apoplasto w " ? il Simplasto
=i

3
528
3 ’ Arbuscules

en las coniferas H?‘r;ig

Ectomycorrhizas (ECM) son los
principales organos de absorcio




Esquema que resume los procesos de intercambio de nutrientes en la simbiosis
Ectomicorrizica

Polyphosphate (C'

P; transporter

NH,/NH,*
transporter

Glucose Urea transporter

O

* - - Lipids
Sucrose v - Dp
Fructose ) O ,
i ; Trehalose

Emphasis is placed on the translocation of phosphorus (P), nitrogen (N) and carbon (C) at the soil-fungus and fungus—plant
interface. Inorganic P and mineral or organic forms of N, such as NH,*, NO5;~ and amino acids (AA), are taken up by specialized
transporters located on the fungal membrane in the extraradical mycelium. NH;/NH,* and P; (the latter originated in AM fungi from th
hydrolysis of polyphosphate) are imported from the symbiotic interface to the plant cells through selective transporters. Hexose
transporters import plant-derived carbon to the fungus, whereas transporter proteins involved in the export of nutrients from either th
plant or fungus have not been identified yet. This questions whether such processes indeed result from active, protein-mediated
transport or involve passive export mechanisms.

Paola Bonfante & Andrea Genre

Nature Communications 1, Article number: 48 doi:10.1038/ncomms1046



% Diferentes espécies de ECM que podem ser associadas ao P. pinea em Portugal
(Hebeloma sp., Lactarius sp., Rhizopogon sp., Pisolithus spp).

| Mayor area explorada

por las raices



Aumento de la eficiencia de absorcion de agua e nutrientes;

Promueve el crecimiento radicular y la ramificacion de las raices

Reduccion de las necesidades de fertilizacion e irrigacion;

Aumento de la resistencia y proteccion contra patégenos;

Proteccion de las plantas en suelos con metales pesados

Beneficia el vigor de las plantas minimizando el estrese, promover el crecimiento
de semillas, asi como el enraizamiento de estacas;

Aumenta la eficiencia en protocolos de embriogénesis somatica in vitro;
Vantajas para los fungos

% Absorcion de grandes cantidades de materia organica y azucares;

% Aumento de la humedad para crecimiento de las hifas



Seﬁ al | ZaC | é N (a) Fungal growth

F = — F"‘ﬂ
Existen muchos compuestos

de senalizacion encontrados
en las asociaciones e
mutualisticas.

IBA e IAA (auxinas)
Rutina (flavonoides)
Zeatina (citocininas)

(b) Hyphae branching CH,COH

Exudates, Zeatin

Los exudados de las plantas
pueden activar el

crecimiento y alterar la Exudates, Zeatin
morfologia del micelio. Ennancod S50
Rhizogenesis )

ITOS hOﬂgOS. e otra parte ] Hypaphorine, auxins ﬂ"t =
liberan auxinas que 6 o f inhibition of |

3.00 | root hair elongatlo

promueven la rizogénesis e 2o . e g ew
00 [HypaphorineErgosterol] CH,—CHOO™

inhiben el crecimiento de los 10|

1.00 |

pelos radiculares x|

0.00

(¢) Hypaphorine accumulation

Martin et al. 2001. Developmental cross talking in the ectomycorrhizal symbiosis.



Utilizar la técnica de co-cultura in vitro (biotizacion) para resolver los
problemas de enraizamiento y aumentar la tasa de sobrevivencia en
la fase de aclimatacion;

Caracterizar las interacciones hongo-raiz que permitan el desarrollo
de un sistema radicular eficiente;

Evaluar las relaciones promotoras entre el enraizamiento in vitro y
posterior desemperio de las plantas inoculadas;

Caracterizar las diferentes especies de hongos ECM colectados en
plantaciones de pino durante todas las fases de la biotizacion;
Identificar los principales factores que controlan el desarrollo de la

simbiosis y la sefalizacion entre hongos ECM y brotes de P. pinea.



METODOLOGIA
Estudos bioquimicos (meio de cultura dupla-fase)




Patente :
II’] instituto nacional
innngn da propriedade industrial

PATENTE DE INVENCAO
NACIONAL n.° 105239

llustracion de la preparacion del medio de cultivo de doble fase, a, 1 - tapa, 2 -
frasco, 3 y 4 — medio de WPMS con perlita na parte superior. by ¢, 3y 4 — medio
WPMS con perlita hacia abajo, 5 - WPML, 6 - plantas, 7 — raiz.



RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos bioquimicos con

HPLC-UV system ELITE LaChrom VWR
HITACHI equipped with a VWR HITACHI L-
2100 pump, a Rheodyne injector and a

VWR® HITACHI L-2400 UV detector.
LC-DAD-MS analyses were carried out in a
LCQ Advantage Thermo Finnigan mass
spectrometer equipped with an

electrospray ionization source and using an ion
trap mass

analyzer.




RESULTARO@SNE BAS0E)8®hounds, root flavonoids have been demonstrated to

Estudos bid¢yigfidawortant

role in the root-microbe interaction. Com

ounds like

-coumaric acid,

coumarin, naringenin, and other flavonoids were cited as potential
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CONCLUSIONES

Fueron estudiados una gran cantidad de factores que influencian el
enraizamiento in vitro.

Con base en estas informaciones se ajustaron factores fisicos y
guimicos, pasando de un 30% de enraizamiento hasta 70% en una gran
mayoria de los clones testados (protocolo definido).

La estrategia desarrollada con base en el co-cultivo de plantulas de pino
con hongos ectomicorrizicos (biotizacion) produce resultados positivos,
una vez que efectivamente contribuyen para ultrapasar el cese del
crecimiento de raices y preparar las plantas para su aclimatacion,
mejorando varios parametros del enraizamiento.

El co-cultivo puede usar-se para inocular hongos de interés en el
mercado



CONCLUSOES

* Usando el primer do PCR-M13, fue posible separar los diferentes
grupos de hongos gue pueden ser encontrados en pinales. Ademas nos
permitio hacer una monitorizacion durante todas las etapas de la
culturas.

“* En el andlisis de la sefalizacion fué identificado un éster del acido o-
cumarico. El aparecimiento de esta substancia nos permitio
compreender el papel de los compuestos fendlicos en la simbiosis
planta-hongos ECM

% Fue ademas patenteado un nuevo sistema de cultivo compuesto por un
medio de cultura semi-solido-liquido, que permitid el analisis de los
metabolitos liberados por las raices (Patente).

* Durante este trabajo fué importante el n° de técnicas y personal
especializado que trabajo de una forma multi-disciplinar .



PERSPECTIVAS FUTURAS

_lEste protocolo puede ser aplicado en otras
espécies vegetales o inoculantes microbianos,
desde que la asociacion promueva efectos
positivos en ambos parceros.

JHay un largo espectro de posibilidades de
estudio, como la sobrevivencia de los hongos
Inoculados cuando las plantas son colocadas
en el vivero y cuando son plantadas en el
lugar definitivo
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