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RESUMO

A hiperacumulacdo de metais € um fendmeno que egoincipalmente em
solos ultramaficos ou serpentinicos, ricos em raisgerromagnésicos e caracterizados
por um pH de 6,5 — 8, predominio de Mg em relagi@a e teores muito baixos de P,
N e K. Em Portugal, este tipo de solo ocorre apemasiras-os-Montes, em diversos
afloramentos de areas reduzidAs/ssumpintodasilvae uma das espécies endémicas
desses solos, € a unica hiperacumuladora de Niecwl#hno paisAlyssum simpleg
outra espécie endémica de solos serpentinicossttibuicdo mais reduzida e que nao
acumula Ni.

Para avaliar se a hiperacumulacdo de niqueAepntodassilvaeconstitui uma
defesa elementar contra a herbivora, realizaraemsaios conorcellio dilatatus um
isbpode detritivoro representativo do nivel trofidos macrodecompositores. Os
isbpodes foram alimentados com folhas condicionatkes seguintes espécieA:
pintodasilvag(colhido no afloramento serpentinico de AlimonBegganca)A. simplex
(colhido no afloramento serpentinico de Carraz&taganca)Alnus glutinosacomo
controlo positivo e dé\. pintodasilvaecultivado em laboratério sem Ni. Os isopodes
foram alimentados durante 32 dias, sob condi¢cbesraltadas de humidade e
temperatura.

Os resultados obtidos mostraram qgée pintodasilvae induziu elevada
mortalidade dos isOpodes relativamente as outrpgeces de plantas utilizadas,
principalmenteA. Pintadasilvaen vitro e Alnus glutinosaEstes resultados indicam que
o Ni exerce um efeito téxico nos isdpodes detrithgoe, portanto, atua como defesa
elementar emA. pintodasilvae

Os resultados obtidos com simplexsugerem um efeito anti-herbivoria algo
idéntico aA. pintodasilvaguma vez que nao foram detetadas diferencas isafnas
entre o efeito das duas espécies para os paramettiados. Os resultados sugerem a
existéncia, emA. Simplex de um mecanismo de defesa anti-herbivoria, como p
exemplo compostos fendlicos ou glucosinolatos, mpaera ndo ser tdo eficaz como a

hiperacumulacéo de Ni ef pintodasilvae
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SUMMARY

Metal hyperaccumulation is a phenomenon that oataislly in ultramafic and
serpentine soils, rich in ferromagnesic mineralsl @haracterized by pH 6.5 - 8,
predominancy of Mg towards Ca and very low levdl®pN and K. In Portugal, this
soil type occurs only in Tras-os-Montes, in sevenaicrops of small areaglyssum
pintodasilvae, one of the endemic species of these soils, is dhly known
hyperaccumulator of Ni in the countrlyssum simpleis another species endemic to
serpentine soil, with a lower distribution and daes accumulate Ni.

To assess whether the hyperaccumulation of nigkdl. ipintodassilvads an
elemental defense against herbivores, assays we@mped withPorcellio dilatatus,a
scavenger isopod representative of the macrodecsgmpdrophic level. The isopods
were fed conditioned leaves of the following spsck pintodasilvagcollected in a
serpentinica outcrop of Alimonde, Braganca),simplex(collected in a serpentinica
outcrop of Carrazedo, Braganca)lnus glutinosaas a positive control and\.
pintodasilvaegrown in laboratory without Ni. The isopods weesl ffor 32 days under
controlled conditions of humidity and temperature.

The results showed that. pintodasilvaeinduced high mortality of isopods
regarding to the other plants species used, priynariPintadasilvae in vitrandAlnus
glutinosa.These results indicate that Ni has a toxic effetismpods scavengers and
thus acts as an elemental defens&.ipintodasilvae

The results obtained witA. simplexsuggest an anti-herbivory effect somehow
identical toA. pintodasilvagsince no significant differences were detectesvben the
effect of this two plant species in the accessa@maters. The results suggest the
existence, in A. Simplex, of an anti-herbivory defense mechanism, such as
glucosinolates and phenolic compounds, which may @ so effective as Ni

hiperacumulagéo iA. pintodasilvae

Daniela Sofia Aguiar dos Santos 2013
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As espécies vegetais reflectem, em parte, a cog@msjuimica dos solos onde
crescem. Na natureza, observamos organismos ve&ggtai apresentam uma enorme
variedade na sua composicdo elementar. Nas Ultidésadas aumentou
progressivamente o interesse em plantas que absograndes quantidades de
determinados elementos do solo para os seus te(@ingl, 2009). Os casos mais
extremos sdo as plantas hiperacumuladoras, sobopas tem vindo a aumentar
significativamente o interesse na comunidade dieatiConhecer como os elementos
se mobilizam na cadeia alimentar e 0s seus efedssorganismos € o topico sobre o

qual se dedica uma grande parte desta comunidaye,(B009).
1.1- Defesas anti-herbivoria

As plantas sdo a base da vida na Terra; sdo ospgais produtores primarios nos
ecossistemas terrestres. Fornecem alimento paacgiandos seres vivos (sob as mais
variadas formas), além de fornecerem energia gairfresultante da fotossintese) e
oxigénio, essencial para a vida. A herbivoria temief influéncia na biodiversidade,
produtividade e estabilidade dos ecossistemas,quas 0s consumidores primarios
(herbivoros, plantas parasitas, patogénios) sgmmedveis pelo consumo de grande
parte da matéria vegetal produzida. Estes consuesdprimarios constituem os
“inimigos naturais” das plantas, facto que conidbpara o desenvolvimento de
caracteristicas que reduzissem a suscetibilidadatague dos predadores naturais
(Boyd, 2007).

A capacidade das plantas terrestres em se moldarariadas condi¢cdes abioticas
permitiu que se adaptassem a ambientes extremarmrigatesos. Niveis toxicos de
metais pesados no solo sdo um dos potenciais egrab#ticos que as plantas podem
enfrentar. A planta terrestre comum tem uma capdeidimitada para lidar com o
excesso de metais, e geralmente o metais pesadoscsiulados em vacuolos nas
células da raiz, ficando assim afastados das paée=as da planta, ndo interferindo
com o mecanismo da fotossintese. No entanto, algpiamtas evoluiram em solos
metaliferos, adaptando-se a este tipo de ambienieopcomum (Milner&Kochian,
2008).

Herbivoria € um tipo de relacdo onde um animallgeeata dos tecidos vegetais
vivos. Os herbivoros séo responsaveis por gramgesctos sobre as plantas, pois estas

sdo seres iméveis e, a primeira vista, bastaneféads?.
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As defesas das plantas contra os herbivoros poeeatassificadas como induzidas
ou constitutivas. Defesas induzidas (metabolitosursgarios [como a producdo de
toxinas], mudancas fisioldégicas ou morfolégicag) siéitetizadas ou mobilizadas para o
local em que a planta sofre danos (Traw & Daws002) Defesas constitutivas estao
sempre presentes na planta, independentementevedfgzr ou ndo consumo de parte
da planta. As principais estratégias de defesastiativas de plantas contra herbivoros
sd@o0 o crescimento compensatorio, as defesas asgxigom formigas, por exemplo)
e a inducdo de defesas bidticas, como as defesiaasfi(espinhos, pelos, etc.) e as
defesas quimicas (Boyd, 2007). Estas podem setittddas por compostos organicos
sintetizados pelas proprias plantas (metabolitosurs#arios), como os fendis e
alcaléide¥’, ou por elementos absorvidos do solo, como osisngacesso conhecido
por hiperacumulacédo. Uma vantagem das defesapamtduzido sobre as constitutivas
€ 0 aumento na variabilidade dentro do individunseja, em diferentes tecidos e em
tecidos em diferentes estados de desenvolvimentoeg®ostas induzidas vao ser
diferentes e mais rapidas, e portanto os herbivierdem a ndo escolher estas plantas
guando expostos aos fendtipos que manifestam dsfasas (Karbaret al, 1997;
Lohmannetal, 2009).

1.2 - Hiperacumulagao de metais

“A tolerancia a metais pesados nas plantas € petvawnte um exemplo de evolucdo

mais poderoso que o melanismo industrial em bord&mle(Antonovicset al, 1971).

O termo ‘hiperacumulacdo’ foi pela primeira vezlizgido por Brookset al.
(1977) para definir plantas com concentracfes daehisuperiores a 1000ug/g DW
(dry weigh} nas suas partes aéreas (Baker&Brooks, 1989; Blds, 1999). Desde
entdo, tem sido utilizado para descrever plantas gqaumulem concentracdes
excecionalmente elevadas de elementos, geralmeet@&smnos tecidos dos 6rgaos

aéreos sem exibirem sintomas de toxicidade, semdi@iiomeno bastante intrigante.

Varias hipéteses foram propostas para explicar gnifsiado funcional da
hiperacumulacdo nas plantas. Estas incluem alédgpdtavés da acumulagdo de metais
nas partes aéreas, como as folhas, que ao caireqneze@m a superficie do solo com
esses mesmos metais, inibindo o crescimento dasoplantas vizinhas néo tolerantes
aos metais pesados (Boyd & Martens, 1998; BrooRS8)t resisténcia a seca pela
reducdo da transpiracéo cuticular (Boyd & Martek®98; Seregin & Kozhevnikova,

Daniela Sofia Aguiar dos Santos 2013
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2006); e defesa contra herbivoria ou patogénicoss, @s elevadas concentracdes de
metais pesados nos tecidos dérmicos das plantasrmesi entrada e a propagacao de
microorganismos patogénicos, e além disso, gastanosnazoto e carbono nos
substratos organicos (taninos e compostos fenlgpos protegem os tecidos contra os
herbivoros (Davigt al, 2001; Seregin&Kozhevnikova, 20068Nos ultimos anos, cada
vez mais evidéncias suportam a hipotese de deféeengiret al, 2003; Freemant al,
2006; Boyd, 2007), e distinguem este tipo de defpsianica elementar da defesa
quimica que ocorre através de quimicos organica@stévis & Boyd, 2004, Agrawal &
Fishbein, 2006).

Na maioria das plantas, os metais acumulam-se za na@as nas especies
hiperacumuladoras as concentragfes de metais p&oisaes nas folhas. De acordo
com Kramer (2010) este facto ocorre devido a ajfera em certos processos: elevada
taxa de transporte dos metais do simplasma radiqdsa o xilema apoplastico
radicular, entrando assim no sistema de transmiré@€é@amer et al, 1996; Lasat, 1998);
sequestracdo de metais nas folhas, dentro de wacdas células foliares (Krametral,
2000; Kuppetrt al, 2000; Maet al, 2005). A mobilidade de metais direcionada para 0s
sistemas vasculares é fortemente realcada deviixa sequestracdo dos metais nos
vacuolos radiculares (Lasat, 1998). Nas folhasjstersa de distribuicdo de metais
célula a célula é mais eficiente (Kramer, 1997; arp 2000) e portanto a acumulacéo

de metais ao longo do xilema é evitada.
1.3 - Areas serpentinicas ou ultramaficas

A hiperacumulacdo de metais é um fenémeno que eguimcipalmente em solos
ultramaficos ou serpentinicos. Este tipo de soistexem diferentes partes do mundo,
cobrindo menos de 1% da superficie terrestre, supadevadas concentracfes em
magnésio (Mg), ferro (Fe), niquel (Ni), cromio (@&)cobalto (Co), e concentracdes
muito pequenas de silicio (Si), calcio (Ca), fosf¢P), azoto (N) e potassio (K)
(Proctor, 1999; Gongalvextal, 2007).

Os solos serpentinicos tendem a ser secos e pspeeses, por vezes pedregosos,
vulneraveis a erosédo, e sdo ricos em mineraisnmagaésicos. Podem ser vermelhos,
verdes, azuis ou pretos, dependendo da sua cordpagigmica. Tém um pH de 6,5 -8
e o0 predominio de Mg em relacdo ao Ca provoca iaps desequilibrios
nutricionais, o que coincide com os provocadostdores muito baixos de P, N e K.

Daniela Sofia Aguiar dos Santos 2013
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Este stress ambiental € desfavoravel para a maasiplantas, o que leva a que a flora
destes locais seja muito diferente da flora dasssehvolventes (Ghaderiahal, 2006).

Os solos ultraméficos contém uma quantidade de @lativamente elevada,
potencialmente toxica para as plantas. No entahs, suportam uma flora altamente
especializada rica em endemismos e aparentemegyiéadd a estas condicdes (Garcia-
Barriusoet al, 2012). Algumas espécies existentes nestes splesemtam elevadas
concentracdes de Ni nos seus tecidos, muitas eszesiendo as concentragdes do solo
(Meneses de Sequeira & Pinto da Silva, 1992; Bretlkd 1998; V. de la Fuentet al,
2007).

Vérias tentativas foram feitas para descrever ndfsime serpentinico’, i.e. as
multiplas limitacbes deste tipo de solos. Foramcues trés caracteristicas das
comunidades serpentinicas: reduzida produtividagéewados graus de endemismos,
tornando a vegetacao distinta das areas envolvekdesn, as plantas nestas areas tém
que enfrentar algumas limitagcdes: baixo quocieet€d/Mg, limitacdo de nutrientes e

concentracdes elevadas de metais pesados (Kagtkio2008).

Em Portugal, estes solos ocorrem na regido de Bcag&E Portugal, situados em
dois locais diferentes: Maci¢co de Vinhais (Bragargaacico de Morais (Alimonde)
(Meneses de Sequeira & Pinto da Silva, 1992; Asenal, 2004) (figura 1). A area

serpentinica portuguesa tem cerca de 8.000 ha,

flora e geologia caracteristicas (Prasad & Freit /{’ﬁu ‘
1999; Garcia-Barriuset al, 2012). A ecologia e|| \\\” ‘//‘
floristica desta regido foram investigadas p|| . ’,/‘ L \ .
Sequeira e Pinto da Silva (1991). O solo é rico « | x

magneésio (Mg) e as concentracdes totais de Nimar 1q.2

entre 851 e 2962 mg Rg(Petersoret al, 2003). A | diose H .
. L Bt

caracterizagdo  bioclimatica  corresponde ) )

macrobioclima mediterraneo (V. de la Fuesteal, | %

2007). e

Fonte: http://www.icnb.pt/reldhabitats/FLORA/Esperm at%C3%B3fitos/Alyssum_pintodasilvae/
Figura 1. Localizacao geografica das areas serpentinicassndeNPortugal.
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1.4 - Espécies hiperacumuladoras

Existe um grupo de plantas que desenvolveu mecanisie resisténcia a
presenca de metais em concentracdes muito elemadasdo. A hiperacumulacdo € uma
das estratégias e estas plantas séo caracterizaolasacumularem elevadas
concentracdes de metais nas suas partes aéreasEnouantém baixa concentracdo de
metais nas raizes (&meretal, 2010. O mecanismo de hiperacumulagédo desenvolvido
por estas plantas é ainda pouco compreendido (Remeset al, 2009), sendo que as
quantidades de metal acumuladas, mesmo dentrcadeaplda mesma espécie, podem
variar bastante. Estas plantas podem conter até dercem vezes mais metal do que

plantas ndo acumuladoras.

As plantas hiperacumuladoras foram definidas coramt@s que acumulam
concentragcées maiores que 1000ug/g (peso sec@uNiCo, Cr e Pb; 10 000ug/g Zn e
Mn (Boyd & Martens, 1998); 100ug/g Cd, quando oeesm solos nativos (Baker &
Brooks, 1989); 2500 — 22 630 mg/kg As (Klizal, 2001; Rathinasabapatkial, 2006,
2007). Na hiperacumulacéo de Ni, o nivel € 100 @0Mezes maior que o encontrado
em plantas de solos ndo ultramaficos, e 10 a 1@6sveaior que o encontrado em
plantas ndo hiperacumuladoras dos solos serpesgin®egundo Van der Eet al
(2013), em varias floras ultramaficas as conced&s@e Ni de 100 — 100@/g séo
raras, mas a acumulacdo > 100 representa uma forma distinta de resposta da

planta, sugerindo algumas caracteristicas e fuabtades metabdlicas pouco comuns.

A hiperacumulacao de Ni foi descoberta pela pricme@z em 1948 erlyssum
bertolonii (Minguzzi & Vergnano, 1948) e, desde entdo, cerda 400
hiperacumuladoras (Petersenal, 2003) de niquel foram descobertas em membros das
familias Acanthaceae, Asteraceae, CaryophyllaceBabaceae, Flacourtiaceae,
Meliaceae, Myristicaceae, Ochnaceae, Poaceae, dealgia Sapotaceae and
Stackhousiaceae - assim como 26 espécies acumasadi®icobalto, 24 de cobre, 19 de
selénio, 16 de zinco, 11 de manganésio, 1 de aatiotra de cadmio (Khaat al, 2000;
Brookset al, 2001). A maioria das espécies acumuladoras dgeNencem a familia
Brassicaceae, que contem cerca de 25% das espd@pesmcumuladoras de Ni
conhecidas (Figura 2) (Kramer, 2010), o que sauiran cerca de 87 espécies (Milner
& Kochian, 2008).
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Tribe Genus Species

Cd Camelineas Arabidopsis A halleri d

L Halimodobeae

Boecheraae

PR Crucihilmalaya,
FPachydadon, ...
@] Cardamineae  Cardamine C. resadifalia i]
— Lepidieas
Ayssum > 48 A species
D Al semel Bommueffera 5 B. species
T ittt | | CoChizaricze Cochlearia 3 C. spacies
Iberideas
| Zp_] N.o
2. N caerulescens
l:dg_, Noccasaae Noccaea & many others §
— cd Arabideae Arabis A paniculata
—@ Thilaspideae Peltaria P emarginata m
Eutremeas

_| As | lsatidoae [satis L capadocica |

Brassiceae

! y Strepranthus 5. polvgaloides  §
—Eﬁ Schizopetaleas T ~pinnata
Sisymbriaae

ll AS | Hesperideae Hesperis H. persica J

Aethionemeas

Fonte: Kramer, U. Metal hyperaccumulation in pladsnu. Rev. Plant Biol. 2010. 61:517-34
Figura 2. Ocorréncia de hiperacumulagdo de metais ao nivel tribo na familia Brassicaceae.

Uma aplicacdo pratica do estudo das plantas hipenaledoras € a sua
utilizagdo em varios processos, como a fitoextracgéna vertente da fitorremediacéo
para a descontaminacdo de solos, a recuperacdaeds degradadas que ainda
contenham este metal ou na retirada destes metas<pmercializacao (fitomineracéo).
Ambas as tecnologias sdo essencialmente ‘verdegdodanto, foram recebidas
favoravelmente pelo publico, uma vez que as plansalas ndo sdo geneticamente

modificadas e geralmente sdo nativas da area (Beiak 2001).

As espécies do génerblyssum pertencem a familia Brassicaceae e sao
hiperacumuladoras de niquel e cobalto, origin&tass regides aridas do Mediterraneo
perto da Turquia e Grécia (Baker & Brooks, 198%faEamilia contém o maior nimero
de hiperacumuladoras de niquela. de 170 spp, e a sua distribuicdo ocorre
principalmente nos solos serpentinicos do sul dafgue Asia Menor, desde Portugal
no oeste e Ilraque/Turquia/lrdo no este, estandapoeate maximo de diversidade
localizado na Peninsula de Anatdlia (Ghadeetad, 2006). Algumas séao consideradas
infestantes, outras podem ter efeito ornamentatad@erizam-se por terem flores
brancas ou amarelas dispostas abundantemente d@mosaco que as tornam

particularmente usadas em jardins.
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O nome cientificAAlyssumrefere-se ao seu passado, quando estas plantas era
utilizadas como ervas medicinais na cura conti@vardo grego "a" ("sem") "lyssum"”

("loucura™)t"!.

Presente em grande numero de plantas, o Ni foritiepor Dixonet al (1975)
como componente da enzima urease, sendo que tantase como o Ni sdo essenciais
para as funcdes vitais da planta. A sua deficiéoaisa necrose nas extremidades das
folhas devido a acumulacdo de ureia pela diminuigdoatividade da urease. A
deficiéncia em Ni apresenta varias consequénciasfluéncia no crescimento e
senescéncia da planta, no metabolismo no azotcabswcao de ferro - demonstrando
que o Ni pode ser classificado como um micronuteielas plantas superiores (Neees
al, 2007; Seregin & Kozhevnikova, 2006). No entartoexcesso de niquel é mais
comum, provocando toxicidade. Os efeitos tdxicossncamuns sdo a inibicdo das
atividades mitoticas, reducao do crescimento datpla danos na qualidade e producéo
dos frutos (Chemtal, 2009; Seregin & Kozhevnikova, 2006).

1.4.1 -Alyssum pintodasilva®udley

AlyssumpintodasilvaeDudley €yn Alyssum serpyllifoliunsubsp Lusitanicum
T.R.Dudley & P.Silva), conhecida comummente conmoeios ou salgadeffy é uma
planta hiperacumuladora de Ni endémica da Peninbeéléca, ocorrendo nos solos
serpentinicos do Nordeste de Portugal (Macico deaMoe Macico de Braganca-
Vinhais) e da Galiza (Melide), locais pedregosa®aosos, geralmente de substrato
calcario*®.A correlacdo entre a presenca desta espécie #ooangentos de rochas
ultrabasicas é absoluta, 0 que constitui uma bodaapara os especialistas em

cartografia geologica e para os prospectores deragfies de niquel e cromio.

A. pintodasilvaepossui uma grande capacidade de translocar nilqsetaizes
para o0s 6rgaos aéreos, nomeadamente, as folhami€asespécie hiperacumuladora de
Ni que ocorre em Portugal. Esta é uma planta penemeificada a partir da base,
lenhosa e as folhas sdo arredondadas no apicesgale pelos estrelados. As flores
reinem-se em grupos terminais e tém pétalas armareha 2 a 3cm. A floracdo pode
ocorrer entre Maio e Junho e forma frutos lentimdague contém uma semente por

16culo ™51 (figura 3).
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~

http:/plantas-e-pessoas.blogspot.pt/2009 06 01 _archiveditmi’, ¥

Figura 3. Alyssum pintodasilvi com o detalhe da flor (em baixo)

Esta espécie coloniza solos recentemente abandonpdta agricultur
cerealifera e margens de caminhos. Embora menosdaiie € frequente €
comunidades herbaceas vivazes (figur). A regeneracdo d&lyssundepende
da perturbacdo do solad. mobilizacdo mecéanica do solo, a movimentagadoahisais
domeésticos, as fossadas dos javalis ou os ciclanagelameni-descongelamento «
superficie do solo nos dias frios de Inverno feam a instalacdo desta espé A sua
abundancia esta, em grande medida, relacic com o historial recente de uso agric
do sold'.,

plantis sum-serpydlifiolium-sutesp. himl

Figura 4. Comunidade d@. serpillifolium subsp. lusitanict (Samil, Braganca) [foto C. Agar].
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Segundo a Comissédo das Comunidades Europeias,@namaiores ameag
a esta espécie sdo as modificacdes das praticadto®, a urbanizacdo, depositos

lixo, e os veiculos motorizad*¥,

1.5 - Espécies nadiperacumuladoras

Neste trabalbh experimental foram utilizadas duas espécies nao
hiperacumuladoras de niquel, sendo uma delas pertencg mesma familia quA.
pintodasilvae Alyssum simple (Brassicaceae [Cruciferae]) e a oytsatence a famili
BetulaceaeAlnusglutinose.

1.5.1 -Alnus glutinose (L.) Gaertn

Esta planta, conhecida vulgarmente como an (figura 5) € uma arvore gL
pode atingir os 35m de altura, possui folhas redsfoyadas, com 4 a 10 cm
comprimento, ocorrendo em regides de clima tempetagmido. Em Portug, o
amieiro pode ser encontrado em quase todo o téoritdbm prevaléncia na regidao no
e centro. Esta arvore raramente ultrapassa osrii20de idade e € originaria de Eurc
Oeste da Asia e Norte de Afri

O amieiro forma associacdes simbidticam Frankia alni, bactéria fixadora d
azoto Esta associacdo, que promove 0 aumento da deddi do solo, permiti
estabelecer esta planta como pioneira nos ecassis'°,

Figura 5. Alnusglutinosa

1.5.2 -Alyssum simlex Rudolphi

Alyssum simplex (syn. Alyssum minus Roth ssp. micranthui (C. Meyer)
Dudle; Alyssumparviflorurmr Fisch. ex M. Bieb. vamicranthum(C.A. Mey.) Dorn) é
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uma dicotiledénea anual que ocorre em areas padash nos sopés das colinas e
campos. Surge no inicio da Primavera e forma gsaddeas floridas (figura 6). As
flores sdo pequenas e amarelas e as sementeshséadas, redondas e peluffasDe
acordo com a Flora IbéricA,. simplexocorre em quase toda a Peninsula Ibérica, mas
em Portugal ocorre apenas em alguns dos afloramesdpentinicos de Tras-os-

Montes.

o
>’

v s,
0. 9y

/

Ae

‘http:/fwww.menudanatura.com/2012/01/alyssum-simplex-rudolphi.html

Figura 6. Alyssum simplegom o aspeto da flor em destaque (em cima) e dadpdruto (em baixo).

1.6 - Propagacaan vitro: micropropagagao

A culturain vitro de plantas refere-se ao cultivo de sementes, éesrou
fragmentos de tecido vegetal (por exemplo: calos}uos de ensaios ou similares de
vidro (dai a origem do termia vitro), sob condicfes assépticas e em meios nutritivos
adequados, dispondo de luz, temperatura e humiclatkeoladas, com o objetivo de
obter uma rapida multiplicacdo de plantas, ised@gpragas e doencld. Devido as
limitacbes dos meétodos convencionais na propagalgiglantas, as técnicas de

culturain vitro constituem uma importante ferramenta, nomeadamente

« na propagacao de espécies, cuja reproducao attav@gtodos convencionais é
dificil;

+ na producdo de plantas em grande escala, num espaxo de tempo e numa
pequena area,

« naproducao de plantas isentas de pragas e doencas;
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+ na producdo de mutantes, isto €, genotipos queagamhou perderam alguma
caracteristica;

« na producao de centenas de plantas sas a pattimaelanta infetada por uma
doenca;

« na producédo de plantas ao longo de todo o anogjauisdependentemente das
condic¢des climéticas e muitas vezes da época do ano

+ no armazenamento de plantas a baixo custo e emassfisicos pequenos, para
servirem mais tarde como pés-mae;

+ napropagacao a partir de pequenas quantidadeside vegetal.

Existem enumeras técnicas de cultura de tecidos, ema todas elas ha um
denominador comum: as condicbes de assepsia, @anégplo meio nutritivo e as
condicbes ambientais. A assepsia € mantida por anjumto de procedimentos
essenciais que garantem que o0 explante estda liwe cdntaminacdes por
microorganismos que poderiam causar morte ou efiesa indesejaveis no seu
desenvolvimento, como o0 uso de alcoois e a egmgdo do material de vidro e dos
meios de cultura por autoclave (calor humido) oundo(calor seco) e das pingas e
bisturis por flambagem em chama direta: bico desBarcom alcool na camara de fluxo
laminar. O explante é qualquer segmento oriundenaiz planta para iniciar uma cultura
in vitro, como por exemplo um apice caulinar ou radiculena gema axilar, um
segmento de folha jovem, um embrido. Pode origumaa planta ou uma etapa
intermediaria denominada calo (uma massa de céhdidsrenciadas do ponto de vista
organogeénico e que estad em continua proliferacdidace podendo ser compacto,
friavel, esbranquicado ou amarelado). O meio rmubrié constituido por sais minerais,
sacarose (fonte de carbono para alimentar a gle@io ciclo de Krebs, uma vez que
inicialmente o explante ndo € completamente adtot)) vitaminas (fatores cataliticos
de rotas metabdlicas), inositol (para a formacapetdinas e hemicelulose na parede
celular) e substancias gelificantes, como o agaressarias pois o explante e as plantas
obtidas devem ficar apoiados num suporte, paraahfimarem. Existem muitos meios
nutritivos, mas um dos mais comuns e eficaz é erdedvido por Murashige e Skoog
(1962), conhecido pela abreviatura MS. Além dosmamentes essenciais num meio de
cultura, também podem ser incluidos hormonas owladgres de crescimento,
fundamentais para direcionar o tipo de respostasgupretende obter (Georgeal,

2008). As condi¢cdes ambientais sdo muito imporsante camara de cultura e devem
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ser controladas para que as plantas se desenvaldaquadamente, como a luz (16h
luz_8h escuro; importante para a fotossintesetrégiemo e fotomorfogénese) e a
temperatura, geralmente entre os 24 e 27°C (Raghale2004; Barrueto Cid, 2010).

A origem da técnica de micropropagacdo remontanémoi do século passado,
guando por volta de 1902, Haberlandt, um fisiélaggetal austro-hangaro, decidiu 13
manipular um sistema de culturavitro de plantas, procurando estabelecer e consolidar
um sistema de micropropagacao, apoiando-se na teariotipoténcia celular, na qual
uma unica célula, sob determinados estimulos, podear um individuo completo,
via regeneracdo. Infelizmente, por limitacbes wamnida época, os seus esforcos
falharam. Contudo, alguns anos mais tarde a pdwsrtrabalhos de Robbin (1922) e
White (1934) em ponta de raizes; cultura de emgriper La Rue (1936); cultura de
calos, por Gautheret Nobécourt (1939); enriquecimmda meios nutritivos com leite de
coco, por van Overbeek (1941); uso de plantas loectacomo modelo experimental
para estudo de morfogénese, por Skoog, desde #944o de meristemas apicais na
obtencéo de plantas livres de virus, por Morel &tvia(1952), formaram-se as bases
necessarias para que a cultura de tecidos se sermagna técnica muito utilizada,

permitindo cada vez mais descobertas e aplicag@sueto Cid, 2010).

A técnica de micropropagacdo pode apresentar, pantas espécies vegetais,
solucbes para problemas como dificuldade de emm&iato e producdo de mudas com
maior eficiéncia, uniformidade e tempo reduzido.pArtir de uma Unica matriz é
possivel produzir centenas de mudas idénticas ginali com todas as suas
caracteristicas e vantagens como mudas sadias tteewmaselecionadas, tamanho

uniforme, melhor desempenho no campo e maior prodatle (Thoméet al, 2004).

De uma forma simples, a cultura de tecidos envisBgfases: isolamento da planta
do seu ambiente natural, uso de técnicas asséptcasemocao e obtencdo de material
livre de contaminacgbes por microorganismos e aule manutengam vitro num

ambiente estritamente controlado (Rathore, 2004).

Durante as fases da culturavitro, as plantas crescem sob condi¢cdes especiais de
redugéo das trocas gasosas, alta humidade doiea, ibtensidade luminosa e uso de
acucar (sacarose) como fonte de energia. Estascéesdpodem causar inibicdo da

fotossintese, estomas anormais, maior acumulacdoredervas ou biomassa,
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dificultando a micropropagacao e a aclimatizacdiop@rcionando perdas elevadas de

plantas na transferéncia para as condied@egro (Borghesan, 2003).

As plantas cultivadais vitro séo depois enraizadas em vasos para se deseevolver
em solo e adquirirem dimensdes e caracteristicgas gmerem ser transplantadas para
outros locais. Este processo denomina-se aclimag@cansiste em retirar a plantula da
condig¢aan vitro e transferi-la para vasos com solo, em condigoesaadas de estufa,
tendo por objetivo superar as dificuldades qudastydas obtidas por cultura de tecidos
enfrentam quando sdo removidas dos tubos de eriSsse. processo € critico, pois a
plantula passa de um ambiente de baixa transpirpeé® outro que exige maior
desenvolvimento, podendo ocorrer stresse hidricorre a passagem de um estado
heterotrofico para outro autotrofico, a dispondalie de sais € diferente e, finalmente, a
planta sai de um estado asséptico para ficar auggt ataque de microorganismos

saprofitos e eventualmente patogénicos (Gratap&dilachado, 1990; Maciel, 2000).

A. pintodasilvaeé uma planta de pequeno porte onde as técnicagrmanais
de propagacao vegetativa sdo de dificil aplicagdorecurso as metodologias de
propagacaan vitro pode ser um precioso auxiliar quer na sua pro@@gager no
estabelecimento de protocolos que melhor permitampeeender os mecanismos de

tolerancia desta espécie aos metais pesados (Re2@08).

1.7 —Porcelliodilatatus

Isbpodes terrestres sdo bons representantes do dgupacrodecompositores do
solo, e habitam a camada superior do solo (Caétéal, 2012). A sua atividade
saprofita contribui para a fragmentacdo da matérganica, principalmente folhas
condicionadas, aumentando a area de ataque pdexasipositores (como os fungos e
bactérias, promovendo a degradacdo microbiana)ueo apnstitui uma importante
funcdo no processo de decomposicdo. A atividadeéeslesrganismos aumenta a
reciclagem dos nutrientes essenciais, 0s quaisu@essaima grande importancia na
manutencéao da fertilidade do solo (Caseiral, 1999; Calho&tal, 2012).

Estas caracteristicas ecoldgicas, associadas carcaptura facil no terreno e
manutencado nas culturas de laboratorio, tornans@sodes terrestres bons candidatos

para testes em organismos, tanto em estudos pumeooldogicos como
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ecotoxicolégicos (Caseiret al, 1999). Aléem disso, estes organismos tém grande
capacidade para tolerar altos niveis de metaigddpss#ornando-os num G6timo modelo
para estudos de bioacumulagdo, como é o caso dmnpee estudo. Os Isopoda
mostram-se, assim, organismos chave para a maaigéo ambiental (Calhéet al,
2006, Calhdatal, 2012).

15

A acumulacéo dos metais nos isopodes ocorre davatim¢cdo de uma estratégia
de tolerancia, acumulando e imobilizando estes imetan Orgdos denominados
hepatopancreas, em vez de diminuir a absorcéo merdar a excrecao (Correghal,
2008, Calho@tal, 2011).

A escolha deP. dilatatus Brandt para este tipo de estudos é baseada na
representatividade desta espécie no Sul da Eur@pagénero Porcellio tem,
essencialmente, uma distribuicdo ocidentaP.e dilatatus é particularmente bem
representado nas ilhas atlanticas (Acores, Mad€aaarias), Peninsula Ibérica e nos

paises do Norte de Africa (Marrocos, Algéria, Tia)is

wauaTAMS |
*Hacusrran

. [
p MALI

Figura 7. Porcellio dilatatusocorre principalmente nas ilhas atlanticas, Petnibérica e nos paises do
Norte de Africa.

P. dilatatuspertence a Ordem Isopoda, uma das maiores ora@ensugtaceos,
sendo a maioria das 5000 espécies habitantes derdetomarinhos. No entanto, é
nesta ordem que se encontra o0 maior grupo de ceastarerdadeiramente terrestres,
membros da sub-ordem Oniscidea, conhecidos vulgaemeor bichos-da-conta
(pillbugs), devido a capacidade de se enrolarem sobre giipséem situacdes de perigo
adquirindo uma forma esférica, o que lhes fornecéepdo e auxilio na reducédo da

perda de agua por evaporacao, ja que respiranroqlias.
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A maioria dos isopodes mede entre 5 a 15mm e passuE coloraca
acinzentada. S&o pequenos animais de corpo compitiatado dorsoventralmente
preferem loca humidos, debaixo das pedras ou dos detritos aisgee que s
alimentam. Podem sencontrados em muitos biomas em todo o mundo, inz

florestas temperadas, florestas tropicais, e pess'®.

Figura 8. Porcellio dilatatus[fotos da autora].

Os is6podes acasalam durante todo o ano, com akptBeidade na Primaver
As fémeas p6em os ovos, até a um maximo de 200trgasportam numa bolsa f
debaixo do corpo. Os ovos eclodem entre trés asssb@nas e 0s jovenao de cor
branca, permanecenda bolsa durante seis a oito semanas, até serexnesagle cuide
de si proprios. Pode haver uma a duas gerac¢desnpoicom individuos que vivem ¢

aos trés anos, dependendo das condicdes meteors™* 2],

Como a naioria dos crustaceos, o corpo esta divido emregies: cabec:
torax e abdomeffigura 9. Nos isépodes, o primeiro segmento do térax estdido
com a cabeca e cada um dos restantes sete segmpessasum par de patas. Posst
dois pares de antemee uma boca formada por quatro mandibulas. Oss odiac
compostos. As primeiras antenas sao normalmetiteadtis de forma quimica sensit|

e as segundas antenas séo ta.
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Figura 9. Representacao esquematica do c dePorcellio dilatatus(a esquerda) e detalhe do corpt
direita).

Os isOpodes sdo funcionalmente descritos como fd#agrdé sendc
considerados como edompositores primarios, poistuam preferencialmente |
fragmentacdo da matéria vegetal, principalile na matéria condicioda. S&o também
considerados coprafos, pois ingerem as suas proprias fezes e as fEz®utro:
animais. A copradgia resulta de umeeducao na relagcdo C/N e maictividade

microbiana (Correiat al, 2008)

1.8 - Objetivo

Para avhar se a hiperacumulacdo de niquel A. pintodasilvae fornece uma
defesa elementar contra a acdo herbivoraP. dilatatus prdendese estudar a
preferénciaalimentar e a performance deste detritivoro quangiito a dieta de folhe
condicionadas dA. pintodasdlvae colhidas em populagbes naturais e obtin vitro, e
em face deoutras espécies n-acumuladoras,A. simplex e A. glutinosa
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Para a realizacdo deste trabalho experimentalmfaralizadas trés espécies
vegetais,A. pintodasilvae (Brassicaceae), cujo efeito eR dilatatus se pretende
estudarA. simplex(Brassicaceae), nao hiperacumuladora, glutinosa(Betulaceae),
utilizada como controlo positivo, na medida em gs&a planta foi considerada como
alimento 6timo para porcélios, permitindo boas $aga crescimento e de reproducao
em cultura (Sousetal, 1998; Caseiretal, 2000).

2.1 - Colheita e Condicionamento das folhas

Os individuos deA. pintodasilvaeforam recolhidos na area serpentinica de
Alimonde, Braganca e os individuos AlesimplexXoram recolhidos na area serpentinica
de Carrazedo, em Julho de 2009. As folhasAdeglutinosa foram colhidas de
exemplares adultos em Coimbra, no Parque Mondagty po rio. Todas as amostras
foram recolhidas antes da abciséo.

As folhas das amostras de pintodasilvaee A. simplexrecolhidas foram secas
no laboratoério, a temperatura ambiente e ao allggtuz. Cerca de um més antes do
inicio dos ensaios, procedeu-se ao condicionameasofolhas na Mata do Jardim
Botanico da UC, durante 30 dias, em saquinhosdkefrea, colocados na manta morta.
As folhas deA. glutinosaforam condicionadas apenas durante 15 dias. Defoo@én
guardados a 4°C, até serem utilizados (Goncalads2007).

O condicionamento das folhas é utilizado para pgerendegradacao das defesas
hidrossoluveis e o0 condicionamento microbiano resnés para tornar as folhas

palataveis para os isopodes (Sousa, 2003).

2.2 -Determinacéo da concentracdo de Niquel no materiakgetal

A concentracdo de niquel no material vegetal feéreinada antes do inicio do

condicionamento.

Para a quantificacdo do niquel total procedeu-sacdedo com o manual de
métodos analiticos do equipamento de absorcdo @éoam chamaPerkin Elmer
Aanalyst 10D Uma sub-amostra de 100mg foi retirada do sagualmeduzida a po.
Depois, foi colocada num copo Teflon ao qual tamlsmadicionou 2ml de acido
nitrico concentrado (69% v/v). Este processo, dégeacida, foi repetido para todos os
saquinhos. Os copos Teflon foram entdo colocadosmarestufa, sob presséo, a 150°C
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durante 8 horas. No final deste processo, o voldasecopos foi ajustado para 10ml
com agua ultrapura. A concentracdo de Ni foi lida @spectrofotometria de absorcéo
atomica com chamdagrkin Elmer Aanalyst 100A curva de calibrag&o foi construida
com duas concentracfes conhecidas de sulfato delrigxahidratado (NiSO4.6H20),
correspondentes a 2 e 7ug/g Ni de peso seco (Geseaal, 2007).

As médias e os erros padrbes das concentracdesfdeai calculados no final
do procedimento.

Todo o material de laboratorio foi lavado com éandtrico a 10% (minimea
6h) e enxaguado com agua ultrapura duas vezeseEessario evitar o contacto entre o

material vegetal e objetos metélicos, para queosaaessem contaminagdes.

2.3 — Obtencéo de materiain vitro

Este ensaio teve como objetivo a propagagaotro de A. pintodasilvae para
ser possivel a obtencdo de plantas sem as cong@sdrale Ni caracteristicas da
hiperacumulagéo, A.simplex para a obtencdo de exemplares cultivados foraedo
ambiente natural, na tentativa de saber mais smbseus mecanismos de defesa contra

ataques bidticos.

2.3.1 - Culturain vitro de Alyssum simplex

Sementes de individuos de simplexcolhidos em Carrazedo, foram colocadas
a germinar, mas nao ocorreu germinacdo. Varios dostale germinacdo foram
testados, como a germinacdo em papel vegetal, gggcdo em meio MS, tratamento no

frio das sementes antes de serem coloc

adas a germinar em meio MS, isolamento dos embpéses germinarem em
meio MS, utilizacdo de acido giberélico na tentatde estimular a germinacdo. Em
nenhum destes métodos ocorreu germinacav. danplex sendo esta a razéo pela qual

nao existe um tratamenito vitro desta planta.

2.3.2 - Cultura in vitro de Alyssum pintodasilvae

A culturain vitro de A. pintodasilvadoi realizada a partir de sementes colhidas
na populacao de Alimonde, Braganca. Este ensaeodemo objetivo a propagacéo

vitro deA. pintodasilvagpara ser possivel a obtencéo de plantas seml.nique
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2.3.2.1 -Recolha e esterilizacdo das sementes

A colheita de individuos d&. pintodasilvagem Braganca, permitiu a recolha de
sementes.

As sementes foram removidas do fruto e, em segesiarsilizadas. Para este
processo, foi preparada uma solucdo de hipocldetaalcio (7,5 % p/v) — 7,59 de
hipoclorito de célcio foram diluidos em 100ml deuagdestilada. Esta solugéo foi
posteriormente filtrada, a qual foram adicionadagofas de detergente Tween. As
sementes foram colocadas na solucéo, cerca de riitasi com agitacdo. Apos este
tempo, as sementes foram lavadas trés vezes comndégtilada e, de seguida, foram

colocadas a germinar.

2.3.2.2 - Preparacao dos meios de cultura

Para a culturan vitro utilizou-se o meio MS. E um dos meios de cultuagap
plantas mais utilizado em ensaiws vitro sendo, geralmente, elaborado a partir de
solugbes stock de macronutrientes (20x), microsawiteis (100x), mio-inositol (50x),
FeEDTA (40x) e vitaminas (50x), e cuja composicéta éendicada n&abela |.
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Tabela | — Composicdo do meio base MS utilizado nos ensigosulturain vitro de

Alyssum pintodasilvae

Meio MS (Murashige&Skoog, 1962)

Sacarose (p/v) 2,5%* (mg/L)
Macronutrientes (mg/L)
KNO3 1900
NHsNO; 1650
CaCb.2H,0O 440
MgSO,. 7H,O 370
KH,PO, 170
Micronutrientes (mg/L)
NaEDTA.2H,0O 37
FeSQ.7H,0 27,8
MnS04.4H0 22,3
ZnSQ.7H,O 8,6
H3BOs3 6,2
Kl 0,83
NaM00,.2H,0 0,25
CoCh.6H,O 0,025
CusSQ.5H,0 0,025
Mio-inositol 100 mg/L
CompostosOrganicos (mg/L)
Glicina 2
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5
Tiamina 0,5

*Na formulacé&o original do meio MS a concentracéilizada é de 3%.
As solugdes stock de macronutrientes e FeEDTA faramtidas a cerca de 4°C

e as solugdes de vitaminas, mio-inositol e micnoenites foram mantidas a cerca de
-20°C.
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Na preparacdo dos meios de cultura, os compongatagferidos foran
adicionados ao volume requerido assim col fonte de carbono utilizada, sacarose
concentracéo de 2,5% (p/v). Em seguajustou-se o pH para 5péla adicdo de KOI
0,01N — 1IN.Por dltimo, foi adicionado ar (Food Grade E06), na concentracédo
0,7% (p/v), e ajustoge o voume final dos meios. O meio MS fpreparado numa
placa de aquecimento n@afacilitar a dissolugdo do agar. O meio foi distido por
tubos de ensaio e esterilizado por autoclavage@18Cl a pressdo de latm., cerc
20min.

Todos os procedimentos descritos a seguam realizadse numa camara c

fluxo laminar para evitar a contaminados meios de cultura.

2.3.2.3 -Germinacao das sementt

Sementegsterilizadade A. pintodasilvadoram inoculaas nos tubos de ensi
com meio MSdurante 3 semanas na estufa sez direta incidentdfigura 10. Apos
esteperiodo, a maior parte ¢ sementes germinou & apices das plantulas for

excisados e utilizadam indculcpara a multiplicacam vitro.

Figura 10. A esquerda, sementes A. pintodasilvaeem meio MS. A direira, pntulas deA.
pintodasilvaegerminadas em meio N, apés 3 semanas [fotos da autora].

2.3.2.4 -Estabelecimento das culturas e Propagaciin vitro

Parainduzir a proliferacd, foi utilizada citocinina BA (benziladenin~ um
regulador de crescimento conhecido pelo seu papdkesenvolvimento meristematic
gue aumenta a inducdo da proliferacao de rebergagiados apice:

A citocinina BA foi adicionada ao mo MS na concentracao de 4,40. 122

plantulas foram expldadas para os tubos de ensaio e colocadas na, esttfa de -
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semanas, a 25°C, num fotoperiodo de 16h luz : 8hr@spara que ocorresse

proliferagéo de rebentos axila (figura 11).

Figura 11. Plantulas deA. pintodasilae em meio MS com citocinina BA. De notar a prolifétagde
rebentos axilareapds 4 semanas de inocula na imagem a esquerffatos da autora

ApOs 4 semana®s rebentos axilares foram separados e mudadoimeio de
enraizamento, meio MS cc as concentracOae macronutrientes e FEEDTA reduzi
a metade e sacarose a%,®3 plantulas foram explantadas para os tubos deeasH
caixas de culturéfigura 12). As plantulas foram mantidas na estdéaante cerca de

semanas (figura 13).
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Figura 12. Plantulas deé\. pintodasilva em meio de enraizamento: meio MS com as concemside
macronutrientes e FEEDTA reduzidi metade [fotos da autora].
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25

Figura 13. Desenvolvimento de raiz em plantulde A. pintodasilvaeap6s 4 semanas em meio
enraizamento [fotos da autora].

Apods 4 semanass plantulas enraizadas foram cuidadosamente rdasodios
tubos de ensaio ou caixas, 0 agar removido dassraizolocadas em vasos com ¢

O solo utilizaddoi recolhido 10 Jardim Botanico de Coimbeafoi autoclavad
a 121°C e 1 atmdurante 20 minutos. Posteriormente, o solo autadk foi colocado
em 25 vasos de plastic@s vasos foram colocados a embeber durante 24 lantes
da transferéncia das plalas (figure14).

Figura 14. Transferéncia das fntulas deA. pintodasilvaepara vasos com terra de jar [fotos da
autoral.
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2.3.2.5 -Aclimatacao das plantas obtidain vitro

Os vasos foram colocados numa estufa com c¢Oes de humidad
luminosidade (16h luz : 8h escuro) e temperaturdrolada (25°C), durante 8 sema
(figura 15).

Figura 15. Individuos deA. pintodasilva em aclimatacdoapés 8 semanas de aclimat: [foto da
autoral.

No final dos ensaios, os individuos foram excisados @ossesend
posteriormente colocados a condicicem, por 30 dias, ha mata dardimBotanico.

2.4 -Obtencao e manutencéo dPorcellio dilatatus

Os individuos deP. dilatatus foram recolhidosnuma zona ericola em
Carregosa, Oliveira de Azem, tendo sido alimentados com folhas condicionade
Alnusglutinosae mantidos a uma temperatura de cerca de 22°@eféddo de 16h ¢

luz.

2.5 - Acdo da dida de Alyssum pintodassilvae, Alyssum simp e Alnus

glutinosaem Porcellio dilatatus

Nos ensaios corR. dilatatusforam utilizadas caixas de Petri de plastico «
13mm de altura e 5,5cm de didmetro, as quais assegu a ventilagdo apropriada p
0 is6pode. O fundo de cada caixa foi coberto cora mistua de gesso de Paris c
carvdo ativado (Sousa, 2003). A mistura foi pukemta com agua, para forne
humidade ao is6pode.
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Foram efetuados 5 tratamentos:

1. Alyssum pintodassilvaglimonde
Alyssum simple€arrazedo

Alyssum pintodassilvaultivadoin vitro

Alnus glutinosa

o b~ 0N

Jejum

A excecdo do tratamento em jejum, realizado pana@eper se os isépodes
morreram por evitar o alimento ou por ingeri-lo, exada réplica dos restantes
tratamentos foram colocados 100mg de folhas camthdias; cada caixa continha uma
espécie de planta e um is6pode. Foram preparadeipli®as de cada tratamento. As
folhas deA. glutinosaforam seccionadas devido as suas dimensdes, sugayiores as
folhas deAlyssum Os isopodes foram alimentados com as folhas wragque € este
0rgdo que apresenta as maiores concentracdes s ilantas hiperacumuladoras de

Brassicaceae, principalmente o génglgssum(Baniet d, 2010).

Os isopodes foram pesados e distribuidos aleaten@pelas caixas, apenas um
porcélio por réplica. Durante o ensaio, com duragé&o32 dias, as caixas foram
mantidas a uma temperatura constante de cerca®@ee¥fotoperiodo de 16h luz:8h
escuro. A humidade nas caixas foi mantida pulvedeacom agua sempre que
necessario. A adicdo de alimento, devidamente pesarreu quando se justificou,
evitando assim que o isOpode fosse sujeito a peEsidé fome. Ao longo do ensaio,
procedeu-se ao registo da mortalidade, da pesagsiis@odes e das fezes produzidas,
de oito em oito dias. As fezes foram recolhidasaseimente. No final do ensaio foi

pesado o material foliar restante, assim comodmoes sobreviventes.

Os seguintes parametros foram determinados:

> % Mortalidade e % Sobrevivéncia;

» Quantidade Total de folhas consumidas (QFC);

» Variacao de Peso dos isépodes (Wgh): Peso finake Ricial;
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> Indice de Fagodepressio/ Fagoestimulacéo: PQEL(T)/QFC(C); sendo T o
tratamento e C o controlo, tomando como contAdlus glutinosa

A normalidade e a homogeneidade foram analisadasgste de Kolmogorov-
Smirnov e teste de Levene, respectivamente, parquantidade de folhas
consumidas (QFC) e para a variacdo de peso (Wghyesultados obtidos foram 28
analisados estatisticamente através de ANOVA de umaseguida do teste de
Fisher LSD. A mortalidade e sobrevivéncia foram liasadas pelo teste de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, seguido do teste Lagrank. O nivel de
significancia selecionado foi sempre0,05. O tratamento estatistico dos dados foi
efetuado com o programa SPSS 21.0 (SPSS 2013).
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3.1 - Determinacéo da concentracao de Ni no matefiaegetal

A concentracao de Ni encontrada nas folhaglgiesum pintodasilvaeolhidas em
Alimonde foi de 9287,17 + 529 pg/g (média * errad@) e nas folhas délyssum
simplexcolhidas em Carrazedo foi de 65,148 + 26,7 pugkp{en+ erro padrao).

As concentragdes determinadas confirmam o status de hiperacumuladora de A. pintodasilvae,
de acordo com os resultados obtidos em estudos anteriormente publicados e que
demonstraram a hiperacumula¢do em A. pintodasilvae (Meneses de Sequeira & Pinto da Silva,
1992; Peterson et al, 2003; Gongalves et al, 2007). Os estudos relativos a A. simplex sdo
escassos (Brooks and Radford, 1978; Vilas Boas, 2010), sendo que o presente estudo se junta
aos poucos existentes que descrevem o status de ndo-acumuladora de A. simplex.

3.2 — Obtencao de materiain vitro

O ensaio de propagacao vitro foi efectuado com o objetivo de obtér
pintodasilvaesem Ni, uma vez que a culturavitro € uma metodologia utilizada para
produzir plantas em larga escala.

As condi¢des de propagac#ovitro de A. pintodasilvagforam otimizadas por
Ferreira (2008), pelo que neste ensaio se seguasnprotocolos descritos nesse
trabalho.

Nas condi¢Oes testadas, as sementes mostraranajp@adade germinativa, na
ordem dos 70%. A adicdo de citocinina BA ao meiocdiéura dos apices induziu a
proliferacdo dos meristemas axilares e permitibtaregdo de 122 plantulas que foram
colocadas em meio de enraizamento. Posteriormast@lantulas foram transferidas

para vasos com solo e registou-se 100% de sucassdimatacao.

Daniela Sofia Aguiar dos Santos 2013

30



Testes de ndo escolha em Porcellio dilatatus so# dieta de folhas de £ssum spp. com diferentes concentragées ¢

3.3 - Acdo @ dieta de Alyssum pintodassilvae, Alyssum simpl e Alnus

glutinosaem Porcellio dilatatus

Entre os parametros mausados nodestes ecotoxicolégic com isOpodes
(Calhbaet al, 2011),encontrar-se, neste estuda, sobrevivéncia, variagcao de pe:
quantidade de alimento consurn. Avaliar mudangas nos padrdoes de sobrevivé
causadas pela exposicdo fatores de stress € crucial para entender
estabilidade/crescimento da populacdo e poderétirel funcdo dos isoOpodes r

processos de decomposi¢énos ciclos de nutrientes (Calhéal, 2011)

No presente ensaio, verific-se que a mortalidade ¢k dilatatus foi maior nos
individuos alimentados coifolhas deA. pintodasilvaedo que naqueles alimentac
com as folhas das restantes plantas e nos indvlijeitos a jejum (figuraé e Tabela
I). A. dutinosa foi utilizada como controlo positivo, uwez queas fohas esta espécie
foram consideradas conadimento 6timo para os isépodes (Soet al, 1998, Caseiro
etal, 2000).

100 -

90 -

80 - a=pmw A lyssum pintodasilvae
& 70 -
<§ 60 - el Alyssum simplex
2
2 50 -
S 40 - A'/yssum pintodasilvae in
N vitro
X 30 -

»=Alnus glutinosa
20 -
10 - .
ami@® Jejum
0
0 8 16 24 32
Tempo (dias)

Figura 16. Curvas de sobrevivén de Kaplan-Meier dé”orcellio dilatatus alimentados com folhe
condicionadas délyssumpintodasilva, Alyssumsimplex Alyssum pintodasilvaecultivado in vitro,
Alnusglutinosae sujeitos a jejur. Médias de 12 repeticdes para cada tratamento.

Analisando o graficda figura 16, verifica-se queunica morte ocorric
nos individuos lamentados cor A. glutinosa(8% de mortalidade) aconteceu no ini
do tratamento, e a Unica morte ocorrida no tratémneam A. pintodasilvae in vitr
(8%) ocorreu a meio do ensaio. A mortalidade foi muit@isnacentuada e
A.pintodasilvag(83%) e foi paticularmente intensa na ultima semana do e. Este
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resultado estd de acordo com o estudo de Goncatves, (2007), em que foi
comparado o efeito d&. pintodasilvaelberis procumbengBrassicaceaeMicromeria
juliana (Lamiaceae) @lnus glutinosana dieta deP. dilatatus No tratamento jejum, a
mortalidade foi de 42% e ocorreu gradualmente agdodo ensaio. Este resultado
indica que a elevada mortalidade (83%) registada is@podes alimentados cofn
pintodasilvaendo ocorreu por evitarem o alimento, e sugeresgjge consequéncia da
toxicidade causada pelas folhas condicionadas eqwegram de alimento B. dilatatus
(Boyd & Jhee 2005 Freemaret al,2007). Além disso, como ja referido, a mortalidade
no tratamento coml\. pintodasilvaefoi particularmente intensa na ultima semana do
ensaio. No entanto, a quantificagdo do Ni existerte isopodes no final do ensaio
permitiria discriminar efetivamente o efeito toxisds-ingestdo (Behmer, 2005). Bn
simplex, os individuos morreram maioritariamente no final ensaio. Ndo sendo
hiperacumuladora de Ni, os valores de mortalidadestados (67%), mais elevados que
no jejum, podem ser devidos a presenca de elevimwes em defesas quimicas
organicas, como compostos fendlicos ou glucosiosl@Whittaker & Feeny, 1971;
Kessler & Baldwin, 2002, Martinez-Ballesthal, 2013). A presenca de glucosinolatos
€ uma caracteristica comum da familia Brassicafkalea et al, 2001). A auséncia de
diferencas significativas entre as duas espéciddygsumpode indicar qué.. simplex,
ndo sendo hiperacumuladora, efetua um investimenmodefesas quimicas contra
herbivoria, enquanto que a hiperacumulacdo de NAepintodasilvaeactuaria como
defesa elementar. Em Goncalves al, (2007), ndo foram detetadas diferencas
significativas nas concentracdes de compostos itasokentreA. pintodasilvaee os
restantes tratamentos, pelo que estes compostdsnd@oinfluéncia na performance de
P. dilatatus A realizacdo de ensaios de escolha e a repat@siensaios de ndo escolha
incluindo novamente o ensaio de jejum permitiriamerder melhor o mecanismo de
resposta deP. dilatatus principalmente aA. simplex Também a quantificagdo dos
glucosinolatos e compostos fendlicos nas duas iespéeAlyssunpermitiria comparar

a presenca destes compostos e a sua funcao, asaonrovestigar a hipotese tade-

off paraA. pintodasilvaecomo investigado par@hlaspicaerulescenpor Tolraet al,
2001, onde os resultados obtidos no cultivo de tgtame Thlaspi numa solucao
nutritiva com concentracfes de 1.5, 500 and 100(pMuportam a hipétese ttrade-

off entre 0 Zn e glucosinolatos na parte aérea daaplaois as concentracbes de

glucosinolatos diminuiram com a exposicao as cdragbes crescentes de Ni.
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Na figura 17 esta representado o tempo meédio de sobrevivénciecasta
tratamento. E possivel observar o tempo médiale sobrevivéncia dP. dilatatusé
significativamente menamno tratamento corA. pintodasilvaedo que nos tratament
comA. glutinosa(Z=10,796;p=0,001) e &\. pintodasilvae in vitr¢Tabela Il.

c
b,c b
a.c
i a,b,c

w w w
o = N
1 1 )

Tempo médio de sobrevivéncia (dias)
N
(o]

28 -
27 A
26 )
Alyssum Alyssum simplex Alyssum Alnus glutinosa Jejum
pintodasilvae pintodasilvae in
vitro

Figura 17. Tempo médio de sobrevivéncia cPorcellio dilatatus sujeito a dieta com folhe
condicionadas délyssumpintodasilva, Alyssumsimplex Alyssumpintodasilvaecultivado in vitro,

Alnusglutinosae sujeitos a jejur. Médias de 12 repeticBes para cada trataméstdinhas representa
os erros padrdo. Letras diferentes significam qumédias sao significativamente<0,05) diferentes
segundo o teste Log rank.

O tenpo médio de sobrevivéncia P. dilatatusfoi significativamente diferent
entre A. pintodasilvaee A. pintodasilvae in vitr (Z=11,207; p=0,00;, resultado que
indica a importdaa do Ni como defesa elemen Na verdade, resposta de
P.dilatatusquandoalimentado com folhas cA. pintodasilvaesem Nifoi semelhante a
resposta &. glutinosa (Z=0,001;p=0,97%, espécie utilizada comeontrolo positivo
mostrando um tempo de sobrevivéncia elevado e unte %hortalidde baixa. Este
resultado demonstra ausncia de efeitos toxicos das folhas Al@intodsilvae in vitr
(sem Ni) assim com@referénci alimentar por parte d@. dilatatus. Ensaios com
plantas cultivadas coroncentracdes intermédias de Ni nas folhaA. pintodasilva,
tal como planeado inicialente,poderiam auxiliar na compreensdo do comportan
alimentar e performance dos is6po. No entanto, a contaminacdo dos vasos cont
solo com diferentes concentragcoes de Ni imposihik realizagéo desses ensaios,
as plantas que foram recuradas nao foram suficientes para a realizagao oeesa=

Apesar do tempo médio de sobrevivénno tratamento confA. simple e comA.
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glutinosaser semelhante, o comportamento dos isépodes dusaphsaio fc muito
distinto, uma vez que e simple a mortalidadedi mais acentuada ndtima semana
e no amieiro os individuos sreviveram quase na totalidade mgrtanto, os doi

tratamentos séo estatisticamente difer¢ (Z=7,005; p=0,008).

A andlise da quantidade de folhas consumidas revgle exitem diferencas
significativas (f05(3)3,261,256;p=0,010) entre os tratamenidabela Il e Figura J).
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Figura 18. Quantidade de folhas consumidasAlyssum pintodasilvaale Alyssum simple, de Alyssum
pintodasilvae in vitroe deAlnus glutinos por Porcellio dilatatusapos 32 dias de ensaio. Médias ¢
repeticdes pardlyssum pintodasilvi, 4 repetices parAlyssum simplexl1 repeticdes parAlyssum
pintodasilvae in vitrce 10 repeticbes pa Alnus glutinosaAs barras reg@sentam os erros padr Letras
diferentes significan que as médi sdo significativamente diferentes (§85), segundo o teste de Fis
LSD.

O tratamento conA. pintodasilvadoi o que apresentou menor quantidade
folhas consumidas, evidenciai diferengas entre o controlo positiva, glutinosa e A.
pintodasilvae in vitro A diferenca significativa entre os dois tratanessnide A.
pintodasilvaemostraa importancia do Ni na escolha alimenipois na auséncia (
concentracdes elevadas de nas folhaso comportamento alimentar dos isépodes
muito diferentejnfluenciando bastante na preferéncia e quantidagkrida, sugerind
gue o Ni possui também um efeito inibitério no cam@mentoalimenta, como foi
observado na % de sobrevivéncia, 10 mais elevada ea. pintodasilvae in vitr. Nao
foram detetadas diferencas significativas elA. pintodasilvaee A. simplex o que
sugere gue a palatabilidade das fc de ambas as plantpara os isépodes poderir
semelhanteapesar de se poder orvar no grafico da figura 18aior preferéncia pc
A. simplex No inicio deste traball, foi colocada a hipétese de uma acéo difer
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destas duas plantasobre P. dilatatu, pois pensou-seA. simple, ndo sendo
hiperacumuladoras, nao teria efeitos -herbivoros acentuadosA realizacdo d
ensaios de escolha poderiam clarificar a prefeaéaonentar diP. dilatatu: em relacao

a estas duas plantas, na tentativa de esclare¢ a preferéncia observe nos isopodes é
realmente semelhantama vez que enermos de acéo sobre os isépodes, veri-se

que A. simplexteve um efeito menos toxico, e portanto ocorreuomd&b de 5

sobrevivéncia em relagacA. pintodasilvae

Foram detetadas diferengas significativas o s)4,263,752; p=0,01) na
variacdo de pes(Wgh) dos is6podes entA. pintodasilvaee os restantes tratamen
(figura 22 e Tabela Il).

1,0

0,5 -
- 00 bt
£ Al m Alyssum Alyssum  Alnus glutinosa Jejum
) pint ilvae simplex  pintodasilvae in b b
=05 - b vitro

b
-1,0 -
-1,5 - a

Figura 19. Variacdo de peso (Wgh) cPorcellio dilatatussujeitos a dieta com folhas (Alyssum
pintodasilvae de Alyssum simpl¢, de Alyssum pintodasilvae in vitre deAlnus glutinos, apés 32 dias
de ensaioMédias de 2 repeticdes paAlyssum pintodasilvaed repeticdes parAlyssun simplex11
repeticdes pardlyssum pintodasilvae in vit, 10 repeticdes parAlnus glutinosae 7 repeticdes para
Jejum As barras representam os erros padiLetras diferentes significa que as médi sdo
significativamente diferentes (p<0,05), segundo o testagier LSD.

Em A. pintodasilvie observouse uma acentuada perda de pepois foi 0
tratamento onde ocorreuneno consumo de folhadNos isdpodes sujeitos a dieta ¢
folhas deA. pintodasilvaesem Ni verificou-se aumento de pe&ste resultadindica
que as defesas contra agentes bidticoA. pintodasilvaesao praticamente inexisten
gquando a hiperacumulagdo de Ni ndo ocorre nestaaplamais uma evidéncia
importancia no uso deste elemento na proteca-herbivoria. O aumento de peso (
isbpodes sujeitos a dieta com folhas A. simplex (apesar de ndo terem si
evidenciadas difencas no consumo de foll) foi significativamente diferente A.

pintodasilvae o quepode indicar que o mecanismo de defeseA.simple: ndo é téo
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eficaz como a defesa elementar de Ni na plantardgpmuladora, permitindo a

isbpodes alimentarem-sa glanta e umentar ou manter o seu peso.

O Indice de fagodepressdo ou fagoestimulacdo (P@s} relacdo existent
entre amédia da quantidade de folhas sumidas no tratamento ar&dia do control
positivo,A. glutinosa e varia entre 0 (maximo dnibi¢do) e 1 (ndocorre inibicdo). Os
valores determinados p&A. pintodasilvag0,26),A. simplex(0,82 e A. pintodasilvae
in vitro (1,00 mostram que fagodepresséao foi mais acentuadaferpintodasilva e em
A. simplexfoi menos acentua, e emA. pintodasilvae in vitraverificou-se que ocorreu

fagoestimulacéo (figura 20 Tabela I).

1,00 -
0,90 -
0,80 -
0,70 -
.= 0,60 -
B 0,50 -
% 0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 -
Alyssum pintodasilvae Alyssum simplex Alyssum pintodasilvae in
vitro

Figura 20. indice de fagodepressdo Porcellio dilatatussujeitos a dieta com folhas Alyssum
pintodasilvae de Alyssum simpl¢, de Alyssum pintodasilvae in vitre deAlnus glutinos, apés 32 dias
de ensaio. Médias de 2 repeticBes fAlyssum pintodasilvaélimonde, 4 repeticdes palAlyssum
simplex 11 repeti¢Bes paradyssum pintodasilvae in vit e 10 repeticdes pafdnus glutinos.

O presente estudo € um dos poucos realizados cobjetivo de avaliar a
consequéncias da hiperacumé@o de metais pelas plantasosn processos ¢
decomposicao (Boyd&Martens, 1998; Boyd, 2004; Giwexetal, 2007)

Em sintesgos resultados deste eso apoiam a hip6tese do Ni constituir u
defesa elementar na hiperacumuladA. pintodasilvae

Os dados obtidos no presente estudo indicam ge&eaadas concentracdes
Ni nas folhas dé\. pintodasilva: exercem um efeito toxico sobike dilatatus, atuando
como uma defesa elementar contra € isbpodes detritivorogssim como se tem ving
a verificar em relacdo aasitrosherbivoros em geral (Boyd Elartens, 1994; Boy &
Moar, 1999; Boyd &hee, 2005; Behmetal, 2005; Jheetal, 2006).
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Tal como sugerido em Goncalvesal, (2007), os resultados do presente estudo
apontam para a hiperacumulacdo de Ni constituiptoblema para os isopodes, sendo
de esperar taxas de decomposi¢cdo menores da natiidaca deé\. pintodasilvaePor
outro lado, ndo é de descartar a existéncia dedasptolerantes aos metais em nichos
de areas metaliferas ou serpentinicas, em resuladoevolucéo (Pollard, 2000; Boyd,
2004).

Utilizando duas plantas do mesmo género, iniciatmm@ensou-se que a acao
sobreP. dilatatusseria muito distinta, uma vez que uma planta hipenula um metal
e a outra planta ndo. No entanto, os dados obgdmenciam que a acdo das duas
plantas deAlyssumé algo semelhante, apesar de ter sido mostradé.cpiatodasilvae

exerce um efeito tOxico muito mais elevado nosasiés.

Tabela Il — Mortalidade, Tempo médio de sobrevivéncia, qdade de folhas
consumidas (QFC), indice de fagodepressao/estiduilée(ds)i) e variacdo de peso
(Wg) de Porcellio dilatatus quando sujeitos a folhas condicionadas Algssum
pintodasilvaecolhido em Alimonde e cultivadm vitro, Alyssum simplex Alnus
glutinosa

Alyssum Alyssum Alnus : Alyssu_m .
. . . . pintodasilvae Jejum
pintodasilvae simplex glutinosa L
in vitro
Mortalidade(%) 83.33+185 66,67 +1,47 8,33+1,91 8,33+1,28  41,67+2,24
Tempo médio
de 28,7+1,85 30 £147 30+1,91 30,7+1,28 28 +2,254
sobrevivéncia
QFC (mg) 13,0+10,6 412+19,4 50,0+8,31 50,9 + 17,96 Foos(@a.26= 3,752
p<0,05
Wg (mg) -13,6+1235  563+224 1,18+104 4,07 2,23 00,2857 Fy o5 0= 3,752
5,38 p<0,05
P(ds)i 0,26 0,84 1,00
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Os individuos deP. dilatatus alimentados com folhas colhidas de uma
populacdo deé\. pintodasilvaeresponderam significativamente de modo diferenie g
os individuos alimentados com as folhas dos outadamentos, o que indica efeitos do
Ni na protecdo contra herbivoros, apoiando a hgeotde defesa anti-herbivoria,
atualmente mais aceite como explicacéo para aduperulacdo de metais por parte das

plantas.

Neste estudo pretendeu-se avaliar o efeito dadgperulagdo em organismos
do nivel trofico decompositor, tendo-se verificadoa elevada inducdo de mortalidade
nos detritivoros alimentados cof pintodasilvae Este resultado € consequéncia dos
efeitos toxicos do Ni ocorrido apos ingestao ddisafy demonstrado pelas diferencas
significativas entre os dois tratamentosAdepintodasilvaes pelo tratamento sujeito a

jejum, que esclareceu que a morte dos isépodesvecadngestao das folhas.

Os resultados relativos A. simplexforam inconclusivos, uma vez que né&o
ocorreram diferengas significativamente diferemti@stodos os parametros. No entanto,
pela andlise dos resultados é possivel observaredifas relativamente ao tratamento
comA. pintodasilvaecolhido na natureza. A repeticdo dos ensaios deeséolha com
plantas de A. pintodasilvae cultivadas com difezemiveis de Ni e a realizacdo de
ensaios de escolha poderiam esclarecer quantoem@ismos de defesa Aesimplex

uma vez que o seu estatuto de ndo acumuladorariicado.

Os resultados desta dissertacdo apoiam a hipdtegaeda hiperacumulagcédo de
Ni em A. pintodasilvaefornece uma defesa elementar contra a acdo hesbtl®

P.dilatatus.
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Table 1. Brassicaceae that accumulate nickel (Ni) {for details refer to Palmer et al., 2001).

Metal (mg.gldwt)  Taxa Distribution
|30 Sam singarerise Borss. and Hausskn, lisg
2000 Téﬂspﬁ bulbasum Spruner ex Boiss, Gireece
2440 T, japonicum H.Boissieu Japan
3000 I epirotum Halacsy Gireece
3140 Psendosempervivam sempervinm Boiss and Balansa) Pobed Turkey
3420 Alvssum tenium Halacsy Greece
3960 A. falfacinwm Hausskn Crete
4000 Tidaspi ochroleucum Boiss, and Heldr. Gireece
4480 Alvssum alpesire L Southern Europe
4550 A. euboewn Halacsy Gireece
4590 A. obovatum (C.A.K{cg.'} Turez Russia
4900 A. condensatum Boiss. and Hausskn, Irag. Syria
5330 Thiaspi montanum L. var. montariun LS

6230 Alvssiw virgaium Nyar, Turkey
6600 A. smolikanum Nyar, Greece
T080 A. murale WealdsiandKit Balkans
7290 A. oxyearpum Boiss. And Balansa Turkey
7390 A. giosnanum Nyar, Turkey
T600 A. peltarioides subsp.virgatiforme Nvar. T.R.Dudley) Turkey
7700 A. flovibundum Boiss. and Balansa Turkey
7860 A. penjwinensis T.R. Dudley Ira

8170 A. anarolicum Nyar, Turkey
9090 A. akamasicum B.L.Burit Cyprus
10000 A. serpvlifolivm Dest Spain
10200 A. bertolonii subsp. scutarinum Nyar Balkans
10200 A. syriaeum Nyar., Syria
10400 A. crenulatum Boiss Turkey
10900 A. callichroum Boiss. And Balansa Turkey
11400 Bornmulleria sp petri Greuter, Charpipn and Dittrich Grecce
11500 Alvssum eriophyllum, Boiss. and Hausskn, Turkey
11700 A. discolor TR.Dudley and Huber-Morath Turkey
11800 Thiaspi tymphaewm Hausskn, Greece
11900 Alvssit trapeziforne Nyar, Trukey
12000 Thiaspi goesingense Halacsy Teece
12400 T graecun Jord Greece
12500 Alvssum heldreichii Hausskn, Greece
12500 A. robertignm Bernard ex Godronand Gren Corsica
13400 A. bertolonii Desv, Italy
13300 A. eilicium Boiss. And Balansa Turkey
13500 A. corsicum Duby Corsica
13500 A. huber-morathii T.R.Dudley Turkey
13600 Thiaspi kovatsii Heuffel Yugoslavia
13700 Alvssum markgrafii O_E Schulz Albania
14800 Streptanthus polvealoides A.Gray LUSA
16200 Thiaspi caerulescens J.Pres) Greece
16300 Alvssum f!muﬁ-a%':mm B.L.Burit Cyprus
16300 A. dubertretii gom Turkey
16500 A. carcium TR Dudleyand Huber-Morath Turkey
17100 A. troodii Boiss, Turkey

1 7600 Pseudosempervium aucheri (Boiss.) Pobed Turkey
18100 Alyssint constellatunm Boiss. Turkey
18300 Thiaspi rotundifolivm llli;o] Gaudin var, corymbosim {Gay) Central Europe
18900 Alyssum samariferum Boiss. and Hausskn. Samar
18900 Peliaria dumulosa Post Asia
19200 Bornmuellaria glabrescens (Boiss and Balansa) Cullen and TR Dudley  Turkey
19600 Alvssum davisianum T.R. Dudley Turkey
20000 Alyssum cassium Boiss Turkey
20800 Iﬁmpf elegans Boiss Turkey
18300 T, rotnndifolivm (L.) Gaudin var.corvmbosum (Gay) Central Europe
18900 A. samariferum Boiss. and Hausskn Samar
21100 A. pinifoliwm (NvarJT.R. Dudley Turkey
21300 Bornmuellera baldaccii (Degen) Heywood Greece
22200 Alvssum perocarpum T.R Dudln?' Turkey
22400 A. feshiacum (P.candargy) Rech. Gireece
23600 A. eypricum Nyar Cyprus
24300 A. masmenaenm Doiss Turkey
26500 Thiaspi jaubertii Hedge Turkey
27300 T caerulescens Germany/Belgium
29400 Alvssum afermm All Italy
31000 Thiaspi sylvium (as T, alpinum subsp. sylviun) Central Europe
31200 Bornmuellaria ymphea (Hausskn, ) Hausskn Greece
4400 Peltaria emarginata (Boiss.) Hausskn, (ireece
33600 Thiaspi oxyceras (Ilhiss.} Hedge Turkey, Syria
52120 Thilaspi cypricum Bomm. Cyprus
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