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POPULAGOES DE Mimosa bimucronata (DC.) O. Kuntze NO RIO GRANDE
DO SUL

Autora: Denise Olkoski
Orientadora: Maria Teresa Schifino-Wittmann

RESUMO

Mimosa bimucronata (Marica) € a espécie do género Mimosa mais
abundante no Rio Grande do Sul, tipica da Mata Atlantica. Poucos sao os
estudos citogenéticos para a espécie. O objetivo do trabalho foi determinar o
numero cromossOmico em populagdes naturais da espécie dentro de sua area
de distribuicdo no Rio Grande do Sul, verificar a possivel existéncia de
variabilidade intraespecifica e também analisar o comportamento meiético. As
50 populagdes de M. bimucronata analisadas foram todas diploides (2n=2x=26,
n=13). Portanto, na area amostrada, a espécie ndo apresenta variagao no nivel
de ploidia. Células polissomaticas foram observadas numa frequéncia que
variou de 0% a 31,5 % entre as populagdes, mas somente no meristema
radicular, ndo sendo observadas nas células-mae de gréo de pdlen. A meiose
de M. bimucronata é peculiar, no sentido de que as células-méae de gréo de
polen permanecem agrupadas duas a duas durante todo processo de divisao
meidtica, levando a formacao de poliades (bitétrades) com oito graos de pdlen,
0 que deve ser uma adaptacdo para uma alta producdo de sementes por um
unico evento de polinizacao.

' Dissertagdo de Mestrado em Zootecnia — Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.
(68p). Fevereiro, 2010.



CHROMOSOME NUMBER AND MEIOTIC BEHAVIOR OF Mimosa
bimucronata (DC.) O. Kuntze POPULATIONS IN RIO GRANDE DO SUL'

Author: Denise Olkoski
Adviser: Maria Teresa Schifino-Wittmann

ABSTRACT

Mimosa bimucronata (Marica) is the Mimosa species most abundant
in no Rio Grande do Sul, typical of the Mata Atlantica. There are few
cytogenetic studies for the species. This worked aimed to determine the
chromosome number in natural populations of the species in its distribution area
in Rio Grande do Sul, to verify the possible existence of intraspecific variability
and to analyze meiotic behavior. All the 50 M. bimucronata populations
analyzed were diploid (2n=2x=26, n=13). Therefore, in the area sampled, the
species does not present variation in ploidy level. Polysomatic cells were found
in the root tip meristem, ranging from 0% to 31,5 % among populations, but
were absent in pollen-mother-cells. M. bimucronata meiosis is peculiar, as the
pollen-mother-cells remained joined two by two during all the meiotic process,
leading to the formation of polyads (bitetrads) with eight pollen grains, what
should be an adaptation to a high seed production by only one pollination event.

' Master of Science dissertation in Forage Science, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (68p). February,
2010.
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1. INTRODUGAO

O género Mimosa L. compreende cerca de 480 espécies e 704
taxons distribuidas principalmente nas Américas. Muitos dos taxons sao nativos
do Brasil, sendo especialmente a regidao do Cerrado uma zona de alta
biodiversidade (Barneby, 1991). Varias espécies sdo de importancia
econdmica, enquadrando-se na definicdo de arvores multipropdsito (MPTS), ou
seja, exploradas para diversos usos e destacam-se pelo importante papel
ecolégico por serem excelentes fixadoras de nitrogénio no solo. Para o Rio
Grande do Sul sao citadas 42 espécies (Rambo, 1966).

Mimosa bimucronata (DC.) O. Kuntze € a espécie desse género de
maior ocorréncia no Rio Grande do Sul. Conhecida popularmente como marica,
é tipica da Mata Atlantica, com ampla distribuicdo nesse bioma. E explorada
para diversos usos como producado de madeira para construcdo e combustivel,
ornamentagao, cercas-vivas, recuperagao de areas degradadas, utilizagdo na
medicina popular, como melifera, entre outros. Trata-se de uma espécie
bastante abundante em varzeas brejosas ao longo dos rios, banhados e outras
depressdes de terrenos onde, nao raro, forma densas associacdes, sendo
também frequente em formacdes secundarias situadas em encostas de morros,
sobretudo em solos rochosos, com declividade pouco acentuada (Burkart,

1979).



Estudos citogenéticos fazem parte da caracterizagdo do
germoplasma de organismos em geral, sendo essenciais para genética,
taxonomia, estudos evolutivos e no desenvolvimento de programas de
melhoramento genético. Dentre as informagbes obtidas através de estudos
citogenéticos destacam-se para as plantas o nivel de ploidia, o numero
cromossémico, a regularidade no comportamento meidtico e a fertilidade dos
gametas.

Para M. bimucronata ha poucos estudos de caracterizacao
citogenética, restringindo-se esses a determinagao do numero cromossémico
em poucas populagdes da Argentina e do Paraguai. Apenas Seijo & Neffa
(2004) realizaram um estudo sobre a formagao de poliades nessa espécie, mas
nao ha analise meidtica detalhada.

Portanto, para se obter uma estimativa confiavel da variabilidade
existente sdo imprescindiveis informagdes citogenéticas em um grande numero
de populacdes coletadas na area de distribuicdo dessa espécie.

Este trabalho esta inserido em um projeto de citogenética do género
Mimosa, em desenvolvimento no Departamento de Plantas Forrageiras e
Agrometeorologia, parte de um projeto amplo de sistematica e analise
filogenética do género em parceria com a Universidade de Oxford.

Dessa forma, o trabalho teve por objetivo determinar o numero
cromossOmico e verificar a possivel existéncia de variabilidade intraespecifica
nessa caracteristica e analisar a meiose em diferentes populagbes de M.
bimucronata coletadas na sua area de distribuicdo no Rio Grande do Sul.

Essas anadlises poderao contribuir para eficientemente preservar, manejar e



explorar estes recursos genéticos, assim como reunir um conjunto de

informacgdes importantes para estudos taxondmicos e evolutivos da espécie.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Mimosa L.

A familia Leguminosae ou Fabaceae compreende aproximadamente
727 géneros e 19.325 espécies, constituindo a terceira maior familia de plantas
com flores, depois de Asteraceae e Orchidaceae (Lewis et al., 2005). Com
relacdo a sua importancia econdmica, € precedida apenas por Poaceae (Judd
et al., 2009). No Brasil, registram-se 200 géneros e 1.500 espécies de
leguminosas (Souza & Lorenzi, 2005). Fabaceae divide-se nas subfamilias
Caesalpinioideae, Papilionoideae e Mimosoideae, sendo essa ultima a segunda
maior subfamilia, registrando 82 géneros e um total de 3.275 espécies (Lewis
et al., 2005).

Assim  como Papilionoideae, Mimosoideae € considerada
monofilética, derivada de Caesalpinioideae, que € considerada como a
subfamilia basal e parafilética dentro da familia (Doyle, 1995; Doyle et al.,
2000). Quase dois ter¢os das espécies da subfamilia Mimosoideae pertencem
a trés géneros: Acacia L. (960 espécies), Mimosa L. (ca. 480 espécies) e Inga
Mill. (350 espécies), conforme citado por Elias (1974), Barneby (1991) e
Barroso (1984). Mesmo ressaltando a necessidade de novos dados para se
estabelecer uma classificacdo mais estavel, Lewis et al. (2005) dividem as

Mimosoideae em quatro tribos: Mimosae, Mimozigantheae, Acacieae e Ingeae.



A tribo Mimosae é considerada parafilética e o género Mimosa,
monofilético (Sulaiman et al., 2003; Luckow et al., 2005). A distribuicdo dos
membros de Mimoseae € mais restrita a regides tropicais e subtropicais, com
numerosas espécies na América do Sul e Africa tropical (Lewis & Elias, 1981).

O género Mimosa compreende cerca de 480 espécies, 461 das
quais nativas das Américas, sendo mais numerosas e diversas nos tropicos,
ocorrendo em baixas e médias altitudes. Algumas espécies chegam ao norte,
na regidao central temperada dos Estados Unidos e, ao sul, na regiao
temperada da Argentina e Uruguai. Algumas poucas sdo nativas da Africa
tropical e Asia e algumas endémicas de Madagascar (Barneby, 1991).

Seus habitats variam de florestas equatoriais macrotérmicas a
savanas e campos, florestas tropicais e subtropicais de vegetagédo espinhenta,
pastagens tropicais e desertos, havendo uma rapida adaptagcao das espécies,
quanto a forma de crescimento, a esses ambientes (Barneby, 1991).
Encontram-se arvores, lianas, arbustos e ervas, predominantemente
neotropicais, sendo algumas importantes plantas invasoras (Endress, 1998).

Os principais centros de especiagdo para o género sdo o Brasil
central (equivalente as regides do Cerrado e Caatinga) e o centro e sul do
México; centros menores localizam-se em Cuba-Hispaniola (Republica
Dominicana e Haiti), bacia do Orinoco e Madagascar (Barneby, 1991) (FIGURA
1).

A primeira classificagao critica das Mimosaceae e de Mimosa foi
feita por Bentham em 1841 e 1875 e, apesar de novas propostas de diviséo,

com as de Britton e Rose, em 1928, as principais definicdes de Bentham para o



género foram mantidas por Barneby (1991) em sua ampla revisdo sobre o
género. O autor reconhece cinco segdes: Mimosa, Habbasia, Calothamnos,

Batocaulon e Mimadenia, com base nas caracteristicas florais e pela forma dos
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FIGURA 1. Centros de especiagdo do género Mimosa.
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FIGURA 2. Proposta filogenética para o género Mimosa (adaptada de Barneby,
1991).



tricomas. Mimadenia seria a mais ancestral e Mimosa a mais derivada
(FIGURA 2).

No entanto, trabalhos moleculares recentes nao sustentam a
filogenia proposta por Barneby (1991). Bessega et al. (2008) analisaram 34
espécies de Mimosa e géneros afins através de sequéncias de nucleotideos de
DNA de cloroplasto e os resultados ndao consideram as secdes reconhecidas
por Barneby (1991) como mondfiléticas. Simon (2009), apresentando uma
filogenia abrangente para Leguminosae, ndo suporta a ideia de que secao
Calothamnos seja derivada da seg¢do Batocaulon, também ndo considera
muitos dos grupos propostos por Barneby (1991) como monofiléticos.

Porém, até o momento, ndo existe outra proposta quanto a

taxonomia do género e a de Barneby (1991) ainda é a utilizada.

2.2 Mimosa bimucronata

2.2.1 Caracteristicas Gerais

M. bimucronata € conhecida popularmente como marica, silva,
espinheiro ou angiquinho (Backes & Irgang, 2002). Pertence a segéao
Batocaulon, série Bimucronatae e possui duas variedades, M bimucronata
(DC.) O. Kuntze var. adenocarpa Hassl e M. bimucronata (DC.) O. Kuntze var.
bimucronata (Barneby, 1991). Entretanto, as duas variedades s&o praticamente
indistinguiveis, pois a unica diferenga entre as duas €, segunda a chave de
Barneby (1991), que M bimucronata var. adenocarpa possui tricomas mais
numerosos do que o usualmente encontrado na variedade bimucronata, além

de ser conhecida apenas no nordeste do Paraguai.



M. bimucronata ocorre no Paraguai, na Argentina e no Brasil ocorre
de Alagoas ao Rio Grande do Sul (Barneby, 1991) (FIGURA 3). Pelo interior do
Brasil atinge os campos do Planalto Sul - brasileiro e a Caatinga, em
Pernambuco (Nascimento et al., 1999). No Rio Grande do Sul é encontrada na
regido litordnea, bem como no centro e sul do Estado (Rambo, 1966) (FIGURA
4).

Esta espécie € muito abundante em varzeas brejosas ao longo dos
rios, banhados e outras depressdes dos terrenos onde, nao raro, forma densas
associacoes, sendo também freqliente em formacdes secundarias situadas em
encostas, sobretudo em solos rochosos, com declividade pouco acentuada
(Lorenzi, 2000; Burkart, 1979). Muito prolifica, escapa frequentemente ao
cultivo, podendo invadir areas de pastagens e terrenos baldios (Lorenzi, 2000).

O marica € uma espécie arbdérea com trés a oito metros de altura,
muito ramificada e aculeada (Burkart, 1979), semicaducifolia a caducifélia, ha
individuos sem aculeos, mas sao raros (Carvalho, 2004). Possui ramificagao
cimosa, irregular e bifurcada; folhas bicompostas, paripinadas; fruto do tipo
craspédio, segmentado de dois a oito articulos; as sementes sao ovais,
achatadas, olivaceas e duras (Silva, 2006) (FIGURA 5b).

As inflorescéncias sao do tipo escova, nas quais os estames
sobrepujam os demais 6rgaos florais em aparéncia, sendo esta caracteristica
bastante frequente entre as Mimosoideae (Endress, 1998). Possui
inflorescéncias onde os estames vistosos de cor branca destacam-se na
folhagem. Em cada inflorescéncia as flores se reinem em capitulos esféricos

dispostos em amplas paniculas (FIGURA 5a). As flores sdo actinomorfas,
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FIGURA 3. Mapa de distribuicdo M. bimucronata na América do Sul (Adaptado
de Barneby, 1991).
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FIGURA 4. Mapa de distribuicdo de M. bimucronata no Brasil (Carvalho, 2004).

diplostémones, unicarpelares e hipdginas. O calice € gamossépalo, de cor
branca. A corola tubulosa € gamopétala, com quatro lobos de coloragdo
branca, cada um com uma pequena mancha esverdeada no apice. As anteras
bitecas apresentam deiscéncia longitudinal e sdo dorsifixas (Silva, 2006).

O padrao de floragdo e frutificacdo da espécie € anual (Newstrom &
Frankie, 1994). O periodo de floragcao estende-se de setembro a abril, com pico
de floracdo de novembro a inicio de margo. Frutos imaturos estdo presentes a
partir de dezembro e os primeiros frutos maduros surgem a partir de janeiro e
permanecem presos a planta-mae por varios meses (Silva, 2006) (FIGURA 6;

FIGURA 7).
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FIGURA 5. a) Detalhe da inflorescéncia (panicula de capitulos); b) Detalhe do

fruto tipo craspédio. Porto Alegre, UFRGS, 20009.

FIGURA 6. Aspecto geral de individuos de M. bimucronata em periodo de
floragédo. Porto Alegre, UFRGS, 20009.
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FIGURA 7. Aspecto geral de individuos de M. bimucronata com frutos. Porto
Alegre, UFRGS, 2009.

2.2.2 Importancia e Utilizagao

A sigla MPTS (Multi Purpose Tree Species) é utilizada para designar
espécies de usos multiplos, que apresentam um manejo amplo e flexivel. As
espécies que enquadram-se nesse conceito sdo consideradas vitais nos
sistemas agroflorestais, como uma opg¢ao de uso viavel da terra, dependendo
da exploragao do potencial dessas espécies (Nair, 1993). Varias espécies do
género Mimosa enquandram-se nesse conceito de espécies MPTS, entre elas,
M. bimucronata.

Essa espécie € largamente cultivada na regido Sudeste do Brasil
para formacao de cercas-vivas defensivas, devido a abundancia de aculeos em
seus ramos (Lorenzi, 2000). E utilizada como planta medicinal, sendo a infus&o

dos brotos eficaz no combate a asma pura, a bronquite asmatica e as febres
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intermitentes (Burkart, 1979). Sua floragdo abundante, branca e docemente
perfumada € uma excelente fonte de mel e sua madeira € muito utilizada em
trabalhos de carpintaria e marcenaria (Barneby, 1991).

Foi assinalada como espécie com alto valor sociolégico em
levantamentos realizados em remanescentes de florestas riparias no estado de
Sé&o Paulo (Bernaci et al., 1998) e em areas de caatinga as margens do Rio
Sao Francisco, no estado de Pernambuco (Nascimento et al, 2003). Sendo
espécie pioneira, apresenta grande importdncia na recuperagdo de areas
degradadas, nas quais € indicadora do estagio inicial de regeneragao
(Conselho Nacional do Meio Ambiente N°02/94).

Destaca-se por sua adaptacao a terrenos umidos e rochosos, sendo
recomendada para controle de processos erosivos e para plantio em terrenos
sujeitos a inundagbes periddicas, produz muitas sementes, tem grande
adaptabilidade e rapido crescimento, o que a faz responder de forma
compensatoéria aos efeitos da selegcdo natural e nos processos de dispersao e
sobrevivéncia (Carvalho, 1994).

Bitencourt et al. (2007), ao estudarem areas degradadas pela
mineragdo de carvdo, encontraram M.  bimucronata  ocorrendo
espontaneamente, compondo comunidades pioneiras e, associadas a essa
espécie, uma série de plantulas de espécies arboéreas e arbustivas, mostrando
ser uma o6tima nucleadora, por fornecer abrigo a fauna, funcionar como poleiro
para avifauna além de proteger plantulas de diversas espécies do pisoteio do
gado bovino.

Barbosa & Faria (2006) avaliaram as concentracbées de N, P, K e Ca
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em serrapilheira e encontraram maior concentragdo desses nutrientes em
reflorestamentos de M. bimucronata, demonstrando ser esta uma espécie de
potencial elevado quanto ao conteudo nutricional a recomposicao de
ecossistemas.

Apesar das diversas utilizagcbes e da importancia ecologica, M.
bimucronata é uma espécie pouco conhecida e requer pesquisas mais

detalhadas (Marchiori, 1993).

2.3 Citogenética

2.3.1 Consideragoes gerais

Singh (2002) considera a citogenética uma ciéncia hibrida, que
combina a citologia e a genética, incluindo analise dos cromossomos (técnicas
de coloragdao cromossdmica), fungdo e movimento (divisdo celular), numero e
estrutura (analise de cariétipo), bem como modificagdes na estrutura e
comportamento e, como estdo relacionados a recombinacgao, transmissio e
expressao dos genes. A citogenética compreende todo e qualquer estudo
relativo ao cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, no
que diz respeito a morfologia, organizacao, fungao e replicagdo, bem como na
sua variagao e evolugao (Guerra,1988).

Os estudos citogenéticos possibilitam a obtencdo de informacgdes
basicas para a caracterizagao citoldgica e permitem que diferengas possam ser
encontradas entre as espécies (Pozzobon, 2005). Dessa forma a citogenética
tradicional possui papel importante nos estudos evolutivos e taxonémicos, uma

vez que auxilia nos problemas de classificacdo e identificagdo taxonémica,
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além de melhorar a compreensao evolutiva dos grupos (Stace, 2000).

O numero cromossdmico, a deteccdo de poliploidia e outras
alteragcdes do genoma altamente significativas, que nem sempre sao visiveis
por outras abordagens, sdo uma ferramenta util na sistematica e evolugédo das
plantas e podem complementar as informagdes obtidas por métodos
morfolégicos e moleculares (Guerra, 2008).

O numero de cromossomos muitas vezes representa, por si s6, um
carater de importancia sistematica. Numeros cromossOmicos similares podem
indicar relagdes de parentescos proximos; numeros cromossOmicos distintos
muitas vezes geram isolamento reprodutivo a partir da fertilidade reduzida dos
hibridos gerados. O tamanho dos cromossomos, a posigdo dos centrédmeros,
padroes de bandeamento e outras caracteristicas também podem ter
importancia do ponto de vista sistematico (Judd et al., 2009).

Embora os estudos envolvendo numero cromossémico sejam os
mais conhecidos e um banco de dados no Index of Plant Chromosome Number
(http://mobot.mobot.org/w3/search/ipcn.html) mantenha uma listagem
atualizada de numeros cromossémicos citados na literatura, a determinacéo do
nivel de ploidia e a avaliagdo do comportamento meiodtico também sao de
fundamental importancia na caracterizagao do germoplasma.

Apesar da significancia fundamental do numero cromossdmico em
sistematica e evolugédo, os dados para angiospermas sao incompletos e um
amplo levantamento de dados cromossdmicos basicos € prioridade, devido aos
problemas atuais com relagdo a conservagao de recursos genéticos.

Historicamente, quando estudos citogenéticos de espécies arbodreas
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sdo comparados aos de espécies cultivadas e/ou nativas com valor
agrondmico, a limitacado é evidente, restringindo-se a informagbes basicas
sobre sua estrutura gendmica e a inclusdo dessas espécies em programas de
melhoramento e conservagao (Schlarbaum, 2000).

As leguminosas possuem ocorréncia significativa em diversas
formacgdes vegetais, sobretudo na Mata Atlantica, com elevado predominio de
representantes arbdreos (Lima, 2000). Dessa forma, Biondo et al. (2005a)
enfatizam a importdncia e necessidade dos estudos de caracterizacao
citogenética basica em espécies de leguminosas arbdéreas nativas no sul do
Brasil.

Entre as espécies brasileiras de leguminosas com habito arbéreo e
arbustivo estudadas citogeneticamente estdo a subfamilia Caesalpinioideae
(Alvez & Custodio, 1989; Beltrdo & Guerra, 1990; Biondo et al., 2005a, b;
2006), e também os géneros Erythrina L. (Forni-Martins & Cruz, 1996) e
Machaerium Pers. (Mendonga-Filho et al., 2002). Sendo que, segundo Guerra

(1990) a subfamilia Mimosoideae € muito pouco estudada citogeneticamente.

2.3.2 Citogenética de Mimosa bimucronata e outras espécies do
género

Estudos citogenéticos para espécies de Mimosa sdo muito
escassos, correspondendo, em sua maioria, a espécies coletadas na
Argentina, Paraguai e Uruguai. No entanto, trabalhos desenvolvidos pelo
Laboratério de Citogenética e Eletroforese do Departamento de Plantas

Forrageiras e Agrometeorologia da Faculdade de Agronomia da UFRGS
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(DPFA-UFRGS) estdao aprofundando estudos citogenéticos com o género
Mimosa. Os estudos estdo sendo realizados com acessos de espécies
oriundos de todo o mundo, entre eles varios brasileiros.

Goldblatt (1981) sugere x=14 como numero basico para
Mimosoideae, sendo x=13, que ocorre em Mimosa e outros géneros da
subfamilia, provavelmente derivado por disploidia. Mas, como o numero de
espécies estudadas € muito pequeno, menos de 10%, a existéncia de outros
numeros basicos nao pode ser descartada (Seijo, 2000).

Goldblatt (1981) considerou que as sugestdes de outros numeros
basicos para o género corresponderiam a contagens cromossdmicas erroneas.
Segundo Seijo (2000), isso se deve ao tamanho extremamente pequeno dos
cromossomos e pelas dificuldades técnicas para se obter boa distribuicido dos
mesmos em metafase.

A grande maioria das espécies de Mimosa (ca. 70% a 75%) sé&o
dipléides com 2n=2x=26 (Goldblatt & Johnson, 1979; Seijo 1993; 1999; 2000;
Seijo & Fernandez, 2001), seguindo-se, em frequéncia, as tetrapléides (ca.
20% a 25%). Alguns octapldéides e outros numeros cromossémicos também
s&o observados.

Seijo (1999) determinou o numero cromossémico de treze espécies
de Mimosa, oito diploides (2n=2x=26) e trés tetraploides (2n=4x=52). M.
daleoides Benth. apresentou 2n=104, no entanto, em analises meidticas,
apresentou n=13. Nesse mesmo trabalho foi encontrada variagdo no numero
cromossOmico entre variedades de M. pigra L., sendo M. pigra var. dehiscens

(Barneby) Glazier et Mackinder com 2n=26 e M. pigra L. var. pigra com 2n=52.
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Quando analisou dezessete acessos de nove espécies de Mimosa,
Seijo (2000) encontrou duas espécies tetrapldides, sendo o restante dipldide.

Treze acessos de nove espécies de Mimosa foram analisados por
Seijo & Fernandez (2001), trés espécies dipldides, duas tetrapldides e trés
octaploides. Os autores encontraram variabilidade intraespecifica no numero
cromossOmico de M. balansae Micheli quando analisadas duas populagdes,
uma com 26 e outra com 52 cromossomos. Nesse caso o citétipo dipldide de
M. balansae era mais robusto que o tetraploide, embora ambos fossem
ecologicamente semelhantes.

Variabilidade intraespecifica com relacdo ao numero cromossdmico
também foi encontrada em M somnians Humb & Bonpl. ex Willd, Seijo (2000)
encontrou 2n=52 para M. somnians subsp. somnians var. somnians e M.
somnians Humb & Bonpl. ex Willd subsp. viscida (Willd) Bar. var. velascoensis
(Harms) Barn. em populagbes coletadas no Paraguai, enquanto que Seijo
(1993) encontrou 2n=26 em acessos argentinos de M. somnians subsp.
somnians.

Para M. bimucronata, tem-se o numero cromossémico somatico
determinado para duas populagbes argentinas de M. bimucronata var.
bimucronata com 2n=26 (Seijo, 1999), o mesmo encontrado por Covas &
Schnack (1947 apud Seijo, 1999) para outra populagdo argentina e também
para uma populagdo paraguaia de M. bimucronata var. adenocarpa (Seijo,
2000).

Os dados obtidos por Seijo & Fernandez (2001) mostram que nas

espécies analisadas ocorre um aumento da frequéncia de polipldides com
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aumento da latitude. No entanto, Stebbins (1971) afirma que essas correlagdes
estao longe de ser uma generalizagao.

Uma caracteristica muito evidente nas espécies analisadas por Seijo
(1999) foi a presenca de células somaticas com diferentes niveis de ploidia.
Nas extremidades das raizes, ao lado das células com numero dipléide de
cromossomos, células com o dobro e o quadruplo de cromossomos ndo eram
raras, € em muitos casos as células dipléides apresentavam-se em menor
namero.

Witkus & Berger (1947) também observaram a presenga de células
somaticas com diferentes niveis de ploidia ao analisarem raizes de diferentes
tamanhos oriundas de uma mesma plantula de M. pudica L.

A presenca de células somaticas com diferentes niveis de ploidia no
mesmo orgao é chamado polissomatia, sendo uma caracteristica comum em
mais de 90% das angiospermas. Polissomatia é a consequéncia da
endoreplicacdo, um processo durante o qual os nucleos sofrem repetidos ciclos
de sintese de DNA, sem a mitose. Isso ocorre durante a diferenciacao celular,
principalmente nos tipos de células altamente especializadas, como elementos
vasculares, as células de armazenamento do endosperma ou no suspensor do
embrido (Nagl, 1976).

Para Leitch (2000) a poliploidizagdo acontece para ampliar genes
desejaveis necessarios para a sintese de produtos em determinado tecido, sem
divisdo celular que requer energia e tempo. Segundo Castro et al. (2007) a
polissomatia pode ser importante na aceleracdo do crescimento de plantas

endopoliploides e na fungéo fisioldgica de uma determinada célula, pois implica
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na presenga de células com grande volume com a vantagem de economia de
tempo durante o desenvolvimento dos tecidos. Nagl (1976) pressupbe que
durante a diferenciacdo, as células mais ativas necessitam de uma massa de
DNA que é essencialmente a mesma em todas as espécies de complexidade
comparaveis e, portanto, sugeriu que endoreplicacdo do DNA é uma estratégia
evolutiva para substituir uma falta de aumento filogenético no DNA nuclear.

Em Beta vulgaris L. foi verificada polissomatia em diferentes 6rgaos
da planta, variando de 8C (flor) a 32C (pericarpo). A alta endopoliploidizagao
em ceélulas parenquimaticas da beterraba é provavelmente devido a
necessidade de aumentar seu volume para armazenar reservas (Lukaszewska
& Sliwinska, 2007).

Em Sorghum bicolor (L.) Moench, um nucleo altamente
endopoliploide foi localizado apenas na regidao central do endosperma e sua
ocorréncia coincide com o local da deposi¢c&o de amido (Kladnik et al., 2006).

Em Medicago L., foi observado que, durante o desenvolvimento da
nodulagdo, células sofreram varios endociclos e as células dependentes da
ploidia aumentaram, o que é essencial para associagdo da bactéria para
manter a fixagdo de nitrogénio simbiotico (Kondorosi e. al., 2000).

Fatores ambientais como luz, temperatura, nutricio e hormonios
como auxinas, giberelinas e etileno podem ter algum efeito sobre a

endopoliploidia entre individuos da mesma espécie (Barow, 2006).

2.3.3 Formacgao de poliades

Graos de podlen compostos ou poliades ocorrem em cerca de 15%
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das familias de angiospermas (Kenrick & Knox, 1982), sdo muito frequentes
nos géneros de Mimosoideae e ocorrem também em M. bimucronata (Seijo &
Neffa, 2004).

Goldblatt (1981) sugere que ha uma relagdo entre o numero
cromossOmico basico e a ocorréncia de poliades em Mimosoideae, onde
géneros com x=14 tenderiam a dispersar os graos de pdlen isoladamente,
enquanto que aqueles géneros com x=13 formariam poliades. Barneby (1991)
considera como caracteristica primitiva grdos de pélen agrupados e livres como
derivados.

Os graos de polen de Mimosoideae podem ser dispersos em
monades, tétrades, bitétrades ou poliades de oito, doze, dezesseis ou mais
graos, e o género Mimosa apresenta as menores poliades conhecidas nas
leguminosas (Guinet, 1981). O numero de graos de pdlen por poliades tende a
ter uma estreita relagdo com o numero de 6vulos. A evolucdo das poliades
estaria entdo associada com a eficiéncia na transferéncia do pdlen (Arroyo,
1981).

Lima et al. (2008) realizaram caracterizagdo polinica de espécies do
género Mimosa ocorrentes na Caatinga do nordeste brasileiro onde M.
bimucronata foi descrita com presenga de poliades com oito grédos de podlen
(bitétrades) arranjados em duas tétrades tetragonais ou em tétrade decussada
e uma tetragonal ou em uma tétrade tetraédrica e uma tetragonal ou duas
tétrades decussadas; de tamanho pequeno; aberturas ndo visualizadas; a
exina delgada é psilada quando observada sob microscopio 6tico e areolada ou

verrucosa em microscopio eletrénico de varredura.
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Acredita-se que as poliades confiram uma vantagem seletiva para a
reproducao, pois se apenas uma delas alcancar a superficie estigmatica, todos
os Ovulos dentro do ovario podem ser fertilizados, além de ser um modo
eficiente de dispersédo do pdlen por insetos (Kenrick & Knox, 1982). No entanto,
para Lipow & Wyatt (2000) a aglutinacdo do pélen pode ser uma adaptagéo no
sentido de evitar que cargas de pdélen se misturem. Uma carga mista de pdlen
da propria planta e pdlen de outras plantas tem sido registrada como
desperdicio em grupos como Mimosoideae e Asclepiadaceae, porque esses
grupos possuem sistemas de auto-incompatibilidade pdés-zigética (Seijo &
Neffa, 2004).

Em M. bimucronata as anteras contém quatro sacos polinicos e
muitas poliades sao produzidas em cada saco (ca. 500) e na antera (ca. 2000).
O numero de graos de pélen por poliade esta correlacionado com o numero de
ovulos por ovario, e as dimensdes internas do estigma sao suficientes para
abrigar uma poliade. Assim a ocorréncia de poliades em M. bimucronata pode
ser uma adaptacdo para uma alta produgcdo de sementes por um unico evento
de polinizagdo e ndao uma adaptacéo a polinizagao por insetos (Seijo & Neffa,
2004).

Em Asclepiadaceae, a ocorréncia de poliades € considerada uma
evolucéo, pois elas garantem que centenas de polens possam ser dispersos ao
mesmo tempo maximizando assim a eficiéncia da polinizacdo (Wyatt et al.,

2000).



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Citogenética
e Eletroforese do Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia
(DPFA), Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (UFRGS).

3.1 Material

Todas as populagdes utilizadas neste trabalho foram coletadas em
saidas de campo, na area de distribuicao da espécie do estado do Rio Grande
do Sul durante os anos de 2008 e 2009 e as coordenadas exatas foram obtidas
através de GPS (Global Positioning System — Geo-posicionamento por Satélite)
(FIGURA 8; TABELA 1).

Foram coletados frutos e/ou inflorescéncias de um a dez individuos
de cada populagdo e o material originado de cada arvore foi considerado um
individuo, totalizando 50 populagdes e 219 individuos.

Também foram coletados materiais de cada populagdo para
herborizagdo. As exsicatas foram depositadas no herbario ICN (Herbario do
Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul), recebendo um namero de identificacdo (TABELA 1).
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FIGURA 8. Localizagao das coletas da M. bimucronata no estado do Rio

Grande do Sul. Porto Alegre, UFRGS, 2009.
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TABELA 1. Numero dado a cada populagéo, coletor, numero de registro no
herbario, localizagdo e coordenadas geograficas das populagbes de M.
bimucronata analisadas.

Populagdo N° de coletor/ N° de Localizacao GPS
herbario
1P D.Olkoski 01 — ICN Porto Alegre; Av. S30°04°10,46”
162475 Bento Gongalves; W51°08'35,01”
Bairro Agronomia 43m
2% D.Olkoski 02 — ICN  Porto Alegre; Campus S30°.04'00,74”
162476 UFRGS, Botanica W51°.07°'16,09”
98m
3? D.Olkoski 03 — ICN Santa Maria; Faixa -
162477 Nova; Camobi
42 D.Olkoski 04 — ICN Cachoeira do Sul; S30°15’49,0”
162478 BR290; km 255; Posto W052°50'48,5”
Muller 93m
52 D.Olkoski 05 — ICN Restinga Seca; RS S29°44°14,48”
162479 149 W53°.21’ 48,07”
77m
6° D.Olkoski 06 — ICN  Viaméao; RS 040; km S 30°08°05,5”
162480 25 W 050°55°06,4”
51m
78 D.Olkoski 07 — ICN  Viamao; RS 040; km19 S 30°08°05,7”
162481 W 0,50°55°06,6”
48m
82 D.Olkoski 08 — ICN Viaméao; RS 040; km14 S 30°05’35,1”
162482 W 0,50°59'52,1”
43m
92 D.Olkoski 09 — ICN  Porto Alegre; CEEE El S 30°00°51,7”
162483 Dourado; BR 290 W 51°19°02,2”
2m
10° D.Olkoski 10 — ICN  Eldorado do Sul; BR S 30°03°09,7”
162484 290; km123 W 0,51°25'59,7”
15m
112 D.Olkoski 11 —ICN  Eldorado do Sul; BR S 30°04'47,4”
162485 290; km139 W 0,51°36°13,1”
29m
122 D.Olkoski 12— ICN  Arroio dos Ratos; BR S 30°06°25,1”
162486 290; km155; W 0,51°45'15,2”
81m
132 D.Olkoski 13 —ICN  Butia; BR 290; km168; S 30°07°24,9”
162487 W 0,51°53'35,4”
59m

@ — Populagdo utilizada para determinagdo do nimero cromossdmico somatico; b_ Populacao
utilizada para analise meidtica e determinagédo do niimero cromossémico gamético; D. Olkoski
— Denise Olkoski — UFRGS - RS; N. Dahmer — Nair Dahmer — UFRGS - RS.
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TABELA 1. Continuagdo. Numero dado a cada populagéo, coletor, numero de
registro no herbario, localizagdo e coordenadas geograficas das populagdes de
M. bimucronata analisadas.

Populagdo N° de coletor/ N° de Localizacao GPS
herbario
142 D.Olkoski 14 — ICN Minas do Ledo; BR S 30°08°23,2”
162488 290; km179 W 0,52°01°27,3”
102m
152 D.Olkoski 15 - ICN BR 116, km295; a 2km S 30°04°’30,5”
162489 do trevo com a BR W 0,51°20°27,3”
290; 6m
16° D.Olkoski 16 —ICN  Guaiba (distrito Vale S 30°11°04,4”
162490 das Pedras Brancas); W 0,51°23'44,0”
BR 116 22m
172 D.Olkoski 17 —ICN  Barra do Ribeiro; BR S 30°18'53,6”
162491 116 W 0,51°25'02,3”
39m
182 D.Olkoski 18 —ICN  Capao da Porteira; RS S$30°06’10,7”
162492 040; km45 W 050° 42'01,8”
12m
192 D.Olkoski 19 — ICN Capivari do Sul; S 30° 07'59,7”
162493 RS040; km58 W 050°34'38,7”
14m
20° D.Olkoski 20 —ICN  Capivari do Sul; RST S 30°11°00,4”
162494 101; km45 W 050°30°13,0”
15m
212 D.Olkoski 21 — ICN Palmares do Sul; S 30°22’11,2”
162495 km66; RST 101 W 050°29'42,3”
18m
22° D.Olkoski 22 — ICN Bacopari; RST 101; S 30°28’30,3”
162496 km79 W 050°28°07,1”
12m
23?2 D.Olkoski 23 — ICN RST 101; km94 S 30°26’07,4”
162497 W 050°29'59,1”
10m
D.Olkoski 24 — ICN Solidao; RST 101; S 30°44°31,7”
242 162498 km113 W 050°36°35,7”
12m
25° D.Olkoski 25 — ICN RST 101; km131,5 S 30°52’47,0”
162499 W 050°42°46.6”
15m
26° D.Olkoski 26 — ICN  Mostardas; RST 101; S 30°59'47,0”
162500 km146 W 050°49°40,2”
19m

@ — Populagdo utilizada para determinagdo do nimero cromossdmico somatico; b_ Populacao
utilizada para analise meidtica e determinagédo do niimero cromossémico gamético; D. Olkoski
— Denise Olkoski — UFRGS - RS; N. Dahmer — Nair Dahmer — UFRGS - RS.
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TABELA 1. Continuagdo. Numero dado a cada populagéo, coletor, numero de
registro no herbario, localizagdo e coordenadas geograficas das populagdes de
M. bimucronata analisadas.

Populagdo N° de coletor/ N° de

herbario

Localizagao

GPS

278

28°

29°

30°

31°

32°

33°

34°

35°

36°

37ab

38°

39°

N. Dahmer s/n

D.Olkoski 27 — ICN

162501

D.Olkoski 28 — ICN
162502

D.Olkoski 29 — ICN
162503

D.Olkoski 30 — ICN
162504

D.Olkoski 31 — ICN
162505

D.Olkoski 32 — ICN
162506

D.Olkoski 33 — ICN
162507

D.Olkoski 34 — ICN
162508

D.Olkoski 35 — ICN
162509

D.Olkoski 36 — ICN
162510

D.Olkoski 37 — ICN
162511

D.Olkoski 38 — ICN
162512

Porto Alegre; Parcao

Parobé; RS 239; km48

Rodeio Bonito;RS 020;
Km68

Farroupilha; RS 122;
km36

Farroupilha; RS 122;
km26

Sao Sebastido do Cai;
RS 122; km17

Sao0 Sebastido do Cai
RS 122; km7

Portao; RS 240; km2

Sapucaia do Sul; Bairro
préximo a BR 116, me
frente a Serdal
Esteio; BR 116; em
frente a UNIDASUL

Canoas; Av. Berto Sirio;
km3

Xangrila (Trevo); RS
389; km32

Rondinha; RS 389;
km68

S 30°01°37,28”
W 51°12°02,83”
32m
S 29°38’30,8”
W 050°48°28,0”
25m
S 29°31°06,3”
W 050°43°57,9”
485m
S 29°24’11,17
W 051°20°58”
683m
S 29°28°10,7”
W 051°21°11,4”
38m
S 29°33'59,4”
W 051°21°37,0”
40m
S 29°37°33,6”
W 051°18°37,2”
60m
S 29°42°45,9”
W 051°10°54,6”
41m
S 29°49°13,5”
W 051°10°31,0”
o6m
S 29°51°51,9”
W 051°10°50,7”
2m
S 29°52°59,9”
W 051°12°39,6”
16m
S 29°46’11,8”
W 050°03°24,1”
12m
S 29°29°27,17
W 049°52°’15,1”
14m

@ — Populagdo utilizada para determinagdo do nimero cromossdmico somatico; b_ Populacao
utilizada para analise meidtica e determinagédo do niimero cromossémico gamético; D. Olkoski
— Denise Olkoski — UFRGS - RS; N. Dahmer — Nair Dahmer — UFRGS - RS.
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TABELA 1. Continuagdo. Numero dado a cada populagéo, coletor, numero de
registro no herbario, localizagdo e coordenadas geograficas das populagdes de

M. bimucronata analisadas.

Populagdo N° de coletor/ N° de Localizacao GPS
herbario
40° D.Olkoski 39 — ICN Santo Antonio da S 29°52°19,1”
162513 Patrulha; BR 290; W 050°25°11,3”
km18 3m
412 D.Olkoski 40 — ICN Santo Antonio da S 29°52'59,0”
162514 Patrulha; BR 290; W 050°33°17,8”;
km30 28m
42° D.Olkoski 41 — ICN Glorinha; BR 290; S 29°54'22,0;
162515 km50 W 050°45°26,6”;
28m
432 D.Olkoski 42 — ICN Nova Santa Rita S 29°50'20,3”
162516 (Posto Valentina); BR W 051°17°54,3”
386; km430 29m
442 D.Olkoski 43 — ICN Triunfo; BR 386; S 29°45'21,1”;
162517 km396 W 051°35'48,9”;
80m
452 D.Olkoski 44 —ICN  Vera Cruz; RST 287, S 29°42°02,3”
162518 km120 W 052°36°37,7”
50m
46° D.Olkoski 45— ICN  Vale do Sol; RST 287; S 29°41°23,0”
162519 km131 W 052°41°14,5”
61m
472 D.Olkoski 46 — ICN  Candelaria; RST 287, S 29°41°24,5”
162520 km150 W 052°50°56,6”
145m
48° D.Olkoski 47 — ICN  Novo Cabrais; BR 153; S 29°45’58,2”
162521 km350 W 052°58°20,7”
108m
49° D.Olkoski 48 — ICN  Cachoeira do Sul; BR S 29°56'56,4”
162522 153; km370 W 052°56°52,9”
112m
502 D.Olkoski 49 — ICN  Cachoeria do Sul; BR S 30°04°27,6”
162523 153; km387 W 052°52°33,7”
36m

2 _ Populacdo utilizada para determinagdo do nimero cromossdmico somatico; ° — Populagao
utilizada para analise meidtica e determinagédo do niimero cromossémico gamético; D. Olkoski
— Denise Olkoski — UFRGS — RS; N. Dahmer — Nair Dahmer — UFRGS - RS.

Embora M. bimucronata possua duas variedades: M. bimucronata
var. adenocarpa € Mimosa bimucronata var. bimucronata, neste trabalho as

analises foram realizadas apenas ao nivel de espécie.
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3.2 Métodos

3.2.1 Determinagao do numero cromossomico somatico

Os frutos foram coletados dos individuos em seus locais de origem
(FIGURA 9a), abertos manualmente (FIGURA 9b) e as sementes armazenadas
na geladeira até a utilizagao.

Para determinacdo do numero cromossdmico somatico foram
utilizadas radiculas obtidas através da germinagao de sementes. Para acelerar
e uniformizar a germinagao das sementes foi realizada escarificagdo mecanica
com lamina ou lixa (FIGURA 9c). Apds a escarificagdo as sementes foram
colocadas para germinar em placas de Petri com papel filtro e agua e mantidas
a temperatura ambiente (FIGURA 9d).

Quando as radiculas atingiam de 0,5 a 1 cm de comprimento eram
coletadas e pré-tratadas em solugdo saturada de Paradiclorobenzeno (PDB)
durante 48 horas a 4°C. Apds, fixadas em Carnoy Il 6:3:1 (etanol:cloroférmio:
acido acético) por 24 horas, em temperatura ambiente e, entdo, transferidas
para solucado estoque (alcool 70%) e armazenadas em refrigerador até a
confeccéo das laminas.

Para preparacado das laminas as radiculas eram retiradas do alcool
70%, lavadas em agua destilada e hidrolisadas em HCI 1N (Acido Cloridrico)
durante 10 minutos em banho-maria a 60°C. Apds serem lavadas novamente
em agua destilada, eram mantidas em Feulgen por pelo menos duas horas ou
até apresentarem coloragao. Posteriormente as radiculas eram colocadas em
uma solugédo de pectinase 2% por cerca de 2 minutos, maceradas sobre as

ldminas com carmim propiénico 2% e seladas com luto (breu e cera 3:1).
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As laminas foram analisadas imediatamente ou armazenadas na
geladeira para analise posterior. Cerca de 10 células por individuo, com bom
espalhamento cromossdmico, foram analisadas em microscopio Nikon com
aumento de 10x100 e as melhores células fotografadas com maquina
fotografica acoplada ao microscopio, em filme PX 125 — ASA 100 e com auxilio
de um programa de captagao de imagem (SDI — Sistema Digital de Imagens)

em aumento de 10x100.

FIGURA 9. a) Frutos maduros (populagao 48); b) frutos secos (populagéo 45),
Escala 0,5cm; c) sementes e lixa utilizada para escarificagdo; d) sementes
germinadas em placas de Petri (individuo 1/1). Porto Alegre, UFRGS, 2009.
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3.2.2 Determinagao do numero cromossémico gamético e
analise meiética

Inflorescéncias jovens foram coletadas a campo (FIGURA 10) no
local de origem e imediatamente fixadas em Carnoy Il 6:3:1
(etanol:cloroférmio:acido acético) por 24horas em temperatura ambiente e
posteriormente armazenadas em alcool 70% até sua utilizagao.

Os botodes florais foram separados e apenas um foi utilizado por
ldmina, de onde eram mantidas apenas as anteras. Essas eram levemente
esmagadas na lamina juntamente com carmim propidénico 2%, cobertas por
laminula que era pressionada para um melhor espalhamento das células e dos
cromossomos. Apés a montagem as laminas eram seladas com luto 3:1
(breu:cera), identificadas e imediatamente analisadas ou armazenadas na
geladeira para analise posterior. Para determinagédo do numero cromossémico
gamético observou-se, aproximadamente dez células-mée de grao de pdlen em
diacinese e metafase | (com bom espalhamento dos cromossomos) por
individuo analisado. As outras fases da meiose também foram registradas,
permitindo uma descricdo do processo meibtico nesta espécie.

As laminas foram analisadas em microscopio Nikon com aumento de
10x100 e as melhores células foram registradas com auxilio de um programa
de captacdo de imagem (SDI — Sistema Digital de Imagens) em aumento de

10x100.
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FIGURA 10. Panicula de capitulos: inflorescéncia jovem (seta), em estagio de
coleta para analise meidtica. Porto Alegre, UFRGS, 2009.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho em que um grande numero de populag¢des
de M. bimucronata foram analisadas, sendo que os demais estudos
citogenéticos para espécies restringiam-se a poucas populagdées do Paraguai e
da Argentina. O numero cromossOmico gamético € um dado inédito para a
espécie, assim como a descricdo do processo meidtico.

Os resultados obtidos a partir dos estudos citogenéticos realizados
com as diferentes populacbées de M. bimucronata serao apresentados nos
seguintes topicos: numero cromossOmico somatico, numero cromossémico
gamético e analise meidtica. No Apéndice 1 encontram-se as analises

detalhadas.

4.1 Niumero cromossémico somatico

Um total de 193 individuos de 41 populagdes foi utilizado para
determinacao do numero cromossémico somatico devido a época de coleta dos
materiais, que permitiu a obtencao de sementes para os individuos dessas
populacoes.

A andlise de numeros cromossOmicos somaticos em células da

regido meristematica da ponta de raiz de M. bimucronata ndo é uma tarefa
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muito facil devido ao tamanho dos cromossomos e a certa dificuldade de
espalhamento dos mesmos. Seijo (2000) destacou essa dificuldade, tanto para
essa espécie quanto para outras do género.

Todos os individuos analisados apresentaram 2n=26 cromossomos
(TABELA 2; FIGURA 11) nado ocorrendo variagdo do numero cromossémico
entre as diferentes populacbes analisadas. Considerando o numero basico
como x=13 para o género Mimosa, trata-se de uma espécie diploide.

Portanto, os dados confirmam a auséncia de variabilidade
intraespecifica com relagdo ao numero cromossémico em M. bimucronata, ao
menos na area de coleta.

Esses dados concordam com os obtidos para duas populacdes
argentinas de M. bimucronata var. bimucronata com 2n=26 (Seijo, 1999), para
uma populagdo Argentina (Covas & Schnack, 1947 apud Seijo, 1999) e
também para uma populagdo paraguaia de M. bimucronata var. adenocarpa
(Seijo, 2000).

A auséncia de variabilidade no numero cromossémico € comum em
outras espécies como Paspalum notatum Flugge (Dahmer et al., 2008), P.
nicorae Parodi (Reis et al., 2008) e espécies do género Adesmia DC. (Miotto &
Forni-Martins, 1994; Tedesco et al., 2002), mas isso ndo implica em pouca
variabilidade morfolégica ou mesmo ao nivel molecular. Por exemplo, em P.
nicorae Reis et al. (2008) verificaram que todos os acessos analisados eram
tetraploides (2n=40) mas detectaram alta variabilidade morfologica (Reis et al.,
no prelo). Em P. notatum var. notatum Dahmer et al. (2008) encontraram

apenas individuos tetrapléides (2n=40), mas Steiner (2005) verificou, nesse
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mesmo material, grande variabilidade morfolégica e molecular. Todas as
espécies brasileiras do género Adesmia s&o diploides (2n=20), com excegéo
de um acesso (Miotto & Forni-Martins, 1994; Tedesco et al., 2002), mas ha
variabilidade molecular entre elas (Dias et al., 2004).

Sobre os taxons do género Mimosa analisados citogeneticamente
predominam os dipléides com 2n=26, seguidos por tetrapléides e, os mais
raros, octapldides (Goldblatt & Johnson,1979; Seijo, 2000).

Nas analises realizadas neste trabalho observou-se a presenca de
células polissomaticas, em geral tetraploides (2n=4x=52) e algumas tripldéides
(2n=3x=39) em baixa frequéncia (FIGURA 12). Em apenas duas das 41
populagdes analisadas (13 e 21) nao foi registrada a presenca dessas células e
a frequéncia variou de 0 a 31,5% entre as populag¢des (TABELA 2 ).

Apenas o individuo 11/3 (populagdo 11 / individuo 3) apresentou
numero superior de células polissomaticas (53,8%) quando comparado ao
numero de células com 2n=26. Sendo que, das 39 células analisadas nesse
individuo, 18 eram dipléides com 2n=26 cromossomos, sete tripldides 2n=39 e
14 tetraploides 2n=52.

Como mencionado anteriormente, a ocorréncia de polissomatia ja
tinha sido relatada para diversas espécies do género Mimosa analisadas por
Seijo (1999).

Witkus & Berger (1947) analisaram células polissomaticas em M.
pudica e relacionaram a ocorréncia ao tamanho das radiculas analisadas, onde
raizes com 1mm apresentaram células 2n; com 4mm apresentaram células

com 4n ao passo que as raizes com 10mm apresentaram somente células 2n,
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indicando que polissomatia deve ser encontrada em alguns milimetros de raiz.
No entanto, Dahmer (dados nao publicados) analisou raizes de
diferentes tamanhos, assim como diferentes pré-tratamentos, de M. scabrella
Benth. e ndo encontrou variagao na ocorréncia de células polissomaticas. Este
trabalho indica que a presenca de células polissomaticas nao ¢é influenciada
pelo tamanho das raizes, nem pelo pré-tratamento utilizado, sendo, portanto
uma caracteristica do meristema radicular de espécies do género Mimosa.
Kondorosi et al. (2000) relacionaram a eficiéncia de células
polissomaticas nas raizes de Medicago em realizarem simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio. Provavelmente isso justifique a presencga de células
polissomaticas nas raizes de M. bimucronata, ja que é uma espécie pioneira,
que se desenvolve bem em ambientes altamente degradados, criando
condicbes para fixacdo de novas espécies com o melhoramento do solo

através da fixagao de nitrogénio.



37

TABELA 2. Numero cromossOmico e presencga de células polissomaticas em
populagdes de M. bimucronata.

Populagdo  Individuos 2n % células polissomaticas

1 10 (135) 26 9,6
2 10 (64) 26 4,7
3 9 (115) 26 8,7
4 10 (97) 26 10,30
5 4 (43) 26 18,6
6 9 (116) 26 7,7
7 3(27) 26 3,7
8 7 (65) 26 6,1
9 3 (39) 26 28,2
10 6 (62) 26 16,1
11 7 (143) 26 31,5
12 5 (50) 26 16
13 3 (25) 26 0
14 9 (106) 26 5,6
15 4 (25) 26 8
16 6 (65) 26 12,6
17 6 (50) 26 6
18 3 (31) 26 6,4
19 5 (41) 26 14,6
20 7 (97) 26 18,5

Entre parénteses - numero de células analisadas.
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TABELA 2. Continuagdo. Numero cromossdmico e células polissomaticas em
populagdes de M. bimucronata.

Populagdo  Individuos 2n % células polissomaticas
21 4 (42) 26 0
22 3 (33) 26 3
23 8 (78) 26 16,6
24 7 (89) 26 24,7
25 4 (30) 26 13,3
26 3(32) 26 9,4
27 1 (15) 26 13,3
37 10 (103) 26 25,8
38 2(18) 26 5,5
39 3(32) 26 6,2
40 2 (24) 26 12,5
41 3 (26) 26 11,5
42 2 (24) 26 12,5
43 7 (67) 26 6
44 2(12) 26 16,6
45 1(11) 26 9
46 2 (22) 26 4,5
47 2 (20) 26 5
48 1(10) 26 10
49 2 (14) 26 7,1
50 3 (27) 26 7,4

Entre parénteses - numero de células analisadas.



Figura 11. Metafases mitéticas de M. bimucronata com 2n=26: a) Individuo1/6;
b) Individuo 3/8; c) Individuo 11/1; d) Individuo19/2; e) Individuo 21/7; f)
Individuo 6/1. Escala 10um. Porto Alegre, UFRGS, 2009.
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)

Figura 12. Metafases mitéticas de M. imucronata: a) Individuo 3/6 2n=26); b)
Individuo 3/6 (2n=52); c)Individuo 24/1 (2n=26); d) Individuo24/1 (2n=52); e)

Individuo 37/3 (22n=26); f) Individuo 37/3 (2n=52). Escala 10pm. Porto Alegre,
UFRGS, 2009.
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4.2 Determinagao do numero cromossémico gamético

Para determinagdo do numero cromossOmico gamético foram
coletadas inflorescéncias jovens de 12 populagdes, totalizando 49 individuos
devido a época de coleta dos materiais que permitiu a obtencdo de botdes
florais nessas populagdes. As populagdes 1, 2 e 37 foram as unicas
populagdes analisadas tanto com relacdo ao numero cromossdmico somatico
quanto ao gamético.

Todas as populagdes analisadas apresentaram n=13 em diacinese
(TABELA 3; FIGURA 13), ndo apresentando variagdo e concordando com 0s
numeros cromossémicos somaticos determinados neste trabalho (2n=26).

Os dados referentes ao numero cromossdmico gamético de M.
bimucronata aqui apresentados sao inéditos para a espécie. No entanto, Seijo
(1999), Seijo (2000) e Seijo & Fernandez (2001) determinaram o numero
cromossémico gamético para outras espécies do género.

Pandit et al. (2006) analisaram meioticamente populagdes de M.
pigra L. e todas apresentaram n=13 sem a ocorréncia de multivalentes.

Nao foram observadas células polissomaticas nas analises
meidticas, indicando que essas s6 ocorrem na raiz. Isso ja era esperado ja que
a maioria dos estudos sobre polissomatia se refere a um tipo de célula
especifico como, por exemplo, células do endosperma (Kowles et al., 1990).
Porém, em Beta vulgaris foi verificado polissomatia em diferentes 6rgaos da

planta (Lukaszewska & Sliwinska, 2007).



42

TABELA 3. Numero cromossdmico gamético de populagcbes de M.

bimucronata.

Populagdo Numero de Individuos

1

2

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

6

5

10

13 (41)
13 (25)
13 (12)
13 (24)
13 (37)
13 (32)
13 (8)
13 (23)
13 (22)
13 (13)
13 (13)

13 (46)

Entre parénteses - numero de células analisadas.
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: c -6 L 'y ; d
FIGURA 13. Complexo de células-mae de grdo de pdlen em diacinese
apresentando n=13: a) Individuo 30/3; b) Individuo 33/2; c) Individuo 30/3; d)

Individuo1/1. Escala 10um. Porto Alegre, UFRGS, 2009.
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4.3 Analise meiodtica

Todas as populagdes que tiveram o nimero cromossémico gamético
determinado foram analisadas meioticamente, ou seja, 12 populag¢des
totalizando 49 individuos.

A analise do comportamento meidtico € dificultada em M.
bimucronata porque as células-mae de polen encontram-se unidas duas a duas
desde o inicio do processo meidtico até a formagao de poliades, também
chamadas bitétrades, contendo oito grdos de pdlen que sao assim dispersos.

Nessa espécie, células esporogénicas sofrem mitose, sendo que, no
ultimo ciclo as células-irmas permanecem anexadas formando um complexo de
duas células (FIGURA 14a). Cada umas das duas células-mae de podlen de
cada complexo sofre meiose (FIGURA 14 b-f; FIGURA 15). Mesmo depois de
todas as divisbes os micrésporos do mesmo complexo permanecem unidos,
dando origem a uma bitétrade, formando dois grupos de quatro graos de podlen
pertencentes a cada uma das células-irmas (FIGURA 16).

Foi possivel registrar e identificar células-mae de pdlen em todas as
fases da meiose | (FIGURA 14; FIGURA 15a), no entanto, com relagdo a
Meiose Il, ndo se obteve o mesmo sucesso (FIGURA 15b) ja que o
agrupamento das células duas a duas desde o inicio do desenvolvimento
impediu a determinacao exata da fase em que as células se encontravam.

Com relagdo ao mecanismo de formacdo de poliades em
Mimosoideae os estudos mais abrangentes foram realizados em Acacia Mill.
(Kenrick & Knox, 1979; 1982; Fitzgerald et al., 1993). Esses estudos mostram

que uma unica célula esporogénica divide-se duas vezes por mitose para



45

formar quatro células-mée de pdlen, apds, essas células sofrem divisdo
meidtica dando origem a quatro conjuntos de graos de pdlen que permanecem
unidos para formar uma poliade com 16 graos.

Dessa forma podemos observar que, o que define a quantidade de
graos de polen de uma poliade é a quantidade de divisbes mitéticas que ocorre
em uma célula esporogénica, sem que suas células-filhas se separem.

Seijo & Neffa (2004) analisaram o mecanismo de formacao de
poliades em M. bimucronata e, ao contrario do que € relatado para Acacia
(Kenrick & Knox, 1982), em Mimosa muitas poliades sao formadas por antera.
Ao que parece, o numero de poliades produzido por antera esta relacionado ao
numero de estames por flor em cada género, sugerindo que existe um
mecanismo compensatorio para garantir producao suficiente de pélen para
uma eficiente polinizagao.

Seijo & Neffa (2004) também encontraram correlagdo entre o
numero de graos de pdlen por poliade e o numero de évulos por ovario e as
dimensdes internas do estigma sao suficiente para abrigar uma poliade. Assim,
a ocorréncia de poliades em M. bimucronata pode ser uma adaptagdo para

uma alta producéo de sementes por um unico evento de polinizagao.
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FIGURA 14. Complexos de duas células-mae de pdlen de Mimosa bimucronta:
a) antes da divisdo meidtica; b) diacinese; c) metafase I; d) metafase | tardia; e)
anafase |; f ) anafase | tardia. Escala 10um. Porto Alegre, UFRGS, 2009.
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FIGURA 15. Complexos de duas
a) teléfase I; b) Meiose ll, vista polar mostrando apenas uma das células.
Escala 10pm. Porto Alegre, UFRGS, 2009.

(e T LY
FIGURA 16. Poliades: a) vista equatorial; b) vista polar. Escala 10um. Porto
Alegre, UFRGS, 2009.



5. CONSIDERAGOES FINAIS

As populagdes de M. bimucronata analisadas foram todas dipldides
(2n=2x=26, n=13). Portanto, na area amostrada, a espécie nado apresenta
variagao no nivel de ploidia.

Células polissomaticas foram frequentes, mas somente no meristema
radicular, ndo sendo observadas nas células mae de grao de podlen.

A meiose de M. bimucronata é peculiar, no sentido de que as CMPs
permanecem agrupadas duas a duas durante todo o processo de divisao
celular, levando a formacao de poliades com oito graos de pdlen, o que deve

ser um fator facilitador de dispersdo dos mesmos.
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APENDICE 1. NUumero cromossémico somatico, gamético e ocorréncia de

polissomatia em populagdes de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

1 1 13 (6) 26 (8) - 0 0
2 13(4) 26 (12) 52 (1) 0 7,6
3 13(7) 26 (15) 52 (1) 0 6,2
4 13 (2) 26 (9) 52 (3) 0 25
5 13(10) 26 (5) - 0 0
6 13(12) 26 (15) 52 (2) 0 11,7
7 - 26 (10) 52 (4) 0 28,6
8 - 26 (16) - 0 0
9 - 26 (20) 52 (2) 0 9
10 - 26 (12) - 0 0

2 1 13 (8) - - 0 0
2 - 26 (15) 52 (2) 0 11,7
3 13 (2) - - 0 0
4 - 26 (11) - 0 0
5 - 26(11) 52 (1) 0 8,23
6 - 26 (8) 52 (1) 0 11,1
7 13 (4) - - 0 0
8 13 (7) - - 0 0
9 13 (4) - - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossémico somatico, gamético e

ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

2 10 - 26 (16) - 0 0

3 1 - 26 (8) - 0 0
2 - 26 (11) - 0 0
3 - 26 (13) 52 (1) 0 7,1
4 - 26 (14) 52 (1) 0 6,6
5 - 26 (14) 52 (2) 0 12,5
6 - 26 (11) 39(1); 52 (4) 6,25 25
7 - 26 (10) 39 (1) 9 0
8 - 26 (14) - 0 0
9 - 26 (10) - 0 0

4 1 - 26 (12) - 0 0
2 - 26 (9) 39 (2) 18,2 0
3 - 26 (11) 52 (1) 0 8,3
4 - 26 (9) - 0 0
5 - 26 (7) - 0 0
6 - 26 (10) 39(1);52(2) 7,7 15,4
7 - 26 (5) - 0 0
8 - 26 (4) 52 (1) 0 20
9 - 26 (11) 39 (2) 15,4 0

Entre parénteses - numero de células observadas



59

APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e
ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo

n

2n Polissomatia % de células

polissomaticas

2n=39 2n=52
4 10 - 26 (9) 52 (1) 0 10
5 1 - 26 (9) 52 (4) 0 30,7
2 - 26 (8) 52 (2) 0 20
3 - 26 (10) 52 (2) 0 16,6
4 - 26 (8) - 0 0
6 1 - 26 (13) - 0 0
2 - 26 (12) 52 (6) 0 33,3
3 - 26 (11) - 0 0
4 - 26 (11) 52 (1) 0 8,3
5 - 26 (13) - 0 0
6 - 26 (13) 52 (1) 0 7,1
7 - 26 (13) - 0 0
8 - 26 (11) - 0 0
9 - 26 (10) 52 (1) 0 9
7 1 - 26 (9) - 0 0
2 - 26 (8) 52 (1) 0 11,1
3 - 26 (9) - 0 0
8 1 - 26 (4) - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e

ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

8 2 - 26 (13) - 0 0
3 - 26 (9) 52 (1) 0 10
4 - 26 (10) - 0 0
5 - 26 (10) - 0 0
6 - 26 (6) 52 (1) 0 14,3
7 - 26 (10) 52 (2) 0 16,6
9 1 - 26 (8) 39 (1) 11,1 0
2 - 26 (8) 39(2); 52(3) 15,4 23
3 - 26 (12) 39 (2); 52(3) 1,7 17,6
10 1 - 26 (8) 52 (1) 0 11,1
2 - 26 (6) - 0 0
3 - 26 (12) 52 (6) 0 33,3
4 - 26 (7) - 0 0
5 - 26 (10) 39 (1) 9 0
6 - 26 (9) 52 (2) 0 18,2
11 1 - 26 (12) - 0 0
2 - 26 (15) 39 (1) 6,2 0
3 - 26 (18) 39(7);52(14) 17,9 36
4 - 26 (5) - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas



61

APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e
ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células

polissomaticas

2n=39 2n=52
11 5 - 26 (20) 52 (14) 0 41,2
6 - 26 (12) 52 (1) 0 7,8
7 - 26 (16) 39 (1); 52(7) 4,2 29
12 1 - 26 (12) 52 (2) 0 14,3
2 - 26 (6) 39 (1) 14,3 0
3 - 26 (11)  39(2);52 (1) 12 7,1
4 - 26 (8) 39 (1) 11,1 0
5 - 26 (5) 52(1) 0 16,6
13 1 - 26 (7) - 0 0
2 - 26 (11) - 0 0
3 - 26 (7) - 0 0
14 1 - 26 (9) - 0 0
2 - 26 (9) - 0 0
3 - 26 (6) 52 (1) 0 14,3
4 - 26 (8) - 0 0
5 - 26 (13) - 0 0
6 - 26 (13) 52 (1) 0 7,1
7 - 26 (14) - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e

ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

14 8 - 26 (15) 52 (3) 0 16,6
9 - 26 (13) 52 (1) 0 7,1
15 1 - 26 (4) - 0 0
2 - 26 (5) 52 (1) 0 16,6
3 - 26 (7) - 0 0
4 - 26 (7) 51 (1) 0 12,5
16 1 - 26 (10) 52 (1) 0 9
2 - 26 (5) - 0 0
3 - 26 (12) 52 (3) 0 20
4 - 26 (7) 52 (3) 0 30
5 - 26 (8) 39 (1) 11,1 0
6 - 26 (15) - 0 0
17 1 - 26 (5) - 0 0
2 - 26 (8) 52 (2) 0 20
3 - 26 (10) - 0 0
4 - 26 (13) - 0 0
5 - 26 (8) 52 (1) 0 11,1
6 - 26 (3) - 0 0
18 1 - 26 (6) - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e

ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

18 2 - 26 (13) 52 (1) 0 7,1
3 - 26 (10) 52 (1) 0 9
19 1 - 26 (6) - 0 0
2 - 26 (9) 39(2);52(22) 154 15.4
3 - 26 (9) 39 (2) 18,2 0
4 - 26 (5) - 0 0
5 - 26 (6) - 0 0
20 1 - 26 (10) 52 (5) 0 33,3
2 - 26 (10) 39 (1) 9 0
3 - 26 (13) - 0 0
4 - 26 (15) 52 (1) 0 6,2
5 - 26 (5) 39(1);52(1) 14,3 14,3
6 - 26 (14) 52 (6) 0 30
7 - 26 (12) 52 (3) 0 20
21 1 - 26 (11) - 0 0
2 - 26 (8) - 0 0
3 - 26 (11) - 0 0
4 - 26 (12) - 0 0
22 1 - 26 (13) - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e

ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

22 2 - 26 (11) - 0 0
3 - 26 (8) 52 (1) 0 11,1
23 1 - 26 (3) - 0 0
2 - 26 (10) - 0 0
3 - 26 (10) - 0 0
4 - 26 (9) 52 (4) 0 30,7
5 - 26 (9) 52 (4) 0 30,7
6 - 26 (9) 39 (2) 18,2 0
7 - 26 (9) 39 (2) 18,2 0
8 - 26 (6) 39 (1) 14,3 0
24 1 - 26 (12) 52 (6) 0 33,3
2 - 26 (11) 52 (5) 0 31,2
3 - 26 (10) 39 (3) 23 0
4 - 26 (6) 52 (1) 0 14,3
5 - 26 (8) 52 (3) 0 27,3
6 - 26 (8) 52 (4) 0 33,3
7 - 26 (12) - 0 0
25 1 - 26 (5) - 0 0
2 - 26 (6) 52 (3) 0 33,3

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e

ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

25 3 - 26 (11) - 0 0
4 - 26 (4) 52 (1) 0 20
26 1 - 26 (12) - 0 0
2 - 26 (11) 52 (2) 0 15,4
3 - 26 (6) 52 (1) 0 14,3
27 1 - 26 (13) 52 (2) 0 13,3
28 1 13 (6) - 0 0 0
3 13 (4) - 0 0 0
4 13 (2) - 0 0 0
29 1 13 (7) - 0 0 0
2 13 (10) - 0 0 0
3 13 (7) - 0 0 0
30 1 13 (2) - 0 0 0
2 13 (11) - 0 0 0
3 13 (4) - 0 0 0
4 13 (10) - 0 0 0
5 13 (10) - 0 0 0
31 1 13 (6) - 0 0 0
2 13 (15) - 0 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e
ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células

polissomaticas

2n=39 2n=52
31 3 13 (11) - 0 0 0
32 1 13 (2) - 0 0 0
2 13 (6) - 0 0 0
33 1 13 (5) - 0 0 0
2 13 (3) - 0 0 0
3 13 (9) - 0 0 0
3 13 (6) - 0 0 0
34 1 13 (4) - 0 0 0
2 13 (8) - 0 0 0
3 13 (5) - 0 0 0
4 13 (5) - 0 0 0
35 1 13 (5) - 0 0 0
2 13 (8) - 0 0 0
36 1 13 (9) - 0 0 0
2 13 (4) - 0 0 0
37 1 13 (9) 26 (11) 52 (1) 0 8,3
2 13 (3) 26 (8) 39(1); 52 (6) 6,6 40
3 13 (6) 26 (8) 39 (2); 52 (6) 10 40
4 13 (2) 26 (4) 52 (1) 0 20

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e

ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

37 5 13 (5) 26 (7) 39 (2); 52 (1) 20 10
6 13 (2) 26 (8) 39(2);52(2) 16,6 16,6
7 13(6) 26 (10) - 0 0
8 13 (3) 26 (3) - 0 0
9 13(8) 26 (10) - 0 0
10 13(2) 26 (10) 52 (1) 0 9
38 1 - 26 (7) - 0 0
2 - 26 (10) 39 (1) 9 0
39 1 - 26 (11) 52 (1) 0 8,3
2 - 26 (6) - 0 0
3 - 26 (13) 52 (1) 0 7.4
40 1 - 26 (10) 52 (2) 0 16,6
2 - 26 (11) 52 (1) 0 8,33
41 1 - 26 (5) 52 (1) 0 16,6
2 - 26 (8) 52 (1) 0 11,1
3 - 26 (10) 39 (1) 9 0
42 1 - 26 (13) 39 (2) 13,3 0
2 - 26 (8) 52 (1) 0 11,1
43 1 - 26 (6) - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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APENDICE 1. Continuagdo. Numero cromossdémico somatico, gamético e
ocorréncia de polissomatia em populagcées de M. bimucronata.

Populagdo Individuo n 2n Polissomatia % de células
polissomaticas
2n=39 2n=52

43 2 - 26 (11) - 0 0
3 - 26 (9) - 0 0
4 - 26 (12) 39 (1) 7,7 0
5 - 26 (4) - 0 0
6 - 26 (11)  39(1); 52 (2) 7.1 14,3
7 - 26 (10) - 0 0
44 1 - 26 (5) 52 (1) 0 16,6
2 - 26 (5) 39 (1) 16,6 0
45 1 - 26 (10) 52 (1) 0 9
46 1 - 26 (12) - 0 0
2 - 26 (9) 39 (1) 10 0
47 1 - 26 (11) 52 (1) 0 8,3
2 - 26 (8) - 0 0
48 1 - 26 (9) 52 (1) 0 10
49 1 - 26 (3) - 0 0
2 - 26 (10) 39 (1) 9 0
50 1 - 26 (6) 52 (2) 0 25
2 - 26 (11) - 0 0
3 - 26 (8) - 0 0

Entre parénteses - numero de células observadas
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