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Resumo

Strychnos  (Loganiaceae: Gentianales) ¢ um género de plantas lenhosas
predominantemente lianescente, menos frequentemente na forma de arvores ou arbustos.
Possui ca. 200 espécies distribuidas em todas as regides tropicais do globo, eventualmente
com algumas espécies em regides subtropicais. Sua importancia econdmica se deve
principalmente ao metabolismo secundario de alcaloides tdxicos utilizados para a caga,
pesca, controle de roedores e outras pragas. Dentre essas moléculas, destaca-se a
estricnina, um alcaloide terciario de a¢ao convulsiva ¢ letal, extraido das sementes de S.
nux-vomica, uma espécie de arvore que ocorre no sudeste da Asia. Entre as espécies
americanas e africanas, o principio ativo mais conhecido sio os alcaloides quaternarios
de acdo relaxante-muscular paralisante extraidos de cascas de troncos e raizes de algumas
espécies de Strychnos e utilizados como ingredientes primarios ou secundarios do veneno
curare, usado em flechas e dardos por populacdes tradicionais. Parte dessas moléculas
também possui propriedades farmacologicas de uso terapéutico, enquanto algumas
espécies sdao utilizadas na alimentacdo humana, dentre outras inumeras aplicacdes
etnobotanicas. Muitos pesquisadores nomearam ¢ descreveram centenas de espécies de
Strychnos desde a descricdo do género por Linnaeus. No século XX, destacam-se os
trabalhos do botanico russo Boris A. Krukoff (1898-1893), o holandés Anthonius J. M.
Leeuwenberg (1930-2010) e o escocé€s Norman G. Bisset (1925-1993), especialistas na
taxonomia de espécies americanas, africanas e asiaticas de Strychnos, respectivamente.
Ap0ds a morte desses pesquisadores, foram publicados apenas levantamentos floristicos
com enfoque regional sobre Strychnos, carecendo a realizacdo de novos estudos
sistematicos e analises filogenéticas. Além disso, muitos dos taxons ja publicados em
Strychnos ainda continuam com sua posicao e status taxondmicos incertos. Dessa forma,
o presente trabalho busca preencher parte dessa lacuna, trazendo resultados sobre: a
filogenia de Strychnos em nivel global com base em caracteres moleculares de 103
espécies e que suporta o género como monofilético; a revisdo taxondmica e nomenclatural
de um grupo infragenérico americano e monofilético (Strychnos sect. Breviflorae subsect.
Eriospermae); e o esclarecimento nomenclatural de S. bredemeyeri e do género
Lasiostoma (um dos sindnimos de Strychnos). Esperamos com esses resultados motivar
uma nova geracdo de pesquisadores para a realizacdo de estudos morfologicos,

anatomicos, biogeograficos, evolutivos, dentre outros aspectos chave sobre o género.
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Abstract

Strychnos (Loganiaceae: Gentianales) is a genus of woody plants predominantly
lianescent, less frequently in the form of trees or shrubs. It has ca. 200 species distributed
in all tropical regions of the globe, sometimes with some species occurring in subtropical
regions. Its economic importance is mainly due to the secondary metabolism of toxic
alkaloids used for hunting, fishing, and control of rodents and other pests. Among these
molecules, the best-known is the strychnine, a tertiary alkaloid with convulsive and lethal
action, extracted from the seeds of S. nux-vomica, an arboreal species that occurs in
Southeast Asia. Among American and African species, the best-known active principle
are the quaternary alkaloids with a paralyzing muscle-relaxing action, extracted from the
bark of trunks and roots of some species of Strychnos and used as primary or secondary
ingredients in the dart poison curare. Some of these molecules also have pharmacological
properties for therapeutic use, while some species are used as human food, among
countless other ethnobotanical applications. Many researchers have named and described
hundreds of species of Strychnos since the genus was described by Linnaeus. In the 20
century, stands out the works of the Russian botanist Boris A. Krukoff (1898-1893), the
Dutch Anthonius J. M. Leeuwenberg (1930-2010), and the Scottish Norman G. Bisset
(1925-1993) specialists in the taxonomy of species of Strychnos from America, Africa,
and Asia, respectively. After the decease of these researchers, only floristic surveys with
a regional focus on Strychnos were published, requiring new systematic studies and
phylogenetic analyzes. Furthermore, many of the taxa already published in Strychnos still
have uncertain status and taxonomic position. Thus, our work seeks to fill part of this gap,
bringing results about: the phylogeny of Strychnos at a global level based on molecular
characters of 103 species that supports the genus as monophyletic; the taxonomic and
nomenclatural revision of an American infrageneric and monophyletic group (Strychnos
sect. Breviflorae subsect. Eriospermae); and clarification of the nomenclatural status of
S. bredemeyeri and the genus Lasiostoma (one of the synonyms of Strychnos). We hope
that these results will motivate a new generation of researchers to carry out
morphological, anatomical, biogeographical, and evolutionary studies, among other key

aspects of the genus.

Keywords: classification, Gentianales, morphology, nomenclature, systematics



Introducao Geral

Strychnos L. é um género de lianas, arvores, ou arbustos, com ca. 200 espécies e
distribuicao pantropical (Setubal et al., 2021). Esta posicionado em Loganiaceae
(Gentianales), uma familia com 16 géneros e ca. 460 spp., dentre os quais Strychnos € o
maior (Struwe et al., 2018). Atualmente, o género possui ca. 75 espécies na Africa e
Madagascar, 46 espécies na Asia, quatro espécies na Australia e 85 espécies na América,
onde possui centro de diversidade na bacia Amazonica (Leeuwenberg, 1969; Krukoft,
1972; Bisset et al., 1973; Conn, 1996; Setubal, 2020). Ocorre desde florestas tropicais
(umidas ou secas, alagadas ou ndo) até savanas e areas abertas, desde o nivel do mar até
2000 m de elevagao (Setubal et al., 2021).

Strychnos possui importancia econdmica pelo metabolismo secundario de
inimeros alcaloides toxicos (Bisset, 1980). O nome Strychnos provém do grego ("acre",
"amargo"), e era usado para designar varias plantas venenosas das Solanaceas (Gledhill
2002). A mais conhecida dessas moléculas € a estricnina, um alcaloide tercidrio de agao
letal mesmo em baixas concentragdes, extraido comercialmente de S. nux-vomica L.,
espécie tipo do género que ocorre no sudeste da Asia (India, Vietna e China tropical)
(Bisset & Phillipson, 1971). Entre as espécies americanas e africanas, o principio ativo
mais conhecido sdo os alcaloides quaternarios de acdo muscular-relaxante paralisante
utilizado como um dos ingredientes do veneno curare, usado em flechas e dardos de caca
por populacdes tradicionais (Marini-Bettolo & Bisset, 1972). O curare despertou a
curiosidade dos primeiros exploradores que chegaram a regido das bacias do Amazonas
e Orinoco na Ameérica do Sul nos séculos XVI e XVII, sendo que os primeiros naturalistas
a relatar que espécies de Strychnos eram utilizadas nesta preparacao foram Humboldt,
Bonpland e Martius, no inicio do século XVIII (Sa 2012).

Strychnos € coesivo em sua circunscricdo morfolégica e suportado como
monofilético por dados moleculares (Adebowale et al., 2016; Setubal et al., 2021). Os
principais caracteres diagnosticos do género incluem folhas simples, opostas, € inteiras
com venag¢ao acrodroma, 3—5(—7)-nervadas; gavinhas geralmente lignificadas e em forma
de ganchos concoides, arranjadas de forma solitaria ou em 1-3(—4) pares sucessivos ao
longo do caule; nos geralmente engrossados e com linhas estipulares conectando a base
dos peciolos (geralmente ciliadas), raramente com estipulas interpeciolares; floema
interxilematico; inflorescéncias cimosas em dicasios ou tirsos; flores simpétalas, (4—)5-

meras, relativamente pequenas (0.3-2(-3 cm)); ovario supero, (1-)2-loculares; frutos



bagas, pequenos (1-2 cm) até relativamente grandes (6—10(—20 cm)), contendo 1-100
sementes (Krukoff & Monachino, 1942; Leeuwenberg & Leenhouts, 1980; Mennega,
1980; Setubal et al., 2021).

De Candolle (1845) e Bentham (1857) foram os primeiros botanicos a esbogarem
um sistema infragenérico para Strychnos, mas foi Progel (1868), na Flora Brasiliensis,
quem publicou o primeiro tratamento seccional para o género, descrevendo 31 espécies
distribuidas em trés segoes: S. sect. Longiflorae, S. sect. Rouhamon e S. sect. Breviflorae.
Estas se¢des foram baseadas principalmente na propor¢ao do comprimento do tubo da
corola em relagdo ao comprimento do lobo da corola (maior, igual, ou menor,
respectivamente). Desde entdo, foram descritas 27 se¢des, quatro subsecdes, e sete séries
em Strychnos (Setubal et al., 2021), destacando-se os tratamentos de Solereder (1892—
1895), Hill (1917), Duvigneaud (1947, 1952), Krukoff & Barneby (1969), Leeuwenberg
(1969) e Khéanh (1987). Leeuwenberg & Leenhouts (1980) publicaram o ultimo
tratamento seccional em nivel global para o género, reconhecendo 12 se¢des baseadas em
diferentes caracteres morfologicos e anatdmicos, mas mantendo a propor¢do do
comprimento do tubo da corola/lobo da corola como um carater central na circunscri¢ao
das se¢Oes. Entretanto, a maior parte desses grupos infragenéricos ndo foram recuperados
como monofiléticos nas filogenias realizadas por Adebowale et al. (2016) e Setubal et al.
(2021), a ndo ser por S. sect. Spinosae P.A.Duvign. (Africa) e S. sect. Breviflorae subsect.
Eriospermae Krukoff & Barneby ex Krukoff (América).

Dentre os investigadores de espécies de Strychnos americanas, além do trabalho
de Progel (1868), destacam-se ainda Sprague & Sandwith (1927), Sandwith (1933),
Krukoff & Monachino (1942), Ducke (1945, 1955), Krukoff (1965, 1972, 1979), ¢
Krukoff & Barneby (1969). Dentre estes autores, o taxonomista de maior expressao foi
Boris A. Krukoff (1898-1983), botanico russo que imigrou para os Estados Unidos da
América e foi curador honorario do Jardim Botanico de Nova York (Landrum, 1986).
Krukoft dedicou boa parte da sua vida ao estudo da taxonomia de Strychnos neotropicais,
publicando inimeros trabalhos desde 1937 até 1983, onde foram descritas uma subsecao,
31 novas espécies (quatro atualmente em sinonimia) e uma variedade. Além disso,
Krukoff foi coautor ou colaborador de inimeros artigos em fitoquimica que descreveram
mais de uma centena de alcaloides presentes nas espécies americanas de Strychnos,
documentando 21 espécies utilizadas como ingredientes do curare de diferentes tribos
indigenas Amazonicas (Krukoff, 1972). Desde a morte de Krukoff em 1983, foram

publicados apenas trabalhos floristicos com enfoque regional sobre Strychnos americanos
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(Zappi, 1989, 1996, 2004, 2005, 2006; Nurit et al., 2005; Brant & Davidse, 2009; Manoel
2009; Zappi & Setubal, 2016; Brandao & Rapini, 2018; Macedo et al., 2022), porém nao
houve a publicag¢do de novos trabalhos sistematicos de maior abrangéncia sobre o género.

Buscando contribuir para o preenchimento dessa lacuna, o presente projeto de
doutorado foi proposto como uma forma de compilar e atualizar dados sobre a
nomenclatura, morfologia, ecologia, anatomia, filogenia, fitoquimica, dentre outros
aspectos relevantes em Strychnos, buscando sistematizar caracteres representativos para
a identificagdo de segdes e espécies do género, especialmente de grupos monofiléticos.
Dessa forma, nés realizamos: a revisao do maior numero possivel de obras taxonomicas
em Strychnos através da consulta de bases de dados online (e.g., IPNI, POWO); a
organizagdo de um extenso banco de dados para comparacdo e padronizagdo das
diferentes descrigdes e terminologias utilizadas em Strychnos; a catalogagdo detalhada de
todas as colegdes e espécimes examinados em herbario; o cruzamento de informagdes
taxondmicas com as atuais hipoteses filogenéticas em Strychnos, assim como a realizagdo
de procedimentos de laboratdrio buscando a obtengdo de novos dados moleculares em
bancada.

No total foram revisadas mais de 400 obras taxondmicas contendo dados sobre
Strychnos, permitindo catalogar 13 tdxons em nivel genérico, 38 em nivel infragenérico,
e ca. 750 em nivel especifico e infraespecifico (a maior parte destes atualmente em
sinonimia), sendo que muitos desses nomes ainda possuem posi¢ao ou status taxondmico
incertos carecendo de estudos sistemdticos. O material de herbario examinado estd
localizado em 111 herbarios, visitados pessoalmente em A, CHRB, F, GH, IAN, ICN,
MBM, MG, MO, NY, R, RB, SP, SPF, e US; por empréstimo cedido pelo INPA; ou
através de imagens digitais online disponibilizadas por AAH, ALCB, AMAZ, ASE, B,
BHCB, BM, BNRH, BR, C, CAS, CAY, CEN, CEPEC, CGMS, COL, CPAP, CVRD, E,
EAC, ESA, FI, FLOR, FSU, FURB, G, GOET, GRA, HAL, HEPH, HERBAM, HST,
HTSA, HUA, HUEFS, HUEG, HUEM, HUFU, HUNEB, HURB, HUSC, HVASF, IAC,
IPA, J, JPB, K, L, LAGU, LD, LP, M, MA, MAC, MBML, MEXU, MICH, MPU, NH,
P, PEUFR, PH, PRE, PRU, RFA, RON, S, SI, SPSF, TANG, TCD, TEPB, TO, TRIN, U,
UB, UC, UDBC, UDW, UEC, UESCM UFACPZ, UFMT, UFP, UPCB, UZL, VEN, VIC,
VIES, W, WIND, WAG, WU, YU, e Z (acronimos segundo Thiers, updated
continuously).

Nos investigamos mais de 4.500 coletas de espécies americanas de Strychnos,

além de ca. 150 colecdes de espécies representativas de outros continentes, somando ca.
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9.500 espécimes (i.e., exsicatas) examinados, incluindo ca. 300 colegdes tipo de 87
espécies e duas variedades americanas. Também foi organizado um acervo de ca. 20.000
imagens contendo fotos, ilustracdes e imagens digitalizadas desse material. Dentre os
coletores de Strychnos neotropicais de maior expressao estdo (em ordem de maior nimero
de colegdes): R. L. Froes, B. A. Krukoff, A. Ducke, J. M. Pires, G. Hatschbach, A. H.
Gentry, R. E. Schultes, G. T. Prance, J. A. Steyermark, e G. A. Black.

E necessario mencionar ainda que os resultados obtidos e apresentados a seguir
nos Capitulos 1-3 sdo resultado de uma rede de colaboragao estabelecida com diferentes
pesquisadores conectados durante a realizagdo do trabalho em herbario e laboratorio.
Nesse sentido, destacamos o estagio sanduiche realizado no Jardim Botanico de Nova
York (NYBG) entre 2017-2018 que permitiu contato com os pesquisadores Dr. Benjamin
Torke (NYBG), Dra. Lena Struwe (Rutgers University — USA), e Dra. Cynthia Frasier
(Omaha Zoo — USA). Através dessa colaboragdo foi possivel realizar analises
filogenéticas de Strychnos em nivel global e que estdo apresentados no capitulo 1. Através
dessa rede colaborativa também foi possivel ajustar o enfoque do tratamento taxondmico
proposto no capitulo 2, tendo como objeto de revisdo o clado infragenérico monofilético
Strychnos sec. Breviflorae subsec. Eriospermae.

Também foi realizado estagio no Laboratorio GaTE (Genomics and Transposable
Elements Laboratory) da Universidade de Sao Paulo sob a supervisao da prof. Dra. Marie-
Ane Von Sluys entre 2019 a 2021. Durante o estagio foram realizados inlimeros testes de
laboratorio para o estabelecimento de um protocolo de extragdo e amplificagdo de
sequéncias moleculares de amostras frescas e herborizadas de Strychnos, buscando a
realizagdo de novas analises filogenéticas. Entretanto, nao foi possivel obter um resultado
satisfatorio com os testes realizados, muito provavelmente em funcdo da presenca dos
inimeros alcaloides secundarios produzidos pelo metabolismo secundario de Strychnos
e que podem ter interferido na qualidade dos produtos moleculares obtidos em bancada.

E através da realizagdo das disciplinas previstas no curso de doutorado foi possivel
também o contato com o prof. Dr. Jefferson Prado do Instituto de Pesquisas Ambientais
(IPA) de Sao Paulo, o qual foi consultado e convidado como coautor do capitulo 3,
referente ao esclarecimento nomenclatural de Strychnos bredemeyeri (Schult. & Schult.f.)
Sprague & Sandwith e do género Lasiostoma Schreb. (atualmente em sinonimia sob
Strychnos).

Além dos trés capitulos apresentados nesta tese, destacamos ainda o conjunto de

dados sobre espécies de Strychnos brasileiras disponibilizados através do programa

8



Reflora — Plantas do Brasil, o qual inclui o Herbario Virtual Reflora e o catdlogo Flora e
Funga do Brasil. Este projeto representa um esforco cooperativo de mais de 900
taxonomistas, brasileiros e estrangeiros, com objetivo de divulgar descrigdes
morfologicas, chaves de identificagao e ilustragdes para todas as espécies de plantas, algas
e fungos conhecidos para o pais (Flora e Funga do Brasil;

http://floradobrasil.jbrj.gov.br/). Nesta plataforma, sdo apresentadas a descricdo de 67

espécies e trés variedades de Strychnos que ocorrem no Brasil, incluindo informagdes
morfologicas, taxondmicas, chaves de identificagdao, imagens, € mapas de distribui¢ao
geografica (Setubal, 2020).

Strychnos ¢ um grupo de plantas biodiverso e que precisa de novas interpretagdes
sobre sua historia evolutiva. Dessa forma, nos acreditamos que a partir das informagdes
apresentadas a seguir, assim como, através dos dados disponibilizados sobre Strychnos
na base de dados do programa Reflora seja possivel despertar a aten¢do de outros
botanicos em nivel global para a necessidade de novas investigagdes sistematicas sobre o
género. Nos esperamos em breve poder ampliar essa rede de pesquisadores
colaboradores, fomentando assim a realizacdo de novos trabalhos de sistematica,
anatomia, biogeografia, desenvolvimento, gendmica, e fitoquimica, buscando ampliar o
conhecimento sobre Strychnos, assim como, potenciais propriedades farmacoldgicas de

uso terapéutico, econdomico e social sobre o género.


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/
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Consideracoes Finais

Muitos desafios surgiram durante a realiza¢do deste projeto, exigindo resiliéncia
e tomadas de decisdes importantes a cada etapa de trabalho. Os reflexos da pandemia da
COVID-19 e seus inumeros prejuizos sociais, assim como aspectos de ordem familiar
extraordinarios, causaram uma série de restrigdes para a realizacdo de algumas etapas
previstas no projeto original. Destacamos a nossa impossibilidade de realizar expedi¢des
de coleta mais apuradas para avaliacao de espécies e populagdes de Strychnos a campo.
Da mesma forma, a impossibilidade de prosseguir com a revisdo presencial de alguns
herbérios chave para Strychnos, como CEPEC e INPA, principalmente. Tentamos
contornar essas dificuldades através de contatos com diferentes pesquisadores,
incentivando a coleta de espécimes de Strychnos a campo, assim como a realizagdo de
empréstimos de material de herbario (como no caso do INPA e NY) e a obtengdo de
imagens digitalizadas disponiveis ou nao online através da ajuda de muitos curadores e
técnicos de herbario. Nesse sentido, nossa rede de colaboragdo se capilarizou através de
inimeras ‘pequenas’ agdes, que somadas foram determinantes para se obter um nivel de
acuracia satisfatdria para a obtengao de todos os dados apresentados.

E necessario destacar ainda os multiplos e continuos esfor¢os de laboratério,
realizados sob a supervisdo da prof. Dra. Marie-Anne Von Sluys e acompanhamento da
técnica Dra. Tatiana C. Silvera Correa (GaTE Laboratory — USP), as quais ndo mediram
esforcos buscando a obtencdo de resultados moleculares de bancada que permitissem a
realizagdo de novas analises filogenéticas para Strychnos. Entre outubro de 2019 até
marco de 2021, foram realizadas técnicas de treinamento sobre as funcdes e desenho de
um laboratorio de andlises moleculares, uso de equipamentos, recursos humanos
disponiveis, uso de reagentes e solu¢des, assim como técnicas de delineamento de ensaios
e redacdo de protocolos, incluindo a documentagdo, analise e apresentacdo de todos os
resultados em reunides semanais. Dentre as principais técnicas de rotina realizadas
destacamos a extragdo, quantificagao, PCR, eletroforese e sequenciamento, assim como
a sele¢do de marcadores moleculares de interesse e seus respectivos primers: rbcL, ITS
(Frasier, 2008), petD, ETS (Gibbons et al., 2012), e ITS2, trnL-trnF, trnS-trnG
(Adebowale et al., 2016). Ao todo foram realizadas ca. 13 reagdes de extragao, 23 reacdes
de PCR e duas reagdes de sequenciamento distribuidas em 21 amostras de 12 espécies de

Strychnos utilizando cinco kits de reagentes diferentes: CTAB, Qiagen (DNEasy Plant
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Pro Kit), Sigma (Plant gDNA Miniprep Kit), Stratec (Invisorb Spin Plant Mini Kit),
Thermo (MagMAX Plant DNA Kit).

Nossas amostras se concentraram majoritariamente em materiais de herbario os
quais sao uma fonte importante de espécimes raros, alguns provenientes de areas de dificil
acesso ou mesmo extintos em diferentes escalas. A extracdo de DNA do material
herborizado, entretanto, requer um trabalho laborioso e de alto consumo de tempo para
otimizagdo de protocolos adequados devido as pequenas quantidades de tecidos secos
disponiveis para uso, o metabolismo secundario das plantas, os métodos de secagem do
material, e os tratamentos quimicos utilizados na manutencao de colecdes (desinfecgoes,
fumigamentos; Drabkova, 2014).

Dessa forma, nossos resultados de bancada geralmente produziram DNA
altamente degradado e fragmentado, ndo permitindo resultados de amplificagcdo por PCR
satisfatorio (muitos dos quais apresentaram algum tipo de contaminac¢ao) para posterior
sequenciamento e realizacdo de andlises filogenéticas. Dentre os possiveis motivos que
podem ter dificultado nosso trabalho estdo os métodos de ruptura dos tecidos secos
empregados por nos sobre o material de herbario utilizado, ocasionado a quebra das
moléculas de DNA ja altamente fragmentadas e degradadas; a indisponibilidade e/ou
baixa concentragao de DNA molde para as amplificagcdes de uma ou mais regides génicas;
e a oxidagcdo do DNA por compostos quimicos oriundos do metabolismo secundario de
Strychnos. Dessa forma, nds optamos por descontinuar o trabalho em laboratdrio devido
a escassez de tempo habil para otimizacdo de um protocolo aceitavel frente as demais
atividades previstas no cronograma do projeto (além dos efeitos da pandemia). Apesar
disso, os treinamentos, acdes e reunioes de apresentacdo e discussdo de dados foram
sobremaneira decisivos para a compreensao e desenvolvimento do capitulo 1 apresentado
nessa tese, assim como, em uma melhor formag¢do do aluno em todos os aspectos.

Por fim, ¢ necessario destacar o apoio institucional integrado oferecido pela
Universidade de Sdo Paulo, Jardim Botanico do Rio de Janeiro e Jardim Botanico de
Nova York e a rede de colaboracdo cientifica estabelecida através dessas experiéncias.
Essas instituigdes, assim como os seus colaboradores, foram elementos chave para a
conclusdo do trabalho, sem os quais nada seria possivel. Cabe a nds, alunos egressos,
valorizar esses espacos através de resultados académicos relevantes e de interesse
econdmico e social, permitindo assim visibilidade e estimulo por parte de 6rgaos de
fomento de pesquisa e financiamento buscando a manutencdo e ampliacdo de politicas

publicas que viabilizem cada vez mais o desenvolvimento cientifico brasileiro.
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