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INTRODUCAO

Durante a minha estadia em Argentina no ano de 2014 foram estabelecidos contactos com o
Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovacao Produtiva em Buenos Aires com o objectivo de
estabelecer convénios de Cooperacao Internacional relacionados com os Ecossistemas
aquatico e florestal, em particular, todas elas visando o desenvolvimento sustentavel. Em esse
contexto foi assinado um protocolo de Cooperacio entre a Universidade de Evora, a Provincia
de Chubut e o Centro de Investigacion y Extension Forestal Andino Patagonico (CIEFAP).

O programa como previamente estabelecido incluia entre outros aspectos a colaboracao para
o estabelecimento dos planos do novo centro biotecnolégico do CIEFAP, um curso em
biotecnologia forestal para futuros técnicos do laboratério a ser criado e para outros técnicos
ligados ao sector produtivo de bosques e o inicio dos trabalhos (nos laboratérios existentes) da
multiplicacdo vegetativa de espécies nativas de interesse (pelo seu valor na obtencio de
metabolitos secundarios e outros produtos.

No entanto, durante o més de Fevereiro de 2015 houve alteracao nas autoridades do CIEFAP,
sendo nomeado um novo Presidente, neste caso o Ministro de Educacao de Chubut, Dr. Rubén
Zarate, nao dependente do Minestério de Ciéncia e Tecnologia mas sim do Ministério de
Educacao. Ante este novo escenario e dada a falta de comunicacao com as autoridades com as
que foi estabelecido o protocolo inicial, contactei novamente as autoridades do Ministério de
Ciéncia e Inovagao Produtiva em Buenos Aires, e foi agendada uma reunido com a Dra. Susana
Marcucci Poltri, Directora do Programa Nacional de Marcadores Moleculares das Especies
Florestais em Argentina a fim de elaborar um programa alternativo na 4rea da biotecnologia

de espécies florestais (http://inta.gob.ar/personas/marcucci.poltri). Em contacto pessoal

realizado no INTA de Castelar a Dra. Marcucci Poltri sugere que as minhas competéncias
enquadram-se com 0s objectivos dos projectos territoriais Corri-1243203, 1243204 e PNFOR
1104062 (Melhoramento Genético de Espécies Florestais Introduzidas para Usos de Valor) que
estdo sendo coordenados no INTA Bella-Vista pelo Eng. Carlos David Vera Bravo.
Consequentemente com a necessidade de dar continuidade a Sabética, foi definida a Estacao
Experimental Agropectaria INTA Bella-Vista como o meu local de trabalhos em Biotecnologia
de Espécies Florestais. Esta opc¢ao, nao prejudica o previamente estabelecido no Protocolo de
Cooperacio com a Universidade de Evora o qual tera que ser, no entanto actualizado, com as
novas autoridades do CIEFAP se assim a Universidade de Evora e aquela Instituicio o
entenderem conveniente.

(Em Anexo 1 carta de formalizacao de convite efectuado pela EEA INTA Bella Vista).

E necessario citar neste relatério outros trabalhos realizados em continuidade com as
actividades realizadas no Projecto ALEX (apresentacdes em Congressos, Workshops, etc) que

decorreram em Portugal durante a minha ausencia, para os quais contriui desde Argentina.


http://inta.gob.ar/personas/marcucci.poltri

Copia destes documentos e abstracts das apresentacdes encontram-se em Anexos a este
documento.

Publicagoes e apresentacoes em Congressos durante o periodo Sabatico

ALqueva hydro-meteorological EXperiment (ALEX): first results of aquatic
ecological assessment- Maria Manuela Morais, Maria Helena Novais, Susana Nunes, Joana
Rosado, Alexandra Penha, Amely Zavattieri, Miguel Potes, Rui Salgado. APMG2015 — 9°
Simpoésio de Meteorologia e Geofisica da APMG e 16° Encontro Luso-Espanhol de
Meteorologia. 16 a 18 de Marco, 2015. Hotel Vila Galé Albacora. Tavira. (Anexo 3)

Monitoring cyanobacteria and cyanotoxins in Alqueva Reservoir, Portugal.
Zavattieri M.A; Morais M.M.; Nunes S.; Penha A.; Caldeira A.T; Martins M.R.; Salgado R.

4to Congresso Ibérico de Cianotoxinas. Lisboa 8-10 de Junho de 2015. (Abstract em Anexo 4)

4th workshop on “Parameterization of Lakes in Numerical Weather Prediction
and Climate Modelling” Evora. Portugal, May 07-09, 2015.

http://www.lake15.cge.uevora.pt/ (abstract em Anexo 5)

Review article: Adventitious rooting of conifers: influence of biological factors.

Maria Amely Zavattieri; Carla Ragonezi; Krystyna Klimaszewska. (Anexo 6)

OBJECTIVOS DA SABATICA

Os objectivos do presente trabalho de investigacido definidos por acordo com o Eng. Carlos
David Vera Bravo no INTA de Bella Vista, visam a multiplicacdo clonal via embriogenese
somatica de Pinus taeda; e a propagacao via gomos axilares em Grevillea robusta e Corymbia
citriodora com o objectivo de rejuvenescer os tecidos para posteriormente usar a multiplicacao
massal dos genoétipos superiores destas espécies. O Engenheiro Carlos David Vera Bravo é
coordenador do Laboratério de Biotecnologia da Estacao Experimental INTA Bella Vista e
desenvolve também actividade no sector florestal como pode ver-se pelo seu curriculum
abreviado na folha institucional do INTA.

(http://inta.gob.ar/personas/vera.bravo)

Os trabalhos de biotecnologia florestal se iniciam em esta Estacao Experimental no ano de 1987
com a multiplicagdo in vitro de citrinos. No entanto, ap6s uma reuniao nacional do grupo
REDBIO-Argentina realizada no ano 2000 em Bella-Vista, se definem como prioridades na
area de investigacao aplicada nas florestas argentinas o seguinte:

-0 estabelecimento de protocolos de micro e macropropagacao e de embriogénese somatica;


http://www.lake15.cge.uevora.pt/

-0 estabelecimento de novas infraestruturas de laboratérios com pessoal qualificado na area
para prestacao de servicos em biotecnologia florestal e genética

-a aplicacao de técnicas de micropropagacao para rejuvenescimento de materias vegetais

-a monitorizacao de cruzamentos controlados e a utilizacdo de marcadores moleculares para
identificacdo de materiais e determinacao da variabilidade genética de populacoes base

-0 estudo de técnicas de crioconservacao

-a aplicacdo de engenharia genética em determindos materiais para resisténcia a herbicidas e
insectos

Para dar continuidade as definicoes da REDBIO-Argentina 2000, se iniciarm em Bella Vista
trabalhos de multiplicacdo vegetativa de lenhosas, neste caso com Eucalyptus grandis (hoje
conta-se com um exitoso protocolo de multiplicacdo e enraizamento in vitro de esta espécie).

A esta seguiram outras espécies, algumas das quais encontram-se descritas neste relatorio.

A INSTITUICAO DE ACOLHIMENTO

O Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)

O complexo agroalimentar argentino é um dos mais importantes do mundo, capaz de gerar
alimentos para 400 milhdes de pessoas. Neste cenario, € muito importante o papel do Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria INTA, Agéncia Estatal Argentina dependente do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Pescas. Desde 1956 desenvolve atividades de pesquisa e
inovacao tecnolégica em cadeias de valor alimentar e florestal nas diversas regioes e territorios
nacionais para melhorar a competitividade e o desenvolvimento rural sustentavel. Seus
esforcos estdo focados na inovacdo como motor do desenvolvimento de capacidades e
integracdo para promover a cooperagao interinstitucional, gerar conhecimentos e tecnologias
e usa-las para o setor através de sistemas de extensao, informacdo e comunicacao

(http://inta.gob.ar/).

O INTA encontra-se presente nas cinco Ecoregioes da Argentina (Noroeste, Nordeste, Cuyo,
Pampeana e Patagonia) por meio de uma estrutura que comprende: uma Sede Central, 15
Centros Regionais, 6 Centros de Investigacao, 53 Estacoes Experimentais, 16 Institutos de

Investigacao e mais de 300 Unidades de Extensao (mapa 1).


http://inta.gob.ar/

Mapa 1. Principais unidades do INTA em Argentina onde se encontra assinalado a localizagdo do INTA onde foram

realizados os trabalhos de biotecnologia forestal que se encontram descritos no presente relatorio.
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Este organismo oferece mais de 120 servicos diferentes para o agro e agroindustrias, muitos
deles de forma gratuita e a maior parte deles Certificados, a lista pode encontrar-se no seguinte

documento (http://inta.gob.ar/servicios). De esta longa lista podem destacar-se alguns como:

conservacao de germoplasmas a medio prazo; caracterizacdo molecular de Apis mellifera;
analises quimicos de aguas, de alimentos e sangue; analises de estéres metilicos em aceites;
anélises de todo tipo dos alimentos para ruminantes; analises de sulfatos em solos; anélises de
agua, solos e materiais de origem vegetal; analises das propriedades quimicas dos solos;
analises de forragens; analises de qualidade das sementes; anélises da qualidade comercial e

industrial da cevada cervezeira; isolamento e deteccao de virus bovinos; agometeorologia;


http://inta.gob.ar/servicios

agroelectronica; actualizacdo em brucelose bovina; cultura de meristemas e obtencao de
plantas de qualidade controlada; diagnostico anatomo-histopatologico; entre muitos outros, e
nos seus diferentes centros.

Outras duas entidades foram criadas em 1993 a INTEA S.A. e a Fundacao ArgenINTA que
conjuntamente com as estruturas acima descritas conformam o GRUPO INTA.

Os trabalhos continuos do INTA desde a sua criacao tem permitido ao pais alcangar uma maior
potencialidade e oportunidades para aceder aos mercados regionais e internacionais com
produtos e servicos de alto valor acrescentado.

INTA foi criado 4 4 de Dezembro de 1956 pelo Decreto Lei 21.680/5. O objectivo da sua criacao
foi “impulsionar, vigorizar e coordenar o desenvolvimento da investigacao e extensao
agropecuaria e acelerar, com os beneficios destas func¢oes fundamentais, a tecnificacdo das
empresas agrarias e da vida rural. O INTA respresenta o mais importante Instituto Nacional
na promocao do sector agropecuario, agroalimentar, agroindustrial e florestal da Argentina. A
investigacao e o desenvolvimento sao os pilares de trabalho que tomam corpo no seu Plano
Estratégico Institucional onde se descreve a visao a longo prazo para responder as demandas
de todas as regioes argentinas.

(http://inta.gob.ar/documentos/plan-estrategico-institucional-2005-

2015/at_multi download/file/Plan%20Estrategico%20INTA%20%282005-2015%29.pdf)

Os convénios nacionais e internacionais que o INTA subscreve com os mais diversos
organismos e entidades do sector puablico e privado, permitem crescer e incrementar a
intervencao nas cadeias de valor, e melhorar o desenvolvimento rural e sustentavel em todo o
territorio da nacdo. A nivel nacional participa de diversas redes, entre as que podem citar-se:
redes de avaliacdo de culturas; redes de laboratérios; redes de informacao técnica e redes

professionais, a longa lista pode ver-se no seguinte link (http://inta.gob.ar/sobre-el-

inta/redes-en-las-que-participa-inta). Os longos anos de trabalho em investigacdo agraria de

ponta tem dado origem a uma série de variedades produzidas por INTA nos mais variados
cultivos como sao: Aveia, Cevada; Centeio, Trigo; Milho; Eucalyptus; Linho; Lotus; Girasol;
Ch4; Tomate; Soja; Trevo; Erva mate; etc. As variedades com registo de propriedade vigente
encontram-se na seguinte lista:

(http://inta.gob.ar/documentos/patentes-y-registros-de-variedades-

inta/at multi download/file/Variedades%20del%20INTA%20con%20titulo%20de%20prop

iedad%20vigente.pdf).

Por outro lado entre 1987 e 2011 0 INTA era detentor de 37 patentes entre maquinarias; cepas;
processos; construcoes de ADN; dispositivos, etc. Lista de patentes INTA

(http://inta.gob.ar/documentos/patentes-y-registros-de-variedades-



http://inta.gob.ar/documentos/plan-estrategico-institucional-2005-2015/at_multi_download/file/Plan%20Estrategico%20INTA%20%282005-2015%29.pdf
http://inta.gob.ar/documentos/plan-estrategico-institucional-2005-2015/at_multi_download/file/Plan%20Estrategico%20INTA%20%282005-2015%29.pdf
http://inta.gob.ar/sobre-el-inta/redes-en-las-que-participa-inta
http://inta.gob.ar/sobre-el-inta/redes-en-las-que-participa-inta
http://inta.gob.ar/documentos/patentes-y-registros-de-variedades-inta/at_multi_download/file/Variedades%20del%20INTA%20con%20titulo%20de%20propiedad%20vigente.pdf
http://inta.gob.ar/documentos/patentes-y-registros-de-variedades-inta/at_multi_download/file/Variedades%20del%20INTA%20con%20titulo%20de%20propiedad%20vigente.pdf
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inta/at multi download/file/Listado%20de%20patentes%20concedidas%20y%20en%20tr

%C3%A1mite.pdf)
O INTA é um organismo na vanguarda agro-tecnolégica mundial, asemelhando-se na sua

funcao e estrutura ao EMBRAPA no Brasil e ao INRA Frances, que sao por outra parte os seus
parceiros na investigacdo. O LABINTEX por exemplo, é um Instituto Virtual INTA em
Montpellier, Franca.

(http://www.agropolis.org/es/provectos/labintex-inta-agropolis-international.php).

As actividades de extensao e desenvolvimento rural no territério nacional argentino sao o
maior dos logros do INTA para o desenvolvimento do sector. Por meio da extensao apoia
processos de interambio de informacdo e conhecimentos para o desenvolvimento das
capacidades de inovacdo dos membros das comunidades rurais, faz o acompanhamento dos
produtores para que sejam competitivos e produzam preservando o meio ambiente. Para uma
transferéncia de tecnologia e melhor insercao nos territérios, o sistema INTA conta com 330
unidades de extensao rural localizadas em todo o territorio (ver mapa 1). A Coordenacao
Nacional de Transferéncia e Extensao é a responsavel de orientar as estratégias e accoes
implementadas pelos Centros Regionais do INTA, entre elas o Programa Federal de Apoio ao
Desenvolvimento Rural Sustentavel (ProFeder)

(http://inta.gob.ar/unidades/122600/sobre-122600)

http://inta.gob.ar/documentos/profeder-programa-federal

A ESTAC,AO EXPERIMENTAL AGROPECUARIA INTA BELLA VISTA
A Estacao Experimental Agropecuaria INTA Bella Vista esta localizada na Ruta 277- Km 38,3
(3432) Bella Vista, na Provincia de Corrientes (mapa 2), na Mesopotamia Argentina.

(http://inta.gob.ar/unidades/432000)

Mapa2. A Mesopotiamia Argentina (a cores no mapa da esquerda) e localizacao da EEA Inta Villa Bella em Corrientes

(mapa da direita, estrela)
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As actividades da Estacao Experimental do INTA Bella Vista estdo centralizadas em 3 areas
principais: Florestal (com énfase na madeira y procesos de transformacdo mecanica); a
horticultura em estufas e a citricultura (com destaque para o controlo de pragas e
enfermedades cuarentenarias). Esta Estacao conta com 323 hectares de plantacoes, diversas
estufas, oito areas laboratoriais e uma estacdo agrometeorolégica. Destacam-se os seguintes
Laboratorios:

Laboratorio de Entomologia

Este laboratorio recebe amostras de insetos e acaros de citrinos e horticolas (pimento e tomate
em estufas). A identificacdo permite diferenciar fitofagos (pragas) de entomofagos e
acarofagos (organismos benéficos), dado necessario para um correto maio das plantacoes.
Laboratorio de Fitopatologia Horticola

Este laboratdrio oferece servigos de diagndstico de enfermedades horticolas, principalmente
aquelas que afectam as culturas de pimento e tomate (as principais da regido). O diagnostico
baseia-se na identificacio de agentes causais (fungos, bactérias e virus) com métodos
tradicionais de fitopatologia e novas tecnologias (moleculares) que asseguram os resultados.
Laboratorio de Nematologia Horticola

Os produtores do Nordeste argentino que tenham a necessidade de analizar o solo e as plantas
em cultura, podem enviar as amostras a este laboratorio para sua anéalise. Laboratorio de
Sanidade Vegetal - Fitopatologia Citrinos

O laboratério de Sanidade Vegetal-Fitopatologia de Citrinos conta com ensaios acreditados
norma IRAM 301:2005 equivalente a Normativa ISO/IEC 17025:2005.

Laboratério de Biotecnologia de Especies Forestales

Em este Laboratério realizam-se trabalhos de multiplicacdo in vitro de espécies florestais de
interesse para a Mesopotamia argentina. O responsavel é o Eng. Carlos David Vera Bravo

(como acima assinalado)



http://inta.gob.ar/servicios/laboratorio-de-entomologia-del-inta-bella-vista
http://inta.gob.ar/servicios/laboratorio-de-fitopatologia-horticola-del-inta-bella-vista
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http://inta.gob.ar/servicios/laboratorio-de-sanidad-vegetal-fitopatologia-citrus-del-inta-bella-vista

Fig.1 Diferentes aspectos da Estacdo Experimental Agropecuéria INTA Bella Vista

Caracteristicas da Mesopotamia Argentina

Para comprender a labor e espécies com as que se trabalha no EEA INTA Bella Vista é
necessario descrever ainda que sinteticamente a regiao onde esta inserida. A Mesopotamia
Argentina deve o seu nome ao facto de estar rodeada na sua totalidade por rios, é dizer no
Norte, Sur, Este e Oeste. Estes rios sao o Iguazu, O San Anténio, O Pepiri Guazi; o Parané e o
Rio Uruguay. Entre as principais atracoes da regiao encontram-se as Cataratas do Iguaza (fig.
2) na Provincia de Misiones, O Parque Nacional El Palmar (em Entre Rios), fig. 3; Os Esteros

del Ibera (em Corrientes) fig. 4, e as ruinas jesuiticas de San Ignacio (fig. 5).

Fig. 2 Cataratas do Iguazu (garganta do Diabo)
As Cataratas do Iguaz( consideradas como uma das 7 maravilhas naturais do mundo

(http://www.iguazuargentina.com/) e os Esteros de Ibera sao patriménio da humanidade pelo

seu valor histérico, pela diversidade bioloégica e pela beleza da paisagem

(http://www.esterosdelibera.com/).
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Fig. 3 Parque Nacional Palmar de Colon (Entre Rios) com 14.000 ha. que possui exemplares de Palmeiras

Yatay (Butia yatay ou Syagrus yatay) de mais de 800 anos

Fig. 4 Esteros del
Ibera,

extenso humedal com

25.000 km?2 na Provincia
de Corrientes, segundo humedal mais extenso do mundo superado s6

pelo Pantanal Brasileiro-Boliviano-Paraguaio

A missdo jesuitica fundada no inicio do século XVII para evangelizacao dos indios nativos
guaranies pelos jesuitas na de Misiones. No entanto, antigamente a missdo encontrava-se no
extremo norte do actual estado brasileiro do Parana quando entre os séculos XVI e XVIII este

territorio formava a region hispano-jesuitica conhecida como La Guayra (fig. 5).

Fig. 5 Ruinas Jesuiticas de San Ignacio

A mesopotamia caracteriza-se por ser uma regiao de extensos humedais. O seu territorio de
196781 km?2, presenta diversidade de fisionomias, as quais tem sido agrupadas em dois
corredores: o do Rio Paran4 (no Oeste) e o corredor do Rio Uruguay (no Este). Esta regido
asenta sobre antigas rochas do macizo Brasilia e um extenso manto de sedimentos de origem

vulcanico no Norte e marinhos e continentais no Centro e Sul.

11



Nenhuma outra regidao da Argentina possui um nimero comparavel de espécies vegetais e
animais. Na sua flora e fauna autoctones encontram-se mais de 200 espécies conhecidas de
plantas vasculares e mais de 400 aves (a terceira parte do total da Argentina) e inumeos
insetos, muitos dos quais ainda nao identificados.

No Norte da Masopotamia encontra-se a Selva Misionera (fig. 6) que ainda localizando-se ao
sul do Troépico de Capricérnio, mantem muitas das caracteristicas tropicais, por exemplo a sua
biodiversidade. Esta selva fusiona-se com a Selva-Paranaense, e mais ao sul, na Provincia de
Corrientes com os Esteros do Ibera (local de pantanos, lagoas e humedais onde se encontram
diversas plantas aquaticas e palustres (Victéria regia e irupé) que formam enormes ilhas
flutuantes (fig. 7).

Os rios sao acompanhados de Selvas em Galeria, também destacando-se uma série de palmares

como o ja mencionado Parque Nacional El Palmar.

(c) 1999 butch@irupe.com

Fig. 6 Eco-regido selva Paranaense ou Fig 7. Victoria regia ou V. cruziana (Irupe)

selva Misionera na Argentina

Entre as espécies de plantas nativas de interesse (muitas das quais conservan o nome dado
pelos indigenas que habitaram estas terras, mais especificamente os guaranies) destacam-se
entre muitas outras, as seguintes:

Coniferas: Acayd o cedro paranaense (Cedrela odorata); Pino paranid o Araucaria

(Araucaria angustifolia)

Palmeiras: Caranday (Trithrinax campestris); Caranday brasilero (Trithrinax brasiliensis);

Mbocaya o coquito (Acrocomia aculeata); Palmera de la jalea (Butia capitata); Palmito

(Euterpe edulis); Pind6 (Syagrus romanzoffiana); Yatai (Butia yatay); Yatai enana (Butia

paraguayensis)

Arvores e arbustos: Aguaribay (Schinus areira); Ambay (Cecropia adenopus); Anchico

(Parapiptadenia rigida); Anchico blanco (Albizia hassleri); Aratici (Annona cherimola);
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Cacheta (Schefflera morototoni); Camboata (Cupania vernalis); Cancharana (Cabralea
oblongifoliola); Caroba (Bignonia caroba); Cedro misionero (Cedrela fissilis); Ceibo

(Erythrina crista-galli); Cerella (Eugenia involucrata); Curupay (Anadenanthera colubrina);

Guabira (Campomanesia xanthocarpa); Guabiyt (Eugenia pungens); Guatambu

(Balfourodendron riedelianum); Guayabo blanco (Eugenia opaca); Guayabo colorado

(Eugenia cisplatensis); Guayabo comun (Psidium guajava); Guayabo del Brasil (Acca

sellowiana); Guayubira (Patagonula americana); Ibapoy (Ficus luschnathiana); Ibira

(Ruprechtia triflora); Ibira r6 (Ruprechtia apetala); Incienso (Myrocarpus frondosus); Inga

dulce (Inga edulis); Jacaranda (Jacaranda mimosifolia); Lapacho amarillo (Tabebuia
serratifolia); Lapacho blanco (Tabebuia roseo-alba); Lapacho negro (Tabebuia heptaphylla;

Lapacho rosa (Tabebuia impetiginosa); Laurel blanco (Cordia alliodora); Laurel canela

(Nectandra lanceolata); Laurel negro (Nectandra megapotamica); Loro blanco
(Bastardiopsis densiflora); Maria preta (Diatenopteryx sorbifolia); Marmelero (Ruprechtia
laxiflora); Mora blanca (Alchornea iricurana); Nandubay (Prosopis affinis); Ombu

(Phytolacca dioica); Palo rosa (Aspidosperma polyneuron); Peterebi (Cordia trichotoma);

Pino Parana (Araucaria angustifolia); Pitanga (Eugenia uniflora); Rabo-itd (Lonchocarpus

leucanthus); Samoht o palo borracho (Ceiba speciosa); etc.

A Fauna

Na fauna da Regido Mesopotamica encontram-se exemplares de puma, capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris) fig. 8, tapir (Tapirus terrestris) fig. 9, urso formigueiro
(Myrmecophaga tricactyla) varias espécies de macacos, tatds, yacaré overo (Caiman
latirostris) e caiman (Latirostris chacoensis), cervos dos pantanos (Blastocerus dichotomus),
diversas serpentes venenosas, gato montés sudamericano (Leopardus geoffroyi), aguias,

papagaios, e a onca, jaguar ou yaguarete (Panthera onca) fig. 10.

Fig. 8 Capivara ou carpincho (maior roedor do mundo) Fig. 9 Tapir (Tapirus terrestris) Figio. Panthera onca

(Jaguar; onca; Tigre americano) IUCN: Near Threatened

Entre as espécies de aves encontram-se bandurrias, espatulas rossadas, cegonhas, pasaros

carpinteiros, garcas brancas e mouras, tocanos, guacamaios, araras, tacha (Chauna torquata).
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Os rios sdo também ricos em espécies, dorado (Salminus brasiliensis), boga, pati

(Luciopimelodus pati), paca (Piaractus mesopotamicus), surubis (Pseudoplatystoma spp),

tararira (Hoplias lacerdae e Hoplias malabaricus), etc.

O clima

O clima da regiao mesopotamica é subtropical sem estacao de seca; as precipitacoes anuais sao

da ordem dos 1600 mm, sendo as geadas quase inexistentes. A humidade relativa do ambiente

¢é extremadamente elevada pela presenca dos grandes rios, do pantanal e os humedais. A

provincia de Corrientes, onde se encontra o INTA Bella-Vista pode caracteriza-se pelos

seguintes mapas (Fonte: S. Gémez. Base de dados Agroclimaticos. I.C y A. CJRN. INTA)

PRECIPITACION MEDIA ANUAL (mm)
Serie 1996-2006
Fuente: S.Gémez. Base de datos agroclimatica

1.C.yA.C.LR.N.INTA (2008)
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ESPECIES ALVO DA COOPERACAO

As condicoOes de solo e clima da mesopotamia argentina, acima descritas, fazem possivel o
crescimento de inimeras espécies vegetais, entre elas destacam-se espécies lenhosas nativas
de grande porte (ver lista da flora mesopotamica, acima), como assim também de espécies
introduzidas pelo seu valor comercial. O INTA conta desde o ano de 2005 com um programa
de domesticacao e melhoramento de espécies florestais nativas e introduzidas para usos de
alto valor (PROMEF). No ano de 2010 destinam-se U$S 1.800.000, da Componente
PlantacoOes Florestais Sustentaveis (BIRF 7520 AR). O PROMEF iniciou-se formalmente em
Julho de 2010, como parte do Projecto de Desenvolvimento Florestal financiado pelo Banco
Mundial, para financiar o cultivo de diversas espécies florestais nas regioes mais importantes
de Argentina, de acordo com a Lei 25.080, que estabelece um regime de promocao do
investimento florestal e florestal-industrial. Entre a lista de espécies introduzidas por este
programa na Regido da Mesopotamia encontram-se as dos géneros: Pinus; Eucalytpus,
Corymbia, Toona, e algumas Salicaceae.

A multiplicacdo clonal por cultura de tecidos do presente informe se encontra assim em linha
com o programa argentino de melhora genética e desenvolvimento florestal sustentavel.

As espécies alvo da cooperacao forma as que a seguir se descrevem

Grevillea robusta A. Cunn. ex R. Br.
Sinémimos:
e Grevillea robusta var. compacta auct.
e Grevillea robusta var. forsteri L.H.Bailey
e Grevillea umbratica A.Cunn. ex Meisn.

e Grevillea venusta A.Cunn. ex Meisn.
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e Stylurus robustus (A.Cunn.) O.Deg.4

O nome do Género Grevillea foi dado em honra de Charles Francis Greville, co-foundador de
la Royal Horticultural Society.

A Grevillea robusta (fig. 11) pertence a Familia das Proteaceae, sendo originaria da Costa Leste
de Australia. A Familia Proteaceae, possui aproximadamente 55 generos e 1.200 espécies,
representados por arvores e arbustos, distribuidos no hemisfério sul do planeta (Rodrigues,
1992). A G. robusta é conhecida pelos nomes vulgares de: Australian silky-oak; silky oak;
southern silky-oak, e em Argentina se o conhece como roble sedoso , roble australiano, roble
plateado, 4rbol de fuego ou pino de oro. E a mais grande do Género Grevillea, perenifolia de
rapido crescimento, de 18 a 35 metros de altura, com folhas verde-escuras dentadas-bipinadas.
As folhas de 15 a 30 cm de comprimento com a cara abaxial cor branco-cinzento. As suas flores
sao douradas-laranjas, de 8-15 cm de comprimento. As sementes maduram no final do inverno
até principios da primavera, frutificando em foliculos dehiscentes pardo-escuros de 2 cm de
comprimento, com uma ou duas sementes com asas.

Esta espécie é usada na elaboracido de instrumentos musicais incluindo guitarras. Antes da
utilizacdo massiva do aluminio, a madeira desta arvore era usada para o fabrico de janelas e de
cercas devido a sua resistencia a podriddao. Cresce muito bem em estufas e toleram o
ensombramento, mas prefere o sol das zonas temperadas. No exterior necessitam porteccao
contra as geadas. Uma vez estabelecidas sao mais resistentes ao frio (até -8°C), sendo também
resistentes a seca. A Grevillea robusta é frequentemente usada para enxertia de outras
grevilleas dificeis de cultivar. E uma espécie com potencialidades para ser usada na producio

de bio-diesel, e como ensombramento para plantas de café.

Interesse da sua multiplicaciao via micropropagaciao
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Em Argentina e no Brasil a Grevillea é utilizada em plantagdes com a finalidade de produzir
madeira e algumas empresas destes paises a utilizam para a producao de moveis de qualidade.
As sementes por outro lado, apresentam baixa viabilidade e germinacdo. A colheita das
sementes é extremamente dificil, pois estas sao expelidas assim que amadurecem, sendo a sua
matura¢do muito irregular. Por possuirem uma alta variacdo genética, muitos intentos tem
sido feitos para a multiplicacao vegetativa. No entanto, até agora nao existe ainda um protocolo

de propagacao in vitro totalmente fiavel para ser aplicado em grande escala.

Fig. 11 Grevillea robusta, arvores em floragio e detalhe das folhas dentadas-bi-pinnadas,

da cortica e inflorescéncias masculinas).

Corymbia citriodora (Hook.) K. D. Hill & L. A. S.

Johnson

O género Corymbia pertence a Familia das Myrtaceae, este grupo semelhante os eucaliptus
sao conhecidos como: spotted-gums, onde também encontramos o Corymbia maculata e o C.
henryi; (os chamados bloodwoods) anteriormente pertencentes ao Género Eucalyptus.
Corymbia citriodora foi colocado anteriormente no Género Eucalyptus e no Sub-Género
Corymbia por Pryor & Johnson (1971). Depois de uma revisao mais aprofundada Hill &
Johnson (1995) colocaram os chamados bloodwoods no novo Género Corymbia, com 113
espécies descritas; 33 delas novas espécies. A nova Seccao Politaria, foi criada dentro do

Género Corymbia para acomodar os spotted gums.
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O nome comum em Austréalia é lemon-scented gum. Outros nomes scientificos sin6nimos sao:
Corymbia variegata (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson; Eucalyptus citriodora Hook.;
Eucalyptus maculata var. citriodora (Hook.) F.M.Bailey; Eucalyptus melissiodora Lindl.;
Eucalyptus variegata F. Muel

Os nomes vulgares pela qual se conhece sao entre outros: em América do Norte: Lemon
gum tree; Espafa: Eucalipto olor a lim6n; Franca: Eucalyptus a odeur de citrén; em
Australia: lemon-scented iron gum; spotted gum; spotted iron gum; em
Alemanha: Zitronen-Eukalyptus; em Italia: Eucalipto a profumo di limone.

Existem também alguns hibridos obtidos na India que apresentam maior vigor que os seus
parentais (Chadha et al., 1992). Hill and Johnson (1995) mencionam também hibridos naturais

entre C. citriodora e C. catenaria e entre C. citriodora e C. watsoniana subsp. capillata.

Corymbia citriodora (fig. 12) é uma espécie que pode atingir os 50 metros de altura, originaria
do Leste temperado e tropical de Australia. O seu nome deriva do latim “citriodorus” que
significa odor a limao.

O seu tronco é de cor branco a cobre no verao, suave, uniforme ou ligeiramente as manchas. A
sua copa possui folhas angostas como as dos outros eucaliptus e com uma fragrancia muito
forte a escencia de limao. Os gomos em forma de pera brotam em grupos de 3 na axila de cada
folha. Esta especie prefere solos francos e limosos, cresce em bosques esclerofitos e em laderas
de montanhas. A sua floragao ocorre nos meses de Janeiro; Abril; Maio; Junho; Julho; Agosto
e Dezembro. O C. citriodora é uma arvore florestal, usada pela exelente qualidade e densidade

da sua madeira. Suas flores sao meliferas. O aceite escencial desta arvore esta formada por
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citronelal (80%) produzido principalmente no Brasil e na China. Esta substancia usa-se como

repelente de insectos e em perfumaria.

S T T -

Fig. 12 Exemplares de Corymbia citriodora na Estacdo Experimental INTA Bella Vista (fotos: A. Zavattieri)

Eucalyptus torelliana, Eucalyptus citriodora e E. maculata foram classificados

taxondémicamente por Hill and Johnson (1995) como Corymbia torelliana, Corymbia
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citriodora subsp. citriodora, Corymbia citriodora subsp. variegata, Corymbia henryi e
Corymbia maculata. Estas espécies comecaram a valorar-se econdmicamente nas zonas
himidas e subhumidas do SE de Queensland e no NE de Nova Gales do Sul (Australia) para
obtencao de madeira de qualidade tltimos 10 anos. Em Brasil e Sudafrica as primeiras
introducoes de origenes de Corymbia spp. (entonces denominadas de E. citriodora e E.
maculata) realizaram-se na década dos anos 70.

Em Argentina o INTA de Concordia (Entre Rios) fez os primeiros ensaios em 1980 plantando
arvores de 5 origens diferentes de E. maculata.

Em Australia debido a revalorizacao da espécie, a domesticacdo de Corymbia spp. reiniciou-
se fortemente a partir de 1997. Devido & demanda do sector madereiro em Argentina de
especies de alto valor, foi instalado no ano 2000 um ensaio de Corymbia spp. em trés locais
da regido. As plantas foram adquiridas no CSIRO (Australia). Na figura 13 podem ver-se os

locais de origem das espécies usadas em Argentina nos ensaios de procedéncia.

® 2009 Europa Technologies
® 2009 Tele Atlas

Fig. 13 Locais de origem do material usado na argentina nos ensaios de procedencia e qualidade de madeira,
indice de rajadura; propor¢do de cortica, etc. CCC: Corymbia citriodora subsp. citriodora, CCV Corymbia

citriodora subsp. variegata, e CM Corymbia maculata.
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Nos ensaios realizados foram avaliadas caracteristicas como desidade basica da madeira;
indice de rachadura, proporcao de cortica, etc.

Para todas as caracteristicas evaliadas comprovou-se uma importante variacao natural entre
espécies e dentro das diferentes origens, e também entre individuos dentro de uma mesma
origem, o que deu lugar a estratégias para selecao de material genético superior. Hoje o INTA
Bella-Vista desenvolve importantes trabalhos de multiplicio por meio de enxertias,
manutencao de coleccoes de plantas derivadas de sementes e micropropagacao de plantas

seleccionadas para obtencao de clones de qualidade superior.

Pinus taeda L.

O Pinus taeda (fig. 14) é uma conifera que pertence a Familia das Pinaceas, conhecido

vulgarmente nos Estados Unidos e Canada como Loblolly pine, sendo um dos pinheiros nativos

do SE dos Estados Unidos desde Texas até Flérida e do Delaware no Norte até New Jersey no
Sul.

Fig 14. Pinus taeda (conos masculinos; plantagio; cortiga, cones femininos; plantacéo)
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A industria da madeira nos Estados Unidos classifica esta espécie como Southern Yelow Pine,
sendo a segunda mais comun entre as arvores dos Estados Unidos depois do red maple (Acer
rubrum) e a mais importante do ponto de vista comercial no SE dos Estados Unidos.

O genoma desta espécie foi o primeiro sequenciado de entre outros 100 do género Pinus. Em
Marco de 2014 soube-se que o genoma desta espécie é o maior conhecido, possuindo 20.15
bilides de pares de bases (sete vezes o do genoma humano). O nimero de genes é estimado em
50.172 dos quais 15.653 estao confirmados. Muitos dos genes encontram-se duplicados; alguns
possuem os maiores introes observados entre 24 espécies vegetais totalmente sequenciadas

O Pinus taeda pode lcancar uma altura de 30 a 35 metros, com um diametro aproximado de
(DAP) de 1,5 m. Exepcionalmente alcanga os 50 m de altura. As agulhas de 12-22cm de
comprimentos encontram-se agrupadas de a trés, sao de menor tamanho que as do Slash pine
(Pinus elliottii) , e maiores que as do Spruce pine (Pinus glabra). As agulhas perduram dois
anos antes de caer, o que lhe confere um caracter de sempreverde. Os cones sdo verde,
tornando-se castanhos-claro-acinzentado quando maduros. Os cones sdo de 7-13 cm de
comprimento.

Esta espécie caracteriza-se ainda pelo seu rapido crescimento e adapta-se bem a solos de argila

4cida.

Em Argentina existem 1.200.000 hectares forestadas com bosques de cultivo de diversas
espécies, muitas das mesmas introduzidas pelo alto valor comercial como € o caso das espécies
do presente relatério. O Pinus taeda introduzido nos anos 70 na Argentina, representa 30%
do total da area de bosques plantados no pais sendo a espécie mais plantada na Provincia de
Misiones (Mesopotamia) e encontrando-se importantes areas da espécie na Provincia de

Corrientes (Mesopotamia) e na Provincia de Cordoba na regiao Centro do pais.

A utilizagdo da madeira das coniferas em Argentina reparte-se nas seguintes areas: serraria:
45%; celulose e papel 30%; tabuleiros MDF (Medial Mensity Fiberboard) laminas ou chapas

de madeira 15%; energia 10%.

Pela importancia econémica do Pinus taeda, diversos estudos de procedéncia, pomares de
sementes, enxertia e multiplicacao vegetativa realizam-se em Misiones e Corrientes. No INTA
Bella-Vista a multiplicacdo vegetativa desta espécie via embriogenese somatica esta sendo
investigada, assim como a multiplicacao vegetativa de rebentos obtidos por brotes a partir de
estaquia.
Trabalhos realizados na propagacao in vitro na Estacao Experimental
Bella-Vista
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Micropropagacao de Grevillea robusta
Os trabalhos previamente realizados na propagacao in vitro desta espécie comecaram em 2012 com
o objectivo de rejuvenescer o material existente na colecdo de Grevilleas existente na propria

Estacao e da qual foram feitas estacas para obtencao de plantas maes (Fig.15 )

X%

Fig 15. Colec¢ao de plantas maes de Grevillea robusta na Esta¢ao INTA (foto A. Zavattieri)

Nas primeiras introducoes para o estabelecimento de plantas maes realizadas na Faculdade de
Ciéncias Agrarias em Corrientes, como na Estacdo Experimental Bella Vista foram testados
diferentes protocolos de desinfeccao, nao sendo efectivos, especialmente no material trazido
directamente do campo devido a presenca de fungos nos tecidos corticais. Os materiais tinham
sido lavados com detergente e cepilhados para destruir a enorme quantidade de pelos que
cobre os ramos de Grevillea e que dificultam a entrada em contacto dos desinfectantes com a

superficie dos caules (ver fig.16).

Fig. 16 Gomo apical e detalhe da pilosidade esbranquizada de folhas, caules de gomos (foto: A. Zavattieri)

Alguns materiais que se conseguiram estabelecer de forma aséptica mostraram com o decorrer

da cultura in vitro a prescenca de bactérias de origem end6geno (contaminacdo endofitica).
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Esta situacdo foi verificada tanto nas culturas liquidas realizadas no Laboratério de Fisiologia
Vegetal da Facultadade de Agronomia como nos meios semi-sélidos usados no Laboratério da
Estacao INTA Bella-Vista.

Em uma segunda fase foram testadas duas novas desinfeccées, uma com Peroxido Sulfato
Acido de Potassio e outra com Hipoclorito de Sédio). Os resultados destes tratamentos
encontram-se na tabela 1.

No Laboratoério INTA prévia desinfec¢ao no flxo laminar procedeu-se a um lavado em solucao
de lexivia 5% e umas gotas de detergente, com esta solucao procedeu-se a realizar um cepilhado
de forma a eliminar os pelos epidérmicos, seguidamente foram lavados trés vezes em agua
destilada estéril. A alta oxidacdo observada em estes explantes nos dias seguintes a sua
introducao em cultura provavelmente esteve relacionado com as feridas provocadas pelo

cepilhado.

Tabela 1. Tratamentos aplicados para a desinfeccdo de explantos de Grevillea robusta

Tratamento de % % %
desinfeccio
Laboratério Infeccao de Oxidacao de
Estabelecimento

T1 NaOCl 20%, FCA-UNNE 56% 3 41
30min

T2 NaOCl 40%, FCA-UNNE 53% 7 40
30 min

T3 NaOCl x2 30min FCA-UNNE 17% 10 73

T4 KHSO35 INTA 53% 40 7
30min

T5 NaOCl 5% INTA 44% 46 10
30min

Os rebentos produzidos no meio de inducao em MS foram repicados a meios liquidos onde
todos os rebentos contamiram como indicado anteriormente. Os rebentos que sobreviveram
no laboratério do INTA estdo sendo multiplicados em meio de Murashige e Skoog (1962)
suplementado com 1ml de Acido Indol Butirico (IBA) e 0,08 mgl* de Benzylaminopurina
(BAP) segundo o potocolo de Rajasekaran, 1994.

Os explantes em cultura apresentaram com o tempo algumas deformacoes como exesso de
calos na base dos explantes, folhas deformes, zonas escuras nas folhas ou pelo contrario zonas

decoloradas, como se observa na figura 17
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Fig. 17 Diferentes problemas encontrados na cultura de Grevillea como calos na base do explanto (esquerda) e

folhas deformes com abundante calo na base (direita).

O protocolo existente no laboratdrio para rejuvenescimento de caules epicormicos € o seguinte
Inducao

Meio de Murashige e Skoog (1962) Y2 macroelementos; micronutrientes de Murashige e Skoog
(1962) sem diluicdo; 1 mgl* Vitamina B1; 2.22 uymol BAP; 30 gl de sacarose e 10 gl agar
Sigma. O pH ajustado a 5.8. O meio é colocado em tubos de 7 ml e esterilizado a uma atmésfera
de pressao durante 20 minutos.

Meio de multiplicaciao

Meio de Murashige e Skoog (1962), 4.44 umol BAP; 2.685 umol NAA (Naphtalene Acetic Acid);
30 g de sacarose; 7,5 g de agar Sigma. pH ajustado a 5.8. Sao colocados em frascos SIGMA de
100 ml.

Ainda ndo existe material em enraizamento.

Os principais problemas na cultura de Grevillea sao sem dtavida o escasso nimero de plantas
que se consegue limpar (descontaminar) para colocar em cultura e os problemas de oxidagao
derivados do facto de ser material lenhoso e da forte desinfec¢ao que se tem que realizar, mais

as feridas provocadas pelo cepilhado; pelo que o n° de plantas que sobrevivem a fase de
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induc¢ao sao muito escassas. Por outro lado as plantas em meio de multiplicacao apresentavam
os problemas j4 descritos acima: calos na base, folhas deformes e/ou amareladas, etc.

Durante a minha estadia sugeri tratamentos alternativos e que forma testados com o intuito
de corrigir os problemas da cultura de in vitro de Grevillea. Alguns dos resultados se

apresentam neste relatorio. Outros estao sendo analizados para a sua publicacao.

Tratamentos realizados durante a minha estadia

Ensaio de desinfeccio (18 de Maio de 2015): Ramos das plantas da coleccao de Grevilleas da
EEA INTA Bella Vista, previamente tratados no local com uma solugdo de Carbendazim de
concentragdo 1/000; foram trazidos ao laboratoério para retirar os gomos que seriam colocados em
cultura. O desenho experimental das plantas maes no campo e das que foram retirados os ramos

para o ensaio de desinfeccdo e inducao é o seguinte

45B26 45B26

45B26 45B26

45B26 45B26

45B26 45B26
45B26 478B7 114B21
47B7 47B7 114B21
47B7 47B7 114B21
47B7 1B14 114B21
100B45 1B14 110B34
1B14 1B14 110B34
105B38 105B38 110B34
105B38 105B38

As plantas 45B26 sdo denomiadas planta 7; as 47B7 planta 8; a 100B45 planta 22; a 73B5
planta 14; a 1B14 planta 1; a 114B21 planta 28 e a 110B34 planta 26 quando sao colocadas em
cultura para facilitar a identificacao nos frascos. Na figura 18, podem ver-se os ramos de

algumas das plantas maes assim que chegam ao laboratoério para serem retirados os explantes
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(pequenos ramos com gomos axilares) que sao sujeitos aos
tratamentos

de
desinfeccao
T1; T2 e T3
(como se
descrevem a

seguir)

Fig. 18 Vasos contendo os ramos das plantas maes dos quais vdo obter-se os gomos axilares que sdo sujeitos

posteriormente aos tratamentos de desinfecao.

Tratamento 1

As plantas forma lavadas em agua corrente toda a noite e depois se fez o seguinte tratamento:
desinfeccao com alcool 75% durante tres segundos, lavado com agua estéril 3 vezes; 20 minutos
em hipoclorito de sodio al 20% durante 20 minutos, lavagem com agua estéril. Este material
foi seguidamente colocado em meio de cultura MS total macro, micro e com as vitaminas de
MS, 1,5 umol de BAP, 30 g 1 de sacarose, 1 mg 1" de vitamina B1 e 10 gl de Bacto Agar. No
caso do tratamento 1 foi adicionado ao meio de cultura Polyvililpyrrolidona (PVP) a 100 mg 1
que é um agente antioxidante em este caso incorporado no meio.

Tratamento 2

As plantas forma lavadas em agua corrente durante 3 horas e posteriormente se realizou o
seguinte tratamento de desinfec¢ao: alcool a 75% durante tres segundos, lavar com agua estéril
pelo menos 3 vezes; 30 minutos em Carbendazim 1/000; lavagem em agua destilada estéril 3

vezes; hipoclorito de sodio al 20% durante 20 minutos, e nova lavagem com agua destilada
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estéril (trés vezes). Seguidamente forma colocados em cultura como no tratamento 1 mas sem
adicao de PVP.

Tratamento 3

S6 nas plantas 28 (114B21). Idem ao tratamento 1, mas antes da colocacao em cultura dos
rebentos foi efectuada uma passagem por uma solucdo antioxidante de acido ascorbico 100
mgl? + 4cido citrico 1500 mg 1. Este ultimo tratamento antioxidante é para ver o efeito
comparativo de um agente antioxidante que nao formar parte do meio de cultura como é o caso
do tratamento 1 com o PVP. O meio base é idéntico ao do tratamento 1.

Assim o ensaio total ficou delineado como se mostra na tabela 2.

Tabela 2. Delineamento experimental para o ensaio de desinfeccio de gomos axilares de Grevillea robusta

PLANTA | Trat. 1 (T1) | Trat. 2 (T2) | Trat. 3 (T3)
Planta 1 10 rebentos | 10 rebentos

Planta 7 10 rebentos | 10 rebentos

Planta 8 10 rebentos | 10 rebentos

Planta 22 | 10 rebentos | 10 rebentos

Planta 14 | 10 rebentos | 10 rebentos

Planta 28 | 10 rebentos | 10 rebentos 17 rebentos
Planta 26 | 10 rebentos | 10 rebentos

Todas as culturas ficaram uma semana na escuridao para control da oxidacao (fig. 19)
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Fig 19. Recolecdo ramos no campo de plantas maes de Grevillea. Estacas de Grevillea robusta com um gomo

axilar, em meio de inicia¢ao colocados no dia 19 de Maio de 2015. Estes permaneceram uma semana na escuridao

para reduzir a oxidacao.

Passadas duas semanas forma contabilizados os efeitos dos tratamentos e os resultados podem

ver-se na tabela 3.

Tabela 3. Tratamentos de desinfeccao realizados a ramos curtos com gomos para serem introduzidos nas culturas

para a fase de indugdo e resultados obtidos as duas semanas em cultura.

Planta Tratamento Limpos Contaminados Agente
1 T1 2 18 F
1 T2 4 16 FeB
7 Tl 0 20 F
7 T2 3 17 FeB
8 T1 7 13 F
8 T2 4 16 FeB
22 T1 1 19 F
22 T2 1 19 F
24 T1 3 17 F
24 T2 2 18 FeB
26 T1 1 19 F
26 T2 4 16 FeB
28 T1 0 20 F
28 T2 0 20 FeB
28 T3 0 17 F

Como pode observar-se na tabela 3 existiram grandes contaminagoes, em todos os casos com
fungos e em alguns também com bactérias. As estacas das plantas maes 7 e 28 contaminaram

na sua totalidade. As estacas com gomos axilares da planta 8 tiveram menor quantidade de
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contaminagdes com 7 sem contaminar para o tratamento T1, o que representa o 35% de gomos
limpos; a mesma planta no tratamento T2 teve menor sucesso com s6 20% das estacas sem
contaminacbes. Nao existe um padrao definido para tratamento x planta, no entanto
aparentemente o tratamento T2 teve no total 18 plantas livres de contaminacoes e para o
tratamento T1 obtiveram-se 14 plantas livres de contaminantes.

As observacgoes continuam cada semana, pois existem contaminantes end6genos que aparecem
frequentemente apos semanas do inicio das culturas. O escasso namero de plantas obtidas em
esta fase requer uma nova estratégia de desinfeccao, provavelmente a limpeza dos pelos que
cobre a superficie dos caules, com um agente de cepilhado que nao danifique os tecidos, mas
que ao mesmo tempo remova os pelos de forma a facilitar o contacto entre os agentes
desinfectantes e a superficie dos ramos. Além disso podem ajustar-se melhor os tempos de
cada tratamento e ainda verificar se uma maior concentracio do fungicida usado
(Carbendazim) podera diminuir a presenca dos fungos. Estes ensaios continuaram a ser
realizados logo da minha partida e sao objeto de analise para publicacao.

Uma outra proposta, que seria posteriormente testada seria a cultura de meristemas. Esta
atima técnica possui a vantagem de usar uma parte extremedamente pequena de material e
pelo geral limpa de contaminantes (mais especificamente se usa para obtenciao de plantas
livres de virus) mas também por ser um material muito protegido dos agentes externos podera

ser a solugdo dos problemas de contamina¢ao ambiental no inicio de cultura de Grevilllea.

Fase de Multiplicacao

Foram feitas alteracoes nos meios de multiplicacio das plantas ja em cultura e que
apresentavam problemas de exesso de calos, folhas deformes, e zonas escuras ou cloréticas
como se observa na fig 17. A hipo6tese de sobredosagem de hormonas nesta fase (alta
concentracdo de BAP) poderia estar na origem das anormalidades observadas, dado a
Grevillea suportar mal concentracoes de BAP >1,5 umol 1. Sendo assim e para salvar algumas
das plantas que se encontravam em cultura foram transferidas para o um meio com idéntica
fomulacao mas no qual foram reduzidos os niveis de BAP e adicionado carvao activado. Este
altimo podera colaborar na absor¢ao de compostos de acumulacdo no meio de cultura que
estejam a ser toxicos para as microplantas. Os resultados estao sendo analisados e preparados
para publicacdo, no entanto os efeitos benéficos destas alteracoes podem ser vistos na figura
20.

Conseguiram-se em todos os casos plantas mais saudaveis, mais verdes e menos desformes,

sem calos na base dos explantos.
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Os novos rebentos produzidos sao isolados e novamente passam para a fase de multiplicacao.

Até ao meu regresso ainda nao tinham sido testados meios de enraizamento.

Fig. 20 Vista geral de plantas de Greviallea mostrando bom crescimento no meio testado com carvao activado e

reduzido BAP. As folhas se appresentam normais e nio se observam calos na base dos explantos

Micropropagacao de Corymbia citriodora subsp. variegata (F.
Muell.) A. R. Bean & M. W. McDonald

Os trabalhos com C. citriodora subsp. variegata (F. Muell.) A. R. Bean & M. W. McDonald
(CCV) iniciaram-se no INTA Bella Vista em 2012 devido a importancia econdémica desta epécie
para a Provincia de Corrientes e para toda a Mesopotamia. O objectivo foi contar com plantas
clonais de qualidade superior. Segundo Lopez e Vera Bravo, 2013 o CCV é um dos taxa de
Corymbia que melhor comportamento possui em relacdo ao volume e retitude de fuste na
Mesopotamia Argentina, destacando-se por possuir uma densidade entre 597 e 704 Kg/m3,
valores que permitem a esta espécie acceder a estartos mais altos na cadeia de valor florestal,
pelo que a sua propagacao vegetativa foi iniciada com o objectivo entre outros de melhorar a

capacidade de enraizamento de algumas procedéncias.
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Plantagdo derivada de sementes de plnatas de Corymbia citriodora subsp. variegata (CCV) na EEA INTA Bella
Vista

Tendo em conta a pouca informacao sobre a cultura in vitro desta espécie, intentaram-se na
EE INTA-Bella Vista alguns meios de cultura enriquecidos.

Os objectivos do trabalho realizados foram o de determinar o efeito da adi¢do dos compostos
Nitrato de Prata (AgNO;) e Tiossulfato de Soédio Na,S.O; (geralmente usado como
pentahidratado) aos meios de multiplicacao e enraizamento e determinar a influéncia do tipo
de luz na capacidade de enraizamento dos explantos de Corymbia. O ido prata (Ag*) é um
inhibidor que interfere na accao do Etileno (Beyer, 1979) que provoca um envelhecimento dos
tecidos em cultura, pelo que é usado no controlo deste gas para melhora da regeneracio in
vitro; nao obstante muitas vezes reaciona com os ides Cl (Cl-) formando o precipitado Cloreto
de Prata (AgCl). Para impedir esta ligacao adicionam-se ao meio o ido tiosulfato (S.052) na
forma de Tiosulfato de Sodio (como acima mencionado) que favorece a absor¢ao do ido Ag*
(Fortin and Campbell, 2001).

A suplementacdo com Ag+ em forma de Nitrato de Prata (NO;Ag) e Tiosulfato de Soédio
(Na,S.03) nos meios de cultura favorecem a regeneracao in vitro de geno6tipos que envelhecem
rapidamente durante o processo de estabelecimento e multiplicacao.

Por outro lado na fase de enraizamento as plantas foram colocadas em presenca luz vermelha
LEDs (Light-Emitting Diodes) em ensaio comparativo com lampadas Cool-White.

De acordo com estudos recentes as lampadas LEDs ( Light-Emitting Diode) permitem um
crescimento maior das plantas em diferentes tipos de culturas (estufas; camaras de
crecimento, fitotrons, etc) a menor custo, ja que estas luzes emitem s6 no comprimento de
onda que é usado pelas plantas, nao necessitam de suportes adicionais e produzem sb a
quantidade de calor requerido para o crescimento, nao sendo necessaria uma reducao da

temperatura das camaras de crescimento de plantas.
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Painel de LEDs usado em crescimento de plantas pela NASA

Materiais e Métodos

Foram usados 4 arvores selectos de Corymbia citriodora subsp. variegata (Lopes e Vera
Bravo, 2013). Os explantes (n6 e entren6 de 1,5 cm de comprimento) se extrairam de raminhos
(1 m de altura) de enxertos que cresceram bem em estufa fig. 21.

Os explantes antes da sua cultura sao desinfectados sumergiendo-os numa solucao de
hipoclorito de s6dio (NaClO) 3 ©/.. € 3 gotas de detergente, mantendo-se em agitacao durante

5 minutos e sendo posteriormente enxuagados com agua corrente.

A desinfec¢do nas cimaras de fluxo laminar é idéntica a anterior com a tnica diferenca ue os
explantes sdo no final do tratamento lavados com agua destilada estéril, seguidamente cada

explante é colocado no meio de estabelecimento ou iniciagao (ver em baixo).
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Fig. 21 Plantas maes de Corymbia citriodora subsp.variegata (CCV) doadoras de estacas e provenientes de cultura

in vitro.

Os rebentos gerados durante a fase inicial de estabelecimento da cultura sdo sub-cultivados
nos meios de multiplicaca, este processo de multilicacdo de brotes foi realizado durante 6
meses. Os explantes usados para o enraizamento possuem aproximadamente 3 cm de altura
com pelo menos 4 folhas verdadeiras e o apice caulinar. O periodo de enraizamento é de 24
dias. Para considerar um rebento enraizado deveria contar pelo menos com uma raiz gerada a
partir do caule do rebento.
Meios usados nas diferentes fases
1-Estabelecimento (iniciaciao)
Meio de MS (Murashige e Skoog; 1962) completo com vitaminas de MS, 1 mgl* de
Benzylaminopurina (BAP), 30 gl de sacarose, e 2 gl* de phytagel
2-Multiplicaciao
Para a multiplicacao foram usados dois meios diferentes

a) MS completo + 1 mgl*de BAP, 30 gl de sacarose, 7 gl de agar ou 2 gl* de

phytagel
b) MS modificado (1/2 da fonte de N do MS + nutrientes minerais, vitaminas e

aminoacidos do MS completo) + 340 mgl* de Nitrato de Prata (NOsAg) + 49,6
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mgl* de tiosulfato de s6dio (Na.S.035H.0) + 1 mgl* de BAP e 30 gl de
sacarose + 7 gl-* de agar ou 2,5 gl-* de phytagel.
3-Enraizamento
Para o enraizamento usou-se o seguinte meio de cultura:
MS completo + 340 mgl* de NO;Ag + 49,6 mgl* de Na.S,0;5H.0 + 0,3 mgl-1 de acido
indolbutirico (IBA) + 30 gl de sacarose + 2,5 gl-* de phytagel.

No momento de preparar os meios de cultura e antes de adicionar o agente gelificante ajustou-
se o pH a 5.8 com (OH)K ou HCI 0.5N. Uma vez adicionado o agente gelificante e disolver-se
por meio de calor (no microndas) , o meio foi distribuido em tubos de ensaio de 20 ml para o
caso do estabelecimento ou em frascos de vidro de 40 ml para multiplicacdo e enraizamento.
Uma vez distribuidos os meios foram a autoclavar a 1 atmoésfera de pressao durante 20
minutos.

Todos os explantes induzidos para estabelecimento e multiplicacdo de rebentos mantiveram-
se na camara de cultura iluminados com lamparas fluorescentes Cool White e uma irradiancia
de 90 umol m2 s durante 16 horas, a uma temperatura de 24°C +2°C e 22°C +2°C durante o
periodo de escuridao.

Os tratamentos de luz usados para o enraizamento foram luz branca florescente por meio de
lampada Cool White com uma irradiancia de 90 pmol m=2 s* e luz vermelha provida por
lampadas LEDs a 60 umol m s durante 16 horas por dia.

Os dados obtidos sobre a influéncia da luz no enraizamento foi analisada por meio de analise
de variancia com o procedimento glm e as medias comparadas pelo teste de Tukey 0,005% de
probabilidade (SAS V8, 2002). Prévio ao analise os dados foram transformados aplicando raiz

quadrada a cada valor sumado 1, porque existiam observacoes com valores de zero.

Resultados e Conclusoes

Durante as fases de estabelecimento o meio de MS provocou problemas de amarelamento
generalizado nas folhas dos primeiros rebentos, observados as duas semanas de iniciadas as
cultuas, pelo que foi necessario fazer uma repicagem rapida para os meios de multiplicacao.
Novamente foi possivel observar que o meio 2 com MS completo voltou a ocassionar o
amarelamento das laminas foliares, dos vastagos e dos apices (signos de envelhecimento dos
tecidos). Estes signos de envelhecimento foram mais severos que aqueles reportados para C.
maculata (Steinitz et al., 2010) pelo que o meio 2 foi eliminado do ensaio. No meio 3 com MS
modificado, o desenvolvimento dos rebentos foi normal e obteve-se uma alta taxa de

multiplicacdo, duplicando-se com cada nova sub-cultura, ndo entanto, estes rebentos quando
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cultivados no meio de cultura com phytagel como agente gelificante apresentaram sintomas de
vitrificacdo. Em contrapartida em agar apresentaram sintomas de amarelamento das folhas,
ainda que leve, pelo que decidiu-se intercalar os meios cada 15 dias em cultura. Deste modo,
se infere que o meio que continha Ag* e S,052 donde evidentemente o ido prata interfere na
sintese do etileno se inhibe o envelhecimento, e em precencia de S,052 evita-se a precipitacao
de ClAg, pelo contrario favorece-se a absorcao de Ag+ (Fortin and Campbell, 2001). Os
resultados da anéilise de varidncia para o enraizamento revelou diferencas significativas
(P<0,001) entre os materiais testados nos dois tratamento de luz (Cool White e LEDs); as
plantas 14 e 19 diferem significativamentte (teste de Tukey 0,005%) como mostra a figura 22.
Da observacao da qualidade e densidade de raizes produzidas entre os tratamentos de luz, nao
sdo evidentes diferencas em quanto a presenca de raizes secundarias. Observou-se que no meio
de enraizamento com luz branca podem ocorrer caida das folhas no momento de extrair os

rebentos enraizados.

Porcentage de enraizamiento
3

|
|
|
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Fig 22. Percentagem de enraizamento in vitro dos gentotipos 14, 23, 26 e 29 para os tratamentos luz branca Cool

White (LB) e luz vermelha LEDs (LR). Letras diferentes evidenciam diferencas significativas com o teste de Tukey

com a=0.005% (Fonte: Eng. Carlos David Vera Bravo)

Parte dos materiais enraizados foram passados para local definitivo de forma exitosa e formam
hoje parte da colecao de plantas para macropropagacao.

A percentagem de enraizamento em geral foi superior na luz das lampadas LEDs, variando
entre 31 e 70%. A maior percentagem de enraizamento ocorre na planta 29 com 70%, e a planta
31 com s6 31%. Na luz branca estes materiais enraizaram 28 e 5% respectivamente.

E evidente que a qualidade de luz influencia as diferentes fases da cultura in vitro como
indicam Merkle et al., 2005. E também provavel ue a partir de material rejuvenescido in vitro
os rebentos tenham uma maior capacidade de enraizamento para producao clonal por meio de
cuttings, se bem que em geral os hibridos de Corymbia apresentam baixas taxas de

enraizamento como o descrevem Hung e Trueman, 2011.
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Os resultados obtidos poem em evidéncia requerimentos especificos em quanto aos
componentes do meio de cultura e as condi¢oes fisicas na diferentes fases da micropropagacao
de Corymbia citriodora subsp. variegata. Por outro lado a luz vermelha das lampadas LEDs

incrementou a percentagem de enraizamento dos gendtipos testados.

NOTA: Estes resultados forma transcriptos do trabalho de apresentado pelo Eng. Carlos David Vera Bravo na VI
reunido do Grupo de Genética e Melhoramento Vegetal GEMFO na EEA INTA Delta del Parana, Argentina em Abril
de 2014).

E de destacar que se bem, foram obtidos resultados significativos para a micropropagacio
desta espécie na EEA INTA Bella Vista o meu trabalho com Corymbia teve como objectivo
contribuir para a solucdo de problemas relacionados com a fase de multiplicacdo. Foram
tomados como base os trabalhos acima apresentados, pelo que muitos detalhes da cultura nao

sdo repetidos nos novos ensaios que fizemos en cooperacao.

Problemas encontrados nas plantas derivadas das culturas de Corymbia e novas
propostas para a sua multiplicacao

De uma primeira avaliacdo que fiz as culturas in vitro de CCV a unica fase que ainda
apresentava certos problemas foram o da fase de multiplicacao por um exesso de plantas nos
frascos usados e conseguinte acimulo de substancia derivadas de morte de parte do material
(tal vez exesso de etileno ou de outros compostos de oxidacao, que por acilumo terminam por
prejudiar todas as plantas existentes em um fraso). A figura 23 mostra um exemplo do estado
das plantas de CCV na fase de multiplicacao.

E também de destacar que muitos dos problemas encontrados nas culturas derivam do facto
de existir um s6 técnico de laboratorio que realiza todas as fungoes relativas a micropropagacao
das espécies citadas neste relatorio, e de outras como Eucalyptus grandis que também formam
parte do trabalho do mesmo técnico. Entre estes trabalhos encontram-se a preparagao de
meios de cultura e a sua esterilizacdo, a desinfecao de tudo o material proveniente do campo,
a esterilizacao do material de vidro e material usado nos fluxos laminares, a manutencao dos
stocks de quimicos e a sua renovacao, a posta em cultura e repicagens das plantas nas fases de
iniciacio, multiplicaciio, enraizamento, etc. E natural que muitas culturas sofram assim de
envelhecimento por falta de uma rotina de repicagens.

A falta de pessoal é de facto, um dos principais problemas que enfrentam na actualidade muitos
laboratérios de investigacdo em biotecnologia vegetal, tanto na Argentina como em Portugal.
Existem também muitos periodos com estagiarios de mestrado e doutoramento, mas
terminado o tempo das suas bolsas, os técnicos permanentemente contratados voltam a

acumular todos os trabalhos laboratoriais.
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Fig.23 Frascos de cultura com plantas de

Corymbia citriodora subsp. variegata durante a fase de cultiplicacao dos explantes. Pode observar-se o exesso de

material por falta de repicagem, coloracao acastanhada em algumas folhas. A cor dos meios de cultura indica um

acumulo de substancia provenientes da oxidacao.

Ensaios realizados para solucao de problemas na micropropagacao de CCV
Para resolver os problemas durante a fase de multiplicacao (acima descritos, fig. 21) foram
testados a 20 de Maio de 2015 os seguintes tratamentos:

Tratamento 1 (T1):

Meio de MS (Murashige e Skoog, 1962) + vitaminas de MS + 340 mgl* de Nitrato de Prata
(Ag NO;) +49,6 mgl' de tiosulfato de s6dio (Na.S.0;5H.0) + 0,9 um de BAP (quantidade
reduzida em relagdo ao meio usado regularmente) + 30 g de sacarose + 2 g de Phytagel Sigma
® em lugar dos 7,5 g de agar microbiolégico. AgNO; para reduzir oxidacdao por etileno
Tratamento 2 (T2)

Idéntico meio de multiplicacdo do T1 mas sem adicao de AgNO,

Tratamento 3 (T3)

Idéntico meio de multiplicacdo do T2 e adicao neste meio de 0,3% de carvao activado

Estes meios de cultura foram colocados em frascos de vidro de 250 ml (fig. 242 e 24b) em
reemplazo dos regularmente usados de 100 ml

O ensaio ficou delianeado da seguinte forma:

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
Planta n® 1 10 frascos 10 frascos 10 frascos
Plantan® 3 10 frascos 10 frascos 10 frascos
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Intentamos que o nimero de rebentos colocados por frascos fosse o mais uniforme possivel.

Colocaram-se 4 rebentos por frasco (fig. 24)

Fig. 24 Frasco de 250 ml com meio de multiplicacao proposto (T2) para compara¢do com o anteriormente usado
tratamento T1 ; podem observar-se os 4 rebentos recentemente repicados (esquerda). Planta 1 em tratamento T2

em fase de multiplicacao (direita).

Fig. 24b Frasco de 250 ml com meio de multiplica¢cdo T3 com 0,3% de carvao activado (esquerda) com rebentos

repicados a partir das culturas velhas e onde ainda é possivel observar alguns dos efectos dos agentes oxidantes
(esquerda). Na direita observa-se a boa multiplicacio dos rebentos no novo meio meio de cultura, ainda que

exista uma condesacao exessiva nos frascos derivada das condigdes da propria sala de crescimento das culturas.

Os resutados das taxas de multiplicacdo nos trés meios testados nao tem sido até agora
analisados estatisticamente, no entanto, conseguiram-se resolver os problemas de queda de
folhas, amarelamento ou acastanhamento de explantes, concentracdo de substancias
oxidantes. Nao encontramos grandes diferencas entre o meio T1 e T2 na resolucao dos
problemas de oxidacdo, sendo o meio T3 o que melhor resultados apresenta até ao momento.

No entanto, os valores significativos ou nao da comparagido entre meios para os factores
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testados e que podem ser analisados estatisticamente (n° de rebentos produizidos, n°® de folhas

perdidas, tamanho dos rebentos) sera resultante da analise estatistica dos mesmos.

Multiplicacao de Pinus taeda por estaquia (macropropagacao)
A estacao experimental INTA Bella Vista possui uma longa experiéncia na estaquia para
obtencao de rebentos de Pinus taeda que posteriormente sdo enraizados em estufas.
Encontram-se em estaquia 5 familias seleccionadas (obtidas de sementes seleccinadas) para a
sua multiplicacdo clonal. Sendo a percentagem de enraizamento alcancada de mais de 70% As

imagens da fig. 25 mostram as diferentes fases no processo de macropropagacao.

21 R 5. ; ol

Fig 25. Campo de plantas maes
das familias seleccionadas (acima
esquerda), detalhe dos novos
rebentos na época de brotacio de
plantas maes (centro); detalhe de
um brote para ser enraizado

(acima direita); subtrato

composto de casca de arroz, um
sub-produto local (em baixo esquerda); plantacdo dos rebentos (em baixo centro); colocagido em
estufa com tratamento hormonal para enraizamento (em baixo direita); Eng. Carlos Bravo na

estufa de enraizamento de Pinus taeda

E necessario salientar que poucas sao as coniferas onde é possivel obter um

niamero tao elevado de plantas enraizadas por macropropagacao. Na

S Universidade de Evora foi testada esta técnica com estacas de pinheiro manso

(Pinus pinea L.), sem se alcancar resultados que justificassem a continuidade dos trabalhos.

Multiplicacao in vitro de Pinus taeda L. (Loblolly pine) por
Embriogenese Somatica (ES)

Segundo Pullman e Bucalo (2014) a mudanca da condicao vegetativa para a embriogénica
requer que o tecido entre em um programa de desenvolvimento celular radicalmente diferente,

tanto tratando-se de embrides derivados da fecundacao como dos embrides derivados da
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inducao de embriogénese somatica. Do ponto de vista da aplicacdo da embriogenese somética
(SE) é esperado que esta técnica tenha um papel importante incrementando a produtividade,
o crescimento sustentavel e a uniformidade das futuras florestas. Muitos milhoes de plantas
de pinheiros sdo plantados anualmente pela sua madeira, lenha, produtos quimicos e como
arvores ornamentais.Nos Estados Unidos sao plantados anualmente 1-1.5 billhdes de arvores
(Schultz 1999).

A produtividade das florestas pode ser incrementada plantando uma grande quantidade de
arvores “elite”, de alto valor e com caracteristicas desejaveis; por isso, sao feitos actualmente
esforcos no sentido de propagar clonalmente arvores plus ou arvores selectos por meio da
técnica de embriogénese soméatica. A Embriogénese somatica pode capturar os beneficios do
melhoramento genético ou dos programas de engenharia genética multiplicando arvores com
qualidade de madeira melhorada, maiores taxas de crescimento e maior uniformidade de fibra.
A embriogénese somética pode ser aplicada na producao de farmacos, para o estudo do
desenvolvimento embrionario e para salvar espécies em perigo de extincao.

Desde o primeiro artigo publicado da obtengao, com éxito de ES em Picea abies e Larix decidua
por Chalupa, 1985; Hackman et al., 1985 e Nagmani & Bonga 1985; diferentes espécies de
coniferas tem mostrado habilidade para produzir tecidos embriogénicos. Pelo menos em 27
espécies do género Pinus se tem publicado a obtencdo de embrides somaticos (Pullman &
Bucalo 2011). No entanto, h4 que enfatizar que a embriogénese somatica s6 tem funcionado
bem em umas poucas espécies. Ainda nos melhores casos, as taxas de iniciagdo sdo baixas, as
sementes de véarias espécies sdo recalcitrantes 4 ES e ainda que se obtenham embrides
somaticos, a sobrevivénica deles é baixa, pelo que se incrementa grandemente o custo de
producao de plantas por esta técnica de multiplicagao clonal. O Pinus taeda encontra-se dentro
da lista de pinheiros dificeis de multiplicar por embriogénese somatica, sendo escassos 0s
investigadores que obtiveram embrides sométicos e publicaram trabalhos relativos a esta
espécie (Litvay et al., 1985; MacKay et al., 2006; Pullman & Gupta, 1991; Pullman & Johnson,
2002; Pullman et al., 2003; Pullman et al., 2003-; Pullman et al., 2003y; Pullman et al., 2005p;
Pullman et al., 2006; Pullman et al; Pullman et al., 2009; Pullman & Bucallo, 2011; Pullman
& Bucallo, 2014; Silveira et al., 2004). Como pode ver-se pela lista acima apresentada, Pullman
¢é sem davida que mais tem trabalhado na embriogénese somética de Pinus taeda, pelo que no
laboratério da Estacao Experimental Bella-Vista se tem seguido o protocolo de este
investigador.

No entanto, as taxas de maturacao, germinacao dos embrides continuam sendo muito baixas
como assim também a conversao em plantulas. Para além destes problemas acrescenta-se o
facto de muitos calos durante a fase de multiplicacdo adquerem cor acastanhada devido a

fenomenos de oxidacdo e morte, ndo existindo até o momento uma explicacdo do porqué
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alguns calos continuam a proliferacdo e outros a detem e oxidam. Estas questdoes aqui

assinaladas sdao as que em conjunto sdo motivo da actual cooperacgao.

Material e Métodos

1.1 Material vegetal
A cultura in vitro de Pinus taeda comecgou na Extacao Experimental INTA Bella Vista em 2009
e tem continuado até hoje (Vera Bravo et al., 2011). O material vegetal usado para inducao da
embriogénese somatica de Pinus taeda foram sementes imaturas que forma colhidas no pinhal
da Estacao INTA Montecarlo na Provincia Mesopotamica de Misiones durante as duas ultimas

semanas de Dezembro de 2014 e primeira semana de Janeiro de 2015 (fig 26)

L o

Fig 26. Pinhas inmaturas de pinus taeda

Outro material cultivado com o objectivo de obter embrides soméaticos foi um hidrido de Pinus
Elliottii x P. caribaea var. hondurensis obtidos na Estacdo INTA Montecarlo em Misiones,
durante as duas primeiras semanas de Dezembro de 2014 (esta Gltima trata-se de uma nova
variedade resultante de cruzamentos controlados entre Pinus elliottii com Pinus caribaea var.
Hondurensis pelo INTA de Misiones (ver fig. 27). Este hibrido destaca-se por um rapido
crescimeno, com tronto recto e cilindrico o que lhe permite um maior rendimento em madeira.
A sua copa permite maior passo da luz gerando assim condices para o desenvolvimento de
pastos e outros cultivos no seu sotobosque. Video da obtencdo do hibrido:

http://inta.gob.ar/videos/pinos-hibridos-parte-4/view.

Os meio de cultura usados nas diferentes fases da embriogenese somatica sao os de Pullman e

Bucalo, 2011 (Tabela 4)

Tabela 4. Meios de cultura para embriogenese somatica de Pinus taeda (Pullman e Bucalo, 2011)
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Composto Meios de cultura
Ot 2212 2305 1250 | 1133 | 1562 | 397 | 2007
Maltosa 15,000 15,000 0 0 20,000 0 0
Sacarose 0 0 30,000 30,00 0 20,00 30,00
PEG 8000 0 0 0 8 130,00 8 8
D-xylose 100 100 0 0 8 0 0
Mio-inositol 20,000 20,000 1,000 1,000 100 100 1,000
Casamino ac(s) 500 500 500 500 500 0 500
L-Glutamina 450 450 450 450 450 0 450
Tiamina. HCL 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Piridoxina .HCL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Acido nicotinico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Glicina 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
MES 250 250 250 0 0 0 0
Biotina 0.05 0.05 0.05 0 0 0 0
Ac. félico 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0
Vit. B12 0.1 0.1 0 0 0 0 0
Vit. E 0.1 0.1 0 0 0 0 0
Ac. a-cetoglut. 100 100 0 0 0 0 0
NAA 2.0 0.3 0 0 0 0 0
2,4D 0 0 1.1 1.1 0 0 11
BAP 0.63 0.63 0.45 0.45 0 0 0.45
Cinetina 0.61 0.61 0.43 0.43 0 0 0.43
ABA 0 9.0 13 13 5.2 0 13
Sorbitol 0 0 0 0 0 0 0,4M
Carvao activ. 50 50 0 0 0 2,500 0
Brasinolide 0.1uM 0.1uM 0 0 0 0 0
Gelrite 2,000 0 2,500 0 2,500 0 0
TC agar 0 0 0 0 0 8,000 0
pH 5.7 5.7 5.7 5.7 5.7 5.7 5.7
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Fig.27 Hibrido de pinheiro denominado Hibrido F1 INTA-Pindé obtido no INTA Montecarlo em Misiones
(Argentina) mediante cruzamentos controlados entre Pinus elliottii com Pinus caribaea var. Hondurensis,
caracterizado pela sua exelente qualidade de madeira para a fabricagdo de moéveis

http://www.unsam.edu.ar/tss/de-buena-madera/

Resultados
As imagens apresentadas nas figuras 28 e 29 obtidas nos arquivos do Laboratoério de
Biotecnologia da EEA Bella Vista resumen o processo de obtencdo de embrides somaticos de

Pinus taeda. Estes trabalhos iniciaram-se em 2012.

Os reultados alcangcados na embriogenese somatica do Pinus taeda que pareceram alentadores
numa primeira fase (ano 2012), foram no entanto dececionantes nos anos seguintes porque
falta de maturacao e germinacdo dos embrides obtidos, e pela posterior morte das plantas
obtidas por esta via.

O numero de familias clonadas por embriogénesis somatica foi de 10, e a percentagem de

massas embriogénicas foi maior que 1,7%.
Actualmente existe uma coleccao de calos provenientes das lineas embriogénicas que mantem

calos friaveis (Fig 30) nos quais se diferenciam embrides somaticos se as culturas sao repicadas

regularmente para meio de iniciacao.
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Fig. 28 Processo de obtencdo de embrides somaticos de Pinus taeda a partir de sementes inmaturas (acima
esquerda); colocacdo das sementes em meio de cultura de iniciacdo (em cima a direita); formagio de massa pre-
embriogénicas a partir das sementes (centro esquerda); vista em detalhe do aparecimento das massas transparente
de calos fridveis possivelmente embriogénicos (centro direita); fase de maturagdo dos embriées em meio e sobre
papel de filtro (em baixo esquerda); embrido somatico ja formado a partir das massa de calos friaveis (em baixo

direita). Fotos Eng. Carlos Vera Bravo
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Fig. 29 Aparecimento dos primeiros embrides no meio de germina¢do (em cima a esquerda); plantula de Pinus

taeda obtida pelo processo de embriogénese somatica

Durante a minha estadia observamos o desenvolvimento dos calos de diferentes lineas;
separamos os calos friaveis de aqueles que apresentavam sinais de oxidacao.

T T — NI,
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Fig. 30 Calos transparentes e com aspecto gelatinoso ( fridveis) que produzem embrides sométicos (Hibrido

135XC13) e calos amarelados na direita (planta M19, nao hibrida) com, sinais de envelhecimento e oxidacao

Fig.31 No calo pertencente ao de Pinus taeda 135XC13 podem observar-se embrides somaticos em
desenvolvimento. Na direita observam-se dois emrbides que surgem da massa do calo diferenciam-se do resto do

tecido pela cabeca cor verde palido (fotos A. Zavattieri).

Na figura 31 apresentam-se detalhes de embrides somaticos obtidos em cultura. De este

material fazem-se de momento testes de maturacao e germinacao.

Espera-se a obtencao de plantas completas para publicacdo de resultados.

Conclusoes e perspectivas futuras dos trabalhos realizados durante a
Sabatica
A cultura in vitro de espécies lenhosas recalcitrantes ou nao requerem uma série continua de
ensaios que na maioria dos casos traduzem-se em anos de trabalho, muitas das vezes sem que
sejam alcanzados resultados relevantes a curto prazo. As espécies com as quais se trabalha no
Laboratoério de Biotecnologia do INTA Bella Vista sao exemplos da dificuldade da obtencao de
protocolos completos e fidveis num curto espaco de tempo. Prova disto é o nimero de anos
levados desde o inicio destas culturas e o estado de avanco sobre protocolos definitivos que
possam passar as empresas da regido. Os trabalhos de acompanhamento dos ensaios de

propagacao in vitro existentes e os novos trabalhos iniciados durante a minha estadia com o
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objectivo de colaborar na melhora dos protocolos e solucionar problemas existentes continuam
a desenvolver-se na EEA INTA Bella Vista e serdo objeto de publicacdo conjunta. Por outro
lado preparar-se-hd uma proposta para o estabelecimento de um convénio de Cooperacao
entre a Universidade de Evora e o INTA Bella Vista com o objectivo de manter estas lineas de
investigacgao iniciadas, para além de contemplar outras de mituo interesse como estudo de
bacias (agua doce); entomologia, sanidade vegetal e estudos ambientais.

No entanto, podem salientar-se os resultados alcancados na micropropagacao de Grevillea
robusta e o efeito possitivo da passagem pelo carvao activado que resolveu alguns dos
problemas da espécie. No entanto, a cultura de meristemas foi um fracasso para a maioria do
material introduzido, conseguiu-se no entanto algumas plantas nao contamindadas que foram
adicinadas a colec¢ao existente nas fases de multiplicacao.

No caso de Corymbia citriodora subsp. variegata foi importante a mudang¢a no tamanho dos
frascos de cultura, factor muitas vezes menosprezado ou nao tido em conta como aspecto
relevante para a boa satide e desenvolvimento das culturas in vitro em geral. Por outro lado a

adicao de carvao resolve em parte muitos dos problemas de oxidacao destas culturas.
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Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca
7 Presidencia de la Nacion

Bella Vista. 18 de Febrero de 2015

Dra. Maria Amely Zavattieri
S/D

Ref: Invitacion

De mi mayor consideracion:

Por la presente me dirijo a Usted a efectos de invitarla a realizar su Sabatica en el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en la sede de la Estacion Experimental
del INTA Bella Vista (Provincia de Corrientes) por considerar su trabajo de Investigacion de
gran interés para contribuir con el desarrollo Forestal de la Provincia. ya que la misma es una de
las provincias con mayor superficie forestal plantada de la Argentina. Su trabajo potenciara la
transferencia de conocimientos en el area biotecnologica y el desarrollo de lineas de trabajo en
esta area que permitira mayor desarrollo de la cadena forestal de la provincia. La misma se
encuadra bajo el marco de cooperacion interinstitucional firmado por la Universidad de Evora y
el CIEFAP celebrada el 26 de Agosto.

Sin otro particular la saludo atentamente.

Ing. Agr. (Ms.Sc.) Carlos Vera Bravo
Responsable Laboratorio de Biotecnologia Forestal
EEA INTA Bella Vista

Centro Regional Corrientes

EEA INTA Bella Vista

C.C. 5—W 3432 ZBA - Bella Vista. Corrientes — Argentina
Tel/Fax: +54 — 3777 — 450029/451923
www.inta.gob.ar/bellavista
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ANEXO 2

Conferéncia realizada na EE INTA BELLA VISTA no dia 18-06-2015
http://inta.gob.ar/bellavista

Biotiacao do Pinheiro manso (Pinus pinea L.)

No dia 18 de Junho foi apresentada para todo o pessoal investigador e tecnico da Estacao
Experimental INTA-Bella Vista a conferéncia en espafol: “Biotizacion del pino pifionero
(Pinus pinea L.)”. Previamente foi feita uma introducao sobre Portugal e seguidamente sobre
a Universidade de Evora, o ICAAM e o Laboratério onde foram realizados os trabahos de
biotizacdo (fig. 24). A conferéncia teve como objectivo mostrar/difundir o trabalho realizado
na Universidade de Evora na area da biotecnologia de espécies lenhosas e particularmente a
solucdo do problema de enraizamento in vitro. O contetido da conferéncia encontra-se no

Anexo 1.

Fig 24. Conferéncia na Estacdo Experimental INTA Bella-Vista (18-06-2015)

A seguir insere-se o texto completo da Conferéncia

q;e- Fundagdo para a Ciéncia e a Tecnologia
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E ENSINO SUPERIOR

U N,
/

Instituto de Ciéncias Ag e

Biotizacion del pino pifionero (Pinus pinea L.)

Carla Ragonezil; Ana Teresa Caldeiral; Maria do Rosario Martins!; Krystyna Klimaszewska?;
Celeste Santos-Silval; Augusto Peixel; Paulo de Oliveira?; Luis Silva Dias!; Elsa Ganhio?; Otilia

Miralto!; Rogério Louro?!; Dora Martins Teixeiral; Mario Rui Castro3; Amely Zavattieril
1-Universidade de Evora; Portugal
2-Natural Resources; Canadian Forest Service; Laurentian Forestry Centre, Quebec, Canada
3-Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal

La micorrizacion in vitro de plantas lefiosas micropropagadas puede ser usada para restaurar el
crecimiento del sistema radicular y mejorar la fase de aclimatacion, aumentando la funcionalidad
de las raices y por consiguiente el estado nutricional e hidrico de las plantas aclimatadas. Para
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obtener estos beneficios una extensiva caracterizacién e identificaciéon de las ectomicorrizas
(ECM) asociadas a las especies albo es crucial. No todos los hongos promueven el enraizamiento
in vitro o confieren efectos benéficos a sus plantas huésped, por lo que es necesario testar cada
combinacién hongo-planta. Para comprender como funciona una combinacidn efectiva entre un
determinado clone y su simbionte hongo es también necesario conocer los compuestos
bioquimicos de sefializacion que median la simbiosis durante la fase de co-cultivo y como estas
substancias sefial, alteran el comportamiento de los simbiontes asociados.

En la presentacion realizada en la Estaciéon Experimental INTA Bella Vista con el titulo
“Biotizacion del pino pifionero (Pinus pinea L.)” la Dra. Zavattieri hablé de los trabajos de
investigacion en este tema, realizados durante una década por el equipo de investigadores de la
Universidad de Evora bajo su coordinacién y de la Dra. Krystyna Klimaszewska del Laurentian
Forestry Centre, Natural Resources, Canada, como Consejera Cientifica. La propagacién in vitro
de este pino mediterrdneo (fig. 1) forma
parte de un amplio programa de mejora
genética y multiplicacion vegetativa del pino
pifionero en Portugal, debido a Ia
importancia econémica que la especie posee
por sus multiples usos (madera, taninos,
resina, biodiesel, etc), y fundamentalmente,
por el valor comercial de sus semillas
comestibles: los pifiones.

Fig. 1 Ejemplar de pino pifionero o pino doméstico (Pinus pinea L.)

El equipo de investigadores desarroll6 un protocolo completo de micropropagaciéon via
organogénesis a partir de cotiledones de semillas maduras (fig. 2a; b; c; d) y su micorrizacién in
vitro con hongos ectomicorrizicos (ECM) colectados en los mismos stands de pino del que se
obtuvieron las semillas (fig.3a, b). Fueron mostradas las técnicas de cultivo puro de los hongos en
medios previamente seleccionados (fig.3¢) y como se realizé su identificacién molecular.

Fig. 2 Diferentes fases de la micropropagacién de pino pifionero via organogénesis a partir de cotiledones;
semilla madura abierta para extraccion de cotiledones; induccion de brotes en los cotiledones de una sola
semilla; fase de multiplicacion de los brotes obtenidos; enraizamiento in vitro.
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Fig. 3 Stand de pino pifionero Alcacer do Sal, Portugal (a); recoleccion de fructificaciones de los hongos
(b); teste de medios de cultivo (BAF, Hagen; MMN) para evaluar crecimiento de un determinado hongo
ectomicorrizico (c).

Las técnicas de co-cultivo en medios de bi-camada (medios sélido-s6lido) desarrollados para el
cultivo de hongos ectomicorrizicos y clones de pino pifionero permitieron el estudio del efecto
de los hongos sobre el crecimiento de las raices de pino (fig. 4a, b, c).

Fig. 4 Plantula de pino en fase de enraizamiento sin micorrizar (a); planta enraizada y micorrizada donde
se puede observar el hongo en desenvolvimiento en la superficie de un medio doble, donde la parte
inferior es medio de WPM para la plantula de pino y los 2 milimetros superiores es medio seleccionado
para el crecimiento de un determinado hongo ectomicorrizico (b); mediciones realizadas en el sistema
radicular (trazos negros y rojos) para evaluar el efecto del hongo colocado en la parte superior del sistema
de cultivo de bi-camada y que se puede ver como manchas verde oscuras en la parte superior (c).

En la fase de aclimatacidn de las plantas micorrizadas, se removieron algunas del substrato para
comparar su sistema radicular con las plantas control, no micorrizadas (fig. 5) y para confirmar la
presencia y tipo de ectomicorrizas se realizaron estudios morfolégicos e histologicos (fig. 6).

B

Fig. 5 Plantas enraizadas en la fase de aclimatacién en fitoclima; planta inoculada con 4 meses de
aclimatacién en substrato compuesto (turba, perlita, vermiculita); se observa un buen desenvolvimiento de
la parte aérea (a) y del sistema radicular (b); planta control no inoculada con menor crecimiento de la parte
aérea y un sistema radicular largo pero poco desarrollado(c)
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Otro sistema de dupla-fase (semi-sélido-liquido) desarrollado por el equipo de investigacién y
posteriormente patentado (fig. 7) permiti6 la extraccion de la fase liquida (en contacto con las
raices) para estudio de los sefiales bioquimicos que se establecen entre los simbiontes (plantulas
de pino e hongos testados; fig. 8a, b, c).

Fig. 6 Morfologia externa de una micorriza desarrollada a partir de inoculacién in vitro, de una plantula en
fase de aclimatacion (a); corte de la micorriza con ultra micr6tomo (1um de espesor) y coloracién con azul
de toluidina; puede verse el manto de hifas rodeando la raiz y las hifas que se desarrollan en los espacios
intercelulares o apoplasto (b); corte con micrétomo de congelacion (4-8um de espesor), donde se observa
un manto abundante de hifas sobre la estructura de la micorriza (c).

Los estudios bioquimicos con cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector UV
(HPLC-UV) y con un espectrémetro de masa acoplado a un HPLC con auto analizador y detector
de diodos (LC-DAD-MS) permitieron identificar un éster del acido o-cumarico (fig. 9) como
responsable de los sefnales quimicos que se establecen previo al contacto fisico entre las plantulas
de pino y el hongo Pisolithus arhizus. El aparecimiento de esta substancia nos permitié
comprender el papel de los compuestos fendlicos en la simbiosis planta-hongos ectomicorrizicos.
Estos resultados confirmaron la hipotesis de otros investigadores que concluyen que ciertos
compuestos fenoélicos no solo ofrecen proteccidn a las plantas huespedes contra aleloquimicos
liberados por otras plantas vecinas, como también que los hongos que establecen estas simbiosis
son capaces de utilizar estos compuestos como fuente de carbono. Este seria el mecanismo que
utilizan los hongos ectomicorrizicos para controlar las interacciones con las plantas superiores,
cambiando la quimica de la rizosfera. Por otro lado, segun Miinzenberger et al. (2003) se confirma
la detoxificacién del acido ferrulico por los hongos Laccaria amethystina y Lactarius deterrimus
pero con diferentes padrones de detoxificacidon, lo que muestra la habilidad diferencial de
diferentes simbiontes en detoxificar y degradar los compuestos fenoélicos que las diferentes
especies de plantas segregan para su defensa.

Fig. 7 Esquema del sistema patentado (Patente n2 105239) 1 tapa; 2 frasco; 3 perlita; 4 medio de WPML modificado
para crecimiento del hongo; 5 medio de WPM liquido para desarrollo de raices; 6 planta; 7 raiz.

http://dspace.uevora.pt/rdpc/bitstream/10174/5951/1/01 105239.pdf.
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Fig. 8 co-cultivo de plantulas de Pinus pinea con micelio de Pisolithus arhizus in medio de doble
fase (a); controles negativos: plantulas de pino sin hongo (b) y micelio del hongo sin plantula.
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Fig. 9 Identificacién del compuesto por LC-DAD-MS en muestras de dos dias de co-cultivo P.
pinea/P. arhizus e formula quimica del acido o-cumarico

Los aspectos mas relevantes del trabajo realizado en co-cultivo in vitro con especies de hongos
benéficos (principalmente para las coniferas) se pueden resumir como:

U Este protocolo de micorrizacion in vitro puede ser aplicado a otras especies vegetales o
inoculantes microbianos (bacterias promotoras del crecimiento; otras micorrizas) desde
que la asociacidén promueva efectos positivos en ambos simbiontes (plantas-hongos)

Los hongos con efectos positivos restauran el crecimiento de las raices que no crecen en

agar, mejorando casi todos los parametros de enraizamiento in vitro

Se mejora la sobrevivencia de las plantas en la fase de aclimatacidn, debido al desarrollo

del un sistema radicular bien estructurado, y gracias a la proliferacion de las hifas del
hongo asociado, se aumenta el area de substrato aprovechado y por consiguiente los
nutrientes y el agua disponible para las pequeiias plantas

La micorrizacion in vitro puede ser usada para la introduccion de hongos

comercialmente valiosos, lo que implica una mas valia cuando se realizan las
plantaciones definitivas de coniferas
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SUMMARY

The ALqueva hydro-meteorological EXperiment (ALEX) field campaign took place monthly during summer 2014
and consisted in in situ measurements and sampling of water and biological elements, collected from three fixed
platforms placed in the lacustrine zone.

This integrated overview, including meteorological, environmental and biological results contributes to improve
the knowledge of the reservoir dynamics and therefore to propose adequate management measures to preserve

the observed biological integrity.

Introduction

Water resources in the Mediterranean Region are
limited, fragile and threatened, and there is an
urgent need for their sustainable management,
which can only be achieved by understanding and
predicting the complex interactions between
climate, hydrology, ecosystem processes, water
quality and biodiversity.

Lakes and reservoirs, due to their vulnerability, have
been considered as sentinels of environmental
changes, such as anthropogenic effects and global
warming (Hsieh et al., 2011). The determination of
lake's trophic condition is an important step in the
assessment of a reservoir because of the powerful
predictive statements that can be made describing
abiotic and biotic relationships once the trophic state
is known (Karadzi¢ et al., 2010). Furthermore, the
eutrophication process driven by numerous causes
leads to water quality deterioration (e.g. excessive
hypolimnetic oxygen consumption, decrease in
water transparency, cyanobacteria increase in
number and biomass).

Therefore, to propose adequate management
strategies, a good knowledge of the whole system is
mandatory. Several biological water quality
indicators of reservoirs are widely recognized, as the
Chironomid Pupal Exuvial Technique (CPET), littoral
benthic diatoms and phytoplankton, especially
cyanobacteria.

The cyanobacteria comprise a large component of
marine and fresh water planktons with global
distribution, being the Earth's oldest oxygenic
photoautotrophs. Some groups of cyanobacteria are
good indicators of water quality in planktonic
ecosystems (Solimini et al., 2006). Under certain
environmental conditions they can reproduce
explosively, resulting in the events called algal-
bloom. The blooms could be associated to the
production of cyanotoxins that pose a health risk to
human and livestock water consumer. Blooms seem
to be associated to nutrient-rich waterbodies that
contain  excess  phosphates or  nitrogen
(eutrophication).

The main goal of this component of the AlLqueva
hydro-meteorological EXperiment (ALEX) field
campaign is the analysis of the physico-chemical and
biological vertical dynamics in the Alqueva reservoir,
based in: 1) water temperature, pH, dissolved
oxygen, oxidation-reduction potential and electrical
conductivity profiles measured in situ; 2) water
chemistry analysis carried out at the surface and
bottom of the reservoir; 3) biological elements
including phytoplankton and cyanobacteria blooms.

Material and Methods

The ALEX field campaign in Alqueva reservoir took
place during summer 2014, from June to September.
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Along this period, in situ measurements, water
samples and biological elements were monthly
collected from three fixed platforms placed in the
lacustrine zone.

Meteorological data  (solar radiation, air
temperature and precipitation) were obtained from
the stations located in the proximity of the reservoir.
Vertical profiles of temperature, dissolved oxygen (%
02 saturation), pH, oxidation-reduction potential
(mV) and electrical conductivity (uS cm?) were
taken, using a in situ TROLL 9500 PROFILER XP multi
parametric probe. Simultaneously, water samples
were collected at three depths (surface, methalinean
and bottom) using a Van Dorn bottle (3L capacity) for
physical-chemical analyses and kept cool and in the
dark until laboratory processing. In laboratory, total
nitrogen (ug N L -1) and total phosphorus (ug P L -1)
were determined, following standard methods for
water chemical analyses (APHA, 1995). For
phytoplankton analysis, in each platform, an
integrated sample representative of the euphotic
zone was obtained by collecting equal volumes of
water, from the surface until the limit of the
euphotic zone (determined by the use of a Secchi
disc). Phytoplankton samples were kept cool and in
the dark until laboratory processing. In laboratory,
the samples were preserved, identified and
quantified according to recent literature and
appropriate protocols (e.g. INAG, 2009).

Results and Discussion

The brief meteorological characterization showed
the occurrence of precipitation in the week before
the sampling in June and September (Fig. 1).

10

Ol i IR R R R EE PR SR A

June July August

September
Fig. 1 — Precipitation (mm) during the eight days before the
sampling campaigns.

The air temperature (Fig. 2) and solar radiation (Fig.
3) were higher in July and August, as expected.

Vertical profiles of physico-chemical parameters are
similar in the three platforms and show the
stratification of the reservoir, with the thermocline
at 7.5m in Alqueva-Montante and 10m in Alcarrache
and Mourao (Figs 4, 5 and 6). This is a relatively thick
thermocline in contrast to highly eutrophic lakes

where this layer has only a thickness of 1 to 2 meters
(Wetzel, 1993). The temperature of epilimnetic
mixed waters reached 27 - 282C in the 2014 summer
hottest periods. In contrast, the hypolimnetic waters
maintained its temperature around 13 to 17 2C. It
means that between the two layers there was a
difference of about 10 9C, constant over the
monitoring period, despite the slightly warming of
the hipolimnion noted along time.

Water pH values are higher in the epilimnion (8-9),
due to photosynthesis, than in the hypolimnion (7-8
pH units), revealed also in the oxygen oversaturation
of surface waters.

The surface oxygen concentration is constantly
regulated by the air—water fluxes, which tend to bring
the surface concentration towards the saturation value
(Capet et al., 2013). However, in July the surface
waters in the three sites were oversaturated in oxygen
due to enhanced photosynthesis. Stratification should
allow the settlement of bottom anoxic conditions by
preventing the bottom oxygen-depleted waters from
mixing with the surface ventilated waters (Boulton &
Brock, 1999). However, the hypolimnion doesn’t
present anoxia in June, most probably due to the
precipitation events in the days prior to the sampling.
In the following months, anoxia (0-10% SAT) only
occurs deeper in the water column (Figs 4, 5 and 6).
Hence, the consumption of oxygen by the respiration
processes is not sufficiently high to deplete oxygen in
the whole hypolimnion, as it occurs in highly
eutrophic reservoirs (Wetzel, 1993).

The analysis of oxidation-reduction potential — ORP
(Figs 4, 5 and 6) shows positive values along time
from June to August, while it is negative in
September. This oxidized environment trough the
stratified season contrasts with other Mediterranean
eutrophic reservoirs, where ORP potential is highly
negative due to respiration processes (i.e. degradation
of organic matter). The negative values detected in
September are probably due to the precipitation
events that occurred in the days before the sampling.
Highest Total Nitrogen values in the bottom samples
at Alcarrache, caused by the contribution of
ammonia and organic nitrogen, due to the fact that
the vegetation was not removed from this site when
the reservoir was built.

The TN:TP ratio is higher than 16 in the majority of
the collected samples, meaning that phosphorous is
more often the potential limiting nutrient in the
Alqueva Reservoir, as it is normal in mesotrophic
systems. Nevertheless, we should point out that low
values of Total Phosphorus and Total Nitrogen were
detected in all platforms and during the whole
campaign, higher in bottom samples, thus reflecting
the low contribution of external loads to the system
(Figs 7 and 8). Furthermore, the low concentrations
of total nitrogen could also limit the primary
production in the reservoir, giving advantage to N»
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fixing producers, revealed by the dominance of
cyanobacteria in all sampling sites and throughout
the whole sampling period, being
Cylindrospermopsis, Aphanizomenon and
Aphanocapsa the most frequent and abundant
genera.

In the 14 integrated phytoplankton samples
analyzed, a total of 62 taxa were identified. From
which, 29 are chlorophytes, 15 are cyanobacteria, 11
are diatoms, 3 are cryptophytes, 2 are
euglenophytes and 2 are pyrrophytes. Even though
chlorophytes are the taxa richest group,
cyanobacteria dominated in abundance all sampling
sites and during the sampling period.

Interestingly, the observation of the phytoplankton
samples collected at discrete depths revealed the
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collected in Alcarrache and Alqueva-Mourdo
platforms (20m) and in Alqueva-Montante (50m).
Given the abundance of cyanobacteria, molecular
techniques confirmed the presence of Microcystis
species and microcystins-producing genes
(hepatotoxins). The Multidimensional Scaling
Ordination (MDS) (Fig. 9) shows a clear separation of
phytoplankton assemblages in relation with the
sampling  campaigns, thus reflecting the
meteorological conditions. There is a sucession of
phytoplankton species, mainly cyanobacteria,
representing a temporal dynamics, typical of
reservoirs that are not under the influence of severe
anthropogenic pressure.
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Fig. 2 — Air temperature (°C) in the eight days before the sampling campaigns in: a) June, b) July, August, d) September.
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Fig. 3 — Solar Radiation (W m) in the eight days before the sampling campaigns in: a) June, b) July, c) August, d) September.
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Fig. 6 — Vertical profiles of water temperature, pH, dissolved oxygen, electrical conductivity and oxidation-reduction potential at Alqueva-

Mourdo platform.
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Figs 7, 8 — Temporal evolution of Total Nitrogen and Total Phosphorus in the three platforms.
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ANEXO 4
Conference: LAKE 2015:

The 4th workshop on “Parameterization of Lakes in Numerical Weather Prediction and
Climate Modelling” will be held in Evora. Portugal, May 07-09, 2015. Evora. Portugal, May 07-
09, 2015.

Paratneterization of Lakes in Numerical Weather Prediction and Climate Modelling

S University of Evora, Evora, Portugal, 7-9 May 2015

Ecological assessment of Mediterranean reservoirs: Algueva reservoir as a case
study (Alentejo, Southern Portugal)

Morais Mamiela, Maria Helena Novais. Susana Nunes, Joana Rosado, Alexandra Penha, Amely
Zavattien, Miguel Potes, Rui Salgado ) )
Institute Ciéncias da Terva (ICT), University of Evora, Rua Romdo Ramalho n® 59, 7000-671 Evora

Lakes and reservoirs, due to their vulnerability, have been considered as senfinels of environmental
changes, such as anthropogenic effects and global warming. Water exploitation from reservoirs requires
specific chemical and biological quality of the water, but often brings up the questions of eventual
problems regarding trophic level increase that could influence the water quality

To understand the functioning of large and deep reservoirs during the summer period in the
Mediterranean Fegion, Algueva reservoir was studied from June unfil September 2014 To do so,
vertical profiles of temperature, dissolved oxygen, pH, oxidation-reduction potential and electrical
conductivity were monthly taken; simultaneously, water samples were collected for physical-chemical
analyses and an integrated sample, representative of the euphotic zone, was collected for phvtoplankton
identification and quantification.

Thermal stratification was observed duning the summer peniod, with thermocline between 7.3-10 m.
Low values of Total Phosphorus and Total Nifrogen were detected during the whole campaign, higher
in bottom samples, thus reflecting the low contribution of external loads to the system and confirming
the mesotrophic status of the reservoir Phytoplankton assemblages were dominated by cyanobacteria
throughout the experiment, whilst chlorophyta were the taxa richest group; a sucession of
phytoplankton species was observed, mainly cyanobactena. thus representing a temporal dynamics,
typical of reservoirs not under severe anthropogenic pressure.

The ecological status of Alqueva reservoir differs from the majority of the reservoirs mn the Sowth of
Portugal, therefore, a comparison with a small entrophic reservoir located in the same watershed is also
carried out.

Given the trophic status of the reservoir, management strategies should be implemented in order to
prevent the impairment of the ecological status and consequently the water quality.
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Monitoring cyanobacteria and cyanotoxins in
Algueva Reservoir, Porfugal
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Algueava & nowadays the mast important water resereoir in Porbegal. Addifionally, it is
becoming an imporant cgronomic and fowristic region. These focts bring the
quesfions of the woter guality wse. During the Algueva hydro-metecological
=xperimant (ALEX| compaign, the t2am of the Waler Laboratory from the University
of Evorg investigoted the biclogical guality indicotors of the Alguevo water. Among
biolegical communities invesfigoted, such os Chironomid pupal exuvia, benthic
diotomis and phytoplankion, o special ott=nfion was given to the pressnce of
cyanobacterda since cyonobactedal blooms ore ossocioted with the production of
cyanotoxins that pose a health rek fo humaon and ivestock waoter consumers.
Polymerose chain reaction [PCR] waos used to comobomote microscopic identification
and to verify the presence of foxdc genes associoted with cyanobocthera.

fi=ld compaign in Alqueva resercoir fook ploce from June fo Jeptember 20014, An
additional campaign was pefomed in October due to o bloom situvation. Water
samples were monthly collected from three fixed platfomns ploced in the locustrine
mone and selected sifes in the morgis.

Reoulis show that in the integroted phytoplankton saomples analyzed, o tobal of &2
tawa were identified, 15 coresponded to cyanoboctena. Even when Chliorophytes
was the richest growp, cyonobacte=ia dominated in abundance in all sampling sihes
and throughowt the whole sompling perdod, being Cylindrospemopss.
Aphanizomenon ard Aphonocapsa the most freguent and abundant genena. The
observation of the phyfoplonkion samples collected af discrete depths revealed the
presence of cyonobacterda in the boftom somples collected in Alcorroche and
Alguevo-Mourdo plotforms (20 m| ond in Algueve-Monfante |50 m). Given the
abundance of cyanoboctena, molecwar techniques confimed also the pressnce
of Microcyslis species and microcystin-prodwcing genes [hepototoxins]. | was not
possible to confirm the presence of cylindrospermopsin. More primers are being
tesied to complete the Ikt of microscopic identfication of species and cyanotoxins.

Eoywork: PCR; Moleoulor sachniques; Mycrocystis, cyanoiodns, Alquoesa
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Abstract

Vegetative propagation of superior conifers can be achieved through rooted cuttings or rooted microshoots, the latter
predominantly through in vitro tissue culture. Both techniques allow the rapid multiplication of favorable genetic
combinations and the capture of large proportion of the genetic diversity in a single generation cycle. However,
difficulties in achieving the rooting such as roots initially formed stop growing; the root system is scarce) limit the
application of vegetative propagation in conifers. Many factors are implicated in the adventitious rooting of conifers
including physical and chemical factors such as plant growth regulators, carbohydrates, light quality, temperature and
rooting substrates or media, reviewed earlier by Ragonezi et al. (2010). In this review we cover the biological factors,
such as the use of Agrobacterium rhizogenes, Plant Growth Promoting Rhizobacteria and other endophytes, and
mycorrhizal fungi, which were found implicated in adventitious rooting. These microorganisms could contribute not
only to the adventitious rooting development but also help in protecting conifer plants against pathogenic
microorganisms, facilitate acclimation and transplanting, and contribute to the more sustainable, chemical-free forests.

Keywords: Biotization, Mycorrhization, Plant-Growth-Promoting Bacteria, Gymnosperms.

Abbreviations

ARF  Adventitious root formation

BC Before Christ

BnR  Binucleate Rhizoctonia

DNA  Deoxyribonucleic acid

ECM  Ectomycorrhizal fungi or Ectomycorrhizas
ERM  or EMF Ericoid mycorrhizal fungi; Ericoid mycorrhizas
GA3  Gibberellic acid or Gibberellin A3

IAA Indole-3-acetic acid

IBA Indole-3-butyric acid

M Molar

Y Micromolar

mM Millimolar

MS Murashige and Skoog (1962) culture medium
NAA  1-naphthaleneacetic acid
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PGPR Plant Growth Promoting Rhizobacteria
RSB  Root Stimulating Bacteria

SE Somatic embryogenesis

Ti Tumour inducing plasmid

TIBA  2,3,5-Triiodobenzoic acid

VAM  Vesicular-arbuscular mycorrhizas

Introduction

Grafting, rooted cuttings or rooted microshoots, the latter obtained via tissue culture, can be used for vegetative
propagation of conifers. The success or failure of each technique depends on the species. John, 2002 in a key note entitle
“The Technology of Clonal Forestry of Conifers”, commented that among all the vegetative propagation techniques,
grafting is the oldest one since it has been used by the Chinese around 1000 BC and referred to by Aristotle around 384-
322 BC. Bouvarel (1960) reported a large-scale grafting of Corsican pine (Pinus nigra Arnold var. corsicana) on Scots
pine (Pinus sylvestris L.) rootstockin 1820. Grafting is still used in many species, particularly for the establishment of
genetically improved seed orchards, e.g. in Monterey pine (Pinus radiata D. Don), Hoop pine (Araucaria cunninghamii
Ait.), Slash pine (Pinus elliottii Engelm. var. Elliottii), Caribbean pine (Pinus caribaea Mor.) and Douglas fir
(Pseudotsuga menziesii (Mirb.) (Porada 1993 cited by Blada and Panea, 2011) and Pinus pinea L. in Portugal and Spain
(Mutke et al. 2003; Cortizo 2004; Carneiro et al. 2007).

Clonal propagation by rooted cuttings has been highly successful for many deciduous trees from herbaceous, softwood,
semi-hardwood, and hardwood stem cuttings and many books are available on this matter ( Bryant, 1995; Hartmann et
al., 2013, etc). Less works refer rooting conifers from cuttings (Jesinger & Hopp, 1967; Girouard, 1973; Wagner et al,
1989). On the other hand, in vitro culture techniques (rooted microshoots obtained via organogenesis and somatic
embryogenesis) are the most recent of all vegetative propagation techniques (Smith 2013). Particularly, somatic
embryogenesis offers the potential for large-scale clonal propagation, genetic engineering and reforestation of superior
genetic plants ( Arnold et al.; 1997; Bonga et al., 1995; Cyr et al.; 2001; Klimaszeswska 1995, Klimaszewska et al,
1997, 2001; 2007; Lelu-Walter et al., 2006; Park, 2002)

Conifer cuttings and microshoots from in vitro cultures are frequently very difficult to root, which involves adventitious
root formation (ARF) from the base of a shoot. Conifers are particularly recalcitrant to develop new roots by cuttings,
but they are not unique as described in Pijut et al. (2011). The authors referred that many economically and ecologically
important hardwood tree species have a low genetic or physiological capacity for adventitious root formation and are
considered recalcitrant to routine, commercial-scale vegetative propagation via rooted cuttings and why this
phenomenon exists for many tree species (such as ash, beech, oak, and walnut) and not for others is not fully understood.
Recalcitrance of conifers during in vitro culture is also well known. Bonga et al. (2010) defined recalcitrance as “a plant
species or a developmental phase during in vitro culture to fail to result in somatic embryos or organogenesis, in other
words, recalcitrance occurs if extensive manipulation of culture media by traditional means: high—low salt, organic and
inorganic nitrogen levels and plant growth regulators (PGRs) levels, among others or by application of more recently
discovered growth regulators (oligosaccharides, jasmonates and brassinosteroids) fail to produce the desired response”.
Thus, this definition can be applied to many conifers that are difficult to roots. In our previous review (Ragonezi et al.
2010) we summarized available information related to physical and chemical factors applied in rooting of cuttings and
in rooting of in vitro propagated microshoots. However, with a few exceptions, the chemical treatments and/or physical
conditions have not been encouraging because even if root induction was achieved the roots frequently stopped growing
(observation during in vitro culture of Pinus pinea by our team, Oliveira et al., 2003)

An alternative treatment for stimulation of adventitious rooting is biotization that has been applied for rooting of both
cuttings and in vitro propagated microshoots Nowak (1998) defined biotization as a metabolic response of shoots to
microbial inoculant(s), leading to developmental and physiological changes and enhancing biotic and abiotic stress
resistance of the derived propagules. It is not surprising that researchers have recently focused on the enormous
beneficial potential of the soil microorganisms. It has been calculated that any given soil sample contains more than
30,000 taxonomic varieties of microbes (Combs 2013), evidently some being the “good ones” others the “evils”.
Beneficial microorganisms provide plants with nutrients and defense against physical and/or biological threats, e.g. in
suppressing pathogenes and improving the adaptation of plants to difficult environments. In exchange, roots secrete
fixed carbon into the soil and feed their bacterial and fungal symbionts. The application of biotization can be divided
according to the microorganism involved (bacterization, mycorrhization), or to the biological problem for which the
biotization is used as an alternative to other chemical/physical/molecular methods. This review focuses mainly on the
application of biotization to solve one particular problem: the recalcitrance of conifer microshoots to form or develop
an appropriate adventitious root system to ensure their acclimatization and transplanting to final location.

Symbiotic bacteria
Agrobacterium rhizogenes



A. rhizogenes is a gram negative bacterium present in soils that promotes the emergence of abundant adventitious rooting
after infection (Tepfer 1981; Petit et al. 1987; Chandra 2012), earlier described as causing hairy root disease (Moore et
al. 1979).

Agrobacterium rhizogenes transfers a series of oncogenes from the tumor-inducing (Ti) plasmids into the plant cell
genome (Britton et al. 2008). The bibliography related to A. rhizogenes is so extensive that here, we cited a few selected
articles and reviews (Chilton 1982; Tepfer 1983; White 1983; White et al. 1985; Cardarelli et al.1985; Boulanger et al.
1986; Rhichaud et al. 1987; Cardarelli et al.1987; Schmulling et al. 1988; Haggman and Aronen 2000; Meyer et al.
2000; Veena and Taylor 2007; Citovsky et al. 2007; Britton et al. 2008; Otten et al. 2008; Bulgakov et al. 2008; Mohajjel-
Shoja et al. 2011; Georgiev et al. 2012; Ozyigit, 2012; Choudhury et al. 2014).

One of the first researches involving a conifer and A. rhizogenese was carried out by McAfee (1994) who achieved
improved adventitious rooting in Pinus monticola Dougl. microshoots obtained from mature embryos in vitro. Co-
cultivation of shoots with A4 or pRi transconjugant R1000 strains were used and compared with controls, and treatments
with 1-naphthalene acetic acid (NAA) and indole-3-acetic acid (IAA). Both the number and quality of roots induced
with co-cultivated shoots was observed. The same positive results were obtained with co-cultivated Pinus
banksiana Lamb and Larix laricina (DuRoi) K. Koch de-rooted seedlings (McAfee 1994).

In another study, Picea abies, Pinus sylvestris and Pinus contorta 2- to 3-week-old seedlings were inoculated with
supervirulent strains R1600 and A281 (pTVK291) by Magnussen et al. (1994). R1600 promoted low rooting percentage
(2-3%) independently of the species infected but the adventitious roots were normal in the treated seedlings.

A. rhizogenes LBA9402 strain of was more effective compared with A4RSII for the induction of adventitious rooting
on hypocotyls of Pinus contarta (Yibrah 1996). In that study, the roots originated from tissues of endodermis. The
authors concluded that the roots followed the same patternof rhizogenesis as auxin-induced roots in hypocotyl cuttings
previously described by Lindroth et al. (1987).
The advantages of A. rhizogenes inoculation/co-cultivation over auxin root induction in Scots pine cuttings (of fascicular
bud origin) was also demonstrated by Aronen et al. (1996). Cuttings of two different seasons (spring and late summer)
were incubated for 20 h in 0.5 mM indole-3-butyric acid (IBA) solution and afterwards dipped in bacterial suspension
of A4, A4 (GUSInt) or R1600 followed by immediate planting. The summer cuttings that were inoculated produced
more roots compared with with IBA treatment alone (24.5 versus 16.2%, respectively). More than 80% fascicular shoots
rooted in the best inoculated genotypes; the best response after IBA treatment was only 30-40%.

In Pinus nigra, 60-97% of explants formed roots following infection with A. rhizogenes wild strains 8196,
15834, or with the pRiA4abc transconjugant strain of A. tumefaciens (C58 chromosomal background) (Mihaljevi¢ et al.
1996). In this case the plant response to infection was dependent on the bacterial strain used, the age of the explant and
the period of co-cultivation.
The first report of transgenic Sequoia tissue using A. rhizogenes-mediated gene transfer was published also by
Mihaljevi¢ et al. (1999). Coast redwood (Sequoia sempervirens (D. Don.) Endl clone CA; was inoculated with A.
rhizogenes wild strain 8196 or with the pRi A4 transconjugant strain (C58 chromosomal background) at the basal-cut
end. Roots were formed in 58-69% of explants, but no hairy-root phenotype was found in these transformed plants.
Rooting frequency and the number of adventitious roots on inoculated shoot-tips were slightly moderated by the bacterial
strain, duration of inoculation and explant support system.
Zaspel and Edwal (2001) inoculated cuttings of various conifers trees (Larix, Taxus, Thuja and Picea) with beneficial
bacteria (Bacillus, Pseudomonas and Agrobacterium) to promote adventitious root development. Improved rooting of
two of the three tested clones of L. decidua cuttings was observed after inoculation with A. rhizogenes DSM 30148
strain. The rooting percentage was greatly influenced by the genotype, with LH17 clone being the most responsive and
rooting at over 60%.Even a higher success was reported for Thuja sp. cuttings, which rooted at 100% after the sole
application of the same A. rhizogenes strain. %. The survival of the treated plants transferred to the greenhouse varied
between 10-40%.
Pinus maximartinezii Rzedowsky and P. pinceana Gordon & Glend, two endemic species of pine plants from Mexico,
were successfully regenerated in vitro by organogenesis starting from mature embryos and rooted by auxin pulses or
by A. rhizogenes inoculation. The rooting percentage was low (13% and 7% ) of the auxin-treated shoots of P.
maximartinezii and P. pinceana, respectively, in comparison with 60% (P. maximartinezii) and 67% (P. pinceana)
rooting obtained by inoculation with A. rhizogenes (Villalobos-Amador et al. 2002)

Li and Leung (2003) reported the effects of two strains of A. rhizogenes (A4T and LB9402) on root formation in radiata
pine (Pinus radiata D. Don). The inoculations were made in various explants types (hypocotyl explants, intact seedlings,
de-rooted seedling cuttings and adventitious shoots) with or without application of IBA. Considerable differences were
found in the rooting response derived from the original explant used and between the strains of A. rhizogenese. Best
rooting response of all treatments (approximately 75%) was obtained using hypocotyl segments inoculated with
LBA9402 strain before transferring them to semi-solid %2 MS (Murashige and Skoog, 1962) medium supplemented with
20 g/l sucrose and 9 mg/l IBA. LBA9402 also increased rooting percentage and root number in adventitious shoots
explants. LBA9402 was also used by Tzfira et al. (2006b) in Pinus halepensis embryos, seedlings and shoots.
Transformation induced callus and root formation at the wound sites in 64% of the seedlings, 71% in seedling cuttings
and adventitious roots and root primordia were regenerated in 74 and 40% of 2 and 5 month-old-shoots, respectively.



In vitro shoots of Araucaria excelsa Lamb. var. Glauca (Araucaria heterophylla) were induced to root with the addition
of different PGRs (IBA, NAA) and ancillary compounds to increase the rooting under in vitro condition (Sarmast et al.
2012). Neither ancillary compounds such as salicylic acid, putrescine nor hydrogen peroxide affected the rooting of this
recalcitrant species. The authors hypothesized that high tannin and resin levels in the tissues of this conifer could be the
reason of rooting failure. Nevertheless MS medium containing 7.5 uM of both IBA and NAA for 15 days followed by
PGR-free half-strength MS medium, resulted in 33% increase of rooting of shoots each with one or two roots.
Alternatively A. rhizogenes strain K599 inoculation improved rooting percentage up to 40% when in combination with
7.5 uM (both IBA and NAA). No rooting was obtained when plants were inoculated with A. rhizogenes without PGRs.

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) and other endophytes

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are free-living (asymbiotic) soil bacteria with the ability to colonize plant
roots and stimulate their growth (Chandway 1997; Zahir et al. 2003; Lucy et al. 2004; for a review see Saharan and
Nehra 2011). These organisms have contributed to plant survival and evolution; they can infect multiple genera, yet
exhibiting genotype specificity within species (Johnston-Monje and Raizada 2011). Common genera of PGPR are:
Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter, Arthrobacter, Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, Serratia and
Azospirillum (Benizri et al. 2001; Gray and Smith 2005).

PGPR can affect plant growth by biologically active substances (Spaepen et al. 2009). It is known that some plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR) produce/alter the concentration of plant hormones such as IAA, gibberellic acid (GA3),
cytokinins and ethylene (Husen 2003, Nihorimbere et al., 2011)- Indole-3-acetic acid (IAA) is the best-characterized
auxin produced by many plant-associated bacteria, including PGPR (Spaepen et al., 2007a). Exogenous 1AA controls a
wide variety of processes in plant development and plant growth: low concentrations of IAA can stimulate primary root
elongation, whereas high 1AA levels stimulate the formation of lateral roots, decrease primary root length and increase
root hair formation (for more information see the review of VVacheron et al., 2013). It is known that IAA is synthesized
by rhizobacteria from tryptophan (Kamilova et al., 2006) but other IAA biosynthetic pathways have been describe
depending on the metabolic intermediates of the PGPR involved (Spaepen et al., 2007a).

Studies on PGPR in gymnosperms are scarce compared with those reported for agricultural crops, and very little
information is available on the application of these bacteria to induce/increase the root system. Here, we included some
research that focused on root growth enhancement, but clearly much more work is still necessary in conifers/PGPR
interaction.

In the European patent EP0804081B1, the property of the University of Tennessee Research Corporation, the inventors
claimed the development of a method that promotes adventitious rooting of plants by co-culturing with non-pathogenic
bacteria. The novel bacterium species was closely related to the subdivision of the Proteobacteria and more specifically
to Caulobacter subvibrioides. The discovered bacterium was designated as Root Stimulating Bacteria (RSB). This
species of bacterium was able to initiate adventitious rooting of white pine (Pinus strobus) and slash pine (Pinus elliottii)
hypocotylary explants after exposure to RSB under in vitro conditions. In slash pine the root development occurred after
6 weeks of incubation post-treatment with RSB. The bacteria promoted ex-vitro rooting of loblolly pine (Pinus taeda)
cuttings. The beneficial effect appeared not to be specific as several species of conifers and non-coniferous plants have
responded positively to the root induction bacterial treatment. Many forest trees could be rooted with RSB and in the
patent the authors cited at least 40 conifer species.

Burns and Schwarz (1996) working with hypocotyl cuttings of Pinus elliottii, co-cultured with RSB, obtained rooted
plants from 15 to greater than 90% over the range of non-treated controls.

Chanway and Holl (1993) inoculated hybrid spruce seedlings (Picea glauca x engelmanii) with Hydrogenophaga
pseudoflava (isolated from Mackenzie spruce seedlings and Salmon Arm spruce seedlings) and with Pseudomonas
putida. After one year from inoculation field performance of the trees was evaluated. Inoculations increased seedling
biomass or branch number up to 49%, being also very effective as a root growth promoter of the Salmon Arm spruce
ecotype. Pseudomonas putida, which originated from Salmon Arm spruce seedlings, increased seedling biomass or
branch number in two trials, but had an inhibitory effect in three other tests. In 1994, the same authors inoculated seeds
and seedlings of two different Douglas-fir ecotypes in a controlled environment. They used N74 strain of Arthrobacter
oxydans and the K23 strain of Pseudomonas aureofaciens (isolated from naturally regenerating Douglas-fir seedlings
collected from two different sites: Williams Lake and Chilliwack, respectively). A. oxydans strain N74 stimulated
seedling branching and enhanced root and shoot dry weight of the Williams Lake ecotype but had no significant
stimulatory effect on growth of the Chilliwack ecotype. On the other hand, P. aureofaciens (K23) significantly
stimulated shoot branching and root dry weight of Chilliwack Douglas-fir but had no stimulatory effect on growth of
that from Williams Lake (Chanway and Holl 1994).

Bent et al. (2001) studied the presence of other rhizobacteria in Pinus contorta and the related alterations in
root hormone level and growth. Rhizospheric density and root hormone concentrations were determined after treatment
with a single growth-promoting rhizobacterium Paenibacillus polymyxa strains L6 and Pw-2 or in a combination of
bacteria: P. polymyxa strain L6 + Pseudomonas fluorescens strain M20 or strain Pw-2 + Pseudomonas fluorescens M20
strain. There was no difference in the growth of pines inoculated with strain L6 and those inoculated with strain L6 +
Pseudomonas fluorescens strain M20. Results showed that seedlings inoculated with P. polymyxa strain Pw-2 had more



lateral roots and a greater root mass after 12 weeks from inoculation than plants inoculated with P. polymyxa strain Pw-
2 + Pseudomonas fluorescens strain M20. Also, the authors discovered that growth promotion mediated by P.
polymyxa L6 and Pw-2 was not correlated with the average population density of each strain in the rhizosphere.
However, the bacterial species-specific effects were observed in the root hormone levels: IAA concentration was
elevated in roots inoculated with P. polymyxa L6 or Pw-2, while dihydrozeatin riboside concentration was elevated in
roots inoculated with P. fluorescens M20.

Vonderwell et al. (2001) aimed at elucidation of the mechanism by which some bacterial strains increase root
growth response in forest seedlings grown in nurseries. Seeds of loblolly pine (Pinus taeda L.) were inoculated at the
sowing with an equal amount of either Bacillus subtilis strains LS211 and INR7, or sterile distilled water used as a
control. Seedling biomass, root length, root surface area, average root diameter, and root volume were measured at 6
and 12 weeks after sowing. Growth promotion was variable and dependent on the media and time elapsed since sowing.
In a second experiment, root respiration rate and the total root IAA content were quantified at 6 and 12 weeks in seedlings
grown in Promix® substrate. In this experiment, it was found that strain INR7 decreased the whole root system
respiration by 22% and increased root biomass and root length compared with control at the 6! week. Bacterial strain
LS211 had no effect on root respiration. Furthermore, bacterial strain INR7 increased the total root IAA concentration
1.7 times over controls at the 6" week, whereas LS211 had no effect. Although the cause and effect could not
beestablished, these studies suggested that root growth promotion was influenced by the growth medium and that IAA
concentration and root respiration rates were two physiological mechanisms correlated with rhizobacterial activity and
growth promotion.

Mycorrhization

In nature, innumerable plant species form symbiotic association with higher fungi that live inside and around their roots.
These beneficial associations or mycorrhizal symbiosis are basically defined by the host/partner combination and the
morphology of the symbiotic structures. Depending on the way in which fungi interact with a host plant root, particularly
with respect to the nature of the interface (intracellular or extracellular) that forms between host plant and fungus, the
mycorrhizas are subdivided into three categories: vesicular arbuscular mycorrhizas (VAM), ectomycorrhizas (ECM)
and ericoid mycorrhizas (ERM) (for more detail see Brundrett 2004)

Arbuscular mycorrhizas occur in herbaceous genera (approximately 80% of all plant species), while ectomycorrhizas
are most common in tree species (including the families Betulaceae, Pinaceae, Fagaceae, Dipterocarpaceae,
Leguminaceae and Myrtaceae). Ericoid mycorrhizas are confined to the genera within the Ericales, including Ericaceae
and Vacciniodeae in the Northern Hemisphere and Epacridaceae in the Southern Hemisphere. Different mycorrhizal
types differ not only in their host preference; in the structures they form during association with the host root, but, also
in the ways by which they enhance host plant growth (Finlay 2008). Nowadays, ectomycorrhizae that appeared about
200 million years ago (Carney 2000) represent less than 5% of all mycorrhizal associations with vascular plants, but are
omnipresent in the Pinaceae family, and are the dominant type in habitats where climate is strongly seasonal and soil
nutrient availability is poor (Malloch et al. 1980).

Ectomycorrhizal symbiosis is structurally characterized by the presence of a dense mass of fungal hyphae
forming tissue and a pseudo-parenchymatous tissue sheathing the root, called mantle. The external mantle is connected
inside the root to the Hartig net (apoplastic hyphae) and with a network of extra radical hyphae proliferating into the soil
(Graham and Miller 2005). Extramatrical hyphae, the mantle and the intraradicular hyphae network are active metabolic
entities that provide essential nutrients (nitrogen, phosphate) to the host plant and a stable carbohydrate-rich niche in the
roots for the fungal partner, thus making the relationship a mutualistic symbiosis (Allen 1991; Read 1999; Martin et al.
2001; Taylor and Alexander 2005). Several studies have shown the benefits of using ECM fungi Amanita, Hebeloma,
Laccaria, Lactarius, Pisolithus, Rhizopogon, Scleroderma and Suillus in conifer micropropagation (Gay et al. 1990;
Wallander, 2000; Niemi et al. 2000; Taylor et al. 2004; Niemi et al. 2005; Adriaensen et al. 2006; Ragonezi et al. 2012;
Heinonsalo et al. 2015). ECM inoculations can enhance root formation and or subsequent root branching of cuttings in
vivo and in seedlings (Normand et al. 1996; Karabaghli et al. 1998; Niemi et al. 2000; Niemi et al. 2004). Additionally,
fungal inoculations can increase the plant ability to overcome the stress related with nursery and growth after
transplantation (Fini et al. 2011). Successful colonization of roots and further changes “to construct” an ectomycorrhizal
root is mediated by biochemical signals (Seddas et al. 2009). These rhizospheric signals include auxins, flavonoids,
alkaloids, cytokinins (Martin et al. 2001) and also plant phenolic compounds such as p-coumaric acid, o-coumaric acid
(Ragonezi et al. 2013), coumarin, naringenin and other flavonoids (Lynn and Chang 1990; Felten et al. 2009; Mandal et
al. 2010; Amalesh et al. 2011; Hassan and Mathesius 2012; Plett and Martin 2012).

Below we explore the use of ECM to induce/overcome rooting problems of conifer cuttings and in vitro regenerated
microshoots.

David et al. (1983) induced rooting of Pinus pinaster cloned shoots in vitro with auxin treatment (NAA 10°M, 18 days)
and demonstrated that rooting ability persisted over 5 successive induction cycles (9-month period). Auxin induced an
intense root meristem initiation, but prevented root elongation. When they co-cultivated rooted shoots with Pisolithus
tinctorius or Hebeloma cylindrosporium, roots resumed growth and short lateral root formation was stimulated. The



fungi improved the quality of the root system, which was a pre-requisite for the successful transplantation of plants from
the test-tubes to a field .

The effect of the ectomycorrhizal fungus Hebeloma hiemale and of its culture filtrate on in vitro rooting of Pinus
halepensis de-rooted shoot hypocotyls was studied by Gay (1990) in an attempt to determine if ectomycorrhizal fungi
could enhance adventitious root formation in Gymnosperms. In the presence of 0.1 mM tryptophan (IAA precursor) H.
hiemale strongly enhanced rooting of the hypocotyls in the absence of PGRs. The rooting of the inoculated hypocotyls
was 96.6%, whereas it was only 7.6% in the absence of the fungus. H. hiemale did not produce IAA in the culture filtrate
when tryptophan was not added to the medium and did not stimulate rooting of the hypocotyls. In contrast, a culture
filtrate obtained in the presence of tryptophan contained IAA and the ethyl acetate extract from this filtrate stimulated
100% rooting. Based on these results, the author concluded that IAA production was the cause of the rhizogenic activity
of H. hiemale which was able to metabolize the supplied tryptophan into IAA.

With the objective to increase root growth of conifers seedlings at out planting, Scagel (1994) compared the effect of
biologically-produced IAA (or ethylene) from ECM symbiosis with the exogenous application of PGRs to the roots.
The goal was to increase the endogenous IAA content to the level above the threshold required to generate new root.
The experiments showed wide range of in vitro IAA and ethylene production capacity in the tested ECM. The hypothesis
that ECM fungi would differentially affect the endogenous IAA content of roots in the symbiotic state intrinsic to their
different capacity to produce either IAA or ethylene in vitro was not consistently validated.

Normand et al. (1996) inoculated microcuttings of Pinus pinaster and Pinus sylvestris clones derived from in vitro
culture with wild-type or IAA-overproducing mutant strains of the ECM fungus Hebeloma cylindrosporium. The results
demonstrated that two clones of P. pinaster and one clone of P. sylvestris did not root in the absence of the auxin, but
they produced roots in the presence of each of the fungal strain tested. Both the wild-type and the IAA overproducing
mutant were effective in the promotion of rooting. When inoculated plantlets were transferred ex vitrum they were
surrounded by the hyphae network, which later formed well defined mycorrhizal structures.

Ectomycorrhizal fungus Laccaria bicolor strain S238 N was used to inoculate Norway spruce (Picea abies) seedlings
under the axenic conditions (Karabaghli-Degron et al. 1998). The question asked was whether IAA produced by L.
bicolor S238 N strain could be responsible for the rhizogenic stimulation in Picea abies. The presence of the fungus
slowed the tap-root elongation during the first 15 days of co-culture but afterwards stimulated it by 136%. In addition,
$238 N strain enhanced in vitro lateral root formation by 4.3 fold. When the fungus was separated from the roots by a
cellophane membrane, the compounds released by the fungus were also effective. One of the compounds was identified
as IAA in a pure culture of the fungus. When 2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA), an auxin inhibitor, was added to the
culture medium the lateral root formation of inoculated seedlings was significantly inhibited. While TIBA had no
significant effect on IAA release by L. bicolor S238 N it counteracted the stimulation of lateral rhizogenesis by an
exogenous supply of IAA. These results suggested that TIBA inhibited the transport of fungal IAA in the root.

In another study, the ability of the ectomycorrhizal fungi Pisolithus tinctorius and Paxillus involutus that produce IAA
and affect the formation and growth of roots in Scots pine (Pinus sylvestris L.) in vitro hypocotyl cuttings was elucidated
by Niemi et al. (2002). Inoculations with either fungus were more effective in enhancing root formation than IBA
treatment applied to the base of hypocotyls. Both fungi produced IAA in the absence of exogenous tryptophan, but the
mycelium and culture filtrate of P. tinctorius contained higher concentrations of free and conjugated 1AA than the
mycelium and culture filtrate of P. involutus. Inoculation with either fungus or short-term application of culture filtrate
of either fungus to the base of hypocotyl cuttings enhanced root formation. Fungal 1AA production was not directly
correlated with root formation, because inoculation with P. involutus the weaker producer of IAA promoted a better
rooting response than inoculation with P. tinctorius, suggesting that, in addition to IAA, other fungal components play
an essential role in root formation. One of these factors may be diamine putrescine, which P. involutus strain was able
to produce and release at high concentrations. Rooting of Pinus pinea L. microshoots derived from mature seed
cotyledons, was achieved after induction with a combination of auxin and hypertonic shock, but the root growth in

vitro was not sustained. Some fungi isolated from ectomycorrhizas found in the P. pinaea stand were therefore co-
cultured with the plantlets (Oliveira et al. 2003). About half of the fungal isolates tested helped the plants to resume
root growth. These results demonstrated the need for further investigation of the effect of other fungi and fungal
associations to stimulate the rooting in conifers.

Ragonezi et al. (2012) determined that in vitro co-culture of Pinus pinea plantlets with Pisolithus arhizus helped to
overcome the cessation of adventitious root growth and resulted in a root system that was better adapted to post
transplantation stress. None of the inoculated plantlets died in spite of using exclusively sterile vermiculite in the early
phase of acclimatization during which a vast mycorrhizal symbiosis was established. Moreover, fewer roots were lost
during transplantation which was facilitated by the morphological modifications of the inoculated roots such as the
presence of the hyphae around the roots and the internal Hartig net, which increased root thickness and contributed to a
more robust root system.

Bacteria/mycorrhiza interaction
The bacterial flora associated with mycorrhizae and non-mycorrhizal roots was examined in seedlings of Picea
engelmanni, P. pungens, Pinus aristata, P. flexilis, and Pseudotsuga menziesii by Oswald and Ferchau (1968). Later,
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Frey-Klett et al. (2007) explored the natural associations that occurred between mycorrhizal fungi and microbial
communities, which regulated the mycorrhizal symbiosis. The authors distinguished between the helper bacteria, which
assist mycorrhiza formation, and those that interact positively with the functioning of the symbiosis. Many studies also
suggested that bacterial-fungal interactions play important roles during mycorrhiza formation and affect the plant health
(Schrey et al. 2012).

Rifampicin-resistant derivatives of plant growth promoting Bacillus polymyxa strains L6, Pw-2, and S20 were
evaluated in the interaction of bacteria £ mycorrhizal co-inoculation on pine and spruce seedling growth (Shishido et al.
1996). The objective was to determine whether the mechanism by which bacteria stimulated seedling growth was
depended on the presence of ectomycorrhizas. Bacterial inoculation did not influence the mycorrhizal status of seedlings,
but all three Bacillus strains stimulated growth of both conifer species. Root biomass, in particular, was significantly
enhanced by up to 18% compared with uninoculated controls. Mycorrhizal fungi improved the growth of spruce
seedlings, but plant growth promotion by B. polymyxa was similar for mycorrhizal and non-mycorrhizal seedlings of
both species. The results suggested that B. polymyxa strains L6-16R, Pw-2R, and S20-R enhanced conifer seedling
growth through a mechanism unrelated to mycorrhizal fungi.

Karabaglhi et al. (1998) used the ectomycorrhizal fungus Laccaria bicolor S238 N and the bacterium Pseudomonas
fluorescens BBc6 separately and in combination to induce in vitro rooting of de-rooted shoot hypocotyls of Picea abies.
L. bicolor increased the percentage of hypocotyls forming roots if tryptophan was added to the co-culture. The fungal
inoculation enhanced also adventitious root elongation and branching as well as the aerial growth of the cuttings. P.
fluorescens also enhanced the number of roots per rooted hypocotyls. Similar results were obtained by adding exogenous
IAA to the rooting medium. P. fluorescens BBc6 had no effect on root elongation and branching. The production of
IAA by pure cultures of L. bicolor S238 N and P. fluorescens BBc6 was stimulated in the presence of tryptophan, thus,
the authors concluded that effect of the fungus in stimulating adventitious root formation and subsequent elongation and
branching can be attributed, at least partially, to the synthesis of IAA by the fungus. The finding that P. fluorescens
BBc6 had no effect on root elongation and branching, although it produced IAA, suggested that IAA was not the only
parameter involved in the stimulation of these processes or, the bacterium produced other compounds that counteracted
the stimulatory effects of IAA on root elongation and branching.

Adventitious rooting of Pinus sylvestris L. hypocotyl cuttings was promoted by either the binucleate Rhizoctonia (BnR)
and to a lesser extent by ectomycorrhizal fungi Suillus bovinus or Laccaria bicolor as reported by Kaparakis and Sen
(2006). Four BnR isolates induced differentiation of root meristems and significantly induced adventitious rooting in
young de-rooted seedlings. Rooting rates were significantly higher in BnR treatments than in pretreatments with IBA
(200 uM) or with co-cultivation with ECM fungi. Mechanisms involved in root meristem differentiation, e.g. auxin
production, wound response and oligosaccharide signals were also discussed with respect to the host-fungal signaling
mechanisms. In a study with P. sylvestris L seedlings, the BnR inoculations stimulated longer roots and reduced root
width however, the root infection was <6% (Gronberg et al. 2006). At a harvest, 240 days post inoculation, no significant
plant and root growth differences were identified, although short root numbers were significantly increased. BnR
infection detected in roots was characterized by the presence of intercellular fungal hyphae and subtending intracellular
monilioid fungal cells located in outer cortical cells of long roots.

Conclusions

This review is the first attempt to compile most of the information about the use of microbial organisms to induce,
resume or increase the root system of conifer cuttings and microshoots. The examples included in this review could help
researchers, foresters, and nursery-growers in the selection of specific microorganisms or the combination of
microorganisms with other physical and/or chemical factors to overcome the recalcitrance of conifers to produce
adventitious roots.
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