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RESUMO

SILVA, Roberta dos Santos, M.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2006.
Morfologia floral comparativa de Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes
(Rubiaceae) nas florestas Amazonica e Atlantica. Orientador: Luiz Orlando de
Oliveira. Conselheiros: Milene Faria Vieira e Wagner Campos Otoni.

Tem sido sugerido que populagdes disjuntas desempenham importante papel no
processo de especiagdo. Psychotria ipecacuanha ¢ uma espécie medicinal distilica que
se desenvolve em agregados denominados reboleiras no sub-bosque de florestas
tropicais umidas. Apresenta distribuicdo geografica disjunta e peri-amazonica ocorrendo
naturalmente na América Central e Norte da América do Sul, sendo que no Brasil sua
ocorréncia ¢ restrita a regido sul da Floresta Amazonica (nos Estados de Rondonia e
Mato Grosso) e na Mata Atlantica (nos Estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro e Bahia), estando separadas por uma extensa area de Cerrado. O presente
trabalho avaliou caracteristicas morfologicas florais, de oito populacdes naturais de
Psychotria ipecacuanha, sendo cinco populagdes no sul da Amazonia, € 3 na Mata
Atlantica. Oito caracteristicas florais foram mensuradas. Graos de polen foram
avaliados em relagdo ao didmetro médio, razao pdlen/6vulo e viabilidade polinica. Para
verificar possiveis diferencas morfoldgicas entre populagdes da Amazodnia e entre as
duas florestas, foram realizadas analise de fun¢dao discriminante e analise de
agrupamento. As flores de P. ipecacuanha ocorrentes na Amazonia apresentaram
diferencas significativas entre populagcdes para a altura do estigma, altura da antera,
comprimento do estigma, didmetro do podlen, razdo pdlen/ovulo e viabilidade polinica.
Diferentemente da floresta Atlantica, na floresta Amazdnica foram observadas
reboleiras ndo isomorficas e uma populacao anisoplética. As flores do morfo brevistila

apresentaram maiores diferencas entre as florestas Amazonica e Atlantica do que o
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morfo longistila, principalmente em relacdo a altura da antera. Andlise de funcao
discriminante classificou corretamente mais de 95% dos individuos brevistilas de ambas
florestas, ¢ mais de 84% dos individuos longistilos, sendo maior a indice de
classificagdes corretas da floresta Amazonica (90,65%) que na Mata Atlantica
(75,32%). A populagdo Rio Vermelho da Amazonia se destacou como a mais distinta
entre todas as populagdes estudadas em ambas florestas, constituindo sempre um grupo
a parte. As flores brevistilas apresentam uma maior variabilidade entre as florestas que
as flores longistilas, levando a separagao mais evidente entre as duas florestas, enquanto

que as flores longistilas ndo permitem uma dissociagdo completa entre eles.
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ABSTRACT
SILVA, Roberta dos Santos, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, May 2006.

Comparative Floral Morphology of Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes

(Rubiaceae) in the Amazon and Atlantic Forests. Advisor: Luiz Orlando de

Oliveira. Committee Members: Milene Faria Vieira and Wagner Campos Otoni.

It has been suggested that disjunctive populations play an important role in the
process of speciation. Psychotria ipecacuanha is a distilous medicinal species that
grows in clusters in the sub forest of tropical forests It presents disjunctive and peri-
Amazonic geographic distribution, naturally occurring in Central, North and South
Americas, with its occurrence in Brazil being restrict to the southern Amazon Forest
region (the states of Rondonia and Mato Grosso) and Atlantic Forest (the states of
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro and Bahia), separated by an extense
Cerrado area. This work evaluated the floral morphological characteristics of eight
natural populations of Psychotria ipecacuanha, five in the southern Amazon and three
in Atlantic Forest. Eight characteristics were measured. Pollen grains were evaluated for
mean diameter, pollen/ovule ratio, and pollen viability. Discriminating function analysis
and grouping analysis were carried out to verify likely morphological differences
among Amazon populations and between the two forests. P. ipecacuanha flowers
occurring in the Amazon presented significant differences among populations for stigma
height, anther height, stigma length, pollen diameter, pollen/ovule ratio, and pollen
viability. Differently from Atlantic Forest, Amazon Forest presented non-isomorphic
clusters and an anisoplethic population. The short-styled flowers presented greater
differences between Amazonia and Atlantic forests than the long-styled flowers,
especially in relation to anther height. Discriminating function analysis correctly
classified over 95% of the short-styled individuals of both forests and over 84% of the

long-styled individuals, with the Amazon forest classification indices (90.65%) being
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more correct than those of the Atlantica forest (75.32%). The Rio Vermelho population
of the Amazon stood out as the most distinct among all the populations studied in both
forest, always constituting a separate group. The short-styled flowers presented a greater
variability than the long-styled flowers between the forests, leading to a more evident
separation between the two forests, while the long-styled flowers did not allow a

complete dissociation between them.



1. INTRODUCAO

As flores, usualmente, sdo menos afetadas por principios nao genéticos de
variacdo do que os Orgdos vegetativos. Muitas caracteristicas florais nao somente
permanecem relativamente constantes dentre os individuos, mas também exibem um
plano estereotipado entre populagdes, espécies e, frequentemente, familias (Stebbis
1951; Berg 1959 apud Richards & Barret 1992). Diferencas entre individuos podem
resultar em modificacdes genéticas das caracteristicas florais, que influenciam o
sistema reprodutivo (Barrett & Shore 1987). Tem-se observado que, em espécies
alégamas, a dependéncia, em alguns casos, de polinizadores para a reproducdo, tem
levado ao desenvolvimento de tragos ecolodgicos que tém a funcdo de atrair
determinados animais, como passaros ¢ insetos (Cleg & Durbin 2003). Além disso,
alguns genes nao alélicos podem ter efeitos pleiotropicos sobre outros aspectos
fenotipicos, como, por exemplo, a cor ¢ a forma da pétalas (Mather & De Winton
1941 apud Richards & Barret 1992).

O género Psychotria é considerado o maior da familia Rubiaceae com,
aproximadamente, 1.500 espécies (Judd et al. 2002), distribuidas nos tropicos e
subtropicos de ambos os hemisférios. E um dos géneros mais representativos nos
sub-bosques de florestas tropicais (Burger & Taylor 1993; Taylor 1996) e, por causa
dessa preferéncia de habitat, muitas Rubiaceae, além das espécies de Psychotria, tém
sido utilizadas na avaliacdo do estado de conservagdo de ambientes tropicais (Delprete
2004).

De acordo com Barret (1992), o ocorréncia de diversas espécies heterostilicas
apresentando distilia, ¢ uma das caracteristicas marcantes desse género. Como por

exemplo: P. acuminata; P. chiapensis, P. officinalis e P. suerrensis (Bawa &



Beach 1983), P. leiocarpa (Lima 1986), P. faxlucens (Pérez-Nasser et al. 1993),
P. suerrensis (Stone 1996), P. suterella (Grandisoli 1997), P. ipecacuanha (Assis
1992; Martins 2000; Rossi et al. 2005).

A distilia ¢ um dimorfismo floral controlado geneticamente e normalmente
identificado por duas caracteristicas principais: posicionamento reciproco de
estigmas e anteras entre os dois tipos florais (brevistila, com estiletes curtos e
estames longos e longistila com estiletes longos e estames curtos) e presenga de um
sistema de incompatibilidade intramorfos. Devido a essa incompatibilidade,
apenas polinizagdes legitimas (intermorfos), realizadas por polinizadores
bidticos, resultam em frutos, sendo chamada de incompatibilidade heteromorfica.

Esse dimorfismo, tem surgido independentemente pelo menos 23 vezes em
taxons nao relacionados (Richards 1986; Barret 1992; Lloyd e Webb 1992;
Endress 1994). Os mecanismos que regem esse heteromorfismo floral e o sistema de
incompatibilidade sdo fortemente relacionados devido a existéncia da ligagdo entre os
loci génicos que os controlam, formando o que é chamado de supergene (Ganders
1979).

Psychotria ipecacuanha (poaia ou ipeca) ¢ uma espécie distilica (Assis &
Giulietti 1999; Rossi et al. 2005), de sub-bosque umido e sombrio, onde cresce
formando agrupamentos de individuos, denominados reboleiras (Oliveira & Martins
1998). Sua distribuicdo geografica ¢ disjunta e periamazonica a saber: 1) nas florestas
umidas da América Central e Norte da América do Sul - Nicardgua, Costa Rica, Panama
e Colombia; 2) no Brasil, regido sul da floresta Amazonica - Rondonia e Mato Grosso; e
3) na Mata Atlantica - Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro ¢ Bahia (Assis

1992).



A ocorréncia disjunta de populagdes co-especificas, seja devido a processos
de vicariancia, dispersdo ou origens multiplas, pode leva-las a um processo de
especiagdo. Os modos de especiagao usualmente sdo distinguidos de acordo com o grau
de contato reprodutivo potencial entre as populagdes envolvidas. Partindo de um
conceito geografico, a especiagdo alopatrica ocorre pelo isolamento reprodutivo
geografico (Gregorius 1992).

A existéncia de atuais padrdes de distribui¢do disjuntas em espécies vegetais ¢
animais (Silva 1996; Costa 2003) das florestas Amazonica e Atlantica sugerem também
a possibilidade de conexao entre as floras destas florestas no passado, através do bioma
Cerrado (Rizzini 1963) que ocupa uma posi¢do central em relagdo a esses dois biomas
florestais e a outros grandes biomas sul-americanos como a Caatinga, por exemplo
(Silva & Bates 2002). Varios estudos de fauna e flora concordam com essa idéia
ressaltando o papel das matas de galeria nesta conexdo (M¢io et al. 2003).

Fatores historicos, como efeitos de mudangas climaticas durante o Quaternario
sobre a estrutura e composicdo das florestas de galeria, e efeitos ecologicos, como
tolerancia das espécies a trocas abruptas de temperatura durante o inverno, sao
sugeridos como possiveis explicagdes para as diferengas na distribuicao de elementos da
Amazodnia e Mata Atlantica dentro da regido do cerrado (Silva 1996).

As populacdes naturais de poaia vém diminuindo drasticamente, em
conseqiiéncia de intenso extrativismo, devido ao valor medicinal e comercial de suas
raizes, ¢ do desmatamento (Oliveira & Martins 1998).

Extracdes negligenciadas foram intensivamente realizadas durante o século
XVIII. E esse fato somado as perturbacdes do habitat natural, por intensas agdes

antropicas, tornou P. ipecacuanha como uma espécie ameagada por erosdo genética



(Oliveira & Martins 1998), principalmente as populacdes da Amazonia (Assis &
Giulietti 1999).

Assis (1992) e Martins (2000) demonstraram que a poaia se reproduz, com
facilidade, vegetativamente, por meio de estacas. Essa caracteristica, em populagdes
naturais, contribui para a formagdo de reboleiras isomorficas (com apenas uma forma
floral), e consequentemente, para uma propor¢ao nao equilibrada entre as formas florais,
considerada desfavoravel para a reproducao sexuada (Faivre & McDade 2001).

Reboleiras isomorficas foram registradas por Rossi et al. (2005), em populagdes
do sudeste brasileiro; entretanto, as formas florais encontravam-se em proporc¢des
equilibradas. Esses ultimos autores, verificaram diferengas significativas na morfologia
floral, de ambas formas florais, entre as populacdes estudadas.

As populacdes de P. ipecacuanha nas florestas Atlantica e Amazodnica
encontram-se separadas por uma extensa area de Cerrado, o que sugere auséncia de
fluxo génico entre elas, assim pode estar ou nao, havendo uma especiagdo entre as
populacdes desses biomas que podem apresentar diferentes padroes morfo-especificos
para flores brevistilas e longistilas.

Alguns trabalhos tem sendo desenvolvidos, avaliando caracteristicas
morfoldgicas florais entre diferentes populagdes de uma mesma espécie, buscando
inferir mecanismos os mecanismos evoluciondrios, que levam as padrdes atuais de
variagdo fenotipica. Dominguez et al. (1998), sugeriu que a auséncia de diferencas
fenotipicas entre populacdes, pode ser resultado de trés fatores: 1. uma origem rescente
das populacdes, 2. altas taxas de fluxo génico, ou 3. selecdo natural favorecendo
fenotipos similares em cada populagao.

Estudos importantes vem sendo registrados, envolvendo mais que uma

populacdo de espécies distilicas como, por exemplo, Pailler ¢ Thompson (1997), que



estudou a variagao floral em oito populagdes de Gaertnera vaginata e Sobrevila (1983),
que avaliou diferengas florais em quatro populacdes de Palicourea fendleri ¢ P.
petiolaris.

O presente estudo avaliou caracteristicas florais de cinco populagdes naturais de
Psychotria ipecacuanha da floresta Amazonica e verificou se os padroes de
morfoldgicos apresentados por estas populacdes diferem das populagdes da Floresta
Atlantica estudadas anteriormente por Rossi et al. (2005). Para as populagdes da
Amazodnia esse trabalho buscou responder as seguintes questdes: 1. Quais as freqiiéncias
em que ocorrem as formas florais brevistila e longistila nas populagdes da Amazonia? 2.
Quais caracteristicas florais podem discriminar os dois morfos? 3. As caracteristicas de
um mesmo morfo floral apresentam diferencas significativas entre as populagdes? 4. Ha
presenga de hercogamia reciproca nessas populagdes? 5. O grao de polen apresenta
diferengas entre morfos com relacdo ao diametro, a razdo polen/6vulo (P/O) e a
viabilidade polinica?

Esses dados, juntamente com os dados referentes as populacdes da Floresta
Atlantica, foram submetidos a novas analises para verificar: 1. Se as freqiiéncias das
formas florais apresentam diferencas entre biomas. 2. Quais caracteristicas florais de
cada morfo podem discriminar os dois biomas. 3. Se ha presenca de hercogamia
reciproca entre eles e se, 4. O grao de polen apresenta diferenga entre as populacdes dos
dois biomas, quanto ao diametro, P/O, e viabilidade polinica.

Diante da acelerada destruicdo dos ambientes naturais e perda de diversidade
genética, ha que se ter urgéncia na necessidade de estabelecer agdes que levem a
conservacdo, principalmente de plantas com usos medicinais, este trabalho busca

contribuir com informagdes que possam ser Uteis na sua conservagao dessa espécie.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. A espécie estudada

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae) também conhecida como
poaia, poalha, ipeca ou ipecacuanha, ¢ uma planta subarbustiva, perene, de crescimento
lento, apresentando 20 a 60 cm da altura. Se desenvolve em agregados, denominados
reboleiras, no sub-bosque de areas imidas e sombrias das matas tropicais do continente
americano (Oliveira & Martins 1998).

Essa espécie apresenta alcaldides amplamente empregados na medicina e
constitui uma das muitas riquezas vegetais que o mundo conheceu apods a descoberta da
América (Corréa 1984).

Os principais alcaldides encontrados em suas raizes sdo a emetina e a cefelina,
que possuem propriedades eméticas, expectorantes, antidiarréicas e amebicidas
(Bruneton 1995; Garcia 2001) e foi incluida nas farmacopéias indiana, japonesa,
inglesa, americana e portuguesa (Bastistini et al. 2002), tendo sido utilizada na medicina
popular brasileira desde o inicio do século.

Em estudo realizado com populagdes da Mata Atlantica, Rossi (2003) observou
reboleiras que apresentaram bordas bem delimitadas de forma circular ou eliptica com
aproximadamente 110 hastes. Os caules subterraneos se alastram produzindo
ramificagdes horizontais por toda extensdo da reboleira. A propagacdo vegetativa, nesta
espécie, ocorre por meio de brotagdes em intervalos regulares de gemas caulinares e/ou
radiculares.

As reboleiras das populagdes do sul da Amazoénia apresentaram um numero
variado de hastes em sua composi¢ao. As populagdes MOZ e EXU apresentaram

reboleiras menores, de 8 a 35 hastes por reboleira,para a primeira, ¢ de 12 a 47 hastes



aproximadamente, para a segunda populagdo. Na populagdo PRA foram observadas
reboleiras com até 107 hastes, e na populagdo SOR o nimero de hastes observados nas
reboleiras, variou de 19 a 490.

O material-testemunho de P. ipecacuanha foi herborizado e depositado no
Herbario do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa

(VIC).

2.2. Populacdes estudadas

2.2.1. Populagdes da Amazonia

As populagdes estudadas com suas respectivas siglas e coordenadas geograficas
estdo apresentados na tabela 1.

As observacdes de campo e coleta de material botanico para estudos de
morfometria floral foram realizadas em 71 reboleiras de cinco populagdes localizadas
no sul da Floresta Amazodnica, bacia do Alto Paraguai, depressdo da micro-bacia do
Cabacal (Figura 1). As cinco populagdes que constituem a area de estudo sdo
propriedades particulares nos municipios de Caceres, Mirassol D’Oeste, Salto do Céu e
Lambari D’Oeste, todos no estado de Mato Grosso.

O clima, segundo a classificagdo de Koppen adaptado por Miranda & Amorim
(2001) e Maitelli (2005) ¢ tropical quente semi-umido com quatro a cinco meses secos
por ano.

A cobertura vegetal das areas de coleta ¢ constituida por Floresta Estacional
Semidecidual. As populagdes foram nomeadas de acordo com o nome dado ao local por

moradores da regido, onde as populagdes estdo localizadas.



Tabela 1. Localizagdo e numero de reboleiras das cinco populagdes naturais de

Psychotria ipecacuanha estudadas no estado de Mato Grosso, sul da Amazonia.

Populagao Sigla Latitude Longitude Numero de reboleiras
Mozar MOZ 15°04°57.9” S 057°58°00,6” W 8
Exu EXU 15°40°41,5” S 057°32°03,3” W 17
Soroteca SOR 15°31°34,6” S 058°00°42,8” W 11
Prata PRA 15°30°26,4” S 058°01°50,0” W 15
Rio Vermelho RVE 15°17°38,2” S 057°51°43,4” W. 20

A mata onde encontra-se a populacdo de Mozar (MOZ), com oito reboleiras,
embora esteja circundada por pastagem em trés faces laterais, ocupa uma extensdo
continua de aproximadamente 50 ha e se estende até as margens do rio Vermelho.

As populagdes do Prata (PRA), Exu (EXU), Soroteca (SOR) e Rio Vermelho
(RVE) estdo no sub-bosque de fragmentos florestais que medem entre 7,5 a 17,2 ha
cada. A area do Prata, com 15 reboleiras, esta submetida a intensa extragao de recursos
vegetais madeireiros com grandes aberturas no seu dossel e a extragdo de poaia ocorreu,
com a autorizagdo dos proprietarios, até o ano de 2002.

As populacdes EXU e SOR constituidas por 17 e 11 reboleiras, respectivamente,
estdo sob o dossel de matas que apresentam um menor grau de antropizacao,
considerando a baixa extracdo de recursos vegetais locais. Porém, no fragmento
florestal onde localiza-se a populagdo EXU, no ano de 2004, houve extracdo de poaia
sem a autorizacdo dos proprietarios.

As 20 reboleiras estudadas na populacdo RVE, encontram-se no sub-bosque de
mata ciliar, pouco antropizada na por¢ao aluvial em relagdo ao rio Vermelho.

Em decorréncia do histdrico de ocupagdo da regido, todas as areas apresentam
caracteristicas de regeneragdo de clareiras ocasionadas pela extragdo de recursos

madeireiros, principalmente entre as décadas de 1970-1990.



As populagdes estudadas na Amazonia foram localizadas por meio de incursdes

orientadas por moradores e antigos poaieiros da regiao.
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Figura 1. Localizacdo geografica das cinco populacdes estudadas na Floresta

Amazonica (MOZ, SOR, PRA, EXU e RVE).



2.3. Morfologia floral

A coleta de dados nas populagdes localizadas na Amazonia foi realizada durante
o ciclo reprodutivo 2004/2005 e 2005/2006, nos meses de outubro a dezembro com

expedi¢gdes de campo quinzenais.

A ocorréncia de formas florais distintas (brevistila e longistila) em uma mesma
reboleira foi verificada observando-se a forma floral de todas as inflorescéncias
presentes em cada haste das reboleiras, exceto na populagio RVE, onde foram
realizadas apenas duas expedigdes para coleta de flores usadas nas andlises

morfométricas.

Para estudos de morfologia floral foram coletadas, em cada reboleira durante o
ciclo reprodutivo 2005/2006, inflorescéncias com flores abertas e botdes em pré-antese

que foram estocadas em alcool 70% para uso posterior em laboratodrio.

A morfometria foi realizada utilizando-se 130 flores brevistilas (EXU = 33, SOR
=35, PRA =29, RVE = 33) e 152 longistilas (MOZ = 29, EXU =27, SOR = 30, PRA =

35 e RVE =31).

As flores foram observadas em microscopio estereoscopio, usando uma ocular
milimetrada onde foram mensuradas oito caracteristicas: didmetro da base do tubo da
corola (DBC), diametro do apice do tubo (boca) da corola (DAC), e apds seccao
longitudinal da flor foram mensurados o comprimento da corola (CC), com os lobos da
corola expandidos verticalmente, o comprimento do tubo da corola (CTC), a altura do
estigma (AE), a altura da antera (AA), o comprimento do estigma (CE) e comprimento
da antera (CA). Para as medidas de DBC, DAC, CC, CTC, AE e AA, o topo do disco

nectarifero foi utilizado como referéncia para a mensuragao.
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O diametro do polen foi mensurado em flores de quatro (EXU, SOR, PRA e
RVE) das cinco populacdes estudadas. Para tanto, foram utilizados 120 graos de polen
de cada morfo floral (30 graos para cada populagdo), provenientes de 20 botdes
longistilas e 20 brevistilas em pré-antese. Os graos foram observados e fotografados em
fotomicroscopio Olympus AX70. As medidas do diametro foram realizadas com auxilio

do software Image-pro-plus 4.5 (Media Cybernetics 2002).

Para verificar a viabilidade polinica foram montadas laminas com graos de pélen
de 102 botdes florais longistilas em pré-antese (MOZ = 20, EXU = 24, SOR = 17, PRA
=22 ¢ RVE = 18) e 99 botodes brevistilas (EXU = 25, SOR = 24, PRA =25 ¢ RVE =
25). As anteras foram maceradas para a liberagao dos graos de pdlen que foram corados
com carmim acético. Foram contados, com auxilio de microscopio dptico com objetiva
de 10 X, 200 de cada lamina, avaliando grdos viaveis e ndo viaveis (Radford et al.

1974).

A razdo P/O, foi verificada de acordo com Cruden (1977) utilizando 99 botdes
florais em pré-antese de cada morfo floral (Longistilas - MOZ = 20, EXU = 23, SOR =

17, PRA =21 e RVE = 18; Brevistilas - EXU = 24, SOR = 25, PRA =25 ¢ RVE =25).

2.4. Indice de Reciprocidade

Foram calculados indices de reciprocidade relativa entre os niveis de altura do
estigma de cada morfo e o nivel da antera correspondente no morfo oposto de acordo
com Richards & Koptur (1993): (Altura da Antera — Altura do estigma reciproco) /

(Altura da Antera + Altura do estigma reciproco)
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2.5. Populacdes da Floresta Atlantica

As caracteristicas florais obtidas na analise de morfometria, didmetro e
viabilidade dos gras de pdlen e a razdo P/O das populagdes da floresta Amazonica
foram confrontadas com os resultados apresentadas pelas populagdes naturais da

Floresta Atlantica estudadas por Rossi et al. (2005).

2.6. Analises estatisticas

Para as analises estatisticas foi usado teste t de Student para comparar as
caracteristicas florais dos morfos breve e longistila dentro de cada populacao da
Amazodnia. Para esta analise nao foram considerados os dados da populagdo MOZ, uma
vez que esta populagdo apresentou apenas o morfo floral longistila, sendo apresentados
apenas as médias e desvio padriao das caracteristicas florais avaliadas nesta populagao.
Diferengas entre as médias intra morfo das populacdes estudadas na floresta Amazonica
foram testadas usando analise de varidncia (ANOVA). Foram calculados ainda os
coeficientes de correlacdo entre a altura do estigma e a altura da antera com todas as
caracteristicas florais analisadas, dentro de cada forma floral. Estas analises foram

realizadas com o software Statistica 5.5 (StatSoft 2000).

O teste t de Student também foi utilizado para contraste entre as médias das
florestas para as caracteristicas morfométricas intramorfo. A técnica multivariada
denominada Andlise de Fun¢do Discriminante, nos permite determinar como € possivel
separar dois ou mais grupos de individuos, a partir de mensuramentos para esses
individuos sobre diversas variaveis (Manly 1994). Desse modo, diferengas entre as
populacdes, das florestas Amazonica e Atlantica, foram verificadas por analise

discriminante. Os valores das caracteristicas de cada raiz da fun¢ao discriminante foram
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plotados ao longo de dois eixos em dispersao grafica bidimensional. As analises de
agrupamento foram realizadas pelo método de ligagao completa (vizinho mais distante)

baseada em distancia média euclidiana.

As analises multivariadas entre as populagdes e entre biomas foram realizadas
separadamente para os morfos brevistilas e longistila utilizando-se o software Statistica
6.0 (StatSoft 2004). Nessas analises ndo foram consideradas reboleiras que

apresentaram mais que um tipo floral, observadas nas populagdes da Amazonia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Populacées da Floresta Amazonica

3.1.1. Proporcio de morfos florais nas populacdes da Amazonia

Das 71 reboleiras de Psychotria ipecacuanha estudadas, 65 apresentaram
floragdo, das quais, 45 foram acompanhadas quinzenalmente. As reboleiras
acompanhadas pertencem a quatro das cinco populagdes deste estudo. A populagdo
RVE foi localizada ap6s o inicio da floragdo e, portanto, ndo foi incluida na analise de
propor¢ao de morfos florais.

As reboleiras estudadas possuem tamanhos variados em relagdo ao numero de
hastes, sendo que as menores apresentaram de 8 até 19 hastes aproximadamente,
enquanto que nas reboleiras maiores, o nimero maximo de hastes observadas variou
desde 47 até 490.

O periodo de floragdo de Psychotria ipecacuanha no sul da Amazonia ocorreu
da segunda quinzena de outubro a primeira quinzena de dezembro. O maior niimero de
hastes floridas foi registrado na segunda quinzena de novembro. Para as populagdes de
P. ipecacuanha na Mata Atlantica, Rossi (2003) registrou floragdo ocorrendo de
novembro ao inicio de janeiro e o pico de floragdo observado na primeira quinzena de
janeiro.

Dentre as 45 reboleiras acompanhadas, 16 apresentaram apenas o morfo
brevistila (Figura 2-A) e 21 apenas o morfo longistila (Figura 2-B), constituindo
reboleiras isomorficas. Em oito reboleiras, foi observada a coexisténcia de ambas
formas florais. Nesse ultimo caso as reboleiras apresentaram uma maior propor¢do de

um morfo que do outro em quatro diferentes padrdes: a) hastes do morfo longistila, em
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menor proporc¢ao, ocupando pequena porg¢ao isolada no extremo de uma reboleira mais
densamente ocupada pelo morfo brevistila, este padrao foi observado nas populagdes
PRA e SOR, com uma reboleira para cada populagdo; b) disposi¢cdo inversa ao padrao
“a”, o que foi observado em duas reboleiras da populagao EXU; c) reboleira densamente
brevistila com raras hastes longistilas dispersas, como registrado para duas reboleiras da
populacdo SOR; e d) o inverso do padriao “c”, o que foi observado em duas reboleiras
da populagdo PRA. Esses padrdoes ndo foram observados nas populacdes da Mata
Atlantica, onde foram registradas exclusivamente reboleiras isomorficas (Rossi et al.
2005).

Nas reboleiras ndo isomorficas observadas, o fato de um dos dois morfos florais
apresentar um numero maior de hastes que o outro morfo, provavelmente pode ser
resultado da propagacdo vegetativa do morfo que se estabeleceu primeiro na formagao
da reboleira. De acordo com Rossi (2003) a propagagdo vegetativa dessa espécie ocorre
por meio de brotagdes em intervalos regulares, advindas de gemas caulinares e/ou
radiculares.

Com relacdo as hastes de um morfo floral dispersas, nas reboleiras de morfo
oposto, podem ser resultado da dispersdo de sementes, que de acordo com Corréa
(1984), ¢ do tipo zoocorica para esta espécie, realizada por aves comumente chamadas
de poaieiros, ou ainda, resultado de segregacdo, onde as sementes de diferentes hastes
da reboleira germinaram, dando origem a hastes de morfos opostos ao da maioria que

compde a reboleira.
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Figura 2. Psychotria ipecacuanha. Flores brevistilas (A), longistilas (B) e uma reboleira
da populagao MOZ (C).

Quando consideradas apenas as reboleiras isomorficas (Tabela 2), a proporgao
de reboleiras brevistilas para longistilas em cada populacao estudada foi de 7:7 na
populagdo EXU, 4:5 em PRA e 5:3 em SOR, semelhante ao observado por Rossi et al.
(2005), para populagdes naturais de P. ipecacuanha da Floresta Atlantica. As
populagdes PRA e SOR, embora ndo apresentando numeros iguais de reboleiras para

ambos morfos florais, a propor¢io equilibrada de 1:1 foi confirmada por y* a 1% de
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probabilidade (Tabela 2). Assim, a propor¢ao de reboleiras brevistilas para longistilas
na area estudada foi de 16:15 quando consideradas as populagdes EXU, PRA e SOR,
caracterizando a presenga de isopletia na area de estudo, o que significa que as
populagdes de P. ipecacuanha do sul da Amazonia, apresentam uma razao equilibrada
de 1:1, o que ¢ esperado para populacdes distilicas (Ganders 1979). Ocorréncia de
isopletia também foi registrada para outras espécies distilicas de Rubiaceae, como por
exemplo, Psychotria poeppigiana Mull. Arg. (Coelho & Barbosa 2004) ¢ P. barbiflora
D.C. (Teixeira & Machado 2004a; Monteiro et al. 1991). De acordo com Barret (1992),
razdes equilibradas no morfos de 1:1 seriam alcangadas em uma geragdo em populagdes
distilicas auto-incompativeis devido ao modo simples de heranga e cruzamentos entre

morfos diferentes.

Tabela 2. Propor¢do de reboleiras isomorficas em quatro populagdes naturais de

Psychotria ipecauanha da Amazonia.

Populacio N° de reboleiras Proporcao de %12
Brevistila Longistila ~ formas florais  1:1
MOZ - 6 0:1 6
EXU 7 7 1:1 -
PRA 4 5 1:1 0,11
SOR 5 3 1:1 0,5

A anisopletia, caracterizada pela presenga de uma propor¢ao nao equilibrada de
morfos florais, diferente de 1:1 (Barret 1992), foi registrada para a populagio MOZ,
onde apenas o morfo longistila estava presente. Sobrevila (1983) também observou a
ocorréncia de apenas plantas longistilas para a espécie Palicourea petiolaris H.B.K. em

uma populagdo estudada na Venezuela, enquanto que em outras trés populagdes desta
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espécie e duas de P. fendleri Standl., mesmo ndo apresentando diferengas significativas
estatisticamente, a propor¢do geral de morfos florais observada diferiu da esperada
(1:1), ocorrendo sempre a predominancia do morfo longistila. Orduff (1980) registrou
uma propor¢do maior de morfo longistila sobre o brevistila em populagdes de Hedyotis
caerulea (L.) Hook., onde foram observadas, inclusive, flutuagdes anuais em que
algumas populagdes apresentavam isopletia e anisopletia em diferentes anos, porém
sempre com um numero maior de morfos longistila. No entanto, esse ultimo autor
afirmou ndo ter explicagdes claras para tais flutuagdes, sugerindo que pode haver
diferencas fenoldgicas entre os dois morfos, embora estas diferencas nao sejam
consistentes de populacio para populagao.

De acordo com Barrett et al. (1983), os morfos de espécies heterostilicas
frequentemente diferem em caracteristicas reprodutivas que provavelmente influenciam
No Seu Sucesso.

Fatores historicos também tém sido usados para explicar a anisopletia, ¢ a deriva
genética pode resultar em reducdo na freqii€ncia ou perda do morfo brevistila de uma
populacdo (Barret 1985). Sobrevila (1983) discute, ainda, que desvios da razdo
equilibrada de 1:1 tém sido registrados para espécies com algum grau de auto-
compatibilidade e em espécies que se estabelecem com crescimento clonal, ou
populacdes em habitats perturbados, semelhante ao observado nas populagdes da
Amazonia.

De acordo com Barret (1992), a anisopletia apresentada por espécies distilicas
auto-compativeis ou com extensiva propagacio vegetativa, ocorre devido as diferencas
morfo-especificas em taxons de autofecundagdo ou efeito fundador. Ganders (1979)
afirmou que estes desvios sdo comuns em populacdes pequenas ou em espécies que

apresentam reproducdo predominante ou largamente vegetativa.
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A populagcdo MOZ apresentou o menor numero de reboleiras entre as populacdes
estudadas. Nessa populagdo foram localizadas apenas oito reboleiras que sao
constituidas em sua maioria por um namero pequeno de hastes (variando de 8 a 35).
Além disso, duas das menores reboleiras de MOZ (uma com oito € outra com nove
hastes no total), ndo apresentaram floragdo durante o periodo em que foram
acompanhadas. Na area onde esta populagdo se encontra foram identificadas marcas de
pisoteio por bovinos provenientes de pastagens no entorno da area. Rossi et al. (2005)
registraram sucesso no estabelecimento de frutos apos polinizagdes ilegitimas,
sugerindo algum grau de compatibilidade intramorfo para Psychotria ipecacuanha em
populacdes da Mata Atlantica. Porém, no presente estudo, ndo foi realizado teste de
autocompatibilidade para esta espécie. As observagdes mencionadas acima, como
perturbacdo do ambiente e presenca propagacao vegetativa, podem estar agindo para a
manuten¢do da anisopletia observada na populagdo MOZ.

Populagoes anisopléticas de P. ipecacuanha, como observado para o bioma
Amazonia ndo foram encontradas por Rossi et al. (2005) nas populagdes estudadas na

Mata Atlantica.

3.1.2. Variac¢do em caracteristicas florais em populacées da Amazoénia
Plantas heterostiticas apresentam uma diversidade de detalhes na morfologia
floral. A ocorréncia de determinados polimorfismos similares em muitas ou na maioria
das espécies distilicas que tém sido estudadas, sugere que estas caracteristicas, devem
ser significativas na operagao do sistema reprodutivo dessas espécies (Ganders 1979).
Os valores de médias (+ desvio padrio) e os resultados do teste de média para as

analises morfométricas das oito caracteristicas florais avaliadas para as populagdes
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EXU, SOR, PRA e RVE estdo apresentados na tabela 3. A populagio MOZ ¢
constituida apenas por reboleiras com flores longistilas, ndo sendo possivel a
comparacdo de caracteristicas florais entre morfos, estando apresentadas na tabela 3
apenas as médias e desvio padrao de cada caracteristica floral mensurada.

Observou-se diferencas significativas entre morfos em todas as populacdes para
a altura do estigma, altura da antera e comprimento do estigma. A diferenca no
comprimento da corola foi significativa apenas para populagdo RVE. Nao foram
significativas as diferencas entre morfos da populagdo EXU e SOR para o comprimento
do tubo da corola, na populagdo PRA para o didmetro do &pice da corola, ¢ na
populacdo SOR para o comprimento da antera. Para a populagdo RVE, todas as
caracteristicas florais mensuradas foram significativamente diferentes entre os morfos
florais, exceto para diametro da base da corola, enquanto a populacdo SOR apresentou o
menor nimero de diferengas entre morfos, quando comparada as demais populagdes
estudadas. O comprimento do tubo da corola, na populagdo SOR, embora nio
significativo estatisticamente, apresentou média maior para o morfo longistila.

Tubo da corola maior no morfo brevistila tém sido registrado para outras
espécies distilicas (Ganders 1979; Sobrevila et al. 1983; Richards & Koptur 1993;
Pailler & Thompson 1997), porém, essa caracteristica ndo ¢ considerada uma
generalidade para todas as espécies distilicas, uma vez que, em algumas espécies, ja
foram registradas flores longistilas com tubos de corolas maiores que no morfo
brevistila (Stone 1995; Pailler & Thompson 1997). De acordo com Ganders (1979), sao
poucos os casos em que a corola apresenta diferengas no tamanho entre os morfos
florais.

Flores brevistilas com didmetro da boca da corola maiores, como observado em

P. ipecacuanha, também foram registradas em Chassalia corallioides (Pailler et al.
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1998). Diferencas no comprimento do estigma, onde o morfo brevistila apresenta um
estigma maior que o longistila foram registrados para as espécies Palicourea petiolaris,
P. fendleri (Sobrevila 1983) ¢ Psychotria poeppigiana (Coelho & Barbosa 2004).

Baseado em estudos realizados com varias plantas distilicas, que registram a
existéncia de fluxo assimétrico de polen, bastante tipico de plantas distilicas, e maiores
cargas de polen observadas na superficie estigmatica para morfos longistilos, que para
os brevistilos, Ganders (1979) afirmou que isso tem levado a sugerir que as corolas
brevistilas sdo maiores para aumentar sua atratividade aos polinizadores, pois, um
nimero mais freqiiente de visitagdes e deposi¢do de polen, compensaria este
desequilibrio.

Ree (1997) registrou estigmas maiores em flores brevistilas que nas longistilas
em Palicourea padifolia, e com uma superficie estigmatica maior para que o pdlen
possa aderir. Para este autor, este dimorfismo no comprimento do estigma deve
representar uma adaptagcdo para aumentar a probabilidade de captura de pdlen pelo
morfo brevistila.

Pode-se constatar ainda que em cada morfo, a morfologia floral permite que o
estigma de flores longistilas ou as anteras nas flores brevistilas estejam posicionados
sempre acima do topo da corola.

As maiores médias para altura do estigma, altura da antera e comprimento do
tubo da corola no morfo brevistila foram observadas na populacdo PRA, enquanto para
o morfo longistila, as maiores médias para essas caracteristicas foram observadas na
populacdo EXU, excetuando-se o comprimento da corola, cuja maior média foi
apresentada pela populagdo SOR. J4 as menores médias para tais caracteristicas, foram

apresentadas pela populacdo RVE, para ambos morfos florais (Tabela 3).
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A altura do estigma, na Amazobnia, variou de 2,11 a 5,71 mm, na forma
brevistila, ¢ de 3,41 a 9,27 na longistila, as alturas minimas do estigma foram
registradas na populagao SOR e as maximas em PRA.

A altura da antera variou entre 3,41 a 8,77 mm nas flores brevistilas, onde as
populagdes SOR e PRA apresentaram os valores minimo € maximo, respectivamente,
enquanto a altura da antera no morfo longistila variou de 2,55 a 4,67 mm, sendo que
ambas medidas foram obtidas da populacdo MOZ.

Nao foram encontradas flores com anteras e estigmas no mesmo nivel, como o
registrado para plantas homostilicas (Richards 1986), que ¢ considerada evolutivamente
derivada da distilia (Barret 1992).

A altura da antera e do estigma de cada morfo foi comparada com as demais
caracteristicas florais mensuradas para verificar a correlacdo entre elas (Tabela 4), e
apenas a altura do estigma comparada ao didmetro da base e do apice da corola, em
flores brevistilas, ndo apresentaram correlagdo significativa.

Nas flores brevistilas, a altura do estigma apresentou os maiores indices de
correlacdo com o comprimento do estigma, a altura da antera e o comprimento da
corola, enquanto a altura da antera apresentou maior correlagdo com o comprimento da
corola, comprimento do tubo da corola € comprimento da antera.

Flores longistilas obtiveram maiores indices de correlagdo da altura do estigma
com a altura da antera, comprimento da corola e comprimento da antera, enquanto a
altura da antera obteve maior correlagdo com o comprimento da corola, comprimento do

tubo da corola e comprimento da antera.
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Tabela 3. Morfometria Floral (média em mm =+ desvio padrdao) de Psychotria ipecacuanha em cinco populagdes da Amazdnia (MOZ, EXU,
SOR, PRA e RVE). N= niimero de flores analisadas; AE = altura do estigma, AA = altura da antera, CA = comprimento da antera, CE =
comprimento do estigma, CC = comprimento da corola, CT = comprimento do tubo da corola, DAC = didmetro da corola no apice. DBC =
diametro da base da corola B = flor brevistila; L = flor longistila. t = teste student e valor de F da ANOVA (*P <0,01, **P<0,05 E ns = diferenga

ndo significativa)

Local N AE AA CA CE CcC CT DAC DBC
MOZ 29 L 693+083 356+051 146+020 121+1,19 6,87+1,16 451+093 323+053 1,12+0,10
EXU 33 B 3,96+053 7,17+091 1.83+0,17 1,66+0,32 7,69+1,03 496+068 350+054 121+0,14
27 L 7,61+042 391+022 1,63+0,09 1314026 7,39+042 471+033 323+034 120+0,11

t 38,38* 20,38* 6,76* 5,60% 1,70M 1,78 2,43%* 0,20
SOR 35 B 4,11+0,58 6,72+088  1,51£020 1,72+0,32  7,50+0,47 4,77+043 3,19+034 1,11 0,09
30 L 695+132 3,85+046 1,41+028 144+0,18 749+0,68 4,86+0,34 1,19+0,12 1,19 0,12

t 10,64* 18,65% 1,54 4,14% 0,04 1,08 32,08* 3,08%
PRA 29 B 429+063 727+097 1,69+027 1,68+0,30 7,76+0,87  565+086 280+037 1,18+0,11
35 L 7,51+£0,90 3,83+031 148+0,19 1,05+0,15 743+0,65 5,04+045 278+042 1,16+0,16

t 19,33* 21,63* 3,57* 10,38* 1,81 3,80% 0,26 0,33
RVE 33 B 2,96+035 647+0,61* 1,63+0,14 098+025 6,87+0,72 4,52+0,49 326+060 1,13 +0,09
31 L 611+0,50 3,48+025 145+011 0,70+1,73 624+048 4,11+041 231+033 1,07+0,19

t 26,15% 26,43% 5,80% 4,96* 5,17* 3,50% 8,37* 1,56

Valor de
F B 44.24% 7,02% 16,16* 49.56* 9,28* 20,66* 13,57* 6,05%
L 18,18* 10,69* 6,97* 79,74% 21,45% 17,67* 37,61% 5,64%
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Tabela 4. Coeficientes de correlagdo para as caracteristicas florais mensuradas em flores
brevistilas (N = 130) e longistilas (N = 152) de Psychotria ipecacuanha do sul da
Amazonia. AE = altura do estigma, AA = altura da antera, CA = comprimento da
antera, CE = comprimento do estigma, CC = comprimento da corola, CT =
comprimento do tubo da corola, DAC = diametro do &pice da corola e DBC = diametro

da base da corola. (*nivel de significancia P < 0,01, ** nivel de significancia P < 0,05)

Flores brevistilas Flores longistilas
AE AA AE AA
AA 0,56* - 0,73* -
CA 0,21%* 0,59% 0,65% 0,66%
CE 0,85% 0,51% 0,42% 0,35%
CcC 0,54* 0,79* 0,74* 0,81%
CT 0,51* 0,73* 0,55% 0,68%
DAC -0,09™ 0,25% 0,45* 0,34*
DBC 0,11 0,18%* 0,34* 0,31%*

Resultado semelhante foi registrado para Mata Atlantica por Rossi et al. (2005)
onde a altura do estigma e antera foram positivamente associados com a maioria das
caracteristicas florais avaliadas, havendo exce¢do apenas para comprimento da antera
em flores brevistilas e comprimento do estigma em flores longistilas para as quais ndo

foram encontradas correlagdes significativas.

3.2. Morfometria floral comparada

3.2.1. Caracteristicas florais
A Floresta Amazonica e a Floresta Atlantica compreendem as duas maiores

florestas imidas néotropicais sendo intermediadas pelo bioma Cerrado que se estende
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como um corredor xérico, conectando o chaco a caatinga (Eiten 1972). Esta longa area
de cerrado entre as florestas Amazodnica e Atlantica constituem uma barreira geografica
entre as populagdes naturais de P. ipecacuanha restritas por esses dois biomas
brasileiros.

Os valores de médias (+ desvio padrao) e os resultados do teste de média para as
comparagdes morfométricas das oito caracteristicas florais intramorfo, entre os dois
biomas, estdo apresentados na tabela 5.

Excetuando-se a caracteristica comprimento da corola, foram observadas
diferencas significativas entre flores brevistilas das florestas Amazonica e Atlantica.

A forma longistila apresentou diferenca significativa para cinco das oito
caracteristicas avaliadas, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa para
altura do estigma, altura da antera e comprimento do estigma. As flores brevistilas da
Amazodnia apresentaram, em média, anteras ¢ estigmas mais altos que as flores
brevistilas da Mata Atlantica enquanto que nas flores longistilas, essa tendéncia ndo foi
observada (Figura 3-A). As flores brevistilas da Mata Atlantica, em média, possuem
anteras, estigmas ¢ o tubo das corolas maiores que as flores da Amazonia, além de
corola com maior didmetro (Figura 3). Nas flores longistilas, essas caracteristicas
também apresentaram maiores médias para as flores da Mata Atlantica com excecdo do
comprimento do estigma, cuja maior média foi apresentada pelas flores da floresta
Amazonica.

De acordo com Cardim et al. (2001), o uso de caracteristicas florais em estudos
morfométricos e taxondmicos € vantajoso, uma vez que, devido a especificidade entre
flor e agente polinizador, a variabilidade presente nesses caracteres ¢ constituida quase

exclusivamente por variabilidade genética, sendo pouco influenciada pelo ambiente.
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Tabela 5. Morfometria floral (média em mm + desvio padrdo) de Psychotria ipecacuanha da Amazénia (AMZ) e da Mata Atlantica (MAT), N=
numero de flores analisadas; AE = altura do estigma, AA = altura da antera, CA = comprimento da antera, CE = comprimento do estigma, CC =
comprimento da corola, CT = comprimento do tubo da corola, DAC = didmetro do 4pice da corola, DBC = didmetro da base da corola. B = Flor

brevistila; L = Flor longistila. t = teste student (*P <0,01, **P<0,05 e ns = diferenca ndo significativa)

Local N AE AA CA CE CC CT DAC DBC

AMZ 85 371+0,63 681+0,68 1,67+0,18 144+0,37 726+0,71 4,74+048 327+044 1,16+0,10

MAT 87 337+0,57 6,54+0,66 210+0,16 1,65+0,18 7,34+0,63 525+047 3,52+£036 1,28+0,11
t 4,22% 3,36% 20,75% 4,77% 1,07 8,53* 4,41% 8,78%*

AMZ 107 7,01+£0,91 3,70+0,40 1,50+0,18 1,09+0,32 7,00+£0,92 4,58+0,68 2,90+0,56 1,14+0,15

MAT 77 7,19+061 3,79+037 1,71+0,14 1,04+0,24 723+0,58 5,14+0,41 3,15+0,27 1,26+0,09
t 1,79 1,82 10,16* 1,36 2,43%% 7,36* 4,00% 6,82%
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No conjunto de graficos mostrados na figura 3 pode-se verificar que os

individuos do morfo longistila das florestas AMZ ¢ MAT apresentam uma maior

sobreposi¢ao que os individuos do morfo brevistila.
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Figura 3. Correlagdo entre as caracteristicas altura da antera e altura do estigma (A),
altura da antera e comprimento do tubo da corola (B), altura do estigma e comprimento
do tubo da corola (C) comprimento da corola e comprimento do tubo da corola (D) para

discriminar individuos brevistilas e longistilas da Amazonia (circulos vazios) e da Mata

Atlantica (circulos cheios).
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Uma separacdo mais nitida entre as duas florestas para as flores longistilas pode ser
observada apenas pelo comprimento do tubo da corola quando associada as
caracteristicas altura da antera, principalmente (Figura 3-B), e altura do estigma (Figura
3-C). As caracteristicas comprimento da corola e comprimento do tubo da corola,

quando associadas, ndo discriminam os individuos das duas florestas (Figura 3-D).

3.2.2. indice de reciprocidade

Os valores médios apresentados para altura do estigma e altura da antera das
duas formas florais mostram o posicionamento reciproco entre as flores brevistilas e
longistilas das populacdes estudadas na Amazodnia (Tabela 1) confirmando a presenca
de hercogamia reciproca (Faivre & McDade 2001). A hercogamia, geralmente, reduz a
autopolinizacdo intra-flor (Barrett 1998). Esta separacdo tem sido interpretada como
uma adaptacao floral que reduz a interferéncia pdlen-estigma (Webb & Lloyd 1986). As
populacdes da Mata Atlantica também apresentaram hercogamia reciproca entre morfos
florais (Rossi et al. 2005).

Na figura 4, estdo apresentados os indices de reciprocidade relativa entre altura
do estigma de cada morfo floral e a altura da antera do morfo oposto das sete
populacdes avaliadas nas duas florestas.

Como observado no eixo X, exceto por RVE que apresentou estigmas das flores
longistilas em posi¢do inferior as anteras das flores brevistilas, as demais populagdes
apresentaram estigmas das flores longistilas em posi¢ao superior as anteras das flores

brevistilas (Figura 4).
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Figura 4. Valores de reciprocidade de Psychotria ipecacuanha com base nas médias de
altura da antera e altura do estigma em cada morfo floral de quatro popula¢des naturais
da Amazonia (circulos vazios) e trés populagdes da Mata Atlantica (circulos cheios)

(Eixo y = nivel médio do 6rgao maior, eixo X = nivel médio do 6rgdo menor).

Com exceg¢do de RVE, as populagcdes da Amazdnia tiveram a tendéncia de
apresentar o estigma das flores brevistilas em posicdo superior as anteras das flores
longistilas enquanto as populagdes da Mata Atlantica tiveram a tendéncia de apresentar
os estigmas das flores brevistilas em posi¢ao inferior as anteras das flores longistilas
(eixo y-Figura 4).

Na populagdo EXU os estigmas das flores brevistilas sdo iguais as anteras das
longistilas. Esta variacdo de reciprocidade apresentada por P. ipecacuanha esta dentro
do padrio observado em outras espécies distilicas de Rubiaceae (Richards & Koptur
1993) o que também foi observado em oito populacdes de Gaertnera vaginata

estudadas por Pailler & Tompson (1997).
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De acordo com Lloyd & Webb (1992) a hercogamia reciproca de populacdes
heterostilicas nao requer que as alturas das anteras e estigmas coincidam exatamente nos
dois morfos (no caso de distilia), para esses autores, hd frequentemente diferencas
consideraveis nas posi¢cdes exatas das anteras e estigmas envolvidos na transferéncia
“legitima” de pdlen de uma antera ao estigma em um mesmo nivel. Pode haver ainda
apreciavel sobreposi¢do na posicdo absoluta das anteras (ou estigmas) de diferentes
morfos, porém, esta variagdo ainda preserva a ocorréncia da altura da antera e do

estigma, caracteristico de cada morfo (Lloyd & Webb 1992).

3.2.3. Analise discriminante

A andlise discriminante foi conduzida para oito caracteristicas florais entre
populacdes e entre florestas para flores brevistilas e longistilas separadamente e o
sumario com os valores do poder discriminante das caracteristicas avaliadas estdo
apresentados na tabela 6 para populacdes e na tabela 7 para florestas. A analise
descriminante permite separar determinados grupos de individuos a partir das variaveis
(caracteristicas) mensuradas. Os valores de A parcial nesta andlise sdo referentes a
contribui¢do especifica da varidvel para a discriminagao entre grupos, onde variaveis de

menor valor sdo aquelas com maior poder discriminante.
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Tabela 6. Sumario da analise de fun¢ao discriminante de oito caracteristicas florais em
populagdes naturais de Psychotria ipecacuanha. Flores brevistilas (sete populagdes) e
flores longistilas (oito populacdes). CA = comprimento da antera, CE = comprimento
do estigma, AA = altura da antera, AE = altura do estigma, CTC = comprimento do tubo
da corola, CC = comprimento da corola, DAC = diametro do apice do tubo da corola,

DBC = diametro da base do tubo da corola. N = numero de flores avaliadas.

Caracteristicas Brevistila (N = 172) Longistila (N = 184)
A parcial F P A parcial F P

CA 0,51 25,51 0,00 0,67 11,94 0,00
CE 0,49 26,88 0,00 0,56 18,59 0,00
AA 0,68 12,26 0,00 0,76 7,56 0,00
AE 0,84 4,87 0,00 0,85 4,23 0,00
CTC 0,76 8,06 0,00 0,76 7,57 0,00
CcC 0,84 5,04 0,00 0,92 2,16 0,04
DAC 0,86 4,27 0,00 0,63 14,10 0,00
DBC 0,95 1,47 0,19 0,88 3,25 0,00

Quando consideradas as flores brevistilas, as caracteristicas que mais
contribuiram para discriminacdo entre populagdes foram o comprimento da antera e o
comprimento do estigma. Por outro lado, as que menos contribuiram foram didmetro da
base e do apice da corola. No morfo longistila as varidveis: comprimento do estigma,
comprimento da antera e didmetro do 4pice da corola apresentaram maior poder
discriminante, ao contrario das caracteristicas comprimento da corola e didmetro da

base da corola as quais apresentaram menor poder discriminante.
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Tabela 7. Sumario da analise de funcao discriminante de oito caracteristicas de flores
brevistilas e longistilas de Psychotria ipecacuanha nas florestas Amazonica e Mata
Atlantica. CA = comprimento da antera, CE = comprimento do estigma, AA = altura da
antera, AE = altura do estigma, CTC = comprimento do tubo da corola, CC =
comprimento da corola, DAC = didmetro do apice do tubo da corola, DBC = diametro

da base do tubo da corola. N = nimero de flores avaliadas

Caracteristicas Brevistila (N = 172) Longistila (N = 184)
A parcial F P A parcial F P

CA 0,75 53,49 0,00 0,83 35,43 0,00
CE 0,87 24,47 0,00 0,95 9,00 0,00
AA 0,69 72,18 0,00 0,92 14,25 0,00
AE 0,90 18,39 0,00 0,99 0,82 0,36
CTC 0,77 48,64 0,00 0,81 41,33 0,00
CcC - - - 0,98 2,81 0,09
DAC 0,98 2,62 0,11 1,00 0,22 0,64
DBC 0,99 1,38 0,24 0,95 9,35 0,00

Considerando as flores brevistilas na analise discriminante entre florestas, a
altura da antera foi a caracteristica que mais contribuiu para discriminar a floresta
Amazonica da Floresta Atlantica (Figura 3-A), enquanto as caracteristicas didmetro da
base e do apice da corola e altura do estigma apresentaram menor poder discriminante.
O comprimento da corola ndo foi incluido no modelo para flores brevistilas. Com
relagdo as flores longistilas, as variaveis no geral apresentaram valores elevados. Assim
nenhuma das caracteristicas avaliadas contribuiu perfeitamente para discriminagao entre
as florestas. As caracteristicas com maior contribuicao foram o comprimento do tubo da
corola (Figuras 3-A e C) e comprimento da antera, e as de menor contribuicdo foram

altura do estigma e diametro do 4pice da corola.
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Cinco fungdes discriminantes para ambos morfos florais das populagdes
estudadas, e uma quando considerados os dois biomas como um todo, foram
significativas a 1% pelo teste de qui-quadrado (y2). Os coeficientes padronizados para
variaveis candnicas indica quais caracteristicas contribuiram para fun¢ao discriminante
e estdo apresentados nas tabelas 8 e 9 para os niveis de populacdo e floresta,

respectivamente.

Tabela 8. Coeficiente padronizado para variaveis candnicas em populagdes naturais de
Psychotria ipecacuanha. CA = comprimento da antera, CE = comprimento do estigma,
AA = altura da antera, AE = altura do estigma, CTC = comprimento do tubo da corola,
CC = comprimento da corola, DAC = didmetro do apice do tubo da corola, DBC =

diametro da base do tubo da corola. N = namero de flores avaliadas

Caracteristicas Brevistila (N = 172) Longistila (N = 184)
Raiz 1 Raiz 2 Raiz 1 Raiz 2
CA -0,88 0,24 -0,04 -0,80
CE -0,35 -0,97 -0,72 0,12
AA 0,99 -0,33 0,01 -0,10
AE 0,35 -0,09 -0,04 0,48
CTC -0,63 0,07 -0,03 -0,76
CC 0,11 0,31 -0,08 0,49
DAC -0,05 -0,07 -0,56 0,33
DBC -0,19 0,01 -0,06 -0,41
% acumulativa 0,64 0,90 0,43 0,75

Para o morfo brevistila, os coeficientes mostraram que as duas primeiras raizes
explicam cerca de 90% da variacdo entre as populacdes estudadas. As caracteristicas

que mais contribuiram para essas duas fung¢des foram a altura da antera, comprimento
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da antera e comprimento do estigma. No morfo longistila as raizes um e dois explicam
75% da variagdo entre populagdes, com maior contribuicdo do comprimento do estigma
para a raiz um e do comprimento da antera e comprimento do tubo da corola para raiz

dois.

Tabela 9. Coeficiente padronizado para variaveis canonicas de oito caracteristicas de
flores brevistilas e longistilas de Psychotria ipecacuanha nas florestas Amazonia ¢ Mata
Atlantica. CA = comprimento da antera, CE = comprimento do estigma, AA = altura da
antera, AE = altura do estigma, CTC = comprimento do tubo da corola, CC =
comprimento da corola, DAC = didmetro do &pice do tubo da corola, DBC = diametro

da base do tubo da corola. N = niimero de flores avaliadas.

Caracteristicas Brevistila (N = 172) Longistila (N = 184)
Raiz 1 Raiz 1
CA 0,67 -0,71
CE 0,62 0,36
AA -1,07 0,71
AE -0,62 0,16
CTC 0,87 -1,09
CC - 0,39
DAC 0,16 -0,06
DBC 0,12 -0,37
% acumulativa 1,00 1,00

Para discriminagao entre florestas as caracteristicas que mais contribuiram foram
altura da antera e comprimento do tubo da corola para ambas florestas e os dois morfos

florais (Tabela 9 e Figura 3-B)
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Tabela 10. Médias das variaveis canOnicas em populagdes naturais de Psychotria
ipecacuanha da Amazoénia (MOZ, EXU, SOR, PRA E RVE) e Mata Atlantica (RAP,

TVI e TLM) para flores brevistilas e longistilas.

Caracteristicas Brevistila (N =172) Longistila (N = 184)
Raiz 1 Raiz 2 Raiz 1 Raiz 2
MOZ - - -0,65 1,51
EXU -1,03 -0,60 -1,52 0,73
SOR -2,93 -1,79 -1,38 1,01
PRA -1,92 -0,98 0,44 0,63
RVE -2,36 2,44 2,75 0,05
RAP 2,42 0,94 0,78 0,23
TVI 1,25 -0,83 -0,38 0,96
TLM 2,18 -0,39 -0,73 1,99

Das seis raizes de médias canonicas obtidas para flores brevistilas, as duas
primeiras explicam cerca de 90% da variagdo entre as populagdes, por outro lado, as
raizes 3 a 6, apresentaram menor magnitude de separacdo, pois elas explicam muito
pouco da variacdo entre as populagdes estudadas.

A raiz 1, que apresenta 65% da variacdo para as flores brevistilas separou as
florestas Amazonica e Mata Atlantica. Nesta raiz os individuos das duas florestas nesta
analise foram perfeitamente separados com valores negativos e positivos (Tabela 10)
para a floresta Amazonica e Mata Atlantica respectivamente, como visto na dispersdo
grafica para populagdes (Figura 5-A). A raiz 2, discrimina a populagdo RVE das demais
populacdes, como observado no grafico de dispersao para populagdes (Figura 5-A).

Para as flores longistilas, a raiz 1 que explica 43% da variagdo discrimina bem a

populacao RVE das demais, enquanto a raiz 2 discrimina pouco as florestas, como visto
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no grafico de dispersao (Figura 5-B) onde pode-se observar um tendéncia a separacao

das duas florestas, mas com individuos das populagdes ainda muito sobrepostos.
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Figura 5. Escores da fungdo discriminante para populagdes naturais de Psychotria
ipecacuanha das florestas Amazonica (simbolos vazios) e Atlantica (simbolos cheios).

A = flores brevistilas e B = Flores longistilas.
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Quando consideradas as taxas de classificagcdes corretas por populacao, flores
brevistilas apresentaram no geral, pouco mais de 79% de classificagdes corretas contra
aproximadamente 72% para as flores longistilas. As taxas de classificacdes corretas para
cada populagdo estdo apresentadas na tabela 11. Quanto as classificagdes corretas para
as florestas Amazonica ¢ Atlantica, as fun¢des discriminantes classificaram
corretamente mais de 95% dos individuos brevistilas de ambas florestas, € mais de 84%
dos individuos longistilas, sendo maior a taxa de classificagdes corretas da floresta

Amazodnica (90,65%) que na Atlantica (75,32%).

Tabela 11. Matriz de classificagdo correta da analise discriminante baseada em
caracteristicas florais do morfo brevistila ¢ longistila de Psychotia ipecacuanha de
populacdes naturais da Amazonia (MOZ, EXU, SOR, PRA e RVE) e Mata Atlantica

(RAP, TVIe TLM).

Populacoes Porcentagem de classificacdes corretas (%)
Brevistila N Longistila N
MOZ - - 72,28 28
EXU 80 25 75 20
SOR 95,23 21 53,84 13
PRA 45,45 11 44,44 18
RVE 100 28 89,28 28
RAP 73,33 30 84,21 19
TVI 62,50 24 74,07 27
TLM 78,78 33 77,41 31
Total 79,06 172 72,28 184

As populacdes SOR e RVE apresentaram as maiores taxas de classificagdes

corretas para flores brevistilas (95,23% e 100%, respectivamente) ¢ RVE e RAP, as
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maiores taxas para flores longistilas. O indice mais baixo de classificagdes corretas foi
apresentado pela populacio PRA para ambos morfos florais, em torno de 45%. A
alocagdo correta de 100% dos individuos brevistilas da populacdo RVE indica que esta
populagdo apresenta caracteristicas morfologicas florais que a distingue das demais

populagdes, entre as duas florestas sugerindo uma maior diferenciagdo para esse grupo.

3.2.4. Analise de agrupamento

As tabelas 12 e 13 mostram as distdncias médias euclidianas de ligacdo entre as
populacdes para flores brevistilas e longistilas respectivamente ¢ na figura 6 estdo os
dendrogramas com o padrdo de agrupamentos das populagdes da Amazonia e Mata

Atlantica, para cada morfo floral.

Tabela 12. Matriz de distdncia média euclidiana para flores brevistilas entre populagdes

naturais de Psychotria ipecacuanha das florestas Amazonica e Atlantica.

EXU SOR PRA RVE RAP TVI TLM

EXU 0,00 2,19 1,98 4,38 3,07 3,34 2,89
SOR 2,19 0,00 1,55 4,71 4,47 4,63 4,43
PRA 1,98 1,55 0,00 4,58 3,88 4,55 4,03
RVE 4,38 4,71 4,58 0,00 4,30 6,96 4,36
RAP 3,07 4,47 3,88 4,30 0,00 4,03 1,57
TVI 3,34 4,63 4,55 6,69 4,03 0,00 3,99

TLM 2,89 4,43 4,03 4,36 1,57 3,99 0,00
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Tabela 13. Matriz de distancia média euclidiana para flores longistilas entre populagdes

naturais de Psychotria ipecacuanha das florestas Amazonica e Atlantica.

EXU SOR PRA RVE RAP TVI TLM  MOZ

EXU 0,00 0,47 0,70 2,40 1,05 0,72 0,77 1,07
SOR 0,47 0,00 0,57 2,44 1,12 0,69 0,65 1,21
PRA 0,70 0,57 0,00 2,21 0,90 0,76 0,76 1,21
RVE 2,40 2,44 2,21 0,00 1,57 2,24 2,26 1,52
RAP 1,05 1,12 0,90 1,57 0,00 0,82 0,95 0,58
TVI 0,72 0,69 0,76 2,24 0,82 0,00 0,33 1,04
TLM 0,77 0,65 0,76 2,26 0,95 0,33 0,00 1,15
MOZ 1,07 1,21 1,21 1,52 0,58 1,04 1,15 0,00

Na andlise de agrupamento observaram-se dois padrdes distintos de

agrupamento para flores brevistilas (Figura 6-A) e longistilas (Figura 6-B).
Para as flores brevistilas, foram observados trés grupos, onde as populacdes da
Amazonia (EXU, SOR e PRA) formaram um grupo separado das populagdes da Mata
Atlantica (RAP, TLM e TVI) que formaram um segundo grupo, enquanto a populacdo
RVE da Amazonia formou um grupo a parte, totalmente divergente das demais
populagdes, como pode ser observado também na raiz 2 da dispersdo grafica da fun¢do
discriminante.

Em relacdo as flores longistilas, foram observados quatro grupo distintos, um
formado por trés populacdes da Amazonia (EXU, SOR e PRA), um segundo grupo com
duas populagdes da Mata Atlantica (TVI e TLM), um terceiro grupo com uma
populacdo de cada floresta (MOZ e RAP) e igualmente ao observado para flores
longistilas, a populacio RVE formou um grupo completamente distinto das demais

populagdes, o que pode ser confirmado pela dispersdo grafica da andlise discriminante,
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onde as populagdes aqui agrupadas, encontram-se sobrepostas, enquanto a populacao

RVE constitui um grupo a parte em ambos morfos florais.

EXU

SOR

PRA

RAP

TLM

TVI

RVE

1 2 3 4 5 6 7

Distancia de Ligacao

EXU

SOR

PRA

TVI

TLM

RAP

MOz

RVE

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

Distancia de Ligacao

Figura 6. Agrupamento pelo método de ligacdo completa (vizinho mais distante) com
base em distancia média euclidiana das popula¢des de Psychotria ipecacuanha das
florestas Amazonica (EXU, SOR, PRA, RVE e MOZ) ¢ Atlantica (RAP, TVI ¢ TLM)
para flores brevistilas (A) e longistilas (B).
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Dominguez et al. (1998), observou um alto nivel de diferenciagdo nas
caracteristicas florais entre populagdes de Rhizophora mangle L., e atribuiu essa
variacdo como uma possivel conseqiiéncia de dois processos: por um lado, a selecao
natural para um local 6timo, que pode criar diferenciacdes entre populacdes. Por outro
lado, a deriva genética, que pode gerar diferenciagdes ao acaso independente das
condi¢des locais. Este autor discutiu ainda, citando Slatkin (1993), que por ser esperado
que adaptagdes similares se desenvolvam como uma resposta a pressao seletiva similar
e que populagdes proximas estdo mais aptas a compartilhar um ambiente similar,
espera-se entdo, que morfologias florais semelhantes sejam encontradas entre
populacdes mais proximas, uma vez que o fluxo génico entre populagdes, seria
inversamente relacionado a distancia entre elas.

De acordo com Steiner & Whitehead (1990), quando a guilda de espécies
animais polinizadores varia entre populagdes, ¢ esperado que a morfologia floral
também se diferencie entre essas populacdes. No presente estudo, ndo foram realizadas
observagdes com relagdo a polinizadores, sendo necessarios estudos nesta area para

inferir algo sobre este aspecto.

3.2.5.Grios de pélen dimérficos

Na figura 7 estdo apresentados o diametro médio dos graos de podlen para as
populacdes da Amazonia e da Mata Atlantica. Os graos de poélen foram
significativamente maiores nas flores brevistilas que nas flores longistilas em todas as
populacdes estudadas da Amazonia, variando de 42,29 pm a 70,32 um para os morfos

brevistilos e de 34,34 um a 56,39 um nos longistilos, como observado por Rossi et al.
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(2005) nas populacdes da Mata Atlantica, onde a variagao foi de 38,47 um a 76,41 um

nos morfos brevistilos e de 30,08 um a 59,35 um nos longistilos.
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10 -

Diametro Médio do pélen (um)

EXU SOR PRA RVE RAP TVI TLM

Figura 7. Diametro médio do grdo de poélen em flores brevistilas (m) e em flores
longistilas (0) de Psychotria ipecacuanha de quatro popula¢des naturais da Amazonia
(EXU, SOR, PRA e RVE) e trés populagdes da Mata Atlantica. Médias seguidas de
mesma letra, ndo diferem significativamente entre si (5% de probabilidade, teste de

Tukey).

Quanto as comparagdes intramorfo, ndo houve diferencas significativas para o
diametro médio do polen entre as flores brevistilas das florestas Amazonica e Atlantica.
Quanto as flores longistilas, apenas a populagdo RAP da Mata Atlantica apresentou
diferenca estatisticamente significativa quando comparada as demais populagdes.

De acordo com Cruden (1977), quanto maior a eficiéncia na transmissdo de
polen, mais baixa sera a P/O. A razdo poélen/ovulo (P/O) de P. ipecacuanha foi
verificada para ambas florestas e os valores estdo apresentados na tabela 14.

A P/O no morfo longistila foi semelhante entre as duas florestas, com valor

médio de 1.876,93 para a Amazonia e 1.870 para a Mata Atlantica, enquanto que a
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média para o morfo brevistila, foi mais baixa na Amazonia (1.399,22) que na Mata
Atlantica (1.617, 50). Esse resultado provavelmente seja devido a diferenca significativa
observada no tamanho da antera brevistila entre as duas florestas (Tabela 5), onde as
flores da Mata Atlantica apresentam anteras significativamente maiores que as flores da
Amazonia, enquanto que as anteras longistilas, ndo diferiram significativamente entre as
flores das duas florestas.

Uma maior produ¢do de poélen de didmetro menor por flores longistilas, ¢ graos
de tamanho médio maiores, porém em menor quantidade nas brevistilas, tem sido
observado em outras espécies distilicas como Hedyotis caerule (Ornduff 1980),
Palicourea fendleri, P. petiolaris (Sobrevila 1983), P. padifolia (Ree 1997), Jasminum
fruticans (Thompson & Dommée 2000), Psychotria poeppigiana (Coelho & Barbosa
2004), ¢ Sabicea cinerea Aubl. (Teixeira & Machado 2004 b), sendo considerada uma
condi¢do comum para a distilia (Ganders 1979).

De acordo com Barrett (1992), apesar de ndo haver evidéncias, a diferenga no
tamanho dos graos de polen, entre os morfos florais, estd relacionada, com a quantidade
de reserva nutritiva, onde o tamanho maior dos graos no morfo brevistila possui mais
reserva, para emitir tubos polinicos através dos estiletes do morfo longistila, porém esta
hipdtese ¢ questionada por Ganders (1979) e Dulberger (1992). Stone (1995) estudou
padroes de doacdo e deposi¢ao de pdélen em Psychotria suerrensis Donn. Sm. e
considerou que uma produgdo mais alta de polen pelo morfo longistila que no brevistila
em muitas espécies pode ser um resultado de selecdo devido as proporgdes mais baixas

de deposi¢ao de polen por anteras mais baixas.

43



Tabela 14. Valores médios da razao polen 6vulo (P/O) e viabilidade polinica de

Psychotia ipecacuanha entre as florestas Amazonica e Atlantica.

Floresta
Amazonia Mata Atlantica
Tipo floral
Brevistila Longistila Brevistila Longistila
Viabilidade (%) 82,20 84,71 94,2 96,3
P/O 1.399,22 1.876,93 1.617,50 1,870,00

A viabilidade do pdlen foi de 82,21% nas flores brevistilas e 84,71% para as
longistilas quando consideradas todas as populagdes da floresta Amazonica. Neste
resultado, para as flores longistilas, nao estdo incluidos os dados de duas reboleiras que
apresentaram uma taxa de viabilidade muito baixa quando comparada as demais,

quando incluidos tais dados, a viabilidade desse morfo floral foi de 80,36%.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As populagdes de P. ipecacuanha da Amazonia, diferentemente das populagdes
da Mata Atlantica apresentaram reboleiras onde co-ocorrem as formas florais brevistila
e longistila em quatro padrdes distintos.

Considerando as reboleiras isomorficas foram observadas populagdes isopléticas
como também observado na Mata Atlantica, porém uma das popula¢des da Amazodnia ¢
anisoplética onde apenas o morfo longistila foi observado. As diferengas intramorfo
entre as populacdes da Amazdnia foram significativas para todas as caracteristicas
florais avaliadas.

As caracteristicas altura do estigma, altura da antera e comprimento do estigma
foram significativamente diferentes entre os dois morfos florais, assim como o didmetro
do grao de polen e P/O.

Quando comparados as duas florestas, a altura da antera das flores brevistilas foi
a caracteristica que mais contribuiu para a discrimina¢do das florestas. Nas flores
longistilas, o comprimento do tubo da corola e o comprimento da antera apresentaram
maior poder de discriminagao.

No geral, as flores brevistilas apresentaram uma maior diversidade entre as
florestas do que as flores longistilas, levando a uma separagdo mais evidente entre as
duas florestas, enquanto que as longistilas ndo permitiram uma dissociagdo completa
entre elas.

As populagdes de ambas florestas apresentaram hercogamia reciproca com
variagdes na altura dos oOrgdos sexuais consideradas dentro do padrio para outras
rubidceas distilicas. Os niveis mais altos dos orgdos separam as populagdes das duas

florestas onde populagdes da Amazodnia tendem a apresentar estigmas brevistilos acima

45



de anteras longistilas, sendo que o contrario ocorre com as populagdes da Mata
Atlantica.

Com excecdao do morfo longistila da populagdo RAP da Mata Atlantica, as
diferencas intramorfo em didmetro do grao de pdlen nao diferem significativamente
entre as florestas.

A populagdo RVE da Amazonia apresentou as caracteristicas mais divergentes

entre todas as populagdes estudadas.
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