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O Conselho Técnico-Cientifico da Escola Superior Agraria do Instituto
Politécnico de Castelo Branco (ESA-IPCB), eleito para o periodo 2016-
2018, tomou posse no dia 15 de abril de 2016. Um dos objetivos previstos
no seu Plano de Atividades, consistia na continuidade da promocao de ini-
ciativas visando a divulga¢ao de atividades técnico-cientificas, em areas de
intervencao da Escola. Neste sentido, foi organizado o IV Ciclo de Confe-
réncias do Conselho Técnico-Cientifico.

Com esta iniciativa, procurou-se assim continuar com o contributo da
Escola para o desenvolvimento tecnoldgico e da inovagao de empresas e
produtos, através da divulgacao de informagao cientifica, tecnologica e/
ou de inovag¢ao, obtida em trabalhos de investigacio/experimentacio rea-
lizados com participa¢ao da institui¢ao. Para além disso, considerou-se que
seria igualmente importante que neste IV Ciclo de Conferéncias fosse ini-
ciado um alargamento do ambito das intervengoes, possibilitando o acesso
a informacao de atividades desenvolvidas por outras instituigdes, nomeada-
mente internacionais, nas areas de intervencao da Escola.

Com esta publicagio, para além de se procurar promover uma maior
divulgacio e facil acesso aos contetdos das conferéncias produzidas, pre-
tende-se estimular iniciativas e uma maior coopera¢ao entre agentes, pu-
blicos e privados, no sentido de serem desenvolvidas atividades capazes de
contribuirem para o sucesso e aumento da competitividade de empresas do
setor agricola e agroindustrial.

Castelo Branco, 27 de abril de 2018

) SRS S
+ 22,’é£/(;:ﬁb‘/// SO e 17

Presidente do Conselho Técnico-Cientifico
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Caracterizacao das curvas
de crescimento do ovino
Segurenho em sistemas
convencionais e biologicos

Teresa Marta Lupi
Instituto Politécnico de Castelo Branco, Escola Superior Agraria, Castelo Branco, Portugal

tmlc@jipcb.pt

Abstrat

The sheep breeding program of Segurefio breed has reached a great
development in recent years, ranking among the most advanced in Spain
and EU. For this reason, its responsible technical team has considered the
search for new selection criteria which influence the competitiveness of
the breed, in which emphasizes the use of the biological meaning of the
best fit growth curve, as selection criteria to improve aspects such as age at
slaughter, precocity, among others.

Using data between the years 2000-2015 of the historical database of
the National Association of Segurefio Sheep Breeders (ANCOS), we deve-
loped a study in three stages that lead us to offer the aforementioned new
criteria to the genetic program. In a first stage, it was analysed nonlinear
models describing biological (birth to adulthood) and commercial (birth to
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slaughter age) growth curves of Segurefia sheep breed. In a second stage
a study was conducted to evaluate the effects of non-genetic factors (sex,
birth season, herd, birth year and birth type) on the growth behaviour of
the animals in order to optimize the genetic analysis models to use of on
the curves parameters. Finally, in a third stage it was defined the individual
best fit curve and with each animal parameters it was calculated the genetic
parameters that illustrated us on genetic variability levels of them in the
population, on genetic relationships between parameters and, above all, on
their abilities as potential selection criteria. These three stages constitute the
specific objectives of this study, and each led to a specific article published
in journals of impact.

Resumo

No presente trabalho analisaram-se modelos nao lineares para descre-
ver as curvas de crescimento biolégico (do nascimento a idade adulta) e
comercial (do nascimento ao sacrificio) da raga ovina Segurefia, uma das
mais importantes de Espanha. Foram avaliados os modelos de Brody, von
Bertalanffy, Verhulst, Gompertz e logistico, utilizando dados entre os anos
de 2000 a 2015, da base de dados da Asociacién Nacional de Criadores de
Ovino Segurenio (ANCOS). Foi levado a cabo um estudo para avaliar os
efeitos nao genéticos (sexo, época de nascimento, rebanho, ano de nasci-
mento e tipo de parto) sobre o comportamento do crescimento dos ani-
mais. Fol estudada a importancia genética dos parametros das curvas de
crescimento e a sua importancia como critério de selec¢io nos programas
de melhoramento dos ovinos Segurenos.

Os resultados obtidos estruturam-se em 3 trabalhos que deram lugar a
3 publicagdes:

® Na primeira (Characterization of commercial and biological growth
curves in the Segurena sheep breed. Animal 2015, 9, pp 1341-1348.
doi:10.1017/S1751731115000567) foram analisados os modelos nio
lineares para descrever o crescimento biolégico e comercial da ovelha
Segurefia, uma das mais importantes ragas espanholas. Avaliamos os
modelos de Brody, von Bertalanffy, Verhulst, Gompertz e logistico a
partir de dados histéricos da Asociacion Nacional de Criadores de Ovi-
no Segureno (ANCOS). Estes registos foram recolhidos entre 2000 e
2013, num total de 129 610 observa¢oes de peso que vao desde o nas-
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cimento até a idade adulta. O objetivo desta investigagao foi estabelecer
O comportamento matematico do desenvolvimento corporal durante
a vida comercial desta raca (desde o nascimento ao sacrificio) e duran-
te a vida biolégica (desde o nascimento a idade adulta); a comparagao
entre ambas as vertentes da-nos uma informagao importante sobre o
melhor momento para o abate, um aconselhamento dietético consoan-
te as necessidades dos animais, permite previsdes econoémicas de pro-
dugao e, mediante a utilizagao dos parametros da curva como critérios
de selegao, permite melhoramentos nas caracteristicas de crescimento
da raca. Os modelos foram ajustados utilizando o procedimento de re-
gressao nao linear (NLR) do programa estatistico IBM SPSS version
19. Os parametros do modelo foram estimados utilizando o algoritmo
Levenberg-Marquardt. Os modelos em estudo foram comparados utili-
zando o coeficiente determinativo, o erro quadratico médio, o numero
de interagdes, o critério de informagao de Akaike e a coeréncia biolégica
dos parametros estimados. Os modelos de von Bertalanffy e logistico
foram os que melhor se ajustaram as curvas de crescimento biolégico
e comercial, respetivamente, em ambos os sexos. O modelo de Brody
nao ¢ adequado para o estudo da curva de crescimento comercial. As
diferencas entre os parametros em ambos os sexos indicam um forte
impacto do dimorfismo sexual no crescimento. Isto realga do valor da
taxa de crescimento mais elevado nas fémeas o que indica que alcangam
mais cedo a maturidade.

® No segundo trabalho (Analysis of the non-genetic factors affecting the
growth of Segurefo sheep. Italian Journal of Animal Science 2015;
14:3683, pp 124-131. doi: 10.4081/ijas.2015.3683) realizou-se um estudo
para avaliar os efeitos dos fatores nao genéticos sobre o comportamento
do crescimento da raga ovina Segurena. Os dados de crescimento (peso
ao desmame precoce, peso ao desmame tardio e peso aos 80 dias de ida-
de) foram recolhidos de 59 704 borregos pertencentes aos dados histori-
cos da Asociacién Nacional de Criadores de Ovino Segurefio (ANCOS)
durante um periodo de 11 anos. A analise estatistica foi realizada utili-
zando a analise multifatorial da variancia do programa estatistico IBM
SPSS v. 19. O modelo incluiu os fatores nao genéticos - sexo (§) do cor-
deiro, época de nascimento (N), rebanho (H), ano de nascimento (A) e
tipo de parto (P) - como efeitos principais e a idade da ovelha no parto e
a idade do cordeiro na recolha de peso como covariaveis, e as interagoes
entre estes fatores. Os resultados mostraram que os pesos em todas as
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fases de desenvolvimento foram afetados significativamente (p<0,001)
por todos os factores, com excepg¢ao do parametro A e a covariavel ida-
de da ovelha no parto nos cordeiros com 80 dias. As interagdes duplas
HXxA, HXP e HXN foram significativas (p <0,001) para todas as varia-
veis, bem como a interacgao tripla HXAXP. Os fatores nao genéticos
tém um papel muito importante no desenvolvimento e crescimento da
raga ovina Segurefa, nas diferentes idades ou fases de crescimento, pelo
que ¢ necessaria uma corre¢ao para aumentar a precisao directa no peso
dos cordeiros no desmame precoce, no desmame tardio e ao sacrificio

(80 dias de idade).

No terceiro trabalho (Genetic parameters of traits associated with the
growth curve in Segurefa sheep. Animal, 2016 May; 10(5), pp 729-35)
estudou-se a importancia genética dos parametros da curva de cresci-
mento e a sua relevancia como critério de selegdo em programas de
melhoramento dos ovinos da raga Segurefia. As fungdes de crescimen-
to logistica e de Verhulst foram utilizadas pelo seu melhor ajustamento
ao peso corporal/idade nesta raga; o primeiro mostrou o melhor ajuste
geral e o segundo o melhor ajuste individual. O peso vivo de 41 330
animais dos arquivos histéricos da Asociaciéon Nacional de Criadores
de Ovino Segurefio (ANCOS) foi utilizado neste estudo. A progenie de
1464 carneiros e de 27 048 ovelhas foi utilizada para estudar os parame-
tros genéticos e fenotipicos dos parametros das curvas de crescimento e
as caracteristicas derivadas de estes. O maneio reprodutivo da populagao
consiste na monta natural controlada dentro de cada rebanho, com um
minimo de 15% das fémeas fertilizadas por inseminagao artificial com
sémen fresco, com o objetivo das conexdes genéticas do rebanho, toda
a genealogia do rebanho foi rastreada com marcadores de ADN. As es-
timacOes dos parametros da curva de crescimento desde o nascimento
até aos 80 dias foram obtidas para cada individuo e para cada modelo,
pelo procedimento regressao nao linear (NLR) utilizando o software es-
tatistico IBM SPSS (v. 21) com o método de estimagao de Levenberg-
-Marquart. As componentes de covariancia e os parametros genéticos
foram estimados utilizando a metodologia de modelo animal (REML).
A heredabilidade do parametro A foi estimada em 0,41 £ 0,042 e 0,38
T 0,021 com os modelos logistico e de Verhulst, respetivamente, e a he-
redabilidade dos outros parametros variou de 0,41 a 0,62 e 0,37 a 0,61,
com os modelos, respetivamente. Foi encontrada uma correlagio gené-
tica negativa entre o parametro A e a taxa de maturidade.
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Em sintese, a curva de crescimento que melhor explica o crescimento
biolégico (do nascimento até a idade adulta) do ovino Segurenio é o modelo
de von Bertalanffy enquanto que para explicar o crescimento comercial
(do nascimento até ao sacrificio) o melhor modelo ¢ o logistico, em ambos
os sexos. O modelo de Brody nao ¢ adequado para o estudo da curva de
crescimento comercial. Os fatores nao genéticos, de um modo geral, afetam
significativamente o crescimento do cordeiro segurenho. Através do ajuste
individual determinaram-se dados com informagao necessaria para que os
produtores possam inferir sobre informagdo econdémica relevante em re-
lagao ao ponto de inflexdo e a maturidade, que nao sao acessiveis a partir
das caracteristicas de crescimento simples, tais como pesos em diferentes
idades chave (nascimento, desmame e sacrificio) ou ganhos de peso diarios.
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Abstract

Mycobacterial species are raising serious concerns in livestock and wild
animals worldwide. In wildlife, mycobacterial infection has been reported
in hundreds of species and likely has the potential to occur in every verte-
brate. Since this infection is of a chronic nature the best strategy to control
the infection is through early identification of infected animals, and better
diagnostic measures are required for effective control programs.

With the development of new molecular methods for detecting and cha-
racterizing microorganisms, the ecology of mycobacteria has rapidly advan-
ced in all areas. In human medicine, polymerase chain reaction (PCR) assays
are accepted diagnostic standards, replacing or complementing culture iso-
lation and acid-fast staining,

The mycobacterial species that produce tuberculosis in humans and ani-
mals are included in the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC). My-
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cobacteria from the Mycobacterium avium complex (MAC) cause a variety of
diseases including tuberculosis-like disease in humans and birds, dissemina-
ted infections in immunocompromised patients, lymphadenitis in humans
and mammals and paratuberculosis in ruminants.

The aim of the present work was to gain a better understanding of the
role of free-living mammalian species in the epidemiology of wildlife my-
cobacteriosis in Portugal.

Resumo

As micobacterioses causam sérias preocupagoes na produ¢ao animal e
na vida selvagem, em todo o mundo. As infe¢des micobacterianas tém sido
descritas em centenas de espécies de animais selvagens podendo afetar to-
dos os animais vertebrados. Como estas infecdes sao de caracter cronico, a
melhor estratégia de controlo passa pela identifica¢ao precoce dos animais
infetados, melhorando a metodologia de diagnéstico e tornando efetivos os
programas de controlo.

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular aplicadas
a microbiologia, o conhecimento da ecologia das micobactérias avangou
rapidamente em todas as areas. Na medicina humana a rea¢ao em cadeia
de polimerase (PCR) ¢ aceite como técnica de diagnodstico, substituindo ou
complementando o isolamento bacteriano e o esfregaco corado pelo méto-
do de Ziehl-Neelsen.

Atualmente, estao identificadas 172 espécies e 13 subespécies do género
Mycobacterium (BEuzéby, 2015). Das suas principais caracteristicas destacam-
-se o elevado conteudo de guadina — citosina no seu genoma € a COMpPOsi¢ao
unica e complexa da sua parede celular que ¢ constituida por acidos gordos
de cadeia longa, os acidos micdlicos, que fazem com que estes organismos
sejam de crescimento lento e que sejam impermeaveis aos corantes hidros-
soluveis- denominando-se Bacilos-Acido-Alcool Resistentes (BAAR). Sio
bacilos pleomérficos, retos ou ligeiramente curvos com 0,2-0,6 um de dia-
metro e 1,0-10 um de comprimento, imdveis, nao esporulados, sem capsu-
la, aerébios e quimiorganotréficos, com temperaturas de crescimento ideais
que variam entre 25-37°C.

A classificagao das espécies deste género ¢ feita de acordo com a sua
velocidade de crescimento, atividade metabdlica, morfologia da colénia,
distribuicao no ambiente e potencial patogénico.

As micobactérias de crescimento rapido formam colénias em meio so-
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lido, num perfodo inferior a 7 dias e sao saprofitas em habitats naturais. As
micobactérias de crescimento lento formam colénias num periodo superior
a 7 dias e geralmente sdo patogénicas para o Homem e outros animais.

As micobactérias relevantes em medicina humana e medicina veterina-
ria sao agrupadas em complexos, o complexo Mycobacterium tuberculosis e o
complexo Mycobacterinm avium, que incluem espécies que causam sindromes
clinicas idénticas e apresentam uma elevada semelhanga genética. As res-
tantes micobactérias sao referidas como atipicas ou nao tuberculosas, mas
duas destas sao patogénicas responsaveis por duas patologias em humanos,
a lepra e a tlcera de Buruli (Falkinham, 1996).

As espécies do género Mycobacterium responsaveis pela tuberculose nos
humanos e outros animais sao incluidas no complexo Mycobacterinm tubercu-
losis (MTC). Este complexo é constituido por 8 espécies de micobactérias
de crescimento lento que causam tuberculose nos humanos e outros ani-
mais (Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti,
M. caprae, M. pinnipedii e M. mungi) (Warren et al., 2006). Os membros deste
complexo apresentam, a nivel de sequéncia nucleotidica, uma semelhanga
superior a 99,9% com sequéncias de rRNA 168 idénticas, mostrando dife-
rengas fenotipicas e de patogenicidade, estando adaptados a hospedeiros
distintos, cada uma das espécies tem preferéncia por um hospedeiro distin-
to (Mostowy e Behr, 2005).

O principal agente etiolégico da tuberculose em mamiferos selvagens
e domésticos ¢é a espécie Mycobacterium bovis (de Lisle et al., 2002). A tuber-
culose bovina ¢ uma doenca de distribuicio mundial e com um impacto
econémico significativo e, por vezes, a dificuldade da sua erradicacao esta
relacionada com a existéncia de reservatorios selvagens (Santos et al., 2009).
M. bovis ¢ muito semelhante a nivel genético com M. tuberculosis, sendo o
genoma do primeiro ligeiramente mais pequeno (Garnier et al., 2003).

As espécies do complexo Mycobacterium avinm (MAC) causam uma va-
riedade de patologias, incluindo lesoes tipicas de tuberculose em humanos
e aves, infe¢oes disseminadas em pacientes imunodeprimidos, linfadeni-
tes em humanos e outros mamiferos e paratuberculose em ruminantes. O
MAC ¢ constituido por bactérias de crescimento lento e sao ubiquitarias no
ambiente.

Originalmente, uma espécie, posteriormente dividida em 2 espécies: My-
cobacterium avinm e Mycobacterium intracellulare. Mais tarde com os avancos da
taxonomia molecular foram identificadas 7 novas espécies (Turenne et al.,
2007).

Muitas subespécies de M. avium foram identificadas com base em crité-
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rios bioquimicos (HPLC- dcidos micolicos) e moleculares (sequenciagao do
I'TS ribossomal e RFLP de 1S1245). Estas subespécies incluem Mycobacte-
rinm subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis (MAP), M. avium subsp.
hominissuis e M. avium subsp. silvaticum. Todas as subespécies M. avium e M.
intracelluare sao capazes de infetar uma ampla gama de hospedeiros e pos-
suem um alto grau de semelhanca genética (Thorel et al., 1990).

Apesar do seu agente etioldgico ser conhecido ha mais de um século,
a tuberculose aviaria continua a ser uma doencga de dificil diagnéstico ante
mortem. Ao exame post mortemr o diagnostico, por vezes, também se torna
dificil devido aos achados de necrépsia nao especificos e pela dificuldade
na realizagao de cultura que, apesar de tudo, ainda constitui o0 método mais
comum de diagnostico de infegdes micobacterianas. Ao longo dos ultimos
anos, a biologia molecular tem sido frequentemente aplicada na identifica-
¢ao e diferenciagao destes microrganismos, constituindo uma ferramenta
muito util, pois possibilita a dete¢ao de pequenas quantidades de DNA e
de forma mais rapida que a cultura (Tell et al., 2003; Taddei et al., 2004).
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é o agente etiolégico de
enterite granulomatosa crénica de ruminantes , tendo sido ja identificado
por técnicas de microbiologia tradicional e por PCR em aves e mamiferos
selvagens (Coelho et al., 2008a; Miranda et al., 2009; Matos et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi compreender melhor o papel dos
mamiferos selvagens na epidemiologia das micobacterioses zoonodticas e
nao zoonoticas na vida selvagem em Portugal, pretendendo fornecer uma
visao mais aprofundada das micobacterioses em mamiferos selvagens.

Neste trabalho, foi estudada uma populagao de 2116 mamiferos selva-
gens e a prevaléncia de Mycobacterinm bovis encontrada por espécie animal
foi: 26.9% na raposa vermelha (I uipes vulpes), 20.0% no mangusto (Herpestes
tchneunmon), 21.4% no javali (Sus serofa) e 38.3% no veado europeu (Cervus
elaphus). Os resultados deste estudo confirmam a presenca de Mycobacterinm
bovis em carnivoros selvagens em Portugal demonstrando-se, pela primeira
vez, a infecao por Mycobacterium bovis em mangustos (Herpestes ichnenmon),
raposas (Vulpes vulpes), lontras (Lutra lutra), ginetas (Genetta genetta) e fuinhas
(Martes foina). Também foi confirmada a infe¢ao disseminada por Mycobacte-
rinm bovis em raposas vermelhas em Portugal, demonstrando-se pela primei-
ra vez a ocorréncia de infecao natural no cérebro destes animais.

A alta prevaléncia de tuberculose bovina, na area de estudo, em javalis
(21.4%) e veados (38.3%) coincide com a elevada prevaléncia de tuberculo-
se bovina em bovinos domésticos na regiao.

Com o objetivo de determinar a prevaléncia de paratuberculose em vea-
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dos e javalis, foram realizadas necropsias a 877 veados e 589 javalis e foram
feitas colheitas de varios 6rgaos para posterior pesquisa de MAP utilizando
técnicas de biologia molecular, microbiologia e histopatologia. MAP foi de-
tetado por PCR IS900 em 81.1% das amostras de rim de veado positivas no
esfregaco de Ziehl-Neelsen. Em relagdo aos javalis 45 animais foram clas-
sificados como infetados por cultura bactetiolégica e/ou PCR e de acordo
com os resultados obtidos, 37.9% dos javalis infetados foram aprovados
para consumo humano.

A ocorréncia de carnivoros selvagens infetados por MAP, neste estudo,
numa amostra de 74 animais mortos por atropelamento, foi de 27% (n=20).
MAP foi isolado pela primeira vez, em Portugal, na raposa vermelha (I u/pes
vulpes), na fuinha (Martes foina), na lontra europeia (Lutra lutra), no mangusto
(Herpestes ichneumon), e no texugo europeu (Eurgpean badger). A presenca de
MAP foi confirmada por cultura bacterioldgica e detetada por biologia mo-
lecular em multiplos 6rgaos, das varias espécies animais.

Também, neste trabalho, foi realizada a pesquisa de anti-corpos con-
tra as espécies do complexo Mycobacterium avinm em mamiferos selvagens
mortos por atropelamento, encontrados mortos ou resultantes da atividade
cinegética. A seroprevaléncia resultante foi de 4.7% e os anticorpos contra
MAC foram detetados em raposa vermelha, lontra europeia (Lutra lutra),
texugo europeu (Meles meles) e javali (Sus scrofa).

Em relagao as varias lesoes granulomatosas observadas, foi avaliada a
resposta inflamatéria cronica nos ganglios mesentéricos de javalis com lin-
fadenite granulomatosa. Os parametros morfolégicos das lesdes foram re-
gistados e foi avaliada a expressao dos anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a.
Os granulomas observados encontravam-se principalmente no estadio I1I
e IV e as percentagens e padroes de distribuicao de anti-CD3 e anti-CD79%«
foram semelhantes em lesoes onde MAP e MTC estavam presentes.

Resultado da analise dos ganglios linfaticos de veados com lesoes granu-
lomatosas foi observada a presenca de co-infecao por Corynebacterium psen-
dotuberculosis, Mycobacterium bovis, e MAP confirmada por biologia molecular,
esta co-infe¢ao foi descrita pela primeira vez, neste trabalho.

Também foi realizada a pesquisa de Nocardia spp., utilizando as duas me-
todologias (PCR e cultura bacteriana) em ganglios linfaticos de javalis com
linfadenite granulomatosa, mas com resultados negativos na cultura mico-
bacteriana e PCR, e obtiveram-se duas amostras positivas em PCR. Este é
o primeiro caso documentado de nocardiose em javalis e estes resultados
realcam a necessidade do diagnostico diferencial das lesdes granulomatosas
em animais selvagens.
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A informacao incluida neste trabalho pode ser utilizada como orientagao
para novas pesquisas abrangendo varios campos, seja para prosseguir os es-
tudos sobre micobacterioses em mamiferos selvagens como para expandir
a pesquisa para outras espécies animais e para outras areas geograficas.

Os ungulados selvagens apresentam uma grande variabilidade na de-
mografia, gestdo, exposicao a agentes patogénicos e intera¢io com outros
animais selvagens, domésticos ¢ o Homem. Em Portugal, existe a nogao
que a densidade de animais selvagens como do veado e do javali tem vindo
a aumentar nas ultimas décadas, mas nio existem cezsus atualizados destas
populacdes e é necessario saber o tamanho da populagao, para calcular a
amostra necessaria ao calculo da prevaléncia das micobacterioses.

Também em Portugal, existem poucos dados tuteis sobre a prevaléncia
da paratuberculose em rebanhos de ovinos e em bovinos e sobre a tuber-
culose em rebanhos de caprinos, nem do risco para outras espécies animais.

A adogao de praticas laboratoriais que resultam da combinagao dos mé-
todos tradicionais de cultura e métodos moleculares melhoram nao s6 o
diagnostico das micobacterioses nos animais selvagens como a epidemio-
logia associada. Os métodos moleculares, quando comparados com os mé-
todos tradicionais de cultura melhoram o conhecimento da diversidade e
abundancia das micobactérias na vida selvagem.

Assim, este trabalho estabeleceu uma base de conhecimento adequado
para uma avaliagao inicial, mas novas investigagdes sio necessarios, a fim de
completar o quadro das micobacterioses na vida selvagem e para estabele-
cer as respetivas medidas de controlo.
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Abstract

Xylella fastidiosa is an insect-borne plant pathogenic bacterium associated
with serious diseases in a wide range of plants. This bacterium was detected
in olive trees in Apulia, southern Italy, in October 2013, and was the first
time the bacterium was reported in the European Union. Since then, it has
also been found in Corsica and the Provence-Alpes-Cote d’Azur region of
southern France and in Spain (Balearic Islands). Several control measures
are being adopted to prevent the bacterium from spreading throughout the
rest of Europe, particularly in Portugal.

Resumo
A bactéria conhecida, atualmente, como Xyle/la fastidiosa Wells et al. teve

varias identidades anteriormente. Na década de 90 do século XIX, foi reco-
nhecido a presenga de um microrganismo diminuto nas doengas de Pierce
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na vinha e de Phony no pessegueiro. Entre 1936 e 1959, foi provada a
transmissao por enxertia de raiz e por insetos, mas o agente causal ¢ con-
siderado um virus (Hutchins et al., 1953). Em 1971, o mesmo agente é
considerado um organismo semelhante a micoplasma (MLO), porque o
antibiotico tetraciclina suprime a doenca de Pierce. Em 1973, a microscopia
eletrénica revela uma bactéria tipo Rickettsia nos tecidos do xilema associa-
dos as doengas de Pierce e Phony Peach (Hopkins et al., 1973; Nyland et al.,
1973;). Em 1978, foram definidos meios de cultura seletivos e uma bactéria
foi isolada a partir de tecidos de xilema de videira infetados. Seguidamente,
em 1980, uma bactéria no xilema foi associada com a seca/queima de fo-
lhas do ulmeiro, mas somente em 1987, um novo género e espécie sao des-
critos por Wells et al. com o nome Xylella fastidiosa. Em 2004, subespécies
de X. fastidiosa sao descritas com base na patogenicidade, caracteristicas
filogenéticas e relacio com o DNA. F uma espécie complexa, atualmente
com seis subespécies que variam conforme a distribuicao geografica e os
hospedeiros: fastidiosa, multiplex, pauca, sandyi, morus e tashke e com 79
estirpes diferentes, estando a aumentar em 4areas geograficas distintas.

As principais caracteristicas fenotipicas sao: bastonetes curtos retos
(0,25-0,35 x 0,9-3,5 pm), Gram-negativos, catalase positivos, oxidase nega-
tivos, nao formadores de esporos, nao moveis, aflagelados, aerébios obri-
gatorios e com parede celular ondulada (rickettsialike). O tempo de geracao
em cultura é de 0,45 a 1,98 dias e a temperatura 6tima de crescimento de
26°C-28°C. A bactéria desenvolve-se estrita e sistemicamente no xilema,
cresce muito lentamente nos meios de cultura e é transmitida por insetos
vetores.

X. fastidiosa pode infetar mais de 350 espécies de plantas pertencentes
a 00 familias e 190 géneros, algumas mais importantes sao: citrinos, pesse-
gueiro, videira, amendoeira, mirtilo, cafeeiro, cerejeira, ameixeira, oliveira,
sobreiro, azinheira, carvalhos, Acer spp., loendro, esteva, ulmeiro, alecrim,
rosmaninho e piorno.

As diversas subespécies tém diferentes hospedeiros. Assim, a subsp. fas-
tidiosa aparece em videira, luzerna, amendoeira, cerejeira; a subsp. mul-
tiplex em amendoeira, pessegueiro, carvalhos, azinheira, sobreiro, mirtilo,
cerejeira, ameixeira, ulmeiros e oliveira; a subsp. pauca em citrinos, cafeeiro
e oliveira; a subsp. sandyi em loendro e cafeeiro; a subsp. morus em amorei-
ra; e a subsp. tashke em Chitalpa tashkentensis Ellis & Wisura.

X. fastidiosa disseminou-se na BEuropa, primeiro em outubro de 2013,
tendo sido detetada em oliveiras na regiao da Apulia, no sul da Itilia, e em
abril de 2015 afetava toda a provincia de Lecce e outras zonas da Apulia.
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A doenga foi chamada Sindrome do Declinio Rapido da Oliveira (OQDS);
em italiano, Complesso del Disseccamento Rapido dell’Olivo (CoDiRO).
No inicio de 2015, tinha infetado até um milhdo de arvores na regiao sul
da Apulia, mas amendoeiras e loendros também testaram positivo para X.
fastidiosa. Em julho de 2015, X. fastidiosa apareceu na Corsega em Polygala
myrtifolia L. e, em agosto de 20106, foram detetados 279 focos da infegao.
Em outubro de 2015, chegou a Franga continental, perto de Nice, também
em P. myrtifolia; em agosto de 20106, a bactéria foi detetada na Alemanha
em Nerium oleander L. (loendro) e em outubro de 2016, foram detetadas em
Maiorca, Menorca e Ibiza as subspp. fastidiosa, multiplex e panca em zambu-
jeiro, cerejeira, ameixeira, oliveira, alecrim e P. myrtifolia.

Tendo em conta que a bactéria vive nos vasos xilémicos do hospedei-
ro, os principais danos causados sdo a desidratacio/seca quando os vasos
xilémicos das folhas ficam bloqueados, mas as bactérias formam biofilmes
e também se movem contra a corrente do fluxo xilémico. A doenca causa
a morte dos gomos e rebentos, distribuidos aleatoriamente no inicio, mas
que se expande para o resto da copa, resultando no colapso e morte das
arvores. Nos pomates/zonas afetados, quase todas as plantas hospedeiras
apresentam sintomas.

As principais doengas causadas por X. fastidiosa sio: doenga de Pierce na
videira, clorose variegada dos citrinos, phony peach, bacterial leaf scorch
(Quercus spp.), doengas de leaf scorch (queimaduras foliares) em loendro,
cerejeira, amendoeira, ameixeira, cafeeiro e plantas ornamentais e o Sindro-
ma do Declinio Rapido da Oliveira (OQDS ou CoDiRO).

X. fastidiosa é transmitida, de modo persistente, sem periodo de incuba-
¢ao, por insetos vetores que se alimentam do fluido xilémico através da ar-
madura bucal picadora-sugadora, no processo de ingestio-egestao. No sul
da Italia, Philaenus spumarius L. (Hemiptera: Aphrophoridae), altamente polifago
e amplamente difundido, ¢ a unica espécie atualmente identificada na Eu-
ropa como vetor de X. fastidiosa. Outros vetores, que existem também em
Portugal, poderao ser Cicadella viridis L. (Hemiptera: Cicadellidae) e Aphrophora
alni Fallen e A. salicina Goeze (Hemiptera: Aphrophoridae).

Para realizar o diagnéstico poderdao usar-se varias técnicas, tais como:
observacao microscopica do fluido xilémico; cultura em meios seletivos;
técnicas serologicas — ELISA (ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica), IF
(imunofluorescéncia), DTBIA (imunoensaio por transferéncia de direta); e
técnicas moleculares — PCR (rea¢ao em cadeia da polimerase) e PCR quan-
titativo em tempo real (QRT-PCR). A observa¢ao microscépica é possivel
porque as populacdes aumentam sensivelmente no fluido xilémico com
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o desenvolvimento dos sintomas. A cultura em meio seletivos, como sejam
PWG, BCYE e PD2, é uma técnica muito sensivel, mas o crescimento é mui-
to lento (2 a 4 semanas) e é facilmente contaminavel. O PCR ¢ o teste padrao
para diagnodstico, mas normalmente requer tecidos sintomaticos. Numa breve
avaliacao dos diferentes métodos de diagnéstico podemos referir que a técni-
ca de cultura é muito sensivel (pode detetar nimeros muito baixos de células
bacterianas), o ELISA ¢ o melhor processo para tecido sintomatico, o PCR
convencional ¢é sensivel, mas é mais demorado e o qRT-PCR (tempo real) é
tao sensivel quanto PCR convencional, mas mais rapido e sem géis, o que o
torna o principal método usado em tecidos assintomaticos.

Os principais meios de luta concentram-se na luta legislativa, cultural e
quimica. A dete¢iao precoce é muito importante para um plano de erradi-
cagao eficaz. Em Portugal, temos varios fatores facilitadores da entrada de
X. fastidiosa, como sejam: invernos pouco rigorosos; presenc¢a de insetos-
-vetores, como Philaenus spumarius e Cicadella viridis e outros; e presenca de
hospedeiros preferenciais como oliveira, vinha, amendoeira, loendros, Quer-
cus spp., que sao culturas de grande importancia econémica.

Na Europa, a luta legislativa baseia-se na Decisao da Comissao n.”
2015/789 — Medidas para impedir a introdu¢io e propagacio na Uniio
Europeia de Xylella fastidiosa, alterada pelas decisoes n.° 2015/2417 e n.°
2016/764 e, em Portugal, no Decreto-Lei n.° 154/2005 — Diretiva n.°
2000/29/CE — Medidas de protecio fitossanitiria destinadas a evitar a in-
trodugao e dispersdo no territorio nacional e comunitario, de organismos
prejudiciais aos vegetais. Em junho de 2016, a DGAV elaborou o Plano de
contingéncia para Xylella fastidiosa e seus vetores. As medidas de erradicagao
baseiam-se no estabelecimento de duas zonas demarcadas, a zona infetada e
a zona tampao. Na zona infetada, num raio de 100 m das plantas infetadas,
deverio ser eliminadas todas as plantas sintomaticas e as possiveis plantas
hospedeiras. Na zona tampao, num raio de 10 Km a volta da zona infetada,
deverdo ser monitorizadas plantas assintomaticas, através de um plano de
amostragens. Em ambas as zonas, devera ser restringido o movimento de
vegetais, proibir a replantacao com plantas hospedeiras e eliminar os insetos
vetores antes da eliminac¢do das plantas atacadas.

Na luta cultural devera se:

* reduzir o stresse no hospedeiro e manter o vigor das plantas;
e remover plantas infetadas e hospedeiros alternativos;

* nao plantar hospedeiros;

e usar cultivares mais resistentes.
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A luta quimica assentara:

* na erradicagao de vetores, embora com resultados inconclusivos; podera
ser util para reduzir a taxa de propagagao para plantagdes adjacentes;

* no uso do antibidtico oxitetraciclina, mas as inje¢oes de tronco sé pro-
porcionam alivio temporario dos sintomas e nio funcionam bem em
plantas com doenga avangada, devendo ser repetidas anualmente;

* nainterrupgao do biofilmes.
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Abstract

Augmented reality represents the future technology for autonomous or
guided global knowledge about any subject is also used for environmental
modelling obtaining immediate results after variable manipulation.
Through augmented reality numerous applications for higher education are
developed in the present study, dedicated to species of flora and fauna
tagging identification as well as management of natural and artificial
ecosystems.

Aria-Nature research projectis developed with AromiLab. / Universidade
Nova de Lisboa.

Resumo

A realidade aumentada constitui a ferramenta de futuro para o conhe-
cimento global auténomo ou guiado de qualquer tematica, para a modela-
¢ao ambiental com manipula¢ao de variaveis e resultados imediatos e para
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inumeras aplicagoes, neste presente estudo, dedicadas as espécies de flora e
fauna e gestao de ecossistemas naturais ou artificiais.

O projecto Aria-Natutre é desenvolvido em conjunto/integrado nos es-
tudos de investigacao do laboratério Aromi/Universidade Nova de Lisboa.

1- Introdugao

Existem muitas maneiras diferentes de obter conhecimento sobre assun-
tos especificos. Esses métodos incluem palestras em sala de aula com livros
didacticos, computadores, dispositivos portateis e outros aparelhos electro-
nicos. A escolha da inova¢ao na aprendizagem depende do acesso de um
individuo a varias tecnologias e ao ambiente de infra-estruturas em torno
do mesmo. Numa sociedade em rapida mudanga, onde existe uma grande
quantidade de informagdes e conhecimentos disponiveis, a adopgao e apli-
ca¢ao de informagdes no momento certo e lugar certo ¢ necessaria para a
maior eficiéncia na obtencao do conhecimento. A Realidade Aumentada
(RA) ¢ uma tecnologia de exceléncia na educagao superior com aplicacoes
ilimitadas em todas as areas de estudo/experimentacdo a serem desenvolvi-
das no projecto Aria-Nature.

2. O que ¢ a realidade aumentada

* Realidade aumentada (RA) ou (AR em inglés) consiste na integragao de
informagoes virtuais em visualizacbes do mundo real.

* Realidade Aumentada ¢ uma tecnologia que permite que o mundo vit-
tual seja misturado com o real, possibilitando maior interac¢ao e abrindo
uma nova dimensao na maneira como executamos tarefas.

Teve sua origem em algo muito simples as etiquetas informativas. Assim,
foram criados os codigos 2D (duas dimensoes) que permitiam o armazena-
mento de muito mais informacao do que os codigos de barras. Os cédigos
bidimensionais sio responsaveis pela possibilidade de projectar objectos
virtuais numa filmagem do mundo real.

Para que a realidade aumentada funcione é necessario uma webcam ou
outro dispositivo que permita a interpretagao e criagao de um objecto virtual.

Por meio da camara, sera transmitida a imagem que vai ser combinada
com a animagdo. A partir daf entra em acgao o software ou aplicativo capaz
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de interpretar o sinal transmitido pela camara. A imagem capturada serd
projectada com uma imagem em 3D previamente incluida no aplicativo
responsavel pela renderizagao das ilustragoes.

Devido ao fato da camara capturar as imagens em tempo real e mistura-
-las com animagdes, esta jun¢do causa o efeito de realidade aumentada. A
RA ¢ utilizada combinando-se um c6digo de duas dimenses com um pro-
grama de computador.

2.2. Os dispositivos para uso da realidade aumentada

A tecnologia utilizada para exibir o conteudo aumentado como uma ca-
mada sobreposta ao ambiente real pode ser dividida em trés categorias,
(1) dispositivos moveis, como smartphone e tablet, (2) estacionarios e (3)
6culos. Os 6culos de RA raramente sao usados na educagdo superior, ja que
a tecnologia ainda ¢ dispendiosa. Em contraste, os Smartphones de hoje,
além da caimara e microfone, tém acesso a2 muitos outros sensores, como
GPS, bussola e giroscopio, ou seja, ferramentas para criar AR bastante so-
fisticadas.

Essas divisoes sao agora uteis ao projectar e desenvolver recursos AR.
No entanto, como tecnologia evolui rapidamente, os dispositivos futuros
terao um numero maior de sensores mais sofisticados para percepcionar o
mundo real onde o conteudo sobreposto deve ser apresentado, causando o
numero de categorias cada vez maiores e mais detalhadas.

2.3. A utilizagdo de realidade aumentada na educagio
superior

A razdo mais comum para RA permanecer nas periferias do ensino su-
perior nao ¢ falta de interesse ou necessidade, mas sim uma falta geral de
conhecimento sobre como trabalhar e aplicar a tecnologia.

O objectivo deste projecto ¢é que a tecnologia seja capaz de se integrar
perfeitamente com o ambiente de aprendizagem existente, em vez dos usua-
rios terem que passar tempo a adaptarem-se a novas formas de aprender.

Como uma tecnologia emergente, ¢ uma aposta segura que a RA come-
car a desempenhar um papel fundamental no local de trabalho, de modo
que os estudantes envolvidos com este tipo de tecnologia irdo configurar a
tecnologia nas especialidades que pretendem desenvolver.
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3. A Realidade aumentada nos modelos ambientais

A tecnologia RA permite um enorme avango na gestao de ecossistemas
e avaliacdo de variaveis assim como na analise do impacto da alteragao des-
sas variaveis, especialmente quando o sistema pode ser usado através de
servicos de internet.

O exemplo de visualizagdo de um marteloscopio que se baseia em fo-
tografias de planos com 360 ° (semelhante a0 Google Streetview) ¢ usado
como plataforma de treino e comunicac¢ao para estudantes e profissionais.
A tecnologia RA ¢ sobreposta as imagens reais e serve para estudar os
impactos na gestao florestal de plantagoes (Fig. 1). As areas sio mapeadas
e inventariadas, e estudantes e profissionais podem marcar arvores para
remog¢ao com base em objetivos especificos de gestao florestal. O software
calcula o resultado da intervencao e, assim, permite que os participantes

avaliem diretamente as consequéncias da sua a¢ao em poucos minutos.

Fig. 1 - Gestao florestal a0 minuto com modelos de realidade aumentada

1. A realidade aumentada na gestio de espécies ameagadas e habitats

O projecto Aria-Nature, tem como objetivo proporcionar conhecimen-
to global das espécies de fauna e flora usando aplicagoes detalhadas de RA
que permitem ao usuario identificar no campo diferentes tipos de aves que
sao categorizadas de forma muito detalhada. O acesso a estas aplicagdes
permitem identificagdo completamente autbnoma, sendo que podem mes-
mo funcionar sem acesso a internet (Fig 2).



1V Ciclo de Conferéncias. Conselho Técnico-Cientifico 31

a list tailored Have a photo?
for your location and date We can identify it too!

Answer 5 simple questions

Gmln. e._:,\m What size was the bird? Zoom until your bird fills the box

;\}s

goons-lseet o lwgee

What were the main colors?
Lange. pure white Naeran with yeikow, dagoes-like Bill, Long, Select from V10 3
black legs. Forages in shaliow wetlands by slowly staling
pray. Largest and most widespread whvte heton -
[
- This n My Bied!
I
Can't find your bird?
You can try adpating yous snemens -

T ==

Fig. 2 - Aplica¢des RA para o conhecimento global das aves e seus habitats

O desenvolvimento de outras ferramentas de gestao ambiental, ao nivel
da conservagao de espécies ameagadas e ecossistemas artificializados (agri-
cultura e plantagoes florestais, como referido no capitulo anterior) serao
também contemplados:

1. Percursos em meio natural aprimorados com aplicativos de viagem (6cu-
los RA) com a capacidade de fornecer informagdes relevantes no con-
texto e integradas na perce¢ao do mundo fisico.

2. Sistemas de recuperacao de imagem movel para identificar espécies, para
que os usuarios observem e identifiquem a fauna ou a flora ao ar livre na
auséncia de especialistas.

3. Aplicagoes de gestio ambiental onde um estudante de qualquer nivel
podem explorar como a instrugao dos ecossistemas pode ser mais en-
volvente e eficaz combinando informacdes de RA e ecossistemas reais
combinados com recursos/informacdes virtuais.

4. Um aplicativo de rastreamento moével que integra informagdes geografi-
cas e realidade aumentada movel para rastrear a composicao das espécies
de arvores feito com camaras em smartphones. A informacio sobre a
composi¢ao/variaveis manipulaveis virtualmente sobre um povoamento
florestal ou uma cultura agricola é sobreposta a imagem real. Esta é uma
aplicagao alternativa aos métodos classicos para rastreio de variaveis am-
bientais.
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4. Perspetivas no futuro da RA no ensino global

Para destacar os recursos e vantagens da RA, ¢ necessario identificar
caracteristicas curriculares que podem ser oferecidas por esta tecnologia e
que nao sao possiveis com outros meios de aprendizagem e ainda conceitos
para revelar valores educacionais unicos para ambientes de aprendizagem
RA. O trabalho de investigacao que inclui analises aprofundadas de como
os ambientes RA ajudam a aprender e ensinam a criar oportunidades im-
portantes na educa¢ao, como sejam a contextualizacao da informacao, sao
uma ajuda tnica apenas viavel por esta tecnologia.
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Abstract

Various techniques of plant biotechnology have been being applied in
the last two decades in the plant cell and tissue culture lab of the Faculty
of Agriculture of the University of Szeged. Students are regularly involved
in the experimental work that is performed in close collaboration with the
plant biotechnology lab of the Cereal Research Non-profit Ltd., Szeged.
Some parts of the presented work were prepared at the IPB, Halle, Ger-
many and at the TU Braunschweig, Germany.

The experimental fields are: isolated microspore cultures of small-grain
cereals; in vitro micropropagation of horticultural crops; genetic transfor-
mation of small-grain cereals.

Isolated microspore culture of triticale and barley

Androgenesis-based production of doubled haploid (DH) varieties is
commonly used to accelerate the breeding process of various crop species.
In addition to the widely-used anther culture, isolated microspore cultures
have several advantages such as offering a unicellular system of synchro-
nized haploid cells being excellent targets for transformation as well as for
studies on the biochemical and molecular background of embryogenesis.

Microspores of the late-uninucleate to early-binucleate stages were iso-
lated from cold pre-treated spikes of five triticale genotypes by microblen-
ding. By the application of induction media of various hormone-compo-
sition (hormone-free; 2,4-D + kinetin; PAA) as well as a hormone-free
regeneration medium, plants were regenerated and transferred into soil.
Hormone-free induction medium had a positive impact on embryoid pro-
duction, while its effect on green and albino plant regeneration was not sig-
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nificant. The proportion of haploid regenerants was 90% here in contrast
with microspore cultures of other cereals, where usually spontaneous diha-
ploid plants can be regenerated at high percentage. Fully or partially fertile
triticale plants received after colchicine-treatment offer a proper material to
be introduced into the traditional breeding process.

In microspore cultures of barley, androgenesis could be induced in me-
dia both with and without exogenous hormone-supplement. In contrast to
triticale, however, the regeneration capacity of embryoids was significantly
lower in hormone-free media.

These data suggest that androgenesis and plant regeneration are inde-
pendent events with respect to hormone-requirement as well. Cold pre-
-treatment of spikes provides the signal which initiates and promotes
embryogenesis in isolated microspores of both triticale and barley. The
regeneration of plants, however, exhibits differences between genotypes
and/or species regarding exogenous hormone-requirement.

Studies on in vitro propagation methods in cactus
species of the genera Melocactus, Cereus and Lobivia

In vitro propagation methods are frequently used for the conservation
of rare cacti and to produce plants for commercial purposes. Micropro-
pagation by axillary shoot proliferation was successfully applied in cactus
species Melocactus salvadorensis, Lobivia tegeleriana and Cereus jamacaru.
Addition of naphthaleneacetic acid (NAA) to the MS induction media su-
pplemented with benzylaminopurine (BAP) had positive effect on shoot
induction. A 50% reduction of basal salt, vitamin and sugar concentration
of hormone-free MS medium helped vitrified or abnormal shoots of C.
jamacaru to recover and significantly improved rooting rate. Hyperhydricity
was frequently observed among adventitious shoots induced on secondary
explants of L. tegeleriana, while it did not occur in M. salvadorensis.

Somatic callus cultures of L. tegeleriana have been generated to develop
a plant — cell — plant system. This makes the manipulations on cell level and
the production of somaclonal variants being interesting for cactus enthu-
siasts possible. Calli of granular structure were produced on MS medium
containing 2,4-D and kinetin. Vigorously growing plantlets of normal mor-
phology have been regenerated from primary calli if transferred to MS
medium containing 2,4-D and kinetin, while plantlets regenerated on hor-
mone-free MS medium grew slower and exhibited abnormal characteristics.
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In vitro micropropagation of sweet potato (I[pomoea batatas)

Methods of in vitro micropropagation based on the induction of axilla-
ry buds are continuously adapted for sweet potato genotypes of European
importance. The established methods as well as the clones of in vitro origin
give the basis to produce virus-free propagation material for commercial
purposes, as well as for the foundation of an in vitro gene bank.

Genetic transformation studies in barley to introduce
barley AOS1 and JIP23 cDNAs in sense and antisense
direction via bombardment with a particle inflow gun

The comprehensive goal of the research program was to apply a trans-
genic approach for the studies on the role of jasmonates in the develop-
ment of barley.

Novel plasmid vectors carrying the cDNAs coding for AOS1 or JIP23
from barley, either in sense or in antisense orientation under the control
of the Ubi-1 promoter were prepared. AOS has a regulatory role in JA-
-biosynthesis, thus a modulation of endogenous jasmonate levels could be
expected in AOS-transgenics. JIP23-transgenics could better elucidate the
function of this jasmonate-induced protein being the most abundant in
barley. Novel vector constructs were developed and shown to be functio-
nally active based on the transient expression experiments, however, stable
transgenic plants have not been produced until now.

Genetic transformation of wheat with barley AOS1
cDNA via particle bombardment with PDS-1000/He

Based on the homology of over 90% between the AOS sequences in the
two species, barley AOST under the control of the 35S promoter was intro-
duced into wheat by biolistic transformation of immature embryos. In the
research, still in progress, the presence of the AOS cDNA as well as that
of the bar selection marker gene was revealed in several lines of putative
transgenic plants.
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Genetic transformation of barley with LOX2:Hv:1
cDNA via particle bombardment with PDS-1000/He

Lipoxygenases (LOXs) catalyse the first step in the synthesis of fatty acid
metabolism in plants. Metabolites of the LOX-pathway have been identi-
fied as compounds with antimicrobial activity, growth regulators, flavours
and odours as well as signal molecules. The primary aim of the research
was to study the lipoxygenase-dependent signal transduction pathway in a
homologous system.

Immature scutella of barley were transformed with cDNA coding for a
13-lipoxygenase of barley (LOX-100) via particle bombardment. All trans-
genic plants were phenotypically indistinguishable from wild type plants
and set seeds. Immunocytochemical assay showed the expression of the
LOX cDNA either in the chloroplasts or in the cytosol, depending on the
presence of the chloroplast signal peptide sequences in the vector cons-
truct. Analyses of oxylipin profiles showed higher levels of jasmonic acid
for the lines displaying elevated levels of LOX-100.
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