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RESUMO: Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) C.V. Morton é uma das espécies
amplamente utilizada na preparacdo do cha Ayahuasca, uma bebida entedgena
proveniente das culturas indigenas amazonicas. Sdo reconhecidas pelas comunidades
Ayahuasqueiras que cultivam cipd, o estabelecimento de “Tipos”, aqui denominados
“etnotaxa”. Intrigados com essa problematica da vinculacdo ou ndo dos etnotaxa a taxa
formal B. caapi, surgiram as perguntas que delinearam esta tese: 1. “Os etnotaxa
reconhecidos pelas comunidades Ayahuasqueiras urbanas brasileiras sdo B. caapi ou
pertencem a outra espécie ja descrita? 2. Os etnotaxa podem ser considerados como
taxa, seguindo os parametros da ciéncia formal, ou seja, a circunscricdo mais aceita de
B. caapi é satisfatdria? 3. Banisteriopsis caapi poderia ser uma espécie domesticada e
recente? Para reponder a estas questfes foram desenvolvidos trés capitulos, tentando
usar as melhores ferramentas metodologicas. Para os capitulos um e trés, de modo geral
foram sequenciadas as regides plastidiais trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, e
ndhF, e o espagador interno transcrito do rDNA nuclear (ITS). No capitulo um, foram
realizadas analises filogenéticas. E em todas as anélises os etnotaxa formam um clado a
espécie B. caapi, ndo se colocando proximo a outra espécie de Banisteriopsis. Ao passo
que B. schwannioides aparece como espécie proxima a B. caapi, bem como B. variabilis
e outras espécies que Gates comenta em seu estudo. No capitulo dois, foi realizado um
estudo de reconstrucdo da area ancestral e tempo de divergéncia, do género
Banisteriopsis e de B. caapi. Assim, Banisteriopsis teve origem no Mioceno héa cerca de
20 milhdes de anos e a sua diversificacdo coincide com a expansdo de areas secas na
América do Sul. Mostrando que o Cerrado serviu de fonte de espécies para as florestas
tropicais neotropicais como a Amazonia e a Mata Atlantica, num padréo inverso ao que
ocorre para a maioria das taxas neotropicais. Para B. caapi, foi demonstrado uma
provavel origem amazonica reforcando as provas arqueoldgicas de uma troca milenar de
usos e conhecimentos sobre plantas entre os povos amazonicos. No capitulo trés, foram
analisadas 90 amostras de B. caapi abrangendo os etnotaxa: Arara, Caupuri, Ourinho,
Pajezinho, Quebrador e Tucunaca. Para analise de dados das sequéncias de DNA foram
realizadas: analise de Componentes principais (PCA), Modelos Mistos Gaussianos
(MMGs), anélise Multivariada Permutacional de Variancia (PERMANOVA), as
analises BarcondingGap, Meier’s Best close match, Neighbour-Joining (NJ) e
Rosenberg’s probability of reciprocal monophyly. As analises moleculares mostraram
que ndo existem diferencas significativas entre os etnotaxa, ao passo que, as analises

morfolégicas mostraram que 0S Qrupos possuem correpondéncia com a
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etnoclassificagdo. Assim, os etnotaxa de B. caapi, ndo pertencem a outra espécie, e as
diferencas na morfologia externa e interna sugere que os etnotaxa podem estar passando
por um processo de domesticacdo. Dessa forma, este trabalho mostra que os etnotaxa
analisados aqui ndo pertencem a outra espécie, e incita novas pesquisas para entender

melhor a etnoclassificacao.

Palavras-chave: Amazé6nia, Cerrado, morfo-anatomia, etnotaxa, etnotipo, Yage,

Hoasca, Santo Daime, Vegetal.
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ABSTRACT: Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) C.V. Morton is one of the
species widely used in the preparation of Ayahuasca tea, an entheogenic drink
originating from Amazonian indigenous cultures. The Ayahuasca communities that
cultivate cipé are recognized by the establishment of "Types"”, here called "etnotaxa”.
Intrigued by this problematic of the linking or not of etnotaxa to the formal B. caapi
taxa, the questions that outlined this thesis emerged: 1. "Are the etnotaxa recognized by
Brazilian urban Ayahuasca communities B. caapi or do they belong to another species
already described? 2. Can the etnotaxa be considered as taxa, following the parameters
of formal science, i.e. is the most accepted circumscription of B. caapi satisfactory? 3.
Could Banisteriopsis caapi be a recent domesticated species? To answer these
questions, three chapters were developed, trying to use the best methodological tools.
For chapters one and three, overall, the plastidial regions trnL-F, matK, psbA-trnH,
trnK, rpL32-trnL, and ndhF, and the nuclear rDNA internal transcribed spacer (ITS)
were sequenced. In chapter one, phylogenetic analyses were performed. And in all the
analyses the etnotaxa form a clade to the species B. caapi, not placing itself close to
another species of Banisteriopsis. On the other hand, B. schwannioides appears as a
species close to B. caapi, as well as B. variabilis and other species that Gates comments
on in his study. In chapter two, a reconstruction study of the ancestral area and time of
divergence, of the genus Banisteriopsis and B. caapi, was conducted. Thus,
Banisteriopsis originated in the Miocene about 20 million years ago and its
diversification coincides with the expansion of dry areas in South America. Showing
that the Cerrado served as a source of species for neotropical tropical forests such as the
Amazon and the Atlantic Rainforest, in an inverse pattern to what occurs for most
Neotropical taxa. For B. caapi, a probable Amazonian origin was demonstrated
reinforcing archaeological evidence of a millennial exchange of plant uses and
knowledge among Amazonian peoples. In chapter three, 90 samples of B. caapi were
analyzed covering the etnotaxa: Arara, Caupuri, Ourinho, Pajezinho, Quebrador and
Tucunaca. For data analysis of the DNA sequences we performed: principal component
analysis (PCA), Gaussian Mixed Models (MMGs), Permutational Multivariate Analysis
of Variance (PERMANOVA), the BarcondingGap analysis, Meier's Best close match,
Neighbour-Joining (NJ) and Rosenberg's probability of reciprocal monophyly. The
molecular analyses showed that there are no significant differences between the
etnotaxa, whereas, the morphological analyses showed that the groups have

correlpondence with ethnoclassification. Thus, the etnotaxa of B. caapi do not belong to
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another species, and the differences in external and internal morphology suggest that the
etnotaxa may be undergoing a domestication process. Thus, this work shows that the
etnotaxa analyzed here do not belong to another species, and incites further research to
better understand ethnoclassification.

Keywords: Amazon, Cerrado, morpho-anatomy, ethnoclassification, ethnotype, Yagé,
Hoasca, Santo Daime.
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INTRODUCAO GERAL

Banisteriopsis C.B.Rob. pertence a familia Malpighiaceae Juss., representada
por 77 géneros e 1.300 espécies (Davis & Anderson 2010). Para o Brasil estdo
registradas 47 géneros, 588 espécies sendo 360 espécies endémicas, distribuidas por
todas regiGes do pais (Malpighiaceae 2022). Séo reconhecidos 14 grandes clados em
Malpighiaceae, segundo Davis & Anderson (2010), sdo eles: Byrsonimoids,
Acmantheroids,  Galphimioids, = Acridocarpoids, = Mcvaughioids,  Barnebya,
Ptilochaetoids,  Tristellateioids, Hiraeoids, Tetrapteroids,  Stigmaphylloids,
Ectopopterys, Amorimia, Malpighioids.

A familia ocorre nos paleotrépicos, mas € predominantemente tropical (Figura
1). Apresenta ampla distribuicdo, ocupando uma diversidade de habitats, desde o

sudeste do Estado Unidos, regifes temperadas da Argentina, ambientes abertos, densas

savanas, bem como margens de rios , florestas e, poucas espécies em ambientes xéricos
(Anderson 1979, Davis & Anderson 2010).

Figura 1. Distribuicdo geogréafica da familia Malpighiaceae, segundo a Web page GBIF.org

Malpighiaceae é diversa em muitos aspectos, especialmente a morfologia do
futo, pélen e nimero cromossdémico (Anderson 1979). O habito varia de arvore, arbusto,
subarbusto, herbacea perene a liana/voluvel/trepadeira (Cuatrecasas 1958, Anderson
1979, Almeida et al. 2020, Anderson et al. 2022). Folhas opostas, ternada ou alternas,
simples ou inteiras, geralmente com glandulas proximas a base da lamina ou peciolo,
estipulas presentes ou ausentes. Inflorescéncia terminal ou axilar, geralmente com

muitas flores ou em racemo (raramente flores solitarias), bracteas e bractéolas presentes.
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Flores bissexual , actinomdrfica ou zigomorfico. Calice com 5 sépalas, livres ou
conadas na base, persistente, geralmente com glandulas externas. Corola com 5 pétalas,
geralmente unguiculadas, livres, imbricadas, enteiras ou com margens dentadas, com a
posterior diferente. Androceu com 10 estames férteis, filamento geralmente conados na
base, anteras com deiscéncia longitudinal introrsa, basifixa ou dorsifixa, com 2 tecas.
Gineceu com ovario superior, sincarpico, 3 ( raro 2, 4 ou 5) loculo e lobado,
uniovulado, tricarpelar. Futos esquizocarpo, geralmente alados (sémara), secos ou
carnosos, deiscentes ou indeiscentes, nozes, bagas ou drupas, com célice persistente.
Sementes sem endosperma (Powo 2022, Carvalho et al. 2010).

As flores das Malpighiaceae sdo, em geral, similares em sua arquitetura. Essa
uniformidade se relaciona com os insetos polinizadores, que séo as abelhas coletoras de
6leos em flores (Anderson 1979, Anderson & Davis 2010, Alisconi et al. 2021, Romero
2021).

Banisteriopsis € membro do clado Stigmaphylloid, que é altamente suportado na
filogenia de Malpighiaceae, com 100% de bootstrap, mas que ainda ndo foi tratado
taxonomicamente (Anderson et al. 2022). Os clados internos possuem baixo suporte
filogenético (Anderson & Davis 2010).

Stigmaphylloid engloba 300 espécies e os clados Aspicarpoids (com 100 de
Boostrap- BT) e Cordobioids (61BT). Em Stygmaphylloids estdo o seguintes géneros e
espécies: Bronwenia W.R.Anderson & C. Davis (10 espécies), Diplopterys A.Juss. (31),
Banisteriopsis (61), Stigmaphyllon A.Juss. (119), Sphedamnocarpus Planch. ex Benth.
& Hook.f. (10), Philgamia Baill. (4) (Powo 2022).

Aspicarpoids se diferencia pela perda dos quatro ou todos os cincos estames
opostos as pétalas e possuir um Unico estilete no carpelo anterior. E inclui os seguintes
géneros e espécies: Janusia A. Juss. ex Endl. (10), Aspicarpa Rich. (11), Gaudichaudia
Kunth (20), Camarea A.St.-Hil. (9) (Powo 2022).

O clado Cordobioids engloba géneros com estames glandulosos caracterizados
em dois diferentes tipos: elaiéforos e osmoforos (Arévalo-Rodrigues et al. 2020). E
abrange os seguintes géneros e espécies: Mionandra Griseb. (2), Cordobia Nied. (1),
Gallardoa Hicken (1), Peixotoa A.Juss. (29) (Powo 2022).

Banisteriopsis sentido lato foi revisado por Niedenzu (1928) e Gates (1982) que
adotaram uma circunscri¢do considerada polifilética (Anderson & Davis 2006, 2007,
Davis & Anderson 2010). Banisteriopsis sentido restrito (Davis & Anderson 2010)
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inclui 61 espécies alcancando do México até a América Tropical (Powo 2022), das
quais 48 ocorrem no Brasil, onde 34 sdo endémicas (Francener & Almeida 2022).

O género Banisteriopsis sentido restrito é caracterizado pela inflorescéncia em
corimbo ou umbela, disposta em paniculas ou cimos; bracteas glandulares; pedicelos
retos no botdo; sépalas deixando as pétalas expostas no botdo, eretas na antese,
glandulas restritas as sépalas; pétalas amarelas, brancas ou rosas, glabras em ambas as
superficies; androceu com 10 estames, conectivos glandulares; anteras heteromorficas;
gineceu com 3 estiletes; estigmas apicais capitados; samara com asa dorsal
desenvolvida, espessada ao longo da margem superior; asa lateral ausente ou com
pequenas asas, ou cristas; nacleo seminifero ou com pequenas asas laterais (Almeida et
al. 2016).

Histdrico do género Banisteriopsis C. B. Rob. (Malpighiaceae)

Banisteriopsis apresenta um historico nomenclatural complexo, visto que
Linnaeus (1753), ao descrever o género como Banisteria, relacionou sete espécies ao
nome:1. B. lupuloides L. [= Gouania lupuloides (L.) Urb.], 2. B. angulosa L. [=
Stigmaphyllon angulosum (L.) A. Juss.], 3. B. purpurea L. [= Heteropterys purpurea
(L.) Kunth.], 4. B. benghalensis L. [= Hiptage benghalensis (L.) Kurz.], 5. B. dichotoma
L. [= Stigmaphyllon dichotomum (L.) Griseb.], 6. B. fulgens L. [= Stigmatophyllum
emarginatum], 7. B. brachiata L. [= Heteropterys brachiata (L.) DC.]. Destas sete
espécies relacionadas a Banisteria por Linnaeus, a primeira pertence a familia
Rhamnaceae e as demais sdo atualmente reconhecidas em trés géneros de
Malpighiaceae (Morton 1967).

Neste contexto, foram propostos trés conceitos de Banisteria: 1. O de Kunth
(1882) com o género Heteropterys (estigma lateral, ala dos samarideos espessada na
margem inferior); 2. O de Jussieu (1833) que, ao criar o género Stigmaphyllon (estigma
lateral foliaceo, apendiculado, ala dos samarideos engrossados na margem superior),
incluiu B. angulosa e; 3. Sem denominacdo oficial inicialmente, mas posteriormente
denominada por Jussieu e outros botanicos de Banisteria, se refere ao grupo de plantas
com estigma capitado e samarideos com alas espessada na margem superior
(Cuatrecasas 1958).

Small (1910), na flora norte-americana, usou 0 nome Banisteria L., substituindo

0 nome Heteropterys, amparando-se no conceito de Kunth (1882), tornando
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Heteroptery um sinénimo. Robinson, (na obra de Small, 1910), usou 0 nome
Banisteriopsis para substituir o nome Banisteria de Jussieu (1833), do terceiro conceito
descrito acima (Cuatreacas 1958, Gates 1982). Niedenzu (1928), seguindo Jussieu
(1832) reconheceu 74 espécies em Banisteria L., organizadas em sete secOes, das quais
algumas tinham subsecdes.

Robinson no estudo Small (1910) considerou Banisteria brachiata L. como o
tipo de Banisteriopsis, no entanto, esta espécie pertence ao género Heteropterys (H.
brachiata). Cuatrecasas (1958) argumentou que faltaria apenas lectotipificar
Banisteriopsis com a primeira espécie tratada nessa flora que € B. cornifolia (H.B.K.)
Robinson in Small. Assim, Cuatrecasas (1958) designou Banisteriopsis cornifolia
(Kunth) C. B. Rob. como lectétipo, porém ndo propés a conservagdo do nome
Banisteriopsis com o novo tipo.

Gates (1982), na revisdo dos géneros Banisteriopsis e Diplopterys A. Juss. dos
Neotrdpicos, registrou 92 espécies, sendo 34 novas espécies para Banisteriopsis. A
autora atualizou a circunscricdo do género Banisteriopsis de Niedenzu (1928), e
reconheceu trés subgéneros: Banisteriopsis subg. Banisteriopsis (8 espécies), B. subg.
Hemiramma (Griseb.) B. Gates (57 espécies) e B.subg. Pleiopterys (Nied.) B. Gates (27
espécies).

Além dos subgéneros na secdo Banisteriopsis, a autora acrescentou uma
subdivisdo em grupos morfoldgicos. Estes grupos foram caracterizados segundo as
semelhancas da flor e/ ou do fruto. Gates (1982) compilou 15 grupos, sdo eles:
cornifolia, argyrophylla, schizoptera, malifolia, megaphylla,  campestris,
membranifolia, muricata, martiniana, nummifera, parviflora, lutea, leiocarpa, lucida,
pubipetala. As espécies B. longipilifera B. Gates (Bronwenia longipilifera (B. Gates)
W. R. Anderson & C. C. Davis), B. laevifolia (A. Juss.) B. Gates, B. calcicola B. Gates,
B. caapi, B. schwannioides (Griseb.) B. Gates, B. prancei B. Gates, B. multifoliolata (A.
Juss.) B. Gates, B. quadriglandula B. Gates, B. pseudojanusia (Nied.) B. Gates, B.
magdalenensis B. Gates, B. valvata W. R. Anderson & B. Gates (Diplopterys valvata
(W. R. Anderson & B. Gates) W. R. Anderson & C. C. Davis), B. heterostyla (A. Juss.)
Cuatrec. (Diplopterys heterostyla (A. Juss.) W. R. Anderson & C. Davis), B.
caduciflora (Nied.) B. Gates (Diplopterys caduciflora (Nied.) W. R. Anderson & C. C.
Davis), B. krukoffii B. Gates (Diplopterys krukoffii (B. Gates) W. R. Anderson & C. C.
Davis), B. patula B. Gates (Diplopterys patula (B. Gates) W. R. Anderson & C. C.
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Davis), B. sepium (A. Juss.) B. Gates (Diplopterys sepium (A. Juss.) W. R. Anderson &
C. C. Davis), ndo foram incluidas em nenhum grupo morfoldgico.

As espécies proximas a B. caapi na filogenia da familia concordou com as
espécies proximas citadas por Gates (1982). Na circunscricao de Gates (1982) B. caapi,
relacionada a espéce B. schwannioides distinguindo-se pela folha com pubescéncia
velutina, flores largas com pedicelos longos, l6culo das anteras glabra, estilete posterior
reduzido e estilete anterior alargado (Gates 1982).

As espécies do grupo membranifolia, também estdo préximas a B. caapi, difere
desta pela folha menor e coriacea, geralmente com densa pubescéncia, pedicelos
longos e frutos com alulas laterais (Gates 1982). Enquanto B. muricata assemelha-se a
B. caapi no tamanho pequeno da flor, calice com ou sem glandulas, na forma da pétala
posterior e estiletes finos.

Além destas espécies que Gates (1982) relacionou a B. caapi, as espécies B.
confusa e B. latifolia também sdo relacionadas na filogenia, elas pertencem a grupo
morfologico malifolia. Este grupo compartilha com B. caapi o nicleo seminifero
densamente piloso interiormente (Gates 1982).

Davis & Anderson (2010) recircunscreveram o género num sentido mais restrito
ao comprovarem que Banisteriopsis sentido lato, ou seja, nos conceitos de Niedenzu
(1928) e Gates (1982), ndao € monofilético. Os taxons de Banisteriopsis foram
estabelecidos em trés distintos e bem suportados subclados dentro do clado
Stigmaphylloids.

Esses trés subclados séo relacionados com os subgéneros de Gates (1982). Os
membros de Banisteriopsis, subg. Pleiopterys foram transferidos para o expandido
género Diplopterys, que inclui agora espécies com nucleo seminifero com alulas
laterais. Mas, os membros do subgénero Hemiramma, foram transferidos para o género
Bronwenia W.R. (Davis & Anderson 2010).

Leitores menos avisados, ao lerem o trabalho de Davis & Anderson (2010),
ficam confusos quando os autores mencionam que os clados correspondem aos
subgéneros de Gates (1982). O que aconteceu é que Gates (1982) seguiu Cuatrecasas
(1958) que pensava que B. cornifolia (H.B.K) Robinson in Small (Heteropterys
cornifolia (H.B.K)) deveria ser o lectotipo de Banisteriopsis subg. Banisteriopsis, e
considerou nesse subgénero 8 espécies: B. cornifolia (Kunth) C.B.Rob., B. acapulcensis
(Rose) Small, B. ferruginea (Cav.) B.Gates, B. megaptera B.Gates, B. brevipedicellata

B.Gates, B. wurdackii B.Gates, B. cinerascens (Benth.) B.Gates e B. longipilifera
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B.Gates. Entretanto, Morton (1931) ja tinha lectotipificado Banisteriopsis com a espécie
B. argentea (Kunth) C.B.Rob. (=B. muricata (Cav.) Cuatrec.). Assim, 0 conceito de
Gates (1982) era invertido, j& que B. muricata foi tratado dentro do grupo Hemiramma
de Gates(1982). Assim, o subgénero Banisteriopsis rettm o maior nimero de espécies,

incluindo B. caapi.

Banisteriopsis caapi : componente do chd Ayahuasca

Banisteriopsis caapi tém chamado a atencdo de antropdlogos, botanicos e
farmacdélogos, por sua utilizagdo como componente do cha Ayahuasca (Frenopolo 2005,
Stiffler 2018). Além do uso religioso, estudos vem indicando a eficacia da Ayahuasca
em tratamentos de depressao, sindrome de Parkinson e contra infestacdes parasitarias
gastrointestinais (De Sousa 2011).

Spruce foi o primeiro coletor da espécie (R. Spruce 2712 - K barcode
K000427256), ao longo do rio Uaupés, afluente do Alto Rio Negro, no Amazonas,
Brasil. Recentemente Oliveira et al. (2020), lectotipificaram B. caapi e seu sinénimo B.
quitensis (Nied.) C.V. Morton visto que, revisando a literatura e protdlogos perceberam
que estas espécies ndo foram tipificadas.

Banisteriopsis caapi foi registrada nas cataratas do Orinoco e nos seus afluentes,
na amazoOnia Venezuelana, nos Andes do Peru, no rio Napo no Equador, na Bolivia
(Schultes 1982) e no Panama (Ott 1996). Todas as amostras documentadas foram
provenientes de plantas cultivadas nas rocas das comunidades indigenas.

O termo Ayahuasca designa tanto o cipd quanto a decoccdo preparada pela
mistura do caule de B. caapi, com as folhas de vérias plantas, destacando-se Psychotria
viridis Ruiz & Pav. (Rubiaceae) (Prance 1970, Naranjo 1986, Shepard 1998). Dados
arqueoldgicos indicam que o chéa é consumido pelos indigenas da América do Sul ha
pelo menos 5.000 anos (Naranjo 1979, 1986).

Na década de 1930 surgiram religides cristds urbanas no Brasil, que
introduziram a Ayahuasca como pilar ritualistico: o Santo Daime, a Barquinha e a
Unido do Vegetal (UDV) (Labate 2001). Novas modalidades urbanas de uso do
Ayahuasca tém surgido continuamente, sendo denominadas de grupos “neo-
ayahuasqueiros” (Labate 2000).

O uso religioso da Ayahuasca no Brasil é regulamentado pelo Conselho

Nacional de Politicas sobre Drogas (CONAD) sob a Resolucdo n°1 de 25 de janeiro de
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2010 (Garrido & Sabino 2009, Monteles 2020). Com a regulamentacdo, as igrejas
tornaram-se organizadas e, expandiram-se para outros paises da Ameérica e Europa,
sendo consumido, também, por “celebridades” (Tupper 2009) que enaltecem o seu
beneficio psicoldgico e fisico.

Wallace (1908) relata que Spruce reconhece, por parte dos indigenas, de “tipos”
de B. caapi — nesse trabalho denominado como “etnotaxa”. Isto é, ocorréncia de
linhagens com morfologias e chas com caracteristicas distintas. Langdon (1986) e Davis
(1996) também comentaram sobre o reconhecimento de etnotaxa de B. caapi pelos
indios Siona e Inganos (Colébmbia), entretanto sem sucesso na documentacdo em
herbarios. Comentaram também sobre a dificuldade de acesso as plantas sagradas.

Schultes (1986) relacionou mais de 30 etnotaxa de B. caapi citados pelos
indigenas amazénicos. O autor também destacou a necessidade de um intenso trabalho
interdisciplinar e de documentacéo em herbario para o estudo da correspondéncia desses
etnotaxa com seus respectivos taxa.

Monteles (2020) fez uma pesquisa qualitativa e indicou que existe mais de uma
dezena de etnotaxa de B. caapi reconhecidos por alguns informantes do Santo Daime
dos estados de Roraima, Maranhdo e Tocantins. Oliveira et al. (2018) e Monteles (2020)
mostraram que 0s cip0s sdo agrupados pelos respondentes em duas categorias: 0 grupo
de etnotaxas cujos caules possuem nds inflados e, o maior e mais variado grupo, com
nos ndo inflados.

Oliveira et al. (2018 e comunicacdo pessoal) fizeram um estudo etnoboténico de
B. caapi entre grupos religiosos que utilizam o chd Ayahuasca em seu ritual no Brasil.
O grupo documentou o estudo em herbério e, a presente pesquisa, € um dos resultados
da analise dos vouchers de B. caapi, coletados de forma sistematizada junto aos grupos
brasileiros que utilizam Ayahuasca em seu ritural.

Sob os dados da coleta do tipo de B. caapi (Spruce 2712), aparece a nota a
seguir: “Dessa planta é preparada uma bebida intoxicante para todos os nativos Uaupés,
denominada caapi. A regido inferior do caule, a qual tem espessamentos inflados nos
nos, é a parte utilizada (...). Os vouchers Spruce 2712 foram associados a amostras de
caule que estdo depositados na colecdo de Boténica Econémica do Kew Garden. A
analise dessas amostras e a cole¢do dos caules mostram a clara relagdo do nome B.
caapi com os etnotaxa que apresentam noés inflados (Oliveira et al. 2020).

O reconhecimento de diferencas entre os cipos utilizados na preparagdo da

Ayahuasca ultrapassa o conhecimento tradicional. Niedenzu (1928), Hammerman
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(1930) e Schultes (1982) reconheceram, além de B. caapi, B. quitensis (Nied.) C.V.
Morton e relacionaram seu uso na infusdo utilizada por indigenas da Colémbia, Equador
e Peru. Morton (1931) descreveu B. inebrians Morton com base num etnotaxa
reconhecido como “yagé del monte”, proveniente da regido de Putamayo, sudeste da
Coldmbia.

Banisteriopsis inebrians e B. quitensis foram tratadas na circunscri¢cdo de B.
caapi por Gates (1982), que analisou apenas 0s escassos especimes disponiveis nos
herbarios a época, grande parte deles representados apenas por ramos estéreis e sem
comentarios sobre o colmo principal. Gates (1982) também comentou que as
populacbes que utilizam o cha reconhecem etnotaxa do cipd, mas, segundo a autora,
apenas pelas propriedades entedgenas da infusdo, que se tratam de variantes quimicas
da mesma espécie.

Embora esse conceito abrangente venha sendo o mais utilizado, ndo ha consenso
sobre a circunscrigdo de B. caapi, visto que Schultes et al. (2001) aceitam B. inebrians
como espécie distinta. Analisando a imagem disponibilizada em Schultes et al. (2001),
vé-se que a planta ndo possui nos inflados.

Grande numero de vouchers estéreis de herbario registram os etnotaxa de B.
caapi, havendo mencdes na literatura, de espécies de outros géneros de Malpighiaceae
na composicdo do cha: Diplopterys longialata (Nied.) W.R. Anderson & C. Davis
(Schultes 1982), Tetrapterys methystica R. E. Schult. (Schultes 1954) e T. mucronata
Cav. (Queiroz et al. 2013). Vegetativamente poderiam ser facilmente consideradas
dentro da circunscricdo de B. caapi.

Kaasik et al. (2020) relataram que Diplopterys cabrerana (Cuatrec.) B. Gates é
um substituto comum de Psychotria viridis. na composicdo do cha Ayahuasca e
mostram, com base na composicdo guimica, que espécies de anayahuasca — sdo formas
analogas ao Ayahuasca, onde se usam sintéticos ou plantas que contenham o inibidor
monoamine-oxidase (MAO) e fontes de N, N-dimethyltryptamine (DMT) — foram
encontradas como aditivos em chas feitos na Europa. Santos et al. (2020), cujos
etnotaxa estudados sdo os mesmos utilizados no presente estudo, comentaram que
amostras de D. pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C.C. Dauvis foi coletada como B.
caapi, indicada por um respondente de um grupo religioso. Essa amostra foi
identificada com base na anatomia do caule (Naganime-Pinheiro 2019).

Desse modo a questdo que sempre orientou esta pesquisa foi: 0s etnotaxas

reconhecidos pelas comunidades tradicionais Ayahuasqueiras, correspondem a espécies
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distintas. Para responder esta questdo fizemos trés capitulos, onde o Capitulo um, traz
anélises moleculares, que tém sido uma importante ferramenta para elucidar relagcoes
taxonémicas (Davis & Anderson 2010, Jesus et al. 2016). Desse modo, foram
selecionadas regifes com altas taxas de mutacdo e as utilizadas nas filogenias de
Malpighiaceae. Assim, foram sequenciadas as regdes palstidiais: ndhF, trnL-F, matK,
psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, e o espagador interno transcrito do rDNA nuclear — ITS
(Cameron et al., 2001, Dauvis et al. 2001, Davis & Anderson 2010). Assim, 0 uso de
marcadores de DNA gendmico-nucleares sdo Uteis para o entendimento da variabilidade
genética e do processo de evolucdo de espécies vegetais, através da analise comparativa
dos genomas (Marouelli 2009).

Métodos baseados em dados moleculares também tém sido eficaz nos estudos
que tentam decifrar a histéria filogeografica de plantas Gteis ou cultivadas (Saisho &
Purugganan 2007, Gunn et al. 2011, Hunt et al. 2011). Nesse sentido, afim de descobrir
a origem e dipersdo de B. caapi fizemos o Capitulo dois, que aborda a historia
biogegrafica do género Banisteriopsis. Trazendo uma filogenia molecular atualizada e
datada para as espécies do género. O qual estd submetido ao periédico: Molecular
Phylogenetics and Evolution.

O DNA Barcoding tém sido uma importante ferramenta na répida e acurada
identificacdo de espécies de plantas (Li et al. 2014). Assim, no Capitulo 3 usamos dados
moleculares, usando a o DNA Barcoding, e dados morfoanatdmicos para confirmar as

relacGes taxondmicas entre 0s etnotraxa de B. caapi.
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CAPITULO |

Relagdes filogenéticas de etnotaxa de Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae) e

implicacdes na circunscricdo da espécie componente da Ayahuasca

Resumo: Banisteriopsis caapi ¢ uma das espécies amplamente utilizada na preparacao
do chd Ayahuasca, uma bebida entedgena proveniente das culturas indigenas
amazonicas. Sao reconhecidos “tipos” ou etnotaxa B. caapi entre os que cultivam a
planta. Esses etnotaxa possuem poucos vouchers férteis documentados em herbario.
Este estudo teve como objetivo verificar as relagfes filogenéticas entre as amostras
estéreis citadas como B. caapi. Foram coletadas amostras de tecido foliar dos etnotaxa
“Arara”, “Caupuri”, “Ourinho”, “Pajezinho”, “Pingo de Ouro”, “Quebrador” e
“Tucunaca” e, de dois individuos com morfologia hibrida. Outras espécies de
Banisteriopsis e Malpighiaceae foram utilizadas como grupo externo, além de
sequéncias de Banisteriopsis oriundas do GenBank. Realizou-se o sequenciamento das
regides plastidiais trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, e ndhF, e o espacador
interno transcrito do rDNA nuclear (ITS). A amplificacdo foi realizada por reacdo de
PCR com Top Tag Master Mix Kit (Qiagen). Os eletroferogramas gerados foram
analisados e editados manualmente nos programas Geneious e CodonCode Aligner para
obtencdo do consenso das sequéncias forward e reverse. Foi realizada a andlise de
Méxima Parcimdnia (MP), analise Maxima Verossimilhanca (ML) e analise de
Inferéncia Bayesiana (IB). Foram realizadas analises com o ITS sozinho, todas a regifes
plastidiais juntas, regides plastidiais mais o ITS e finalmente ITS, matK e ndhF dos
etnotaxa de B. caapi mais espécies de Banisteriopsis e grupos externos. Foram obtidas
44 novas sequéncias, incluindo 37 etnotaxa de B. caapi, seis espécies do género e uma
espécie de Diplopterys. Nas trés analises filogenéticas (MP, ML e IB) ndo foram
encontrados variabilidade genética sufiente para separar os etnotaxa. Assim como, na
analise com outras espécies de Banisteriopsis nenhum etnotaxa aproximou de outra
espécie. Além disso, os resultados filogenéticos encontrados aqui, entre as espécies de
Banisteriopsis, corroboram com o estudo morfolégico do género realizado por Gates.
Assim, os etnotaxa formam um clado a espécie B. caapi, ndo se colocando proximo a
outra especie de Banisteriopsis. Ao passo que B. schwannioides aparece como espécie
préxima a B. caapi, bem como B. variabilis e outras espécies que Gates comenta em seu

estudo. Contudo, podemos afirmar que agora ndo foi possivel separar 0s etnotaxa de B.
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caapi, provenientes de centros religiosos Ayahuasqueiros do Brasil, por analise
filogenética.
Palavras-chave: filogenia, etnotipos, Ente6geno, Santo daime.

Abstract: Banisteriopsis caapi is one of the species widely used in the preparation of
Ayahuasca tea, an entheogenic drink originating from the indigenous Amazonian
cultures. These etnotaxa have few fertile vouchers documented in hebarium. This study
aimed to verify the phylogenetic relationships among the sterile samples cited as B.
caapi. Leaf tissue samples were collected from the etnotaxa "Arara”, "Caupuri”,
"Ourinho", "Pajezinho”, "Pingo de Ouro", "Quebrador" and "Tucunacd™" and from two
individuals with hybrid morphology. Other species of Banisteriopsis and Malpighiaceae
used as an outgroup were included, in addition to Banisteriopsis sequences from
GenBank. The plastidial regions trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, and ndhF,
and the internal transcribed spacer of the nuclear rDNA (ITS) were sequenced.
Amplification was performed by PCR reaction with Top Taq Master Mix Kit (Qiagen).
The electropherograms generated were analyzed and manually edited in Geneious, and
CodonCode Aligner programs to obtain the consensus of the forward and reverse
sequences. Maximum Parsimony (MP) analysis, Maximum Likelihood (ML) analysis
and Bayesian Inference (Bl) analysis were performed. Analyses were performed with
ITS alone, all plastid regions together, plastid regions plus ITS and finally ITS, matK
and ndhF of B. caapi etnotaxa plus Banisteriopsis species and outgroups. Forty-four
new sequences were obtained, including 37 etnotaxa of B. caapi, six species of the
genus and one species of Diplopterys. In the three phylogenetic analyses (MP, ML and
IB) no genetic variability was found that was sufficient to separate the etnotaxa. As
well, in the analysis with other species of Banisteriopsis no ethnotaxis came close to
another species. Furthermore, the phylogenetic results found here among Banisteriopis
species corroborate with Gates' morphological study of the genus. Thus, the etnotaxa
form a clade to the species B. caapi, not placing itself close to another species of
Banisteriopsis. On the other hand, B. schwannioides appears as a species close to B.
caapi, as well as B. variabilis and other species that Gates comments on in his study.
However, we can state that at this time it was not possible to separate the ethnotaxa of
B. caapi from Ayahuasca religious centers in Brazil by phylogenetic analysis.

Keywords: phylogeny, ethnotypes, entheogen, Santo Daime.
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INTRODUCAO

Malpighiaceae compreende 1.315 especies em 77 géneros de distribuicdo
Pantropical, com maior diversidade nos Neotrépicos (Christenhusz et al. 2017, Davis &
Anderson 2010).

O género Neotropical Banisteriopsis é caracterizado pelas brécteas e bractéolas
* triangular, apressas ou levemente divergente, persistente ou decidua; calice com 4
sépalas abaxialmente biglandular, com a sépala anterior eglandular; glandulas do calice
presas em todo comprimento ou suportada abaixo da parte livre das sépalas; pétalas
amarelas, rosa ou branco, glabra abaxialmente; noz as samaras lateralmente
comprimidas, raramente esférica (Anderson et al. 2022). Carvalho et al. (2010) comenta
que Banisteriopsis ndo € grupo monofilético, separado em trés géneros: Diplopterys,
caracterizado por possuir pétalas pubescentes na face abaxial; Bronwenia, que contém
pétalas glabras em ambas as faces, com estigmas terminais e truncados, e carpéforo
presente; e por fim Banisteriopsis, que possui estigmas terminais capitados, carpéforo
ausente, e assim como Browenia possui pétalas glabras.

Este género é conhecido por possuir espécies com substancias bioativas com
potencial medicinal e uso religioso (Frias et al. 2012). Dentre as espécies de uso
religioso, destaca-se B. caapi (Spruce ex. Griseb.) Morton, utilizada na preparacdo do
cha Ayahuasca, um entedgeno usado em rituais religiosos e como medicinal pelas
comunidades indigenas da regido amazonica. Recentemente a Ayahuasca vém sendo
utilizada por grupos religiosos urbanos no Brasil e varios paises da América, Europa e
Oceania (Tupper 2009). A expansdo do uso da Ayahuasca no Brasil também atinge
indigenas ndo amazonicos, conforme Rose & Langdon (2010) para um grupo Guarani.

Na maioria dos rituais, a decoccdo é preparada com o caule da liana B. caapi
mais as folhas do arbusto Psychotria viridis Ruiz & Pav. (Rubiaceae). Banisteriopsis
caapi ¢ rico em [-carbolinas, como harmina, harmalina e tetra-hidroharmina (THH),
enquanto P. viridis contém consideraveis quantidade de N,N-dimetiltriptamina (DMT)
(Santos et al. 2016, Dominguez-Clavé et al. 2016, Stiffler 2018). A B-carbolinas
possuem propriedades antimicrobiana, anti-helmintica, vaso relaxante e inibidoras
reversiveis da enzima monoaminoxidase (MAO) (Pires et al. 2010, Trujillo et al. 2010)

O efeito Entedgeno da Ayahuasca sO ocorre na presencga das duas plantas, pois
s6 o DMT da P. viridis isoladamente ndo faz efeito, devido ser degrada pela enzima

MAO hepética e intestinal. Assim, sdo as B-carbolinas presentes no cipd que sdo
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inibidoras naturais de MAO, e garantem a ativacdo do DMT via oral (Silva et al. 2022).
Com isso, os efeitos do Ayahuasca s6 podem ser sentidos na simbiose entre essas duas
plantas e sua interagdo com o corpo humano (Assis & Rodrigues 2017).

Embora B. caapi seja a espécie mais citada como fonte de betacarbolinas da
Ayahuasca, ha registros do reconhecimento, por parte das comunidades tradicionais, de
etnotaxa do cip6 da Ayahuasca (Spruce 1908, Koch-Grunberg 1923, Langdon 1986),
Schultes 1986, Davis 1996, Oliveira et al. 2018). Langdon (1986) ressaltou que a
classificacdo dos povos originarios para o cipd da Ayahuasca, é mais refinada que o
sistema usado pelos botanicos, haja vista que utilizam para classificar a juncdo de
aspectos botanicos, efeitos quimicos e as visGes experimentadas quando da ingestdo da
bebida. As variadas religifes brasileiras que utilizam a Ayahuasca nos rituais surgiram

do escopo das sociedades indigenas amazonicas.

Estes grupos também reconhecem e cultivam diferentes etnotaxa de B. caapi,
distinguindo-os da mesma forma que as comunidades indigenas, ou seja, por caracteres
morfoldgicos, principalmente do caule, caracteristicas morfolégicas do cha e, pelos

efeitos entedgenos da bebida (Monteles 2020).

Alguns dos etnotaxa do cip6 foram formalmente descritos como espécies,
mostrando que Ayahuasca é um termo genérico para chads com composic@es distintas.
Ha registros de que B. muricata (Cav.) Cuatrec. e espécies de outros géneros de
Malpighiaceae, como Diplopterys A.Jus. e Tetrapterys Cav., sdo — ou foram — usados
como fonte de betacarbolinas na composic¢ao da Ayahuasca (Schultes 1957).

Além de espécies e géneros distintos, ndo é clara a circunscricdo de B. caapi.
Embora as principais fontes (Flora e Funga do Brasil 2022, Powo 2022, Tropicos 2022)
adotem a circunscricdo proposta por Gates (1982) que aceita B. quitensis Nied. e B.
inebrians (C.V. Morton) J.F.Macbr., como sindnimos de B. caapi, Schultes (1970) e
Schultes et al. (2001) sinalizam reconhecer B. inebrians como taxon distinto.
Considerando que Schultes foi o principal estudioso e coletor de plantas entedgenas na
Amazonia e que Gates ndo teve a mesma oportunidade e estudou a espécie baseada
somente em amostras de herbario, ndo podemos desconsiderar a opinido do primeiro
autor. Gates (1982) comentou que todos os espécimens analisados por ela, eram

provenientes de plantas cultivadas.
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Além de ndo ter visto B. caapi a campo, faltam amostras férteis em herbarios do
cip6 da Ayahuasca (Cuatrecasas 1958, Gates 1982, Schultes 1986) e 0 uso estendido da
planta, cultivada por etnias distintas, dificultam a compreenséo da taxonomia deste cipo.

Kaasiik et al. (2020) relataram que Diplopterys cabrerana (Cuatrec.) B. Gates é
um substituto comum de Psichotrya viridis na composicdo do cha Ayahuasca e
mostram, com base na composi¢do quimica, que espécies de anayahuasca — sendo
formas anélogas ao Ayahuasca, onde usam-se sintéticos ou plantas que contenham o
inibidor MAO e fontes de DMT — foram encontradas como aditivos em chas feitos na
Europa. Santos et al. (2020), cujos etnotipos analisados s@o 0s mesmos utilizados no
presente estudo, comentaram que D. pubipetala (A. Juss.) W. R. Anderson & C. C.
Davis foi apontada por um informante de um grupo religioso urbano no Brasil,
supostamente erroneamente, como um etnotaxa de B. caapi. Essa amostra foi
identificada com base na anatomia do caule (Naganime 2019). Entretanto, distinguir
géneros com base em anatomia do caule é facil, mas espécies de um género, é muito
dificil (Naganime 2019).

Embora haja proliferacdo de artigos sobre os beneficios da Ayahuasca a saude
humana, especialmente na melhoria da capacidade cognitiva (Mckenna et al. 1998,
Barbosa et al. 2018, Jiménez-Garrido et al. 2020 e muitos outros), nenhum desses
trabalhos fez uma documentacdo adequada com a correta citacdo do herbario onde
encontrariamos o material testemunho do cip6 analisado. Dessa forma, hd uma passiva
aceitacdo de que apenas B. caapi é utilizado como fonte de betacarbolinas no preparo do

ché entre os grupos urbanos que utilizam a Ayahuasca.

Tendo em conta o crescente interesse pela Ayahuasca, é essencial o
estabelecimento da entidade taxonémica formal dos etnotaxas de B. caapi com base
também em marcadores moleculares. Estudos moleculares com a familia Malpighiaceae
(Cameron et al. 2001, Davis et al. 2001, 2002, 2004, Davis & Anderson 2010) tem
trazido importantes esclarecimentos sobre as relagdes infrafamiliares.

A filogenia de Malpighiaceae, realizada por Davis & Anderson (2010) é a mais
recente e, nesse estudo, foram incluidas 19 espécies de Banisteriopsis, incluindo B.
caapi. Banisteriopsis pertence ao clado Stigmaphylloids, e a espécie B. schwannioides
(Griseb.) B. Gates é definida como irma de B. caapi, em um clado bem resolvido com
bootstrap de 100%.
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Embora documentados em herbario, a maioria dos vouchers coletados
recentemente por nossa equipe e depositados no UB estdo estéreis, pois o periodo de
florescimento é curto e irregular, havendo o relato de plantas que nunca floresceram. O
objetivo deste trabalho foi investigar as relacbes filogenéticas entre os etnotaxa e B.
caapi com as demais espécies de Banisteriopsis e verificar se 0s etnotaxa sdo ou nédo

mais relacionados a B. caapi do que a outras espécies.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Esta pesquisa esta inserida no projeto intitulado “Taxonomia e fitoquimica den
Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) C.V. Morton (Malpighiaceae), componente do
ché ayahuasca”, sob o protocolo 16533.78.29547.26042017, financiado pela Fundagdo
de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF). O foco do projeto é o estudo
etnobotanico entre os grupos religiosos que utilizam o cipé Ahyahuasca.

Com isso, excursdes de campo, registro fotografico e observacao das plantas em
seu habitat, foram realizadas nos seguintes grupos religiosos: Barquinha, Santo Daime e
varias ‘“neo-ayahuasqueiras”. Coleta e observa¢do de individuos nativos no Acre.
Foram coletadas amostras de tecido foliar dos etnotaxa “Arara”, “Caupuri”, “Ourinho”,
“Pajezinho”, “Pingo de Ouro”, “Quebrador” e “Tucunacd” (Figura 1), de dois
individuos com morfologia hibrida, e de outras espécies de Banisteriopsis e de
Malpighiaceae utilizadas como grupo externo. As folhas foram acondicionadas em
sacos plasticos com silica gel para armazenamento e conservacgdo (Tabela 1) (Chase &
Hills 1991).

O material testemunho foi coletado e depositado no herbario UB (acrénimo em
Thiers, continuously updated). Adicionalmente, foram utilizadas sequéncias de
Banisteriopsis oriundas do estudo do Davis & Anderson (2010), disponiveis no banco

de dados do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 2).
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Figura 1. Etnotaxa de B. caapi, segundo informantes das religides ayahuasqueiras
brasileiras. A-B. Arara — A- caule, B- folha; C-E. Caupuri — C-flor, D-caule, E- folha;
F-H. Ourinho—- F-flor, G-caule, H-folha; I-J. Pingo de ouro — I-flor, J-caule; K-M.
Quebrador — K-caule, L-folha, M-flor; N-P. Tucunaca—N-caule, O-folha, P-flor; Q.

Pajezinho — Q — caule. Fotos: Regina Célia de Oliveira.
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Extracéo de DNA

As extracdes de DNA e o PCR foram realizadas no Laboratorio de Genética e
Evolucdo de Plantas (LAGEV) do Instituto de Biologia da Universidade Federal da
Bahia. Foram testados os protocolos de extracdo de DNA de Tel-zur et al. (1999) e o
protocolo adaptado para microtubos de Doyle & Doyle (1987). O DNA extraido foi
avaliado por eletroforese em gel de agarose 1% em TAE1X, a 100V e corrente entre
250-300A. Para sua visualizagdo as amostras de DNA foram coradas com GelRed™
(Biotium) e observadas sob luz UV. O DNA extraido também foi analisado em aparelho
Biodrop, para determinacdo da concentracdo de cada amostra (em nanogramas) e
verificar a presenca de contaminac@es. O protocolo de Doyle & Doyle se mostrou mais
eficiente para extracdo de amostras de DNA de melhor qualidade, considerando ambos
0s parametros, pureza e quantidade de DNA extraido, e foi utilizado para a extracdo de
todas as amostras coletadas neste estudo.

Tabela 1. Amostras analisadas: etnotaxa, local de coleta, voucher. RCO= R.C. Oliveira; ADS= A.D. Silveira; CSB
= C. S. Behrens; CWF= C.W. Fagg.

Etnotaxa/Amostra Estado Voucher
Arara AC RCO 3397
Caupuril DF RCO 3146
Caupuri2 MG RCO 3521
Caupuri6 DF RCO 3523
Cupuri8 GO CSB 34
Caupuri9 DF RCO 3449
CaupurilO DF ADS 03
Caupuril3 DF CSB 28
Ourinhol AC RCO 3501
Ourinho 3 DF RCO 3148
Ourinho4 AC RCO 3399
Ourinho6 AC RCO 3502
Ourinho 7 DF RCO 3334
Ourinho8 AC RCO 3395
Pajezinhol AC RCO 3394
Pajezinho?2 GO RCO 3433
Pingo de ouro DF CSB 26
Quebradorl DF CSB 27
Quebrador2 DF CSB 25
Quebrador 3 DF RCO 3514
Quebradorb DF RCO 3428
Tucunaca 1 DF CSB 24
Tucunaca 2 DF ADS 02
Tucunacéa3 AC RCO 3504
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Tucunacé4

Tucunaca 8
TucunacalO
Tucunacall

Tucunacal2
Tucunacal3
Tucunacal?7
Tucunacal8

Tucunaca20
Hibrido 3
Hibrido4
Gema de ovo

MG

AC
AC
GO
DF

GO
MG

AC

*Banisteriopsis campestris (A.Juss.) Little DF

(sp.1)

*Banisteriopsis sp.2 (Mistério — B. caapi)

GO

*Banisteriopsis argyrophylla (A. Juss.) B. DF

Gates

*Banisteriopsis variabilis B. Gates DF
*Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. DF

Anderson & C.C. Davis.
*Banisteriopsis  cf.
B.Gates

*Malpighiaceae2 -

laevifolia

(AJduss.) -

Banisteriopsis -

megaphylla (A.Juss.) B.Gates

*Malpighiaceae3 -

Banisteriopsis -

megaphylla (A.Juss.) B.Gates

*outgroup.

RCO 3517
RCO 3520
RCO 3323
RCO 3509

RCO 3416
RCO 3507
RCO 3370
CSB 30

RCO 3434
RCO 3555
RCO 3137
RCO 3494
RCO 3316

CSB 6
CWEF 2445

CWF 2448
CWEF 2454

CWF 2483

RCO 3466

RCO 3483

Tabela 2. Taxon, voucher e acrénimo do herbario onde estd depositado, nimeros de acesso do Genbank para as regides
ITS, matk e nedhFutilizadas neste estudo. Segundo o clado interno de Banisteriopsis do estudo de Davis & Anderson

(2010). (-) Auséncia de sequéncia no Genbank. ** Espécie utilizada como outgroup nas anélises moleculares.

Taxon

Banisteriopsis  argyrophylla
(Adr. Juss.) B. Gates

Banisteriopsis confusa B.
Gates
Banisteriopsis  harleyi  B.
Gates
Banisteriopsis laevifolia

(Adr. Juss.) B. Gates

Banisteriopsis latifolia (Adr.
Juss.) B. Gates

Banisteriopsis nummifera

(A.Juss.) B.Gates

Banisteriopsis paraguariensis
B.Gates

Banisteriopsis
Gates

pulchra B.

Voucher
(herbarium acronyms)

Sebastiani; Moreno 87 (SP)
Silva 3548 (MICH)

Krapovickas; Cristobal 44854
(MICH)

Conceicao 1713 (HUEFS)
Carvalho 87 (MICH)

Francener; Hall; Koch 1359 (SP)
Anderson 13631 (MICH)

Azevedo 698 (MICH)

Harley 54681 (MICH)

Ferrucci 1624 (MICH)

Dubs 2258 (MICH)

ITS

KR093006

KR093007

KR093008

matK

HQ246752
HQ246755

HQ247204

HQ246756

HQ246758

HQ246761

HQ246762

ndhF

HQ247199
HQ247202

HQ246756

HQ247204

HQ247206

HQ247209.1

HQ247210
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Banisteriopsis schwannioides Mori 21590 (MICH) - HQ247212 HQ246764
(Griseb.) B.Gates

Banisteriopsis caapi (Griseb.) Anderson 13791 (MICH) LC496605 HQ246753 HQ247200
C. V. Morton

*Diplopterys pubipetala (Adr. Francener 1126 KY421908.1 HQ247269 HQ246821
Juss.) W. R. Anderson & C. (SP)

Davis Salino 3472 (MICH)

Amplificacdo e Sequenciamento

Foram amplificadas e sequenciadas as regides plastidiais trnL-F, matK, psbA-
trnH, trnK, rpL32-trnL, e ndhF, e o espagador interno transcrito do rDNA nuclear (ITS).
A amplificacdo das regides plastidiais foi realizada através de reacdo de PCR com Top
Tag Master Mix Kit (Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante, em um volume
final de 15,4 L, contendo 0,2 UM de cada primer e 25 ng de molde de DNA. Para
amplificacdo do marcador ITS foram adicionados 10% de dimetil sulféxido (DMSO),
0,15 pL de BSA (0,0015 mg/ml) e 3 pL de betaina (0,97 M) a mistura de PCR. Os
ciclos de amplificacdo e os primers utilizados para cada marcador molecular séo
descritos na Tabela 3. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose de 1-1,4% em tampdo TAE 1X, corados com GelRed™ (Biotium) e
visualizados sob luz UV.

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o método de precipitacdo de
DNA com polietilenoglicol — PEG 11% (Paithankar & Prasad 1991) e ressuspendidos
em agua Milli-Q autoclavada. As reacGes de sequenciamento foram realizadas na
plataforma de sequenciamento do Instituto Gongalo Muniz, da Fundagdo Oswaldo Cruz
— FIOCRUZ, em Salvador, Bahia (BA).

Os eletroferogramas gerados foram analisados e editados manualmente nos
programas Geneious (Drummond et al. 2009), BIOEDIT (Hall 1999), e CodonCode
Aligner (version 4.1 Codon Code Corporation, Massachusetts) para obtencdo do
consenso das sequéncias forward e reverse. Foram eliminadas as porces inicial e final
de cada sequéncia (Tabela 4), a fim de evitar artefatos proximos a regido de anelamento
dos primers. O alinhamento das matrizes de sequéncias foi realizado nos programas
Mega version X (Kumar et al. 2018) e PHYDE®v.0.9971 (Miiller et. al 2006). No
programa Mega version X foram obtidos os numeros de sitios variaveis, conservados e

parcimoniosamente informativos.
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Tabela 3 Primers utilizados por regiéo, e descrigdo dos ciclos de amplificacdo das regides nuclear e plastidial, nimero de ciclos e referéncias utilizadas no presente estudo dos etnotaxa de B.

caapi.

Regibes

ITS

matK

ndhF

psbA-trnH

trnL-trnF

Primer (5’ sequence 3°)
Nuclear DNA

ITS75 (TATGCTTAAACTCAGCGGG)
ITS92 (AAGGTTTCCGTAGGTGAAC)

Plastidial DNA

matK-400F (CCCTAATTTACGATCAATTCATTCAAT)
trnK-2R (AAC TAG TCG GAT GGA)

ndhF 10.2R (TTAGTRAYAGTYGGTTGTATTCACC)
ndhF5.5F (CCATCRATNACTCGYCYATCAAAAA)

psbA (GTTATGCATGAACGTAATGCTC)
trnH (ACCAATTGAACTACAATCCC)

trnL (CGAAATCGGTAGACGCTACG)
trnF (ATTTGAACTCGTGACACGAG)

Ciclo de amplificacéo

Desnaturacéo inicial:
94°(3min) Desnaturacdo; 94°
(45 seg) Anelamento: 53°-57°

(1min) Extensdo: 72°
(1:30min) Extenséo final: 72°

(7 min)

Desnaturacéo inicial:
94°(4min) Desnaturacdo: 94°
(1 min) Anelamento: 52°
(1min) Extensao: 72° (1min)
Extenséo final: 72° (7 min)
Desnaturacéo inicial:
94°(3min) Desnaturacdo: 94°
(1 min) Anelamento: 46°
(1min) Extensdo: 72° (1min)
Extensdo final: 72° (7 min)
Desnaturacdo inicial:
94°(3min) Desnaturacdo: 94°
(1 min) Anelamento: 46°
(1min) Extensao: 72° (1min)
Extenséo final: 72° (7 min)

Desnaturacéo inicial:
94°(4min) Desnaturacdo: 94°
(2 min) Anelamento: 50°
(1min) Extensdo: 72° (2min)
Extensdo final: 72° (10 min)

Ndmero de
ciclos

35

35

35

35

35

Referéncia

White et al. 1990.

Cameron et al. 2001.

Davis et al. 2001.

Sang et al. 1997.

Tarbelet et al. 2001.
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trnK 5' 3914F-
1110R

Rpl32
trnL

trnK 3914F (GGGTTGCTAACTCAACGG)
trnK1110R (TATTCTGTTGATACATTCG)

F: (CAGTTCCCAAAA AAACGTACTTC)

R: (CTGCTTCCTAAG AGCAGCGT)

Tabela 4 Comprimento (em pares de bases — pb) e nimero de caracteres excluidos das matrizes das matrizes de marcadores regies

plastidiais e nuclear dos etnotaxa de B. caapi.

Desnaturacéo inicial:
94°(3min) Desnaturacdo: 94°
(1 min) Anelamento: 48° - 49° 35
(1min) Extens&o: 72° (1min)
Extensdo final: 72° (7 min)
Desnaturacéo inicial:
80°(5min) Desnaturacdo: 94°
(1 min) Anelamento: 46° 35
(1min) Extenséo: 65° (4min)
Extenséo final: 65° (5min)

Rpl32 trnK trnL-

trnL trnF
Comprimento 737 843 770
da matriz (bp)
NUmero de 100/50 50/50 50/80
caracteres
eliminados do
inicio/fim

psbA-
trnH

406

100/50

matK

1236

100/70

ndhF ITS Matriz ITS Matriz
Plastidial
+ITS
737 578 4788 575 5299
30/20 60/20 - 3/0 0/67

Plastidial

Chandler et al. (2001).

Shaw et al. (2007).
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Anélise de dados moleculares

Foram realizadas analises com as matrizes do marcador nuclear ITS e os
plastidiais concatenados (trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, ndhF), e a analise
combinando todos os marcadores plastidiais e o ITS. Adicionalmente foi realizada uma
analise com matriz combinada de matK, ndhF, e ITS, acrescentando seqiiéncias de todas
as espécies de Banisteriopsis do clado interno do estudo do Davis & Anderson (2010).

Foi realizada a analise de Méaxima Parciménia (MP) usando o programa Mega
version X (Kumar et al. 2018). Foi utilizada a busca Tree-Bisection-Regrafting (TBR)
com 10 adic¢Oes aleatorias de taxons e retencéo de 100 arvores por busca.

A andlise Maxima Verossimilhanca (ML) foi realizada no programa RAXML-
HPC2 on XSEDE (v8.2.12) na plataforma digital Cipres Science Gateway (Miller et al.
2006), alterando os parametros de Bootstrap interations (#N) para 1.000 replicacdes. A
Inferéncia Bayesiana (IB) também foi realizada na plataforma CIPRES, utilizando os
modelos de evolugédo calculados no software MrModeltest v2.2 (Nylander 2004). O
modelo evolutivo mais apropriado para cada conjunto de sequéncias foi selecionado
conforme o Critério de Informacdo de Akaike. As analises bayesianas foram realizadas
com 200 milhdes de geracbes (convergéncia de 0,001) por duas execucdes, cada uma
com quatro cadeias Monte Carlo Marcov (MCMC), trés quentes e uma fria, amostrando
uma arvore a cada 500 geracOes. As arvores iniciais (10%) correspondentes ao periodo
de “burn-in” foram descartadas e as demais sequéncias foram usadas para gerar a arvore
de consenso da maior parte da topologia e das probabilidades posteriores (PP) de cada
clado. As arvores obtidas foram editadas usando o software FigTree. 1.2.2 (Rambaut
2009).

Foi realizado o teste para confiabilidade dos clados Bootstrap (BS), com 1.000
réplicas, para as analises de MP e ML. Valores de bootstrap menores que 75, foram
considerados baixos, de 75 a 90 moderados, e maiores que 90 altos. O suporte dos
clados obtidos na anélise de IB foi estimado pelas suas probabilidades posteriores (PP),
e considerados fracos se a PP for inferior a 0,9, moderados se a PP for maior que 0,9, e
altos se a PP > 0,95 (Silva 2016, Rolim 2017).

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra as coletas das quais foram obtidas 44 novas sequéncias, que

incluem os etnotaxa 37 de B. caapi e seis espécies do género e uma especie de
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Diplopterys. Informagdes sobre o tamanho (pares de bases), nimero de sitios variaveis
conservados e parcimoniosamente informativos das matrizes de ITS, das regides
plastidiais combinadas, das regides plastidiais e marcador ITS combinados, e de todas

as regides -matK, ndhF e ITS- combinados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Tamanho (pares de bases), nimero de sitios variaveis, nimero de sitios conservados, e sitios
parcimoniosamente informativos das matrizes utilizadas, e indices de consisténcia e retencdo das arvores mais
parcimoniosas, nimero de arvores igualmente parcimoniosas geradas e nimero de passos das arvores mais
parcimoniosas obtidas no presente estudo.

ITS Matriz de Matriz Matriz

marcadores combinada de combinada ITS,

plastidiais marcadores matK e ndhF

combinada plastidiais +

marcador ITS

Comprimento do 575 4788 5299 2372
alinhamento (pb)
Sitios variaveis (pb) 113 550 613 261
Sitios conservados (pb) 451 4021 4495 2059
Sitios 44 99 119 88
parcimoniosamente
informativos
indice de Consisténcia 0,678161 0.585106 0.613953 0.711268
indice de Retengéo 0,798561 0.758514 0.748485 0.827731
N° de arvores 1 2 1 3

igualmente
parcimoniosas geradas

As reconstrucdes filogenéticas realizadas a partir da regido nuclear ITS com base
nas analises de MP e IB geraram arvores filogenéticas com topologias idénticas, por
iSSO optou-se por apresentar apenas a arvore gerada pela analise de MP (Figura 2). As
informacOes referentes a MP estdo descritas na tabela 4. A andlise de Méaxima
Verossimilhanca de dados da regido ITS a topologia foi idéntica, mas ndo recuperou
nenhum clado com grande suporte, visto que os valores de bootstrap foram em torno de
70%.

Os etnotaxa de B. caapi formaram um grande clado (Clado A) altamente
suportado (PP 0.98, BS 91%), entretanto sem resolucéo interna. Importante ressaltar que
0 espécime identificado como Banisteriopsis sp.2, que é proveniente de um cultivo de
grupo religioso ¢ identificado como “Mistério” porque o informante ndo estava seguro
da identidade da planta ao que tudo indica, é também B. caapi.

Este clado apresenta como grupo irmédo a espécie B. variabilis B. Gates (PP
0.98, BS 86% - Clado B). O clado C (PP 1,0, BS 99%) compreende as espécies:
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Banisteriopsis megaphylla (A.Juss.), (Malpighiaceae 3) e mais dois subclados, A e B.

Clado A

98,23/ 91

99,97/ 86

Oy
59,6/ 77.86
{

Hibndo3
Cau 2

Caupuri2
Ourinhot

Vialpighiaceae : : | Clado B
99.77/ 716 r
L : wytophylla
99.98/999 ¢ _ [ Clado C
Diplopterys pubipetala

05

Figura 2. Arvore filogenética obtida a partir da anélise da regido nuclear ITS por meio de
Maxima Parciménia mostrando as relagdes entre os etnotaxa de B. caapi. Os valores mostrados
acimas dos ramos correspondem aos valores de suporte (PP/BS). As amostras estdo

identificadas por espécime e etnotaxa de acordo com a Tabela 1.

O subclado A apresenta Banisteriopsis cf. laevifolia (A. Juss.) B. Gates
(Banisteriopsis sp.) e B. argyrophylla (A. Juss.) B. Gates como irm&o do subclado B
que corresponde a Banisteriopsis campestris (A. Juss.) Little. (Banisteriopsis sp.1) e
Banisteriopsis megaphylla (A. Juss.) (Malpighiaceae 2).

A figura 3 mostra a arvore gerada pela analise de ML, a partir do conjunto de
dados das regides plastidiais: trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL e ndhF. As
hipdteses filogenéticas tanto da MP como da IB foram todas idénticas.

Foram identificados trés clados: o Clado A, assim como o clado A recuperado na
andlise da regido ITS, retne os etnotaxa de B. caapi e 0s dois espécimes supostamente
hibridos em uma grande politomia, com alto suporte (PP 0,91; BS — MV 98%; BS — MP
99%). Entretanto, B. variabilis esta inserido neste grande clado.

No Clado B, B. megaphylla (Malpighiaceae sp. 3) emergiu como grupo irméo do
Clado A, porem com alto suporte apenas de PP (PP 1.0; BS — MV 80%; BS — MP 79%).
O Clado C, irmdo dos outros dois clados, incluiu B. cf. laevifolia (Banisteriopsis sp.) e
B. argyrophylla (PP 0,98; BS — MV 87%; BS — MP 84%). Na hipétese filogenética do
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marcador nuclear ITS, formam um subclado dentro de um clado em que as relagcdes nao

estdo bem resolvidas.

95,38/8044/819 —m0—— Tucunacall
L Tucunacid

Ourinho7

Arara
Ourinho3
Pingodeouro
Tucunaca2
Caupuri3
Ourinhol
Tucunacél7
Caupuril

T 4
Ourinho6
Quebrador3
Caupuri9

Caupuri6 Clado A
Ourinho8
Hibridod
Ourinhod
91,92/ 98,6/99.2 Tucunacd3
Quebrad
Tucunacil
Pajezinhol
Caupuril0
Quebradorl

Tucunacdl0
Tucunacd20
Caupuril3
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Tucunacdl8
Quebrador2
Caupuri2
Banisteriopsis sp.1
Malniok 5

7
Caupuri8
Hibrido3
Tucunacdl3

1/ 80,34/ 78,9

Tucunacdl2
Banisteriopsis variabilis

Malpighi l Clado B

98.32/87.62/84 [ Banisteriopsis sp.
L Banisteriopsis argyrophyllal  Clado C

Diplopterys pubipetala
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Figura 3. Arvore filogenética obtida a partir da analise da matriz de combinadas dos
marcadores plastidiais trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL e ndhF por meio de
Maxima verossimilhanca mostrando as relacfes entre os etnotaxa de B. caapi. Os
valores mostrados acimas dos ramos correspondem aos valores de suporte: (PP)/BS
(MV)/ BS (MP). As amostras estdo identificadas por espécime e etnotaxa de acordo

com a Tabelal.

As reconstrucdes filogenéticas a partir da matriz combinada da regido ITS e o0s
marcadores plastidiais trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, ndhF, geraram
resultados idénticos nas analises MP, MV e IB (Figura 4). Assim como observado nas
analises anteriores, 0s etnotaxa de B. caapi e 0s dois espécimes supostamente hibridos
formaram uma politomia (PP 0,99; BS — MV 99%; BS — MP 100%; Clado A). Dentro
deste clado, entretanto, foi recuperado um pequeno clado (Clado B) agrupando dois
especimes do etnotaxa Caupuri (C3 e C9) e um do etnotaxa Quebrador3 (PP 0,72; BS —
MV 94%; BS — MP 96%). A espécie B. variabilis se estabelece como grupo irméao (PP
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99,7; BS — MV 100%; BS — MP - Clado C) dos clados A e B, semelhante a topologia
encontrada na anélise da matriz individual do marcador nuclear ITS.

B. cf. laevifolia (Banisteriopsis sp.) e B. argyrophylla formaram um clado
(Clado D) que constitui o grupo irmdo de B. variabilis, e B. caapi (PP 89,0; BS — MV
100%; BS — MP 100%). Esta topologia confirma as encontradas anteriormente com as

analises das matrizes individuais de cada tipo de marcador, nuclear e plastidial.
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Figura 4. Arvore filogenética obtida a partir da analise da matriz de combinadas da

regido ITS e marcadores plastidiais trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL e ndhF

por meio de analise de Maxima verossimilhanca mostrando as relagbes entre 0s

etnotaxade B. caapi. Os valores mostrados acimas dos ramos correspondem aos valores

de suporte: (PP)/BS (MV)/ BS (MP), (-) valor inexistente. As amostras estdo

identificadas por espécime e etnotaxa de acordo com a Tabela 1.

Também foram realizadas reconstrugdes filogenéticas combinando 0s
marcadores ITS, matK e ndhF juntando as sequéncias dos etnotaxa de B. caapi
produzidas neste estudo, com sequéncias de outras espécies de Banisteriopsis

provenientes do estudo de Davis & Anderson (2010), com o objetivo de verificar se
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algum dos etnotaxa identificados como B. caapi pertence a outra especie de
Banisteriopsis. Todas as andlises filogenéticas (MP, ML e IB) resultaram em arvores
com topologias idénticas (Figura 5).

Esta hipotese filogenética corrobora a historia de Banisteriopsis, em que no
Clado A os etnotaxa de B. caapi e os dois espécimes dos hibridos formaram uma
politomia (PP 94,5; BS-MV 96,61%; BS-MP 94,5%; Clado A), que incluiu também B.
schwannioides (Griseb.) B.Gates, apontada como grupo irmdo de B. caapi na filogenia
de Malpighiaceae (Davis & Anderson 2010).

O Clado B, grupo irmdo do Clado A, corresponde as espécies: Banisteriopsis
pulchra B. Gates, B. confusa B. Gates e B. latifolia (A. Juss.) B. Gates (PP 98,1; BS-
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Figura 5. Arvore filogenética ot;lfida a partir da analise da matriz de combinadas dos
marcadores ITS, matK e ndhF por meio de andlise de Maxima Verossimilhanca
mostrando as relagdes entre os etnotaxade B. caapi e as espécies de Banisteriopsis do
estudo de Davis & Anderson (2010). Os valores mostrados acimas dos ramos
correspondem aos valores de suporte: (PP)/BS (MV)/ BS (MP). As amostras estdo

identificadas por espécime e etnotaxa de acordo com a Tabela 1.

MV94,91%; BS-MP 98,1%). E o Clado C, irméo dos Clados A e B agrupam, embora
sem resolucdo interna, Banisteriopsis laevifolia (A. Juss.) B. Gates, B. harleyi, B.
paraguariensis B. Gates e B. argyrophylla (PP 99,7; BS-MV 97,7%; BS-MP 99,7%);).
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DISCUSSAO

Os resultados de todas as andlises filogenéticas mostram que 0s etnotaxa estéo
relacionados e ndo possuem divergéncias genéticas suficientes para considera-los como
espécies distintas. Bem como, ndo estdo incluidos espécimes de outras espécies do
género nesse grupo.

Segundo Lopes (2006) politomias podem ser explicadas de duas formas: a
primeira, que a arvore representa a verdadeira filogenia entre os taxons, isto €, que uma
espéecie ancestral deu origem a mais de duas espécies simultaneamente; a segunda
hipGtese € que as filogenias com politomia representam o momento onde a ordem exata
das bifurcacbes ndo pode ser representadas com fidelidade a partir dos dados
disponiveis.

Essa falta de diferenciacdo genética entre os etnotaxa de B. caapi foi encontrada
também por Luz (2019), que realizou a caracterizagao genética de B. caapi, com base na
sintetizacdo de primers nucleares especificos. A autora encontrou variacdo genética
suficiente para inferir a existéncia de 12 linhagens de B. caapi, relacionadas a
distribuicdo geografica, mas a autora afirma que se trata de espécies candidatas nédo
confirmadas, visto que caracteres morfolégios ndo foram analisados para sustentarem
essa divergéncia. Os resultados encontrados por Luz (2019) levam-nos a supor que,
devido tratar-se de uma planta facil e frequentemente cultivada, a espécie tenha algum
grau de domesticacdo o que justificaria o reconhecimento de etnotaxa.

A espécie B. variabilis ndo foi anteriormente amostrada na filogenia de
Malpighiaceae (Davis & Anderson 2010), mas na reconstrucdo filogenética individual
da regido ITS € a espécie mais proxima de B. caapi e seus etnotaxa. Assemelha-se a B.
caapi por possuir flores com pétalas réseo claro, tornando-se amarelo-claras ou alvas
com o tempo; inflorescéncias axilares do tipo cimeiras de umbelas com 4 flores; frutos
com ndcleo seminifero piloso interiormente (Saia et al. 2021, Francener & Almeida
2022). Segundo Gates (1982) B. variabilis € uma espécie polimdrfica, assim como B.
caapi que possui grande diversidade morfoldgica. Difere de B. caapi pelo habito
arbustivo, ou quando jovens subarbustivos e, pela distribuicdo no Cerrado de onde é
nativa, enquanto B. caapi ocorre naturalmente na amazonia (Gates 1982, Mamede
2015).

Quando combinados todos os marcadores plastidiais (figura 3), B. variabilis

inclui-se no grupo de B. caapi, revelando que sdo espécies intimamente relacionadas.

52



Novello (2013) comenta equivocos em hipoteses filogenéticas podem ocorrer devido a
baixa taxa evolutiva do gene escolhido em relagdo a taxa de especiagéo, se o fragmento
analisado for muito pequeno, métodos inadequados de andlises filogenéticas para
investigar padrbes de diversificagdo em grupos muito recentes ou que sofreram rapida
especiacdo. Nesse sentido, alguns destes critérios deve ter influenciado o fato de B.
variabilis incluir-se na politomia.

Ao passo que na andlise no qual uni todas as regides plastidiais mais a regido
nuclear, a relacdo entre B. variabilis e o clado de B. argyrophylla e B. cf. laevifolia
(Banisteriopsis sp.), a relacdo fica altamente suportada. Esta relacdo corrobora a
afinidade de B. cf. laevifolia com o grupo argyrophylla, encontrada por Gates (1982).
Onde compartilham as seguintes caracteristicas: posicao e tipo de glandulas na folha;
inflorescéncia em umbelas com quatro flores suportadas em cimeiras ou dicésio;
estames com filetes curtos, com anteras reflexas, subigual, com léculos pilosos e
conectivos eglandulares; estiletes curtos, recurvado e lateralmente comprimido na
porcao apical; fruto com nucleo seminifero liso e a asas abrangando o nicleo seminifero
(Francener & Almeida 2022, Gates 1982). Além disso, B. argyrophylla esta relacionada
a B. harleyi B. Gates (Gates 1982, Davis & Anderson 2010), onde segundo Gates
(1982) B. harleyi pode substituir B. argyrophylla em ambientes de vegetagdo de campo
rupestre na Bahia. Inclusive, Carvalho et al. (2010) comentam serem semelhantes e
diferem-se apenas pelas folhas menores, subsésseis, coriaceas.

A figura 5 traz a reconstrucdo ancestral dos etnotaxa de B. caapi mais as
espécies de Banisteriopsis da filogenia de Malpighiaceae, mostrando que 0s etnotaxa
ndo pertencem a outra espécie. A filogenia descrita aqui mostra que confirma relagdes
observadas por Gates (1982) e a filogenia de Malpighiaceae de Anderson & Davis
(2010). Com base nas relagdes morfoldgicas, Gates (1982) havia suposto que B.
schwannioides e B. caapi sdo muito relacionadas, diferenciadas pela pubescéncia
velutina das folhas, maior comprimento dos pedicelos e flores, l6culos da antera glabro
e pelos estiletes posteriores reduzidos e anteriores alargados em B. schwannioides.
Enquanto B. caapi possui folhas com ambas faces glabescente ou esparcamente sericea;
pedicelos sésseis; l6culo da antera glabro ou piloso; estiletes um pouco maior que o
anterior (Francener & Almeida 2022, Gates 1982). Banisteriopsis schwannioides € uma
espécie amazonica pouco conhecida. A descri¢cdo de Gates (1982) foi baseada na analise
de, apenas, oito coletas do Amazonas e Para e nds desconhecemos a espécie a campo. A

andlise de espécimens de herbério e da descricdo de Gates, chamou aten¢do ao menor
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tamanho das laminas foliares de B. schwannioides com 2.2-8.3 cm de compr. 1.2-4.8 cm
largura em relagdo a B. caapi (9.83-16.72 compr. 4-9.24 largura), embora néo
comentado por (Gates 1982).

O comprimento relativo dos estigmas € um cardcter usado também como
diagnostico de B. inebrians (Morton 1931). Onde o estilete anterior € menor que dois
posteriores, enquanto em B. caapi 0s estiletes posteriores s&0 um pouco maior que o
anterior.

O clado com as espécies B. confusa B. Gates, B. latifolia (A.Juss.) B. Gates e B.
pulchra B. Gates corresponde ao clado irméo de B. caapi (Davis & Anderson 2010). As
duas primeiras espécies pertencem ao grupo morfolégico B. malifolia, e compartilham
as seguintes caracteristicas morfoldgicas: flor com elaiéforo no célice e péatalas branca/
roseo, frutos com rotacdo das duas asas posteriores ficando paralelas a asa anterior e
I6culo do nucleo seminifero é densamente piloso (Gates 1982). Banisteriopsis pulchra
pertence ao grupo morfoldgico B. membranifolia, também considerada proxima de B.
caapi por Gates (1982). B. membranifolia possui folhas ovadas coriaceas, pedicelos
curtos, flores menores, fruto sem asas laterais, l6culo pubescente no interior, estas sdo
caracteristicas que a deferenciam de B. caapi.

O clado formado pelas espécies B. laevifolia (A. Juss.) B. Gates, B.
argyrophylla, B. paraguariensis B. Gates e B. harleyi. Concorda com a afinidade
encontadas por Gates (1982), em que afirma que B. laevifolia é préxima do grupo
morfoldgico B. argyrophylla, possuindo 0s seguintes caracteres em comum: posicao das
glandulas nas laminas foliares na margem / nervuras laterais; inflorescéncia em
umbelas, quatro flores em cimeiras ou dicésio; estames com filamentos curtos, com
anteras subiguais, com loculos pilosos e conectivos eglandulares; estiletes curtos
divergentes, recurvados; fruto com nucleo seminifero liso e asa abracando o ndcleo
seminifero.

B. argyrophylla, B. paraguariensis B. Gates e B. harleyi pertencem ao grupo B.
argyrophylla, que se caracterizam morfologicamente por um ou muitos pares de
glandulas nas nervuras laterais da face abaxial; folhas abaxialmente densamente branco
sericeo; sépalas arredondadas no apice e adpressas no botdo; glandulas do calice verde
ou marrom; pétalas longas fimbriadas, unha da pétala posterior ndo constricta;
filamentos curtos, grossos, subiguais; antera subigual, I6culo piloso, com conectivos
oblongos, ndo glandulares; estiletes divergentes achatados lateralmente, estilete anterior

mais grosso; fruto com nucleo seminifero velutino (Gates 1982).
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A espécie B. nummifera (A. Juss.) B. Gates ndo forma um clado com as demais
espécies, mais uma vez corroborando com Gates (1982), que a inclui num grupo
morfolégico com espécies que ndo foram amostradas aqui. O grupo morfoldgico B.
nummifera € constituido pelas seguintes espécies: B. anisandra (A. Juss.) B. Gates, B.
gardneriana (A. Juss.) W.R. Anderson & B. Gates, B. lyrata B. Gates e B. sellowiana
(A. Juss.) B. Gates (Gates 1982).

Por fim, para responder a questdo da existéncia de outras possiveis espécies
dentro dos etnotaxas de B. caapi, foram utilizados marcadores e analises filogenéticas
considerados potenciais para o estudo das relacdes entre espécies. E os resultados
mostraram que 0s etnotaxas ndo pertencem a outra espécie do género, bem como todas
as amostras sdo B. caapi. As politomias encontradas sugerem que talvez uma maior e
mais abrangente amostragem, no sentido de coletas de ambientes fora do pais. Possam
resolver essa relagdo, bem como usar o marcador PHYC que foi usado na filogenia de
Malpighiaceae (Anderson & Davis 2010) também é outra possibilidade de resolucéo das
politomias. Além disso, foi corroborado as relacfes morfoldgicas descritas pela ampla
revisao de Gates (1982), mostrando que as afinidades morfoldgicas correspondem as

afinidades filogenéticas.
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CAPITULO 1l

Dated Banisteriopsis phylogeny suggests ancient Cerrado colonization

and Amazonian origin of B. caapi

Summary:

Banisteriopsis belongs to the Malpighiaceae family and includes 61 species with the
Brazilian Cerrado a centre of diversity. Banisteriopsis is particularly important for
having medicinal active ingredients, including B. caapi, one of the components used in
the production of Ayahuasca tea, whose ritual use is widespread throughout the world.
The origin and original use of the tea is controversial and historical information about B.
caapi brings elements that can support the discussion. In this research, the following
hypotheses were tested: a) the ancestral area of Banisteriopsis and B. caapi was in the
Amazon biome; b) the main dispersal route of Banisteriopsis species was from the
Amazon to the Cerrado; c) the diversification of the genus was influenced by the
expansion of savannas. The sampling used 19 sequences of Banisteriopsis from the
phylogenetic study of Malpighiaceae, plus five new sequences produced and 14 species
of genera close to Banisteriopsis for the outgroup. The plastid regions matK, ndhF, rbcL
and the nuclear marker PHYC (Phytochrome C gene) were amplified and sequenced.
The nuclear marker matrix (PHYC) had 847 characters and the plastid data matrix
(matK, ndhF and rbcL) 3167 characters, resulting in 4,014 characters analysed.
Divergence time analyses were performed using Bayesian inference with relaxed
molecular clock and ancestral area reconstruction. Results show that Banisteriopsis
originated in the Miocene around 20 million years ago and its diversification coincides
with the expansion of dry areas in South America. Banisteriopsis started colonising the
Cerrado in a period earlier than most plants and when the evolutionary history of the
genus reveals that the Cerrado served as a source of species for neotropical rain forests
such as the Amazon and the Atlantic Forest, ain verse pattern to the corded for most
neotropical taxa. It is estimated that Ayahuasca has been used for 5,000 years by
Indigenous groups in the Amazon basin. Thus, our results indicate a probable
Amazonian origin of B. caapi and reinforce archaeologicall evidence of a millenary
exchange of uses and knowledge about plants between Amazonian peoples.
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Introduction

Malpighiaceae has a pantropical distribution with 77 genera and 1,315 species,
with its greater diversity in the Neotropics (Davis and Anderson, 2010). This family
probably had South America as an ancestral area 80 million years (Ma) ago in the
Cretaceous period (Cai et al., 2016), at a time when the South American continent was
already isolated from Africa and had its distribution expanded through several long-
distance dispersal events (Anderson, 1979, 1990; Cameron et al., 2001; Davis et al.,
2001, 2002; Davis and Chase, 2004). Davis and Anderson (2010) showed that
Malpighiaceae reached the coast of West Africa through nine long-distance dispersions.
This group of plants also reached North America through the Caribbean Basin and
crossed the North Atlantic to Eurasia occupying tropical areas of the Old World in
favourable paleoclimatic and palaeoecological conditions (Davis et al., 2002; Davis and
Chase, 2004).

After the emergence of the oldest groups of Malpighiaceae in the Cretaceous
(Cai et al., 2016), subsequent divergences occurred between the Paleocene (74.3 Ma)
and the Eocene (52.1 Ma). Fiaschi et al. (2016) described that between the Paleocene
and the Eocene there were large sclerophyllous rainforests, covering huge areas in
South Laurasia and North America, which probably favoured the current disjunctions in
the distribution of Malpighiaceae. Continental and volcanic islands scattered in the
Caribbean Basin allowed for the dispersal of Malpighiaceae species, intensifying the
biotic exchange between North and South America (lturralde-Vinent and MacPhee,
1999; Davis et al., 2004). This was the case of the Stigmaphylloids clade, which
includes genera that span the New and Old World (Davis and Anderson, 2010).

Stigmaphylloids diverged from the common ancestor in South America in the
early Eocene around 49 MA, later colonising regions of Australia, Africa, North
America and Southeast Asia (Cai et al., 2016). This great clade with a bout 300 species
includes the following genera (Anderson, 2022): Bronwenia W. R. Anderson & C.
Davis (10 especies), Diplopterys A.Juss. (31), Banisteriopsis C.B. Rob. (61),
Stigmaphyllon A. Juss. (119), Sphedamnocarpus Planch. ex Benth. & Hook.f. (10),
Philgamia Baill. (4), Mionandra Griseb. (2), Cordobia Nied. (1), Gallardoa Hicken (1),
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Peixotoa A. Juss. (29), Janusia A. Juss. ex Endl. (19), Aspicarpa Rich. (11),
Gaudichaudia Kunth (20) and Camarea A.St.-Hil. (9) (Powo, 2022). Although 100%
supported, the clades internal relationships are not fully resolved. It contains the
Gaudichaudioid (99%), recognized as a tribe by Hutchinson and Jussieu (by reduced
androecium and style number, distinct carpels, carpophore, dimorphic flowers and a
tendency to herbaceous habit) and Cordobioid (100%) clades (Anderson and Davis,
2010).

Banisteriopsisis part of Stigmaphylloids, the target group of this work. Gates
(1982) detailed monographic treatment of this genus recognized three subgenera:
Banisteriopsis, Hemiramma (Griseb.) B. Gates, and Pleiopterys (Nied.) B. Gates. In the
subgenera, she listed species groups with similar morphology and difficult
circumscription, without taxonomic connotation. Banisteriopsis in a broad sense (sensu
Gates, 1982) is polyphyletic (Davis and Anderson, 2010). Banisteriopsis was
reconfigured, excluding the species of subgenera Pleiopterys for Diplopterys A.Juss.
and the Hemmirana for Bronwenia W.R. Anderson & C. Davis. The Banisteriopsis,
Bronwenia and Diplopterys morphological circumscription is confusing. According to
Anderson (2022) they have 10 fertil estamens, truncate or capitate terminal stigmas, and
samaras with a dorsal wing (except the three species of Diplopterys in which that wing
has been reduced or lost). The only key for distinction is in Anderson (2022). Under this
delimitation, 61 neotropical species are recognized, distributed from Mexico to
Argentina (Powo, 2022), with the Cerrado region being the richest, with 32 species
(Francener and Almeida, 2020).

According to Gates (1982), the fact that Banisteriopsis is distributed exclusively
in the New World and almost half of the species occur in the Cerrado, is probably
related to the diversification of the genus in times of expansion of the savannas, during
the Pleistocene. The phylogeny that included more Banisteriopsis species to the present
has not tested the influence of savanna expansion on the evolutionary history of the
genus, neither divergence time or biogegraphy (Davis and Anderson, 2010). Thus, the
hypothesis of the expansion of savannas influencing the diversification of
Banisteriopsis still needs to be answered considering the current knowledge of the
evolutionary relationships of the genus.

The ancestral area of Banisteriopsis and the role of the transition of biomes in
the evolutionary history of the genus remains unknown. Crisp et al. (2009) postulated

that the transition of biomes was a rare event among neotropical plants. But the
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biodiversity of the Neotropics includes a very significant number of biotic exchanges
where the Amazon played the role as the main source of species for the other biomes in
the region over the last 60 million years (Antonelli et al., 2018a). In this context,
dispersal events from Amazon to South American savannas represent the second most
frequent type of biotic exchange among neotropical plants (Antonelli et al., 2018a).
Following this set of evidence, a possible explanation for the diversification and
expansion of Banisteriopsisis that the genus would have had the Amazon Forest as an
ancestral area colonizing the Cerrado later, having started its diversification in parallel
with the expansion of dry areas in South America. But this hypothesis needs to be tested
experimentally.

Banisteriopsis stands out for having medicinal species and is used ritually B.
caapi (Spruce ex Griseb.) Morton is the component most used in Ayahuasca tea, used in
spiritual contexts by ancients (Frias et al., 2012; Santos et al., 2020) and by religious or
therapeutic, artisticous and ludicrous for many current cultures (De Assis and
Rodrigues, 2017). Ritualistic use of Ayahuasca has proliferated in the last century,
starting mainly from Brazil and Peru, and with consumer snow in almost all continents
(Tupper, 2009).

The time of use and geographic origin of Ayahuasca is an intriguing subject.
McKenna (1999) and Narby (1999) suggest that Ayahuasca has been consumed for
millennia in South America, but without methodological arguments. Naranjo (1986,
1995) suggested that Ayahuasca had been consumed from 500 BC to 500 AC, based on
pottery supposedly used in rituals. De Assis and Rodrigues (2017) comment that most
religious groups in Brazil believe that the tea has been used since the Inca empire and
that this connection to a remote past is a tool to legitimize the drink and those who use
it, since the supposed traditional use linked to immemorial times gives credibility to
society. According to the authors, this observation canal so be extended to Indigenous
peoples.

The arguments of Gow (1994), Brabec de Mori (2011), Brown (2012) and others
bring new elements, inconsistent within ancestral origin of Ayahuasca. These authors
show that there is a tendency to consider that the use of Ayahuasca is a relatively recent
cultural practice, being credited to Mestizos (mixed race), the origin and diffusion of
Ayahuasca along the rubber route in the western Amazon.

Although Banisteriopsis has its centre of diversity in the Cerrado of Central

Brazil, B. caapi occurs in the North western Amazon (Brazil, Bolivia, Colombia,
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Ecuador and Peru) extending from the Orinoco basin in Venezuela to the Pacific coast
areas in Colombia and Panama (Schultes, 1977; Ott, 1996). Gates (1982) commented on
the difficulty in knowing where B. caapi is native, since most herbarium records come
from plants cultivated by native peoples. Gates (1982) also proposed that B. caapi has
morphological affinities with species that occur in the Amazon and Atlantic Rainforest,
which include B. membranifolia (A.Juss.) B.Gates and B. schwannioides (Griseb.)
B.Gates. Due to its long period of cultivation in this extensive geographic area, it is
difficult to accurately determine the region of origin of B. caapi (Gates, 1982; Oliveira
et al., 2020), although the facts suggest a probable Amazon origin for B. caapi.

Gates (1982) argued that Banisteriopsis can be divided into several groups of
closely related species, with all members of a group sharing the same flower and/or fruit
characteristics. Each one of the 15 groups was named with on specific epithet within.
Araujo et al. (2020) showed the taxonomic relevance of Banisteriopsis leaf anatomy
and, as well as a phylogenetic reconstruction with morphology and molecular data
(Davis and Anderson, 2010) corroborated part of the morphological groups recognized
in Banisteriopsis by Gates (1982) as monophyletic, opening the possibility to recognize
them as infrageneric ranks.

Hypotheses of taxonomic and biogeographic relationships still need to be tested
in the context of the evolutionary history of Banisteriopsis. The objective of this work is
to recover the biogeographic history of the genus and insights about the taxonomic
relationships in the Gates (1982) species morphological groups, the time of emergence
and the geographical origin of B. caapi, which adds elements to the discussion of the
origin of Ayahuasca due to the socio-cultural relevance of this species to the peoples
from South America. In this sense, wettest the following hypotheses: a) the ancestral
area of Banisteriopsis and B. caapi was the Amazon biome; b) the main dispersal route
of the species of the genus was from the Amazon to the Cerrado; c) the diversification
of the genus was influenced by the expansion of savannas.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material

Twenty-four Banisteriopsis species were sampled, nineteen from the
phylogenetic study of the Malpighiaceae family (Davis and Anderson, 2010).

Banisteriopsis campestris (A. Juss.) Little, B. irwinii B. Gates, B. membranifolia, B.
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oxyclada (A. Juss.) B. Gates and B. vernoniifolia (A. Juss.) B. Gates, plus five new
species sequenced were in our study (Table 1; Fig. 1).
For the external groups, two species of each genus known to be phylogenetically

close to Banisteriopsis were selected, being Diplopterys cabrerana (Cuatrec.) B. Gates,

D. hypericifolia (Adr. Juss.) W. R. Anderson & C. Davis, Janusia anisandra (A.
Juss.) Griseb, J. hexandra (Vell.) W.R. Anderson, Peixotoa cordistipula A. Juss., P.
glabra A. Juss., Philgamia glabrifolia Arénes, P. hibbertioides Baill.,
Sphedamnocarpus angolensis Planch. ex Oliv., S. poissonii Arenes, Stigmaphyllon
aberrant C.E. Anderson and S. ciliatum (Lam.) Adr.Juss., based on the

Stygmaphylloid clade, totaling 14 species (Table 1).

The nuclear marker PHYC and the plastid markers matK, ndhF and rbcL were
used in our investigation. The sequences from Davis and Anderson (2010) were
obtained from GenBank (Benson et al., 2013).

2.2. Molecular procedures

DNA extractions and PCR off rash samples were extracted using the protocol
adapted for microtubes by Doyle and Doyle (1987) and, when using herbarium samples,
we used the QuiaGen Mini Kit. Extracted DNA was evaluated by means of
electrophoresis in 1% agarose gel.

The plastid regions matK and ndhF, and the nuclear marker PHYC
(Phytochrome C gene) were amplified and sequenced using the same primers used by
Davis and Anderson, 2010, with the exception of the PHYC region, which was not
cloned. The amplification of the plastid and nuclear regions was carried out through a
PCR reaction with Top Taq Master Mix Kit (Qiagen) following the manufacturer's
recommendations, in a final volume of 15.4 pL, containing 0.2 puM of each primer and
25 ng of DNA template.

PCR products were purified using the method of DNA precipitation with
polyethyleneglycol - PEG 11% (Paithankarn and Prasad, 1991) and resuspended in
autoclaved Milli-Q water. The sequencing reactions were performed on the sequencing
platform of the Instituto Gongalo Muniz, from the Oswaldo Cruz Foundation —
FIOCRUZ, in Salvador, Bahia (BA). Where complete sequencing was performed -
BigDye Terminator V3.1, including precipitation with ethanol/EDTA, denaturation with
Formamide and readingon the equipment (capillary electrophoresis).
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Tablel. Taxons included with collector, number and herbarium acronym and the marker sequences rbcL, matK,

ndhF and PHYC in Genbank. * New sequences obtained from this study.

Taxon Collector rbcL matK ndhF PHYC
number,
herbarium
acronym
Banisteriopsis acerosa Guala 1370 - HQ24719 - HQ24696
(Nied.) B. Gates (MICH) 7 5
B. adenopoda (Adr.Juss.) B. Silva 1109 HQ24743 - HQ246750 HQ24696
Gates (MICH) 8 6
B. Carvalho 80 - HQ24719 HQ246751 HQ24696
angustifolia (Adr. Juss.) B. (MICH) 8 7
Gates
B. argyrophylla  (Adr.  Sebastiani KR09300 HQ24675 HQ247199 HQ24696
Juss.) B. Gates ; Moreno 6 2 8
87 (SP)
Silva
3548(MIC
H)
B. caapi (Spruce ex Anderson 13791 HQ24744 HQ24675 HQ247200 HQ24696
Griseb.) Morton (MICH) 0 3 9
B. calcicola B. Gates Lombardi 1690 - HQ24720 HQ246754 HQ24697
(MICH) 1 0
*B. campestris (A. Juss.) Lima 10 (UB) - - - -
Little
B. confusa B. Gates Krapovickas; - HQ24675 HQ247202 HQ24697
Cristobal 44854 5 1
(MICH)
B. gardneriana (Adr. Azevedo; - HQ24720 - HQ24697
Juss.) W.R. Lopes 313 3 2
Anderson & B. Gates (MICH)
B. harleyi B. Gates Conceigéo - HQ24720 HQ24675 -
1713 (HUEFS) 4 6
Carvalho 87
(MICH)
Kirbride 3134 - - ON10923 -
*B. irwinii B. Gates (UB) 3
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B. Francener; HQ24744 HQ24675 HQ24720 -
laevifolia (Adr. Juss.) B. Hall; Koch 1359 1 6 4
Gates (SP)
Anderson
13631 (MICH)
B. latifolia (Adr. Juss.) B. Azevedo 698 - HQ24675 HQ24720 HQ24697
Gates (MICH) 8 6 5
B. martiniana (Adr. Juss.) Chase 90161 HQ24744 HQ24675 HQ24675 HQ24744
Cuatrec. (MICH) 2 9 9 2
*B. membranifolia (A. Kirbride4832 - - ON10923 -
Juss.) B. Gates (uB) 4
B. muricata (Cav.) Cuatrec. Anderson 13799 HQ24744 HQ24720 HQ24676 HQ24697
(MICH) 3 8 0 7
B. nummifera (A. Juss.) B. Harley 54681 HQ24744 HQ24676 HQ24720 HQ24697
Gates (MICH) 4 1 91 8
*B. oxyclada (A. Juss.) B. Oliveira 3827 - - -
Gates (uB)
B. paraguariensis B. Gates Ferrucci 1624 - HQ24676 HQ24721 -
(MICH) 2 0
B. prancei B. Gates Anderson 9910 - - - HQ24698
(MICH) 0
B. pulchra B. Gates Dubs 2258 - HQ24721 HQ24676 HQ24697
(MICH) 1 3 1
B. schwannioides (Griseb.) Mori 21590 HQ24744 HQ24721 HQ24676 HQ24698
B. Gates (MICH) 5 2 4 2
B. sellowiana (Adr. Juss.) Menendro 278 - - HQ24676 HQ24698
B. Gates (MICH) 5 3
*B. vernoniifolia (A. Juss.) Filgueira 1395 - - ON10923 -
B. Gates. (uB) 5
Bronwenia cinerascens Nee 48570 HQ24745 HQ24721 HQ24676 HQ24698
(Benth.) W.R. Anderson & (MICH) 0 6 9 7
C. Davis
B. ferruginea (Cav.) Amorim et al. HQ24745 HQ24721 HQ24677 HQ24698
W. R. Anderson & C. Davis 3222 (MICH) 2 8 1 9
Diplopterys cabrerana Dillon & Teillier AF34446 AF34454 AF35106  AF50057
(Cuatrec.) B. Gates 5103 (MICH) 9 2 9 0
D. hypericifolia (Adr. Juss.) Anderson 13638 AF34446  AF34453 AF35103 -
W. R. Anderson & C. Davis (MICH) 0 0 7
Janusia anisandra (A. Anderson 13694 AF34448 AF34455 AF35102 -
Juss.) Griseb (MICH) 5 3 8
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J. hexandra Thomas et al. HQ24753 HQ24732 HQ24686

(Vell.) W.R. Anderson 11423a 2 2 2
(MICH)
Peixotoa cordistipula A. Gerlach et al. HQ24756 HQ24737 HQ24690
Juss. 26/01 (MICH) 7 0 7
P. glabra A. Juss. Anderson AF34450 AF34457 AF35103
13636 (MICH) 4 1 6
Philgamia glabrifolia Schatz et al. HQ24756 HQ24737 HQ24691
Arénes 4098(P) 8 4 0
P. hibbertioides Baill. Du Puy et al. HQ24756 HQ24737 HQ24691
M635 (P) 9 5 1
Sphedamnocarpus Brummitt; Pope  HQ24757 HQ24738 HQ24691
angolensis Planch. ex Oliv. 19597 (MICH) 6 1 6
S. poissonii Arénes Dorr 3959 (P) HQ24757 HQ24738 HQ24691
7 2 7
Stigmaphyllon aberrans Rojas etal. HQ24758 HQ24738 HQ24691
C.E. Anderson 2347(MICH) 1 7 9
S. ciliatum (Lam.) Anderson 13739 HQ24758 HQ24739 HQ24692
Adr.Juss. (MICH) 4 0

The generated electropherograms on capillary sequencing platform (SANGER)
in ABI format, were analyzed and manually edited in the BIOEDIT program (Hall,
1999). The initial and final portions of each sequence were eliminated to avoid artifacts
close to the annealing region of the primers. Alignment of sequence arrays was
performed in the Mega version X (Kumar et al., 2018) and PHYDE v.0.9971 (Mdiller et
al., 2006) programs, using MUSCLE (Edgar, 2004) plugin with subsequent manual
adjustments, see Supplementary data 1. Six new DNA sequences were generated, where
all five new species were sequenced for ndhF region and B. campestris for PHYC, matK
and rbcL regions presented problems in PCR and it was not possible to produce quality
sequences. From the ndhF region 691 - 703 base pairs were obtained and for the PHYC
847 base pairs.

To select the best model of DNA substitution for each individual marker in the
combined dataset, we used jModelTest v.2.1.6 (Darriba et al., 2012) performed on the
CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010), in which GTR-gamma was the best
model for the markers PHYC and rbcL, GTR-invgamma for ndhF, and GTR-propinv

for matK.
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Figure 1. Some Banisteriopsis species sampled in this study. (a) B. muricata; (b) B.

argyrophylla; (c) B. gardneriana; (d) B. oxyclada; (e) B. caapi. Photo by R.C. Oliveira.

2.3. Divergence time

Divergence times analysis was performed on the CIPRES Science Gateway
platform, using the BEAST on XSEDE program (v1.10.4) (Suchard et al., 2018). The
dataset was partitioned by gene, and for each the corresponding replacement model was

applied. To determine the divergence time of the Stigmaphylloid clade, fossil pollen
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from Perisyncolporites pokornyi Germeraad, Hoppingand Muller, 1968 in crown node
of the clade, with the date 49 MA, was used (following Cai et al., 2016). This analysis
used an uncorrelated relaxed clock with a lognormal distribution of rates, and a birth—
death speciation model (Gernhard, 2008), considering a standard deviation of 0.5 and a
mean of 1.5, following the pattern of Cai et al. (2016). The Markov Monte Carlo Chain
(MCMC) was run twice for 150 million generation seach, with parameters sample
devery 10,000 generations. The results of the individual runs were combined into
LogCombiner v1.10.4 (Drummond and Rambaut, 2007), in which10% of the burnim
was removed from the analysis. The maximum clade credibility tree with a posterior
probability limit of 0.95 was produced using the Tree Annotator v1.10.4 program, see
Supplementary data 1 (Drummond and Rambaut, 2007).

2.4. Biogeographic analysis

Banisteriopsis encompasses 61 species that occur in South America (56 species)
and Central America (5 spp). Most of Banisteriopsis species occur in Brazil (48), where
the Cerrado is the center of diversity of the genus with 32 species, followed by Atlantic
Forest with 14 species and Amazon with 13 species (Francener and Almeida, 2020).
Our sampling represents all these major areas of diversification and geographical
distributions of Banisteriopsis (Cerrado, Atlantic Forest and Amazon). We used
literature surveys, data collected in fieldwork, in herbaria and in online data bases to
define the geographical ranges of the studied species. Biogeographical areas were
defined according to Antonelli et al. (2018b) with adaptations to coding Caribbean and
Central America species, classified here as one unity. Thus biogeographical areas used
in our analyses are A — Andes (Andes), B — Amazon Basin (Amazon), C — Cerrado
(including the rest of the dry diagonal), D — East Coast (Atlantic Forest), E — Central
America, see Supplementary data 2.

We carried out ancestral range reconstruction analyses testing the fit of DEC,
DIVALIKE and BAYAREALIKE to our data in the RASP v.4 software through the
BioGeoBEARS Vv0.2.1 package in R, see supplementary date 2 (Yu et al., 2020). We
used 10,000 trees generated from the combination of each of the four Markov Chains
used to estimate divergence times. We randomly selected 1,000 from the 10,000
available trees to calculate the mean frequency of ancestral geographic range. For each
analysis, we ran two independent chains for 10,000,000 generations, sampling every

1,000 generations. Akaike weights were calculated to alternative models using the
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function implemented in RASP v.4. To select the best model explaining the ancestral
range of Banisteriopsis, we used the highest value of AICw (see supplementary date 2).
For this analysis, we applied differents scenarios: the first one with out constraints
to dispersal and the second one using a transition matrix. To increase the potential of
comparison four work, we defined the probabilities of transition between biogeographic
regions according to the suggestion of Thode et al. (2019). However, limitations in our
sampling hampered the augmentation of time slices in this type of analysis. Thus, we
tested only one scenario of constraints in dispersal, which corresponds to the 13 Ma to
present in the Thode et al. (2019) analysis. In this scenario, we applied intermediate
values of probability of connectivity in which the highest connectivity represented 0.75
and the lowest connectivity represented 0.25. Finally, we calculated the dispersal rates
and vicariance events through time in RASP and the rate of lineages through time in

packageape 5.0 (Paradis and Schliep, 2019).

3. Results

3.1. Phylogeny

The nuclear marker matrix (PHYC) had 847 characters and the plastid data
matrix (matK, ndhF and rbcL) 3167 characters, resulting in 4,014 characters analysed.

From the total of Banisteriopsis species analysed: one came from the Andes;
nine from the Amazon Basin; nineteen from the Cerrado and five from the East Coast
(Atlantic Forest), in addition to representing nine morphological groups, including 75%
of the total, as 3 groups were transferred to Diplopterys, out of the fifteen proposed by
Gates (1982). Unfortunately samples of species from the distribution limits, in Mexico
and Argentina were not included.

We increased in group sampling, and Bootstrap support was greater than 100 or
greater than 0.99 for all clades (Fig. 2). Banisteriopsis s.s. was confirmed as a
monophyletic genus with high statistical support in our analyzes (pp = 1, Fig. 2) and the

position of Diplopterys and Bronwenia also agree with Davis and Anderson (2010).

3.2. Reconstruction of the ancestral area and time of divergence

Divergence time analysis showed that the ancestor of Banisteriopsis species
appeared about 20.82 Ma (95%HPD 13.72-31.08 Ma) (Fig. 2). A second divergence
event occurred 18.84 Ma (95%HPD 10.60-29.27 Ma) promoting the diversification that

originated the grouping of B. prancei, B. martiniana, B. gardneriana, B. sellowiana and
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B. nummifera (clades B4 and B5). The rest of the species in the genus diverged from the
common ancestor around 15.75 Ma (95% HPD 10.10-24.95 Ma). After the main
divergences, the group of species B. muricata, B. oxyclada, B. irwinni, B. angustifolia
and B. calcicola (clade B2), have the oldest common ancestor (11.71 Ma, 95%HPD
5.84-19.54 Ma) and B. laevifolia is positioned as the oldest species of the genus, as it
established itself soon after the initial divergences (11.64 Ma, 95%HPD 6.06-19.12
Ma). Banisteriopsis gardneriana and B. sellowiana diverged more recently (0.52 Ma,
95% HPD 0.42 Ma). Most Banisteriopsis lineages diverged around 3 Ma, at the end of

the Miocene or early Pliocene.
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Figure 2. BEAST chronogram of Bayesian analysis of time divergence (Mya) of

Stigmaphylloids and ancestral range reconstruction of Banisteriopsis. Including 24
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species of this genus, 14 closely related species representing the outgroup. Blue bars
represent 95% confidence intervals for age of clades. Numbers above the branches are
posterior probabilities of clades. Pie charts show posterior probability of ancestral
ranges. Plotcol ours in tips and in the pie charts are coded according to in set maps that
indicate possible and actual geographical ranges, except for B. membranifolia (BD) and
B. muricata (ABCE) which are notre presented in inset maps. Geographical range
categories A= Andes; B =Amazon Basin; C = Cerrado (plus dry areas of South

America), D = East Coast (Atlantic Forest), and E = Central America and Caribe.

Unconstrained models show superior statistical support than constrained model
(Supplementary data 2). The best model selected and discussed below were the DEC-
unconstrained (LnL = -76.99, AICc = 158.3, AICw = 0.94). This model recovered the
Cerrado as a likely ancestral range of the genus. However, the level of uncertainty does
not allow us to define with precision the ancestral range of the MRCA of Banisteriopsis.
For the second event of divergence, the Cerrado is indicated as the ancestral range of
most of Banisteriopsis with 70% of probability. Amazon Basin was recovered as the
likely ancestral area of the clade formed by B. caapi and B. schwannioides, and these
two species diverged about 3.2 MA, in the middle of the Pliocene (HPD 95% 0.72-7.77
Ma).

Dispersion cycles presented peaks around 18 Ma, 12 Ma, 6 Ma and 2 Ma, while
the vicariance events concentrated around 7 Ma in the Pliocene (Fig. 3). Vicariance
events are associated with an increase in the number of lineages in the evolutionary
history of Banisteriopsis (Fig. 3). Dispersal events were identified for other biomes such
as the Atlantic Forest (B. adenopoda and B. sellowiana); for Amazonian and Atlantic
Forests (B. nummifera, B. muricata and B. membranifolia); for the Amazon (B.
schwannioides, B. caapi, B. confusa, B. prance and, B. martiniana); and to the Andes
and Amazon (B. laevifolia). Reconstruction analysis registered hat most of these
dispersal events occurred from Cerrado areas to the Amazon Basin, while the speciation
process was greater in the Cerrado (Supplementary data 2). Our results demonstrate
several colonization events in biomes adjacent to the Cerrado, such as the Amazon and

Atlantic Forest.

4. Discussion

The results obtained in this study confirmed that the diversification of
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Banisteriopsis began to occur simultaneously with the expansion of seasonally dry areas
in South America. However, Banisteriopsis started colonizing the Cerrado in an earlier
period, as well as the evolutionary history of the genus reveals that the Cerrado served
as a source of species for neotropical rainforests such as the Amazon and the Atlantic
Forest, an inverse pattern to that recorded for the majority of neotropical plants
(Almeida and Van den Berg, 2020). Several biome transition events have been recorded
throughout the evolutionary history of the genus and many of them are associated with

speciation events.
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Figure 3. Rates of vicariance and dispersal events, and lineage through time plot (LTT)

along the evolutionary history of Banisteriopsis.

4.1. Taxonomic and morphological relationships in Banisteriopsis
The topology of the tree generated by Bayesian Inference (Fig. 2) differed in
relation to the position of some branches of the phylogenetic hypothesis by Davis and

Anderson (2010), but there were no significant in consistencies in the relationships
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between the taxa. An example is the clade formed by B. argyrophylla which in this
study is a brother of B. paraguariensis, and in the phylogeny of Malpighiaceae it is
close to B. harleyi. Furthermore, it was possible to make a partial correlation between
the species sampled in this study with the species analysed by Gates (1982), proving
some relationships established morphologically. Some of these morphological groups of
Gates (1982) are also supported by anatomical evidence and were already y clear in
previous phylogenetic analyses and in this present study (Davis and Anderson, 2010;
Araujo et al., 2020).

The morphological group B. nummifera (A. Juss.) B. Gates (B. nummifera, B.
sellowiana (Griseb.) B. Gates, B. gardneriana (Adr. Juss.) — clade B4) W.R.), was
partially recovered in a clade as monophyletic, with high statistical support (pp = 1, Fig.
2). While the group B. argyrophylla (Adr. Juss.) B. Gates (B. argyrophylla, B.
paraguariensis B. Gates, B. harleyi B. Gates and B. vernoniifolia (A. Juss.) B. Gates —
clade B3), is in a group with low support (pp = 0.61).

The clade formed by B. nummifera, B. sellowiana and B. gardneriana (clade B4)
are morphologically supported by having yellow flowers, unistratified adaxial epidermis
and dorsiventral mesophyll (Araujo et al., 2020).

On the other hand, our results also suggest evidence of geographic conservation
in the evolutionary history of Banisteriopsis. The fact that B. prancei and B. martiniana
form a clade (clade B5) is probably due to the sympatism of the species in Amazonia,
since their morphology and anatomy have not previously suggested a relationship
between them (Gates, 1982).

In another case, the clade formed by B. argyrophylla, B. paraguariensis, B.
harleyi and B. vernoniifolia, grouped by Gates (1982) because they shared one to
several pairs of leaf glands abaxially on the lateral veins; leaves adaxially densely
white-tomento-sericeous; sepals rounded at the apex and appressed in bud; calyx glands
green or brown; petals long-fimbriate, the claw of the fifth petal not constricted;
filaments short (up to 2.6 mm), thick, subequal; anthers subequal, locules pilose, the
connectives oblong, not glandular; styles diverging, flattened laterally and flaring
distally, the anterior style thicker, 0.8-1.0(-1.4) mm in diameter; fruit nut velutinous. In
addition to showing morphological affinities and sharing similar environmental
conditions with many xeric features (Gates, 1982), its relationships have now been
ratified with phylogenetic evidence.

The clade constituted by the species B. prancei B. Gates and B. nummifera, is
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close to the clade of B. caapi and B. schwannioides (Griseb.) B. Gates (clade B. caapi),
all forming monophyletic groups with good statistical support (pp = 1), in addition to all
occurring in an Amazonian environment. Furthermore, the B. caapi clade emerged as a
sister group to the clade represented by B. campestris (A. Juss.) Little, B. latifolia B.
Gates and B. confusa (Adr. Juss.) B. Gates (clade B1), the latter species are related to B.
caapi.

On the other hand, our results provide evidence that some informal groups are
not monophyletic. Like B. campestris that emerged as a sister species to the low support
species group (pp = 0.62) consisting of B. latifolia and B. confusa, not being related to
B. angustifolia (Adr. Juss.) B. Gates. As well as B. membranifolia (A. Juss.) B. Gates
emerging as a sister species of another group, and not of the morphological group B.
pulchra B. Gates and B. adenopoda (Adr.Juss.) B. Gates. Banisteriopsis oxyclada
formed a clade with high support (pp = 0.93) with B. irwinii, both occurring in the
Cerrado, and B. muricata, the most widely distributed species in the genus which was
related to the same morphological group, emerging as a sister species of that clade.

4.2. Origin of the genus Banisteriopsis (clade Stigmaphyllum sensu Davis and
Anderson, 2010) and biome transition

Banisteriopsis probably originated in the early Miocene around 21 Ma and its
diversification began to intensify around 18 Ma in the Cerrado. This period coincides
with the expansion of seasonally dry areas in the diagonal of open formations in South
America, in addition to the formation of the Atacama Desert (Fiaschi et al., 2016). At
approximately 15 Ma after the Mid-Miocene climatic optimum, a period of drastic
reduction in global temperatures led to the expansion of dry areas in South America
(Antonelli et al., 2010). Expansion of dry areas in South America has been intensified
by the orogenic activity of the Andes Mountain range in the Oligocene-Miocene
transition which resulted in the formation of a climatic barrier (Simon et al., 2009;
Antonelli et al., 2010; Zanella, 2011; Fiaschi et al., 2016).Thus, the evidence presented
here suggests that the expansion of dry areas in South America resulting from Miocene
climatic cooling and Andes an orogeny coincides with the period of origin and
diversification of Banisteriopsis.

Our results demonstrate that Banisteriopsis probably colonized the Cerrado
earlier than what has already been recorded for other groups of plants, such as Andira

Lam., Mimosa L. and Chamaechrista that diversified less than 10 Ma (Simon et al.,

78



2009; Simon and Pennington, 2012; Mendes et al., 2020). It has been stipulated that the
Cerrado biota would be the result of processes of fire adaptation, rather than the
dispersion of lineages already adapted to fire (Simon et al., 2009). This age would place
the main events forming Cerrado biodiversity around 8-10 Ma (Simon et al., 2009;
Simon and Pennington, 2012).

Therefore, the evolutionary history of Banisteriopsis imposes the need to revise
the current theory that the formation of the Cerrado biota is the result of recent
colonization and diversification processes (Simon et al., 2009). However, Banisteriopsis
is not the only group that exemplifies an older age for Cerrado colonization than
predicted in the most current model. For example, Almeida and Van den Berg (2020)
recovered a Cerrado colonization event around 15 Ma for Stigmaphyllon. Gagnon et al.
(2019) uncovered a long-history of niche conservatism in the Succulent Biomes of
South America, although they highlighted that the dynamic exemplified by Cenostigma
Tul. reinforces the recent assembly of the Cerrado.

The evolutionary history of Banisteriopsis illustrates several examples of biome
transition. In the absolute majority of cases, species of the genus colonized biomes
adjacent to the Cerrado, such as the Amazon and Atlantic Forest. This is an inverse
process to that recorded for neotropical plants, where the Amazon Forest acted as the
main source of biodiversity for the colonization of other biomes (Antonelli et al.,
2018b).

Cerrado occupies the central region of Brazil, covering an area of about
2,000,000 km?, with an extensive contact area between the two tropical humid
rainforests (Simon et al., 2009). It is considered a Biodiversity hotspot, covering about
three of the largest hydrographic basins in South America, having an enormous
importance for the conservation of species and provision of ecosystem services
(Strassburg et al., 2017). During the climate change cycles experienced in the last 10
Ma, the Gallery Forests — one of the physiognomic types found in the Cerrado —
expanded allowing the establishment of two biological corridors between the Cerrado
and the Humid Forests of South America: in the northwest the contact is with the
Amazon region and in the east and southeast with the Atlantic-Paranaense Forest
(Oliveira-Filho and Ratter, 1995; Machado et al., 2004). These paleo environmental
dynamics and the large contact zone must have been the causes of the most intense
biotic exchanges between adjacent biomes and the ancestral area of the genus,

according to the results obtained in our work.
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4.4. Amazonian origin of B. caapi

Our results confirm the hypothesis proposed by Gates (1982) that B. caapi and
B. schwannioides are morphologically related and would form a natural group. The
clade constituted by B. caapi and B. schwannioides diverged in the middle Pliocene
around 3.2 Ma, originating and diversifying exclusively in the Amazon Basin. Over
time, several forces acted on the Amazonian neotropical biodiversity, including the
uplifting of the Andes. One of the consequences of the Andean uplift was the
emergence and drainage of the Pebas system in western Amazon, a river system of lakes
and swamps interspersed with mountains (Antonelli et al., 2009; Antonelli and
Sanmartin, 2011). The drainage of the Pebas system implied in-situ diversification of
lineages that adapted to dry land and facilitated the dispersal of Andean taxa in most of
the region (Antonelli et al., 2009; Antonelli and Sanmartin, 2011). This dynamic must
have enabled the adaptation of the common ancestor of the clade where B. caapi is
found, which transitioned from the Cerrado and diversified into a dry forest
environment.

Banisteriopsis caapi has the [-carbolines harmine, harmaline and
tetrahydroharmine (Ruffell et al., 2020), which are not psychoactive. Harmine presence
in an artefact and hair of two mummies that inhabited the Andes in Bolivia and Chile,
respectively, was related to B. caapi, due to the recognized regional cultural use of this
species (Ogalde et al., 2009, 2010; Miller et al., 2019). However, recent use of
Ayahuasca is not a unanimously accepted hypothesis, with some authors defending an
ancestral origin of tea, in the Andes (Varella, 2005) or in Ecuador (Naranjo, 1995;
Zuluaga, 2002).

Banisteriopsis caapi was first documented by Spruce, between 1852-1853, from
a specimen cultivated by Indigenous people in the state of Amazonas, Brazil, close to
the border with Colombia (Oliveira et al., 2020). Spruce (1908) commented on B. caapi
cultivation in several geographically distant places in the Amazon. Schultes (1957)
published a map with the historical distribution of Ayahuasca, documenting tea
consumption by 33 ethnic groups in the north-western Amazon. Luz (2019) studied the
genetic variability of 120 samples from 9 populations of B. caapi, supposedly native to
the Brazilian Amazon. She demonstrated that B. caapi populations have very low
genetic variability and diverse geographic lineages.

In general terms, our study adds new elements to understand the evolution of

Banisteriopsis and the history of neotropical biodiversity. Some informal groupings of
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species proved to be monophyletic, but for definitive conclusions about taxonomic
relationships in Banisteriopsis, a more representative sampling of the species of the
genus will be necessary. We present evidence to suggest that the Cerrado may have
been colonized much longer than is established in the literature and that it may have
served as a source of biodiversity for South American rainforests. The role of species
transitions between biomes have contributed to making up the impressive neotropical
biodiversity. The main transition of biomes recorded in Banisteriopsis provides
evidence that one of the most emblematic and important species for traditional peoples
and South American religious practices emerged in the Amazon after a secondary

dispersal event from the Cerrado.
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Apéndice 1.

Supplementary informations of biogeoraphic analyses

1. Biogeographic coding of analysed species. Geographical range categories A= Andes;
B =Amazon Basin; C = Cerrado (plus dry areas of South America), D = East Coast

(Atlantic Forest), and E = Central America and Caribe.

ID,Species,Geographical range categories
1,Banisteriopsis_adenopoda,CD
2,Banisteriopsis_angustifolia,C
3,Banisteriopsis_argyrophylla,C
4,Banisteriopsis_caapi,B
5,Banisteriopsis_calcicola,C
6,Banisteriopsis_campestris,C
7,Banisteriopsis_confusa,BC
8,Banisteriopsis_gardeneriana,C
9,Banisteriopsis_harleyi,C
10,Banisteriopsis_hypericifolia,C
11,Banisteriopsis_irwinni,C
12,Banisteriopsis_laevifolia,BCD
13,Banisteriopsis_latifolia,C
14,Banisteriopsis_martiniana,B
15,Banisteriopsis_membranifolia,BD
16,Banisteriopsis_muricata, ABCE
17,Banisteriopsis_nummifera,BCD
18,Banisteriopsis_oxyclada,C
19,Banisteriopsis_paraguariensis,C
20,Banisteriopsis_prancei,BC
21,Banisteriopsis_pulchra,C

22 Banisteriopsis_schwannioides,B
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23,Banisteriopsis_sellowiana,D
24,Banisteriopsis_vernifolia,C
25,Banisteriospsis_acerosa,C
26,Bronwenia_cinerascens,B
27,Bronwenia_ferruginea,CD
28,Diplopterys_cabrerana,B
29,Janusia_anisandra,CD
30,Janusia_hexandra,D
31,Peixotoa_cordistipula,C
32,Peixotoa_glabra,C
33,Philgamia_glabrifolia,E
34,Philgamia_hibbertioides,E

35,Sphedamnocarpus_angolensis,E

36,Sphedamnocarpus_poissonii,E

37,Stigmaphyllon_aberrans,A
38,Stigmaphyllon_ciliatum,D

2. Matrix of transitions probabilities between geographical areas. Geographical range
categories A= Andes; B =Amazon Basin; C = Cerrado (plus dry areas of South

America), D = East Coast (Atlantic Forest), and E = Central America and Caribe.

13 Mya to present

A B C D
B 0.75
C 05 0.75
D 025 05 0.75
E 075 05 01 01
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25 Mya to 13 Mya

A B C D
0.1

0.1 0.75

01 025 0.75

05 01 01 01

m O O @

3. Biogeographic coding of analysed species. Geographical range categories A= Andes;
B =Amazon Basin; C = Cerrado (plus dry areas of South America), D = East Coast
(Atlantic Forest), and E = Central America and Caribe.

Model LnL d e AlCc AICw

C-DEC -76.38 0.01 > 0.0001 157.1 0.87
C-DIVALIKE-78.29 0.02 >0.0001 160.9 0.13
C-BAYAREALIKE -93.98 0.02 0.04 192.3 >0.0001
U-DEC -76.99 0.01 > 0.0001 158.3 0.94
U-DIVALIKE-79.68 0.01 > 0.0001 163.7 0.06
U-BAYAREALIKE -93.13 0.01 0.04 190.6 >0.0001

4. Additional informations on dispersal and speciation from the RASP.

Dispersal Between Areas:
B->A:0.3333333
B->D:0.5

C->A:1.333333

C->B:95

C->D:45

C->E:1

D->A:0.3333333
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D->B:0.5
D->C:1

Speciation Within Areas:

B:5
C:22
D:3
E:3
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CAPITULO 111

Morfologia, anatomia de caules e DNA Barcode de etnotaxa de Banisteriopsis caapi

(Malpighiaceae): o cip6 da Ayahuasca

Resumo: Dentre as espécies do género Banisteriopsis destaca-se o cipd B. caapi por ser
um dos componentes do cha Ayahuasca. Embora B. caapi seja citada por varios autores
como a especie usada na preparacdo do cha Ayahuasca, ndo existe concordancia quanto
a circunscricdo da espécie. Visto que sd0 reconhecidas pelas comunidades
Ayahuasqueiras que cultivam cipd, o estabelecimento de “Tipos”, aqui denominados
“etnotaxa”. Com isso 0 objetivo deste estudo foi verificar se 0s “etnotaxa” de B. caapi
poderiam ou ndo ser considerados espécies distintas. Foram analizadas 90 amostras de
B. caapi abrangendo os etnotaxa: Arara, Caupuri, Ourinho, Pajezinho, Quebrador e
Tucunaca. Foram coletados dados da morfologia externa, como medidas da folha e da
morfologia interna, informacbes da anatomia do caule disponibilizadas. Além disso,
foram realizados extracdo, amplificacdo, sequenciamento e alinhamento de DNA, das
regibes plastidiais trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, ndhF e o espacador
interno transcrito do rDNA nuclear (ITS). Para analise de dados das sequéncias de DNA
foram realizadas: andlise de Componentes principais (PCA), Modelos Mistos
Gaussianos  (MMGs), andlise  Multivariada  Permutacional de  Variancia
(PERMANOVA), as anélises BarcondingGap, Meier’s Best close match, Neighbour-
Joining (NJ) e Rosenberg’s probability of reciprocal monophyly. Os resultados da PCA
mostraram a localizacdo dos etnotaxas no morfoespaco, a analise de modelos mistos
gaussianos mostrou que a melhor proposta para classificar a variabilidade morfologica
nos dados analisados € a de seis etnotaxas e a PERMANOVA propde a formacao de seis
grupos: Arara, Caupuri, Ourinho, Pajezinho, Quebrador e Tucunacd. As analises
moleculares mostraram que ndo existem diferencas significativas entre os etnotaxa.
Uma caracteristica distintiva entre os etnotaxa é a presenca de “no inflado ou néo
inflado” no caule, e este ¢ um dos principais caracter usado na “etnoclassificacdo”,
assim excluimos este carater das analises para verificar como os outros dados
conseguem confirmar a existéncia de etnotaxa. E as analises morfologicas mostraram
que 0s grupos possuem correpondéncia com a etnoclassificagdo. Contudo, os etnotaxa

de B. caapi, ndo pertencem a outra espécie. E as diferencas na morfologia externa e

92



interna sugere que os etnotaxa podem estar passando por um processo de domesticacao,
haja vista que estdo sendo cultivado pelos humanos.
Palavras-chave: Yagé, Santo Daime, Vegetal etnoclassificacdo, domesticacéo,

Amazonia.

Abstract: Among the species of the genus Banisteriopsis the vine B. caapi stands out
because it is one of the components of Ayahuasca tea. Although B. caapi is cited by
several authors as the species used in the preparation of Ayahuasca tea, there is no
agreement on the circumscription of the species. Since they are recognized by the
Ayahuasca communities that cultivate the vine, the establishment of "Types", here
called "etnotaxa", is recognized. With this the objective of this study was to verify
whether or not the "etnotaxa™ of B. caapi could be considered distinct species. Ninety
samples of B. caapi were analyzed, covering the etnotaxa: Arara, Caupuri, Ourinho,
Pajezinho, Quebrador and Tucunaca. Data were collected from the external
morphology, such as leaf measurements, and from the internal morphology, information
from the stem anatomy made available. In addition, DNA extraction, amplification,
sequencing and alignment of the plastidial regions trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK,
rpL32-trnL, ndhF and the internal transcribed spacer of nuclear rDNA (ITS) were
performed. For data analysis of the DNA sequences we performed: principal component
analysis (PCA), Gaussian Mixed Models (MMGs), Permutational Multivariate Analysis
of Variance (PERMANOVA), the BarcondingGap, Meier's Best close match,
Neighbour-Joining (NJ) and Rosenberg's probability of reciprocal monophyly. The PCA
results showed the location of the etnotaxa in the morphospace, the Gaussian mixed
model analysis showed that the best proposal to classify the morphological variability in
the analyzed data is six etnotaxa, and the PERMANOVA proposed the formation of six
groups: Arara, Caupuri, Ourinho, Pajezinho, Quebrador, and Tucunaca. The molecular
analyses showed that there are no significant differences among the etnotaxa. A
distinctive feature among the etnotaxa is the presence of an “inflated or non-inflated
knot" on the stem, and this is one of the main characters used in "ethnoclassification",
so we excluded this character from the analyses to see how the other data are able to
confirm the existence of etnotaxa. And the morphological analyses showed that the
groups have correlpondence with the ethnoclassification. However, the ethnotaxa of B.
caapi, do not belong to another species. The differences in external and internal
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morphology suggest that the etnotaxa may be undergoing a domestication process, since

they are being cultivated by humans.

Keywords: Yagé, Santo Daime, Plant ethnoclassification, domestication, Amazon.
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INTRODUCAO

Banisteriopsis C. B. Rob. pertence a familia Malpighiaceae, representada por 77
géneros e 1.300 espécies tropicais e subtropicais (Davis & Anderson 2010).
Banisteriopsis ndo € monofilético, pois as suas espécies encontram-se em trés clados
independentes (Anderson & Davis 2006, Anderson & Davis 2007). Banisteriopsis
sentido restrito compreende 61 espécies (POWO 2022), distribuidas desde o México até
a Argentina. Para o Brasil sdo citadas 48 espécies, das quais 34 sdo endémicas e
encontradas em todos os dominios fitogeograficos brasileiros (Gates 1982, Carvalho et
al. 2010, Francener & Almeida 2022).

Dentre as espécies de Banisteriopsis destaca-se B. caapi (Spruce ex Griseb.)
Morton, que em associa¢do com outras plantas, principalmente com Psychotria viridis
Ruiz & Pav. (Rubiaceae) e Diplopterys cabrerana (Cuatrec.) B. Gates compde o cha
Ayahuasca, Caapi, Yage e outros nomes (McKenna & Riba 2015, Santos et al. 2020). A
Ayahuasca € um entedgeno usado em rituais e como medicinal pelas comunidades
indigenas da regido amazonica tendo sido difundida a grupos urbanos pelos
seringueiros, que criaram as trés principais vertentes religiosas no Brasil — 0 Santo
Daime, a Barquinha e a Unido do Vegetal. Atualmente, ha registro de consumo da
Ayahuasca em quase todos os continentes (Callaway & Grob 1998, Jiménez-Garrido et
al. 2020, Diament et al. 2021). Com a difusdo das religides Ayahuasqueiras, novas
modalidades urbanas de uso do Ayahuasca tém surgido, chamados de “Neo-
ayahuasqueiro” (Labate 2000).

A liana ou cipé Banisteriopsis caapi possui as betacarbolinas Harmina,
Harmalina e Tetrahidroharmina que atuam inibindo a enzima Monoamina oxidase A
(MAO-A) amplificando o efeito da N, N-dimetiltriptamina (DMT), presente nas folhas
de P. viridis, alterando a concentracdo do neurotransmissor serotonina e assim
promovendo efeitos entedgenos (Frias et al. 2012, Frood 2015, Morales-Garcia et al.
2017).

H& autores, que estimaram que a Ayahuasca € utilizada ha cinco mil anos
(Naranjo 1986). Por outro lado, McKenna (2002) comenta que a origem de uso na
Amazonia remonta a centena ou milhares de anos. Spruce, o coletor original de B.
caapi, encontrou as primeiras plantas da espécie sob cultivo nas margens do rio Uaupés

e outros afluentes do Alto Rio Negro, nas cataratas do Orinoco e nos seus afluentes,
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bem como no sopé oriental dos Andes Equatoriais, locais onde usavam uma decoccao
entedgena (Spruce 1908).

Apesar de B. caapi ser citada por varios autores como a espécie usada na
preparacdo da decocgdo Ayahuasca, ndo existe concordancia na circunscricdo da
espécie. Niedenzu (1928), Hammerman (1930) e Schultes (1982) reconhecem B.
quitensis (Nied.) C.V. Morton e relacionaram seu uso na decoccdo utilizada por
indigenas da Colémbia, Equador e Peru. Morton (1931) descreveu B. inebrians Morton
com base no etnotaxa reconhecido como “yagé del monte”. Na discussdo da nova
espécie, Morton (1931) relacionou duas espécies de Banisteriopsis implicadas na
preparacdo da decoccdo (B. quitensis e B. rusbyana, este sinénimo de Diplopterys
longialata (Nied.) W. R. Anderson & C. Davis). Herrara (1941) apontou B. metallicolor
(A. Juss.) O'Donell & Lourteig (Banisteriopsis muricata (Cav.) Cuatrec.) como
ingrediente Unico da decocgdo utilizado no Valle de Lares, Peru.

Banisteriopsis inebrians e B. quitensis foram sinonimizadas a B. caapi por Gates
(1982), que analisou apenas exsicatas, grande parte delas representadas por ramos
estéreis e sem comentérios sobre o colmo principal. Schultes et al. (2001), um
etnobotanico experiente e estudioso de plantas psicoativas, reconhece B. inebrians como
um taxon independente. Albuquerque (2012) enfatiza que o termo Cabi, um tipo de cipd
amazonico utilizado na medicina popular no estado do Para, é usado para designar tanto
B. caapi (=Banisteria caapi) quanto Callaesum antifebrile (Ruiz ex Griseb.) D.M.
Johnson (= Cabi paraensis Ducke).

O reconhecimento de “tipos” ou etnotaxas do cip6 € pouco investigado
taxonomicamente (Spruce 1908, Koch-Grunberg 1923, Langdon 1986, Schultes 1986,
Davis 1996, Oliveira et al. 2018, Santos et al. 2020). Gates (1982) comenta que as
populagdes que utilizam a decocgdo reconhecem diferentes etnotaxa, pelas propriedades
alucindgenas da decocg¢do, mas a autora argumenta que se trata de variantes quimicas da
mesma espécie. Davis (1996) relatou que os indios Inganos de Puerto Limon
(Colémbia) podem distinguir até sete etnotaxas de B. caapi e destaca a regularidade
com que varios indios de diferentes culturas e separados por grandes extensoes
identificam os mesmos etnotaxas de B. caapi.

Entre as religibes Ayahuasqueiras brasileiras, o Santo Daime, a Barquinha e a
Unido do Vegetal (UDV), também ha o reconhecimento de etnotaxa do cipd, ndo

sistematizado na literatura. Behrens et al. (2016) relacionaram 14 nomes de etnotaxas
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utilizados na preparacdo do cha entre grupos religiosos do Distrito Federal e pela
compilagéo de nomes da literatura.

Monteles (2020) com base em trés especialistas locais do Santo Daime
relacionou 11 etnotaxa. Para o autor, 0s etnotaxa sdo caracterizados pela morfologia do
caule e do cha. Os caules, segundo Monteles, apresentam forma, bagaco e seiva
distintos. Quanto as formas os etnotaxa podem ser lisos ou com ndés, o bagaco pode ser
desmanchado em fibras ou po e a seiva pode ser roxa, vermelha ou amarela. O cha pode
ter sabor comum, doce ou amargo e o efeito do entedgeno que pode resultar em uma
bebida com “for¢a” suave ou forte, também sdo determinados pelo etnotaxa do cipd.
Além disso, Monteles (2020) citou a formagdo de trés “familias” de etnotaxa, cuja
circunscrigdo ndo € clara. As “familias” do Caupuri (com nos), do Ourinho (sem nés) e
do Arara (sem nd, agrupado pela seiva vermelha e propriedades do cha).

O reconhecimento desses etnotaxa e a publicacdo de nomes e espécies
relacionadas a Ayahuasca conforme comentado acima, levou-nos a hipétese de haverem
mais de uma espécie de Banisteriopsis usada na preparacdo do cha Ayahuasca entre 0s
grupos religiosos brasileiros. A falta de documentacdo em herbérios, os problemas na
identificacdo e o0 uso estendido da planta cultivada em diferentes culturas, dificultam a
compreensdo da taxonomia do cipd. Estas perguntas levaram uma equipe
multidisciplinar da Universidade de Brasilia (UnB) a propor projetos que resultaram no
acumulo de mais 159 coletas de herbario dos etnotaxa associada a uma ampla colecéo
de caules (Oliveira et al. 2018). Um dos resultados deste esforco foi a analise quimica
de 176 amostras, das quais, 159 foram B. caapi e 17 amostras de outras espécies de
Banisteriopsis e Diplopterys pubipetala, que foi citada como fonte de betacarbolinas
(Santos et al. 2020). Outro aporte fornecido pela equipe foi a lectotypificacdo de B.
caapi e B. quitensis, conectando o tipo de B. caapi a um etnotaxa reconhecido pelos
informantes dos grupos religiosos da pesquisa (Oliveira et al. 2020).

O ch& Ayahuasca tem seu uso religioso legitimado pela Resolucdo n°5 de
04/11/2004/ CONAD - Conselho Nacional Antidrogas. Isto mostra 0 qudo é importante
é circunscrever e identificar as espécies utilizadas na preparagédo do cha.

Diante da complexidade taxonémica de B. caapi e da riqueza de formas e
constancia da classificacdo dos etnotaxa, o objetivo deste trabalho foi o de testar
modelos em que 0s etnotaxas poderiam ou nédo ser considerados espécies distintas, com
base em analises estatisticas multivariadas dos caracteres morfoldgicos das folhas e

anatdbmicos do caule, bem como mostrar se existe uma relacdo entre o0s etnotaxa
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reconhecidos pelas comunidades tradicionais e a ciéncia formal.

MATERIAIS E METODOS

1. Amostragem

Esta pesquisa é fruto do projeto intitulado “Taxonomia e fitoquimica de
Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) C.V. Morton (Malpighiaceae), componente do
cha ayahuasca”, sob o protocolo 16533.78.29547.26042017, financiado pela Fundagéo
de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF). O foco do projeto é o estudo
etnobotanico entre os grupos religiosos que utilizam o cip6 Ahyahuasca.

Com isso, foram analisadas 90 amostras de B. caapi coletadas junto a
representantes de religiGes brasileiras que utilizam Ayahuasca em rituais. Os espécimes
foram agrupados segundo os “etnotaxa” informados, com detalhamento dos caracteres
morfoldgicos resguardado pelo conhecimento tradicional (Figura 1). Foram analisados
0s etnotaxa e respectivo numero de individuos: arara (3), caupuri (38), ourinho (11),
pajezinho (4), quebrador (6) e tucunaca (28). As exsicatas analisadas estdo na tabela 1
(detalhe Anexo 3).

Tabela 1. Material analisado e depositados no herbario UB: etnotaxa, estado, voucher:
RCO = R.C. Oliveira; ADS= A.D. Silveira; CSB = C.S.B. Behrens, TACS= T.A.C.

Santos.

Etnotaxa Estado Voucher
Arara Acre RCO 3397
Arara Rio de Janeiro TACS 86

Caupuri Para RCO 3697

Caupuri Para RCO 3684

Caupuri Amazonas CSB 47

Caupuri Amazonas CSB 38

Caupuri Amazonas CSB 42

Caupuri Para RCO 3680

Caupuri Para RCO 3712

Caupuri Amazonas CSB 37

Caupuri Amazonas CSB 43

Caupuri Para RCO 3698
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Caupuri Para RCO 3682
Caupuri Distrito Federal CSB 29
Caupuri Goiéas RCO 3150
Caupuri Goiéas RCO 3449
Caupuri Goiéas RCO 3430
Caupuri Minas Gerais RCO 3521
Caupuri Goias RCO 3031
Caupuri Goias RCO 3448
Caupuri Distrito Federal RCO 3554
Caupuri Goias RCO 3794
Caupuri Distrito Federal CSB 34
Caupuri Distrito Federal CSB 35
Caupuri Goiéas RCO 3786
Caupuri Goiéas RCO 3783
Caupuri Rio de Janeiro TACS 88
Caupuri Rio de Janeiro TACS 87
Caupuri Goias RCO 3783
Caupuri Goias RCO 3786
Caupuri Distrito Federal RCO 3554
Caupuri Minas Gerais RCO 3521
Caupuri Goias TACS 63
Caupuri Distrito Federal CSB 33
Caupuri Goiés CSB 28
Caupuri Distrito Federal CSB 34
Caupuri Distrito Federal ADS 03
Caupuri Rio de Janeiro TACS 85
Caupuri Rio de Janeiro TACS 78
Caupuri Distrito Federal RCO 3620
Ourinho Amazonas CSB 39
Ourinho Distrito Federal RCO 3621
Ourinho Goiés RCO 3334
Ourinho Rio de Janeiro TACS 83
Ourinho Goias RCO 3446
Ourinho Acre RCO 3400
Ourinho Acre RCO 3395
Ourinho Acre RCO 3501
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Pajezinho Amazonas CSB 41

Pajezinho Goiéas RCO 3433
Pajezinho Acre RCO 3394
Pajezinho Distrito Federal RCO 3658
Quebrador Distrito Federal RCO 3553
Quebrador Distrito Federal RCO 3514
Quebrador Acre RCO 3528
Quebrador Goias RCO 25

Quebrador Goiéas RCO 27

Quebrador Distrito Federal RCO 3622
Tucunaca Goiés RCO 3490
Tucunacéa Para RCO 3702
Tucunacéa Para RCO 3707
Tucunacéa Distrito Federal RCO 3643
Tucunacéa Para RCO 3710
Tucunacéa Para RCO 3687
Tucunaca Paré RCO 3677
Tucunaca Paré RCO 3689
Tucunaca Paré RCO 3709
Tucunaca Paré RCO 3674
Tucunaca Distrito Federal RCO 3326
Tucunacéa Distrito Federal RCO 3598
Tucunacéa Distrito Federal CSB 36

Tucunacéa Acre RCO 3508
Tucunacéa Minas Gerais RCO 3518
Tucunacéa Goias TACS 60

Tucunaca Minas Gerais RCO 3517
Tucunaca Goiés RCO 3370
Tucunaca Distrito Federal RCO 3550
Tucunaca Distrito Federal RCO 3551
Tucunacé Distrito Federal RCO 3216
Tucunaca Minas Gerais RCO 3520
Tucunacéa Goias RCO 3798
Tucunaca Goias RCO 3797
Tucunacéa Acre RCO 3503
Tucunacéa Distrito Federal CSB 30
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Tucunaca Goias CSB 24
Tucunaca Goias TACS 64

As amostras foram coletadas no periodo de 2016 a 2020 junto a 38 informantes,
na regido centro-oeste (Distrito Federal e Goias), sudeste (Minas Gerais e Rio de
Janeiro) e norte (Acre, Pard). As excursdes de campo e observacdo das plantas foram
realizadas nos seguintes grupos religiosos: Barquinha, Santo Daime e vérias ‘“Neo-
ayahuasqueiras”. Além da coleta e observagdo de espécimes nativos no Acre e Para. Foi
realizado o cadastramento no Sisgen. As amostras estdo depositadas no herbario da
UnB, cujo acrénimo é UB segundo Thiers (2018), com duplicatas para herbarios

colaboradores.

Figura 1. Etnotaxa de Banisteriopsis caapi, segundo informantes das religibes
Ayahuasqueiras brasileiras. A, B e C —Tucunaca — caule, folha e flor; D, E e F —
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Caupuri — caule, folha e flor; G, H e | — Quebrador, caule, folha e flor. A e G - Caules

sem nos inflados. D — Caule com nés inflados. Fotos: Camila Behrens.

2. Morfologia externa e interna

2.1 Morfologia externa: para a terminologia das descri¢cbes dos estados de caracteres
foram seguidos Radford et al. (1974) e Gates (1982). Para analise morfométrica das
folhas foram selecionadas de 5 a 10 folhas por espécime, completamente expandidas,
preferencialmente sem quaisquer sinais de danos ou de predagdo. Localizadas do
primeiro ao terceiro né a partir do apice do ramo, mensuradas manualmente com auxilio

de régua (Figura 2).

Figura 2. Folhas analisadas no estudo morfométrico. A — Folha amplamente ovada; B —
Folha ovada; C — Folha eliptica; D — Apice curto acuminado; E — Apice longo

acuminado; F — Apice acuminado; G — Base ovada; H — Base obtusa; | — Base cuneada.
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O cipd B. caapi, geralmente sdo plantas vigorosas que crescem no dossel da
floresta amazoénica, dificultando a coleta de flores do cip6 nativo, além do curto periodo
de floragdo segundo os informantes, inclusive ha comentarios de espécimes que nunca
registraram floracdo no estado do Pard. Esse comportamento ocasionou a pouca coleta
de espécimes com flores e/ou frutos, por isso ndo foi possivel incluir nas anlises

caracteres reprodutivos.

2.2. Dados anatomicos: a construcdo da matriz foi realizada a partir dos dados
anatdmicos do caule do artigo Oliveira et al. (2021, no prelo). As amostras se encontram
depositadas na xiloteca do herbario UB. Os descritores morfo-anatdmicos utilizados
neste trabalho estdo na tabela 2.

Tabela 2. Descritores morfoldgicos das folhas e anatdmicos do caule analisados nos
etnotaxas de B. caapi. (Anexo 1 — tabela com os estados desses carcteres)

Descritores morfolégicos e anatdmicos

Forma do né: (0) com n6 (1) sem nd

Comprimento do peciolo (cm);

Glandulas no peciolo: (0) ausente (1) presente;

Comprimento da lamina foliar (cm);

Largura da lamina foliar (cm);

Area foliar

Forma da folha: (0) eliptica (1) ovada (2) amplamente ovada;

Base da folha: (0) cuneada (1) obtusa (2) truncada;

© © N o g B W M

Apice da folha: (0) acuminado (1) curto acuminado (2) longo acuminado;
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10. Pontuagdes de vaso: Forma e tamanho iguais (0) Arredondadas (1)

11. Parénquima axial com bandas largas: Presente (0) Ausente (1)

12. Tilos nos vasos (0) pouco (1) muito

13. Fibras gelatinosas alternando com o parénquima axial: (0) sim (1) néo

14. Parénquima axial: (0) Bandas curtas (1) Bandas grandes

15. Raio: (0) 1-3 células (1) mais de 6 células

16. Altura do raio: maior que 1mm (0) ausente (1)

17. Cristais prismaticos nas células do raio: (0) ausente (1) presente

18. Drusas na regido axial do floema: (0) ausente (1) presente

19. Drusa no raio do parénquima: (0) ausente (1) presente

3. Extracdo de DNA, Amplificagdo, Sequenciamento e Alinhamento

As extracdes de DNA foram realizadas usando o protocolo adaptado para
microtubos de Doyle & Doyle (1987). O DNA extraido foi avaliado por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% em TAE 1X, a 100V e corrente entre 250-300A. Para
sua visualizacdo as amostras de DNA foram coradas com Gel Red™ (Biotium) e
observadas sob luz UV. O DNA extraido também foi analisado em aparelho Biodrop,
para determinacdo da concentracdo de cada amostra (em nanogramas) e verificar a
presenca de contaminacdes.

As regides plastidiais trnL-F, matK, psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, ndhF e o
espacador interno transcrito do rDNA nuclear (ITS) foram amplificadas e sequenciadas.
A amplificacdo foi realizada através de reacdo de PCR com Top Taq Master Mix Kit
(Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante, em um volume final de 15,4 L,
contendo 0,2 UM de cada primer e 25 ng de molde de DNA. Para amplificacdo do
marcador ITS foram adicionados 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), 0,15 pL de BSA
(0,0015 mg/ml) e 3 pL de betaina (0,97 M) a mistura de PCR. Os produtos de PCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose de 1-1,4% em tampdo TAE 1X,
corados com GelRed™ (Biotium) e visualizados sob luz UV.

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o método de precipitacéo de
DNA com polietilenoglicol — PEG 11% (Paithankar & Prasad 1991) e ressuspendidos
em agua Milli-Q autoclavada. As reacbes de sequenciamento foram realizadas na
plataforma de sequenciamento do Instituto Gongalo Muniz, da Fundagdo Oswaldo Cruz
— FIOCRUZ, em Salvador, Bahia (BA).
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Os eletroferogramas gerados foram analisados e editados manualmente nos
programas Geneious (Drummond et al. 2009), BIOEDIT (Hall 1999), e
CodonCodeAligner (version 4.1 CodonCode Corporation, Massachusetts) para obtengéo
do consenso das sequéncias forward e reverse. Foram eliminadas as por¢oes inicial e
final de cada sequéncia, a fim de evitar artefatos proximos a regido de anelamento dos
primers. O alinhamento das matrizes de sequéncias foi realizado nos programas Mega
version X (Kumar et al. 2018) e PHYDE® v.0.9971 (Muller et al. 2006).

4. Anélise dos dados

Para testar a hipdtese e verificar se existe distingdo morfoldgica entre os
etnotaxas de B. caapi, foi usado o framework estatistico proposto por Cadena et al.
(2018). Inicialmente foi realizada uma analise de Componentes Principais (PCA) usando
a matriz de dados morfoldgicos da tabela 2 (descritos acima no tépico de dados
morfologicos) para criar e analisar o espago morfolégico entre as amostras dos
etnotaxas. Ao invés de utilizar os componentes principais com maior taxa de variancia,
foram selecionados os componentes com maior poder de discriminacdo dos grupos
encontrados utilizando o pacote clustvarsel 2.3.4 (Scrucca & Raftery 2018).

Modelos Mistos Gaussianos (MMGs) sem supervisionamento foram ajustados
sobre a matriz de covariancia dos componentes mais discriminatorios. Esses modelos
avaliam o poder de propostas de classificacdo sem nenhuma informacao antes sobre as
classificacbes das amostras e eles testam explicitamente a possibilidade de que toda a
variacdo encontrada possa ser explicada por apenas um grupo, no nosso caso, chamado
etnotaxa. Foi testada a possibilidade de que a variacdo fenotipica pudesse ser
classificada em até 10 etnotaxa. Além disso, também foi ajustado um MMGs
supervisionado testando explicitamente a possibilidade de que a variacdo fenotipica
encontrada na matriz fosse explicada por seis etnotaxa. Neste caso, cada amostra foi
previamente classificada conforme as identificacbes dos informantes. O suporte
empirico para diferentes MMGs foi avaliado usando o Critério de Informacéo
Bayesiano (Schwarz 1978) e para ajustar os MMGs foi usado o pacote mclust 5.4.9
(Scrucca et al. 2016).

Apos a selecdo do melhor modelo de classificagdo indicada pela analise dos
MMGs, nés criamos uma matriz de disparidade morfologica baseada nos dados
morfolégicos originais usando uma versdo adaptada da funcdo implementada no

ambiente estatistico R por Chartier et al. (2014, 2017). Em seguida, foi realizada uma
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analise Multivariada Permutacional de Variancia (PERMANOVA) com 10.000
permutacOes para calcular a pseudo estatistica F.

Para verificar a disparidade morfoldgica entre os etnotaxa de B. caapi foi
realizada a mesma analise post hoc com o método Bonferroni de correcédo do valor de P.
Neste teste a hipdtese nula € de que ndo existe disparidade morfologica entre 0s
etnotaxa, enquanto a rejeicdo da hipotese nula significa que existem disparidades
significativas entre os etnotaxa. Para essas andlises foi usado o pacote vegan 2.5-6
(Oksanen et al. 2019).

Para testar o poder discriminatorio de cada carater morfologico foram realizadas
andlises univariadas. Para o0s caracteres categéricos foram criadas tabelas de
contingéncia das proporcdes de cada estado de caractere para as espécies. Em seguida, 0
teste foi aplicado para verificar se havia diferenca significativa nas proporcgoes,
assumindo o valor de P < 0.05. Para os caracteres quantitativos foram realizados testes
de Kruskal-Wallis com valor de significancia de P < 0.05. Os caracteres quantitativos
com que mostraram diferencas significativas no teste de Kruskal-Wallis foram
submetidos a testes post hoc pareados de Wilcox com método Holm de correcdo do
valor de P.

Além das analises morfoldgicas, também foram realizadas analises de DNA
barcoding com as sequéncias produzidas para as regides plastidiais (trnL-F, matK,
psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, ndhF) e nuclear (ITS). Para as andlises de DNA
barcoding cada regido foi analisada separadamente ou foram concatenadas em pares, em
combinagBes multiplas ou em um Unico dataset.

Para verificar se ha estruturagdo genética correspondendo aos etnotaxa
previamente identificados foram realizadas as analises BarcondingGap, Meier’s Best
close match, Neighbour-Joining (NJ) e Rosenberg’s probability of reciprocal
monophyly. BarcondingGap é uma andlise que assume que a variacdo genética dentro
das espécies ¢ menor do que a variacdo entre as espécies. Na analise “Meier’s Best
close match”, ¢ um método baseado em distincia genética e busca pelas melhores
combinagdes de identificacdo. O resultado se da em quatro categorias: 1. Correto, 2.
Incorreto, 3. Ambiguo e, 4. Sem combinacao.

Neighbour-Joining ¢ um método de inferéncia filogenética sem raiz, que
verifica o nivel de similaridade molecular entre as amostras com base em uma matriz de
distancia (Saitou & Nei 1987, Yang & Rannala 2012). Por fim, “Rosenberg’s

probability of reciprocal monophyly” ¢ uma ferramenta para testar hipoteses de
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delimitacdo de espécie, onde o grau de importancia da amostragem € analisado, para

mostrar se 0 grupo € ou nao estatisticamente significativo (Mehta & Rosenberg 2019).

RESULTADOS

A PCA (Figura 3) com 19 caracteres morfo-anatbmicos foi construida com base
na analise de 90 de amostras de seis etnotaxas: Arara, Caupuri, Ourinho, Pajezinho,
Quebrador e Tucunacda, mostra a posicéo dos individuos no morfoespaco.

O eixo um explica 27,5% da variacéo total, sendo um morfoespaco que agrupa
todos os espécimes do etnotaxa Caupuri (Figura 1 D-F). Este eixo teve correlagdo com
os caracteres: 11 (Parénquima axial com bandas largas: presente (0) ausente (1)), 12
(Tilos nos vasos (0) pouco (1) muito), 13 (Fibras gelatinosas alternando com o
parénquima axial: (0) sim (1) ndo), 14 (Parénquima axial: (0) Bandas curtas (1) Bandas
grandes), 15 (Raio: (0) 1-3 células (1) mais de 6 células) e 18 (Drusas na regido axial do
floema: (0) ausente (1) presente).

O eixo dois explica 20.2% da variacédo total, onde os outros etnotaxas ocupam
esse morfoespaco. O Ourinho, Pajezinho e Quebrador, ocuparam morfoespacos
exclusivos, enquanto o Tucunaca ficou entre estes etnotaxas. Os espécimes de Arara
ocuparam um morfoespaco distinto e distante dos demais etnotaxas. Este eixo teve
correlagdo com os caracteres: 4 (Largura da lamina foliar (cm)), 5 (Forma da folha: (0)
eliptica (1) ovada (2) amplamente ovada), 11 (Parénquima axial com bandas largas:
presente (0) ausente (1)), 12 (Tilos nos vasos (0) pouco (1) muito),13 (Fibras
gelatinosas alternando com o parénquima axial: (0) sim (1) ndo), 14 (Parénquima axial:
(0) Bandas curtas (1) Bandas grandes), 15 (. Raio: (0) 1-3 células (1) mais de 6 células).

O eixo um, onde estdo os etnotaxa de Caupuri, possui o carater drusas na regido
axial do floema, caractere 18, como exclusivo desse morfoespaco. E o eixo dois, onde
estdo os outros etnotaxa (Ourinho, Pajezinho, Quebrador, Tucunacé e Arara) possui 0s
caracteres a largura e forma da lamina foliar, 4 e 5 respectivamente, como exclusivo de

morfoepago.
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Figura 3. Analise de Componentes Principais (PCA) a partir de matriz morfo-anatémica

com 19 caracteres, ilustrando a localizagéo dos etnotaxas de B. caapi no morfoespaco.

A analise de modelos mistos gaussianos (Figura 4) mostrou que a melhor
proposta para classificar a variabilidade morfoldgica nos dados analisados é a de seis
etnotaxas. O segundo melhor modelo de classificacdo é de até nove etnotaxas. A
possibilidade de que ndo haja diferencas morfoldgicas entre os etnotaxa analisados foi o
pior modelo de classificacdo. Considerando esses resultados, a classificacdo da
variabilidade morfoldgica dos dados analisados fica entre seis e nove etnotaxas

possiveis.
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Figura 4. Andlise de Modelos Gaussianos Mistos ilustrando as hip6teses de formacéo de
grupos ou etnotaxas, a partir da matriz de co-variancia da PCA.

A analise de PERMANOVA pareada (tabela 3) confirma as andlises anteriores
da formacdo de seis grupos. Caupuri e Tucunaca (78.916) apresentaram a maior
dissimilaridade morfologica entre si, ao passo que a menor foi registrada entre
Pajezinho e Quebrador (0.837).

Tabela 3. Resultados da analise de PERMANOVA pareada realizada a partir da matriz
de distancia entre os etnotaxas de Banisteriopsis caapi* Valor-P = 0.003333, ns: ndo

significativo.

Etnotaxa Arara Caupuri Ourinho Pajezinho Quebrador Tucunaca

Arara NA 16.282  12.323  19.226 10.239 17.728
Caupuri * NA 21.887  21.706 21.205 78.916
Ourinho * * NA 10.153 7.887 19.661
Pajezinho  ns * * NA 0.837 1.441
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Quebrador ns * * ns NA 1.612

Tucunaca * * * ns ns NA

O resultado do teste Qui-quadrado (Figura 5) mostrou que € possivel identificar
Caupuri, pelos estados de carater 7 (Forma da folha, sendo o predominante o estado de
caréter eliptica), 8 (Base da folha, com o carater obtusa), 14 (Parénquima axial com as
bandas grandes), 15 (Raio com mais de 6 células). E o Arara pelos caracteres 11
(Parénquima axial com bandas largas ausente), 13 (Sem as fibras gelatinosas alternando
com o parénquima axial) e 18 (Drusas na regido axial do floema presente).

Para os outros etnotaxas o reconhecimento deve ser realizado pela combinacao
de caracteres, verificando quais caracteres tem maior valor. Assim, foi possivel
identificar que, por esta analise, podemos inferir as seguintes correspondéncias: Ourinho
— caracteres: 12 (Com muitos tilos nos vasos) e 19 (Drusa no raio do parénquima
presente); Pajezinho — 3 (Glandulas no peciolo ausente) e 7 (Forma da folha ovada),
Quebrador — 3 (Glandulas no peciolo ausente) e 7 (Forma da folha ovada), Tucunacé — 3
(Glandulas no peciolo ausente), 7 (Forma da folha eliptica) e 9 (Apice da folha
acuminado).

A anélise de Best Close mostrou que ndo existem diferencas significativas entre
os etnotaxas. Como comprova as taxas da regido nuclear ITS que apresentou 0,73%
ambiguous, 0% correct e 0,27% incorrect. A combinacdo das regides
ITStMATK+PSBA+NDHF trouxe as taxas de 0% ambiguous, 0,13% correct e 0,87%
incorrect. As taxas de “No macth” foram baixas para todas as regides, inclusive entre as
combinac0es (tabela 4).

Os resultados do teste “NJ” mostraram baixas taxas de “verdadeiro” e altas taxas
de “falso” para todas as regides, estejam individuais ou combinadas, revelando uma
arvore com baixa resolucdo (tabela 4). As figuras das analises Barcoding Gap e
Rosenberg’s probability of reciprocal monophyly estdo nos Anexos dois e trés,

respectivamente.
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Figura 5. Resultado do teste Chi-quadrado ilustrando a distribuicdo dos estados de
caracteres entre os etnotaxa de B. caapi. Char3. Glandulas no peciolo: (0) ausente; (1)
presente; Char7. Base da folha: (0) cuneada (1) obtusa; (2) truncada; Char8. Base da
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folha: (0) cuneada (1) obtusa; (2) truncada; Char9. Apice da folha: (0) acuminado (1)
curto acuminado (2) longo acuminado; Charll. Parénquima axial com bandas grandes:
Presente (0) Ausentes (1). Charl12. Tilos nos vasos (0) pouco (1) muito. Charl3. Fibras
gelatinosas alternando com o parénguima axial: (0) sim (1) ndo; Charl4. Parénquima
axial: (0) Bandas curtas (1) bandas grandes; Char15. Raio: (0) 1-3 células (1) mais de 6
células; Char18. Drusas na regido axial do floema: (0) ausente (1) presente; Charl9.

Drusa no raio do parénquima: (0) ausente (1) presente.

Tabela 4. Resultado da analise de Meier's Best Close Match e Neighboor Joining-NJ
com os etnotaxa de B. caapi. A primeira coluna mostra as regibes moleculares
analisadas independentemente ou combinadas.

Best close match (%) NJ
Barcoding regiao Ambiguous Correct Incorrect No Match  FALSO TRUE
ITS 0,73 0,00 0,27 0,00 1,00 0,00
MATK 0,20 0,05 0,70 0,05 1,00 0,00
PSBA 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00
NDHF 0,63 0,02 0,27 0,07 1,00 0,00
ITS-MATK-PSBA- 0,00 0,13 0,87 0,00 0,88 0,13
NDHF
ITS-MATK-PSBA 0,00 0,13 0,87 0,00 0,88 0,13
ITS-MATK 0,00 0,11 0,89 0,00 1,00 0,00
ITS-PSBA-NDHF 0,00 0,06 0,94 0,00 1,00 0,00
MATK-NDHF-ITS 0,00 0,21 0,79 0,00 1,00 0,00
MATK-PSBA 0,13 0,07 0,80 0,00 0,88 0,13
ITS-PSBA 0,22 0,06 0,72 0,00 1,00 0,00
MATK-NDHF 0,21 0,05 0,74 0,00 1,00 0,00
ITS-NDHF 0,16 0,06 0,74 0,03 1,00 0,00
PSBA-NDHF 0,33 0,00 0,67 0,00 1,00 0,00
DISCUSSAO

A presenga do “no inflado” no caule € o primeiro carater distintivo citado para
os etnotaxa (Oliveira et al. 2018, Monteles 2020). Devido esse carater do “n6 inflado” e

“ndo inflado” poder interferir nos resultados, de modo a causar uma classificacdo
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tendenciosa, optou-se por retird-los das analises morfo-anatbmicas. Até porque, sao
citadas e observadas com frequéncia, plantas hibridas, morfologicamente intermediarias
que surgem espontaneamente em &reas com cultivos de varios etnotaxa. Assim, 0S
resultados da PCA, do Modelo Misto Gaussiano e da PEMANOVA sustentam a
possibilidade de existirem os seis grupos morfoldgicos testados: Arara, Caupuri,
Ourinho, Pajezinho, Quebrador e Tucunacd, mesmo sem considerar 0s nds (Anexo 5).

Gates (1982) afirma que a variacdo morfologica encontrada nas exsicatas de B.
caapi ndo sustentaria o reconhecimento de outras espécies, de modo que possivelmente
estas plantas seria uma etnoclassificacdo das variacbes quimicas. As exsicatas
analisadas por Gates (1982) em sua maioria, eram de plantas cultivadas por grupos
indigenas da regido Amaz6nica. Monteles (2020) mostrou que, para a caracterizacao e
classificacdo do cipd no Santo Daime, sdo usadas caracteristicas relacionadas a forma
do caule, as caracteristicas do cha e, aos efeitos da bebida. O autor traz uma
etnoclassificagdo para B. caapi onde registra 11 “variedades”, das quais seis
correspondem aos mesmos etnotaxas estudados, distribuidas em trés “familias”. O
Arara, o Caupuri e o Ourinho sdo as “familias” e cada qual, possuem “variedades”.

As caracteristicas do cha resultante sdo importantes na etnoclassificacdo dos
cip6s utilizados no preparo da Ayahuasca (Callaway & Grob 1998, Callaway et al.
1999, McKenna 2002, McKenna & Riba 2015, Monteles 2020). Monteles (2020)
explica que o cip6 é o componente do cha responsavel pela “for¢a” e as folhas
(Psychotria spp. ou Diplopterys cabrerana) pela luz. Dependendo do etnotaxa do cipd
utilizado, mudam a cor, o sabor, a viscosidade e a “forca” do cha. Chés provenientes do
Caupuri, segundo varios relatos e em Monteles (2020), tem mais “forca”.

Nesse sentido, Santos et al. (2020) analisaram as concentracbes de
betacarbolinas de 159 amostras de B. caapi oriundos de diversas religiGes
Ayahuasqueiras do Brasil, de distintos etnotaxa. N&o encontraram padrédo que
justificassem a diferenga de “for¢a” entre os etnotaxa de B. caapi se baseados apenas na
concentracdo de betacarbolinas instigando investigagdes que busquem a caracterizagéo
dos principios ativos que causam esses efeitos.

O fato dos etnotaxa de B. caapi serem reconhecidos com certa facilidade e das
plantas serem facilmente cultivadas leva-nos a pensar haver algum nivel de
domesticacdo da espécie, conforme pensava Gates (1982). Pickersgill (2007) comenta
que a domesticacdo € o ponto final do continuum da exploracdo de uma planta

selvagem, isto é, ao final do processo tém-se uma planta com caracteristicas
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morfologicas fixadas, selecionadas pelo homem, e diferencas genéticas entre o
individuo selvagem (progenitor) e o individuo cultivado. As plantas propagadas
vegetativamente e culturas de frutas perenes exibem menos caracteristicas de plantas
domesticadas, bem como a domesticacdo pode ocorrer mais lentamente (Pickersgill
2007, Miller & Gross 2011).

Para Clement (1999) segundo o grau de mudanca de uma populagdo no processo
de domesticagdo, as populagdes em domesticacdo podem ser classificadas em:
selvagem, incidentalmente coevoluido, incipientemente domesticado, semi-
domesticado, domesticado, Landrace, cultivar moderno. Segundo esta classificacdo os
espécimes de B. caapi se encaixam na categoria de plantas semi-domesticadas, visto que
possuem selecdo e intervencdo humana no minimo gerenciada, a variancia fenotipica
pode ser maior do que a da populacdo selvagem. Com tipos comuns na populacao
selvagem e tipos novos, a variabilidade genética tende a diminuir devido a menos
individuos atenderem aos critérios de selecdo. Além disso, os individuos conseguem
sobreviver em ambiente natural sem intervencdo humana, visto que os individuos retém
adaptabilidade ecoldgica suficiente.

O sequenciamento genetico de regido nuclear (ITS) e plastidiais (trnL-F, matK,
psbA-trnH, trnK, rpL32-trnL, ndhF) foram realizadas a fim de identificar a
possibilidade de existir outra(s) espécie(s) imersa na circunscricdo de B. caapi, e para
explicar essas variagcbes na morfologia e nas caracteristicas do cha. No entanto, as
analises de Meier's Best Close Match, BarcodeGap, Species Monophyly Neighboor
Joining e Rosenberg's probability of reciprocal monophyly mostraram que néo existe
diferenca no genotipo. Assim, todos os etnotaxa analisados aqui sdo B. caapi, pois ao
nivel molecular ainda ndo é possivel encontrar diferencas que a colocam como outra
espeécie.

O uso do DNA Barcode, € uma ferramenta eficaz na identificacdo de espécies de
Rosaceae, Carex L. (Cyperaceae), Parnassia L. (Parnassiaceae), plantas vasculares do
Canada (Starr et al. 2009, Pang et al. 2011, Yang et al. 2012, Braukmann et al. 2017) e
outras. No trabalho de Chen et al. (2015) com o género Curcuma L. (Zingiberaceae),
uma planta amplamente utilizada e com auséncia de caracteres morfoldgicos nitidos que
distinguem as espécies, ndo foi possivel discriminar molecularmente as amostras do
estudo, sugerindo o desenvolvimento de marcadores mais variaveis para encontrar
diferenga no genoma. O mesmo padrdo € apresentado por B. caapi, j& que ainda nédo é

possivel diagnosticar, ao nivel molecular, a distingdo intraespecifica.
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Luz (2019) desenhou 10 pares de primers para B. caapi entre os quais, dois
marcadores nucleares foram utilizados para as analises de diversidade genética. A
autora realizou as refinadas analises GMYC — generalized mixed Yule coalescent e
bGMYC — implementacdo bayesiana do GMYC (Fujisawa & Barraclough 2013), de
delimitacdo de espécies/ linhagens, usando um marcador cloroplastidial (matK) e um
marcador nuclear (ITS). O marcador nuclear ITS recuperoul2 linhagens genéticas e a
autora considera-as como espécies nao confirmadas e comenta, que as linhagens estdo
relacionadas as regides geograficas amazonicas.

Um caminho para entender e explicar essa variacdo no fendtipo entre o0s
etnotaxas de B. caapi, que ndo é encontrada em seu gendtipo, € a hibridizacdo
(Rieseberg et al. 2007, Abbott et al. 2013, Schley et al. 2021). Miller & Gross (2011)
afirmam que a hibridizacdo intra e interespecifica € um dos fatores que influenciam na
formacdo da quantidade e estrutura da variacao genética neutra de plantas cultivadas.

A variacdo fenotipica em amplitude ecoldgica, pode influenciar na evolugédo de
novas linhagens (Schley et al. 2021). Neste sentido, Luz (2019) encontrou uma relagao
entre as linhagens e sua distribui¢do geografica. Segundo Monteles (2020) os etnotaxas
de B. caapi apresentam um padrdo geografico, onde na por¢do ocidental da Amazdnia
brasileira (Acre, regido sudeste do Amazonas) ocorrem o0s cip6s de caule liso dos
etnotaxa Arara, Ourinho e Tucunaca. Enquanto na porcdo da Amazonia central (estado
do Amazonas), ocorrem Pajezinho e Quebrador e cipos relacionados de caule liso. Por
fim, na porcdo da Amazébnia oriental brasileira ocorre o cip6 com caule com nés
inflados, denominados Caupuris.

Pensando nas bacias dos gigantescos rios amazonicos, é facil supor ndo haver
troca génica entre as populacGes e que, etnias distintas poderiam estar mantendo seus
cultivos a partir de matrizes distintas de B. caapi. Tratando-se de uma espécie cultivada
uma explicacdo viavel para explicar essa diversidade fenotipica € a de que esteja
ocorrendo um processo de domesticacao.

Consideramos que os etnotaxa utilizados pelas comunidades Ayahuasqueiras
brasileiras analisados neste estudo fazem parte da circunscricdo de B. caapi. As
comunidades na busca pela autossuficiéncia na disponibilidade das plantas sagradas,

estdo selecionando linhagens semi-domesticadas.
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ANEXOS

Anexo um.

Tabela 1. Estado dos caracteres dos descritores morfologicos das folhas e anatémicos do caule analisados nos etnotaxas de B. caapi. Char 1.
Forma do né: (0) com né (1) sem no; char 2. Comprimento do peciolo (cm); char 3.Glandulas no peciolo: (0) ausente (1) presente; char 4.
Comprimento da lamina foliar (cm); char 5. Largura da lamina foliar (cm); char 6. Area foliar; char 7. Forma da folha: (0) eliptica (1) ovada (2)
amplamente ovada; char 8. Base da folha: (0) cuneada (1) obtusa (2) truncada; char 9. Apice da folha: (0) acuminado (1) curto acuminado (2)
longo acuminado; char 10. Pontuagdes de vaso: Forma e tamanho iguais (0) Arredondadas (1); char 11. Parénquima axial com bandas largas:
Presente (0) Ausente (1); char 12. Tilos nos vasos (0) pouco (1) muito; char 13. Fibras gelatinosas alternando com o parénquima axial: (0) sim
(1) ndo; char 14. Parénquima axial: (0) Bandas curtas (1) Bandas grandes; char 15. Raio: (0) 1-3 células (1) mais de 6 células; char 16. Altura do
raio: maior que 1mm (0) ausente (1); char 17. Cristais prismaticos nas células do raio: (0) ausente (1) presente; char 18. Drusas na regido axial do
floema: (0) ausente (1) presente; char 19. Drusa no raio do parénquima: (0) ausente (1) presente.

Coletor n°de Etnotaxa charl char2 char3 char4 char5 char7 char8 char9 char char char char char char char char char char
col 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19.

RCO 3397 Arara 1 31 0 12.6 6.27 1 0 2 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1
TACS 86 Arara 1 16 0 17.34 7.64 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1
SC SN Arara 1 157 0 1217 5.27 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1
SC SN Caboquim 1 2.48 0 1375 7.34 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
RCO 3697 Caupuri 0 1.48 0 1394 6.02 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3684 Caupuri 0 2.78 0 1578 7.46 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CsB 47 Caupuri 0 183 NA 12.54 5.8 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CSB 38 Caupuri 0 1.88 1 1372 7.38 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CsB 42 Caupuri 0 154 1 1264 5.42 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3680 Caupuri 0 2.32 1 13.06 5.6 0 0 2 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3712 Caupuri 0 2.33 1 16.4 6.87 0 1 2 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
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CSB 37 Caupuri 0 1.8 1 13.8 7.48 0 1 2 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CsB 43 Caupuri 0 1.18 1 9.83 4.55 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3698 Caupuri 0 2.38 1 1314 5.83 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3682 Caupuri 0 2.16 0 1318 6.06 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CsB 29 Caupuri 0 1.15 1 14.2 6.5 2 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3150 Caupuri 0 1.48 0 10.5 53 2 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3449 Caupuri 0 13 0 10.5 523 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3430 Caupuri 0 17 1 11.2 7.2 2 0 2 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3521 Caupuri 0 2 0 13.6 7 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3031 Caupuri 0 2.07 0 16.76 9.63 2 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3448 Caupuri 0 1.22 0 1298 5.98 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3554 Caupuri 0 0.93 0 135 6.63 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3794 Caupuri 0 1.95 0 17.63 7.8 1 0 2 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CSB 34 Caupuri 0 15 1 16.8 7.8 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CSB 35 Caupuri 0 1.24 0 124 5.55 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3786 Caupuri 0 1 1 12 6 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3783 Caupuri 0 1 0 12 5.63 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
TACS 88 Caupuri 1 2.06 0 1477 7.61 2 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
TACS 87 Caupuri 0 1.22 1 1524 7.35 2 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3783 Caupuri 0 0.83 0 12 5.73 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3786 Caupuri 0 0.98 1 1215 54 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3554 Caupuri 0 0.83 1 1301 6.37 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO 3521 Caupuri 0 2 0 13.6 7 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
TACS 63 Caupuri 0 1.68 0 1645 8.13 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RCO SN Caupuri 0 1.85 1 15.2 6.17 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CsB 33 Caupuri 0 1.33 0 1255 6.88 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
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CSB 28 Caupuri 0 0.87 1 13.6 7.47 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
CsB 34 Caupuri 0 15 1 16.5 7.7 1 1 0 1 1 1

RCO 3494 Gema de 1 1.58 0 1418 7.34 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3623 %grido 1 1.65 1 14.6 7 1 1 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
CsB 3620 Ourinho 1 2.04 0 1384 6.67 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
CsB 39 Ourinho 1 1.89 0 14.06 5.65 0 1 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
RCO SN Ourinho 1 1.79 1 1514 7.59 1 0 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
RCO 3621 Ourinho 1 1.98 0 13.02 7.28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
RCO 3619 Ourinho 1 1.74 0 13.07 7.29 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
RCO 3334 Ourinho 1 13 0 128 6.3 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
TACS 83 Ourinho 1 1.46 0 12.68 7.14 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
RCO 3446 Ourinho 1 1.22 0 1438 7.04 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
RCO 3400 Ourinho 1 15 0 155 8.3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
RCO 3395 Ourinho 1 15 0 11.04 6.45 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
Rco 3501 Ourinho 1 1.6 0 13.04 6.04 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
CSB 41 Pajezinho 0 1.18 0 1234 6.72 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3433 Pajezinho 1 1.52 0 1361 6.06 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3394 Pajezinho 1 15 0 13 6.3 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3658 Pajezinho 1 0.97 0 11.09 4.98 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
CSB 26 Pingo de 1 15 1 145 8 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3553 cC’Qlilrt;)breldor 1 11 0 111 55 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3514 Quebrador 1 0.9 0 9.35 4.4 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3528 Quebrador 1 1.2 1 1345 6.4 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
CsB 25 Quebrador 1 1.86 0 105 4.23 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
CsB 27 Quebrador 1 1.35 1 12.6 6.85 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
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RCO 3622 Quebrador 1 1.34 0 1202 5.08 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3490 Tucunaca 1 1.75 14.65 7.31 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3702 Tucunaca 1 1.36 1 1458 6.08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3707 Tucunaca 1 1.36 0 1348 5.44 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3643 Tucunaca 1 1.98 0 16.72 9.24 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3710 Tucunaca 1 1.33 0 1087 5 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3687 Tucunaca 1 2 0 11 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3677 Tucunaca 1 2.26 0 12.9 5.88 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3689 Tucunaca 1 2.3 0 11 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3709 Tucunaca 1 1.9 0 1312 5.6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3674 Tucunaca 1 2.27 0 1363 5.88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3326 Tucunaca 1 2.1 0 1203 5.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3598 Tucunaca 1 1.55 0 1125 5.45 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
CsB 36 Tucunaca 1 2.63 0 16.93 8.3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3508 Tucunaca 1 1.8 0 1443 7.6 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3518 Tucunaca 1 1.39 0 15.08 6.01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
TACS 60 Tucunaca 1 1.62 0 1472 6.86 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3517 Tucunaca 1 1.25 0 1396 4.4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3370 Tucunaca 1 1.25 0 1385 7.63 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3550 Tucunaca 1 21 0 16.74 9.34 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3551 Tucunaca 1 1.18 1 1153 6.47 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3216 Tucunaca 1 1.8 0 13.8 5.95 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3520 Tucunaca 1 1.43 1 1185 51 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3798 Tucunaca 1 1.27 0 1047 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3797 Tucunaca 1 15 1 1493 6.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RCO 3503 Tucunaca 1 2 1 14.8 7.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
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CSB 30 Tucunaca 1.45 11.05 4.45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

CSB 24 Tucunaca 1.95 11.37 55 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

TACS 64 Tucunaca 1.3 13.93 6.68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ADS 3 Cupuri 15 17.2 10.2 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0

TACS 85 Caupuri 2.33 18.2 8.38 0 2 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0
rosario

TACS 78 Cupuri 1.78 15.7 8.92 0 2 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0

126



Percent K2P distance of its

Percent K2P distance of NDHF

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

0.00

Anexo dois.

Figura 1. Graficos da analise de Barcode Gap mostrando nenhuma diferenca entre os

etnotaxas, ja que as barras estdo todas vermelhas, caso estivem cinzas mostraria alguma

variacéo.
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Anexo trés.

Figura 1. Arvores resultantes da anéalise de Rosenberg's probability of reciprocal

monophyly. Os pontos vermelhos indicam grupos estatisticamente significativos. Os

cinzas indicam o contrario e que seria necessario melhor amostragem para aquele grupo.
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Anexo quatro.

Tabela mostrando a origem das amostras.

Tabela 6. Amostras analisadas: voucher, espécie/ etnotaxa, local de coleta, origem. Coletor; RCO= R.C. Oliveira; ADS= A.D. Silveira; CSB = C. S. Behrens;

CWF=C.W. Fagg, TACS =T. A. C. Santos.

Voucher  Espécie/
Etnotaxa

Local de
coleta

Descricdo da planta,
habito, flor, fruto, etc

RCO B. caapi/ Arara
3397

Rua Irineu
Serra

Cipo vollvel,
dextrogiro, lenhoso,
entrecasca avermelhada,
cultivado para producéo
do chd Ayahuasca.
Possui nés levemente
pronunciados.

TACS 86 B. caapi/ Arara

Propriedade
particular,
casa do Alceo,
Condominio
Quinta do
Lago, Bairro
Arara,
Itaipava, BR-
040

Liana, planta com folhas
grossas, alongada,
nervura principal bem
amarelo; chd amarelo,
muito amargo.

TACS 78 B. caapi
/Caupuri-Spruce

Propriedade
particular,
casa do
Marcelo,
Condominio
Quinta do
Lago, Bairro

Liana, com nos
ovalados,  cumpridos,
com a idade os nos
podem  ficar  mais
redondos.




Arara,

Itaipava, BR-
040
TACS 85 B. caapi /Cabi RJ Petrépolis Propriedade Cultivada  Liana, planta com nds
rosario particular, muito préximos um do
casa do Alceo, outro, bem cilindricos,
Condominio se distanciando no apice,
Quinta do folha meio arredondada,
Lago, Bairro com muitas nervuras,
Arara, folhas grossas, casca
Itaipava, BR- grossa, entrecasca
040 alaranjado.
TACS 88 B. caapi RJ Petrépolis Propriedade Cultivada  Liana, planta parecida
/Caupuri sem n6 particular, com Cabi rosério com
casa do Alceo, folha meio arredondada,
Condominio com muitas nervuras,
Quinta do folhas grossas, casca
Lago, Bairro grossa, entrecasca
Arara, alaranjado, mas sem 0s
Itaipava, BR- nos.
040
TACS 87 B. caapi RJ Petropolis Propriedade Cultivada  Liana, com  folhas
/Caupuri comum particular, lanceoladas.
casa do Alceo,
Condominio
Quinta do
Lago, Bairro
Arara,
Itaipava, BR-
040
TACS63 B. caapi GO Alto Fazenda Terra Cultivada  Cip6é com nos, folhas
[Caupuri Paraiso Booma verdes com nervuras

amarelas, com flores
rosas quando jovens e
brancas quando
maduras, com frutos.
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CSB 42 B. caapi AM Manaus Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
[Caupuri centro para produzi o cha do
religioso  do Santo  Daime.  NoOs
Santo Daime. inflados
CSB 43 B. caapi/ AM Manaus Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
Caupuri centro para produzi o cha do
religioso  do Santo  Daime.  NOs
Santo Daime. inflados.
CSB 38 B. caapi AM Manaus Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
/Caupuri centro para produzi o cha do
religioso  do Santo  Daime.  NOs
Santo Daime. inflados.
CSB 37 B. caapi AM Manaus Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
[Caupuri centro para produzi o cha do
religioso  do Santo  Daime.  NOs
Santo Daime. inflados.
CSB 35 B. caapi DF Brasilia Nuacleu rural Cultivada
[Caupuri do Lago
Lago Norte -
Condominio
Aspalha. Casa
llumina.
CSB 34 B. caapi DF Brasilia Nucleu rural Cultivada
[Caupuri do Lago
Lago Norte -
Condominio
Aspalha. Casa
llumina.
CSB 33 B. caapi DF Brasilia Nuacleu rural Cultivada
[Caupuri do Lago
Lago Norte -
Condominio
Aspalha. Casa
llumina.
CSB 29 B. caapi DF Brasilia Nuacleu rural Cultivada
[Caupuri do Lago
Lago Norte -
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Condominio
Aspalha. Casa
llumina.

CSB 28 B. caapi GO Planaltina Bairro Cultivada
[Caupuri Rajadinha.
Centro
religioso
Jardim de
Maria.
CSB 47 B. caapi AM Manaus Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
/Caupuri centro para produzi o cha do
religioso  do Santo  Daime.  NOs
Santo Daime. inflados.
RCO B. caapi PA Santa A direita da Nativa Liana crescendo em
3684 /Caupuri I1zabel Rodovia PA populagdo densa, que no
140 a partir de jargdo do Santo Daime é
Belém, denominada "Reinado".
comunidade
de
Jacoareaquara.
RCO B. caapi PA Santa Cultivada para Cultivada  Cabi sem né. Plantas
3680 [Caupuri I1zabel "venda" para a crescendo em terreno
producdo de baldio com floresta
Daime. amazdnica antropizada.
Segundo informante
local, ele retirou a muda
daquela planta e a
cultiva, sendo o caule
"guebrador"
RCO B. caapi PA Santa A direita da Nativa Cabi sem no. Liana
3682 [Caupuri 1zabel Rodovia PA gigantesca, com mais de

140 a partir de
Belém,
comunidade
de
Jacoareaquara.

500 kg e grande
enraizamento  nos nos
gue tocam o solo. Solo
arenoso, plano.
Ocorrendo em Floresta
Amazonica secundéria
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de Terra Firme,
formando uma
populacdo com muitos
individuos, que no
jargdo da religido do

Santo Daime, é
denominado um
"Reinado".
RCO B. caapi PA Colares Vila do Cultivada  Cabi sem n6. Liana
3697 [Caupuri Guajara. lenhosa, volavel, com
no6s inflados. Cultivado
em quinta contra "mal-
olhado" em regido de
antigos quilombos.
RCO B. caapi PA Colares Vila do Cultivada  Cabi sem né. Liana
3698 [Caupuri Guajara, lenhosa com nés
terreno baldio inflados, 0s  quais
atras da enraizam quando em
capela. contato com o solo.
Planta com mais de 500
kg, sendo cultivada
localmente contra "mal
olhado" e medicinal.
RCO B. caapi DF Santo Antdnio Cultivada  Caupuri. No6s dilatados.
3150 [Caupuri do Descoberto
RCO B. caapi GO Cavalcante  Casa préxima Cultivada  Cip6 volavel, lenhoso,
3449 [Caupuri ao Centro com no6s inflados e
Turistico entrends tipicamente
curtos, isto &, nos
globosos e préximos.
RCO B. caapi PA Belém Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa voluvel,
3712 [Caupuri centro cultivada para produzir
religioso  do 0 cha do Santo Daime.
Santo Daime. Caule formando
"tranga”, com contra-
casca amarelada.
RCO B. caapi GO Sdo Gabriel Sitio  Xama, Cultivada  Caupuri X Tucunaca.
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3430 [Caupuri proximo  ao Trepadeira lenhosa
Posto cultivada, cipé
Advance. provavelmente hibrido (
Caupuri xTucunaca),
noés inflados pouco
evidentes e, muitas
vezes, ausentes.
Acredita-se que surgiu
espontaneamente  entre
as plantas de caule com
nos inflados (caupuri) e
ndo inflados (tucunacd).
RCO B. caapi GO Sdo Gabriel Sitio  Xama, Cultivada
3031 [Caupuri préximo  ao
Posto
Advance.
RCO B. caapi GO Cavalcante  Casa préxima Cultivada  Cip6 volavel, lenhoso,
3448 /Caupuri ao Centro com nos inflados e
Turistico. entrends longos, isto §,
com menor nimero de
nos inflados.
RCO B. caapi DF Gama Centro Livre Cultivada  Cip6 volavel, lenhoso,
3554 /Caupuri Céu de Sdo cultivado em mata de
Francisco. galeria antropizado.
Utilizado na produgdo
do cha Ayahuasca.
RCO B. caapi DF Planaltina Nucleo Rural Cultivada  Ourinho. Cipé volavel,
3620 Santos cultivado para 0
Dumont, Ceéu preparado da
Caminho de Ayahuasca. Caule com
Luz. nos ndo inflados.
RCO B. caapi GO Alto Planta Cultivada  Liana lenhosa,
3794 [Caupuri Paraiso. cultivada em gigantesca, volavel, com
uma nos inflados. Enraiza
residéncia nos nos quando em
proxima  ao contato com o solo.
centro da Utilizada na producéo
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cidade.

do cha Ayahuasca. A
planta  estd  sendo
cultivada ha 35 anos.

RCO B. caapi GO Alto Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa, vollvel,
3786 [Caupuri Paraiso area de campo com no6s inflados.
rupestre, entre Utilizada na producdo
Alto Paraiso e do cha Ayahuasca. E um
Terezina de caupuri "diferente” dos
Goias. demais.
RCO B. caapi GO Alto Cultivado em Cultivada O informante convive
3783 /Caupuri Paraiso area de campo periodicamente com 0s
rupestre, entre Huni Kuin. Segundo ele,
Alto Paraiso e esses indigenas
Terezina de conhecem essa planta
Goias como "Tucu  Huni".
Comenta que nem todos
0s pajés gostam de usar
esse "tipo" de cipg,
porque ele faz muita
limpeza. E conhecida
nos grupos religiosos
brasileiros como
Caupuiri.
RCO B. caapi DF Santo Templo Rosa Cultivada
3146 /Caupuril Antbnio do da Vida.
Descoberto  Encontra-se a
6 km do trevo
para Santo
Antbnio  do
Descoberto,
entrada a
direita na area
do retorno do
templo Rosa
da Vida.
RCO B. caapi MG Aurioca Cultivada
3521 /Caupuri2
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RCO Caupuri6 DF Cultivada
3523
CSB 34 B. caapi [/ DF Brasilia Ndcleo  rural Cultivada
Cupuri8 do Lago
Lago Norte -
Condominio
Aspalha. Casa
llumina
RCO B. caapi GO Cavalcante  Casa préxima Cultivada  Cip6 volavel, lenhoso,
3449 /Caupuri9 ao Centro com nos inflados e
Turistico entrends tipicamente
curtos, isto &, nos
globosos e préximos.
ADS 03 B. caapi DF Lago Sul Irmandade Cultivada  Flores jovens réseas e
/Caupuril0 Holistica mais velhas alvas.
Pachamama
CSB 28 B. caapi GO Planaltina Bairro Cultivada
/Caupuril3 Rajadinha.
Centro
religioso
Jardim de
Maria
RCO B. caapi AC Capixaba Em terreno Cip6 volavel utilizado
3501 /Ourinhol baldio na na confeccdo do cha
cidade. Ayahuasca. Flores rosa
claro e brancas, com
glandulas nas sépalas.
RCO B. caapi DF Santo Templo Rosa Cultivada  Cip6 mais adocicado;
3148 /Ourinho 3 Antdnio do da Vida. casca se solta.
Descoberto. Encontra-se a

6 km do trevo
para Santo
Antbnio do
Descoberto,

entrada a
direita na area
do retorno do
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templo Rosa
da Vida

RCO
3399

B. caapi AC
/Ourinho4

Rio Branco

Rua Irineu
Serra.

Nativa

Ourinho x Caboquinho.
Cipo volavel,
dextrogiro, lenhoso,
entrecasca  esverdeada,
cultivado para producéo
do cha Ayahuasca.

RCO
3502

B. caapi AC
/Ourinho6

Capixaba

Proximoa
Agropecuaria
Buriti

Cultivada

Cip6 volavel utilizado
na confeccéo da
Ayahuasca. No local ha
uma grande populacdo
de B. caapi. A formacéo
de populagbes é uma
caracteristica da especie
e, ho jargdo do Santo
Daime, essas populacdes
séo denominadas
"Reinado". Planta
supostamente nativa,
atingindo 30 cm de
didmetro e 15 m de
altura. Caule formando
"trangas”. Contra cascas
verde-amareladas.
Flores réseas e alvas.

RCO
3334

B. caapi DF
/Ourinho 7

Sobradinho

Klan del
Lobo,
Condominio
Vila Rica

Cultivada

Cip6 cultivado, flores
jovens rdseas e mais
velhas alvas e o fruto
imaturo verde.

RCO
3395

B. caapi/ AC
Ourinho8

Rio Branco

Rua Irineu
Serra

Nativa

Ourinho/Peixe. Cipo
volavel, dextrogiro,
lenhoso, entrecasca
amarela, cultivado para
producdo do cha
Ayahuasca.

TACS83 B.

caapi/ RJ

Petrépolis

Propriedade

Cultivada

Liana, é um cip6 que
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Ourinho

particular,
casa do Alceo,
Condominio
Quinta do
Lago, Bairro
Arara,

forma uns sulcos no
caule.

Itaipava, BR-
040
RCO B. caapi/ GO Cavalcante  Casa préxima Cultivada
3446 Ourinho ao Centro
Turistico.
RCO B. caapi/ AC Bairro Irineu Cultivada  Cip6 volavel, lenhoso,
3400 Ourinho Serra com entrecasca amarela.
O informante  tem
duvidas quanto a
identificacdo.
RCO B. caapi/ AC Rio Branco Vila Acre, Cultivada  Pajezinho - Cip6 que
3394 Pajezinhol Vila quebra. Cip6 vollvel,
Jerusalém, lenhoso, cultivado para
Caminho de producédo do cha
Luz Ayahuasca.
RCO B. caapi/ GO Séo Sitio  Xama, Cultivada  Cip6 flexivel, lenhoso,
3433 Pajezinho2 Gabriel préximo  ao com entrecasca verde,
Posto folhas amareladas, caule
Advance. bem liso, isto &, com nds
ndo inflados. Nao se vé
diferencga com
Tucunaca.
RCO B. caapi/ DF Paranoa Condominio Cultivada  Planta muito visitada
3658 Pajezinho Euler por mamangavas,

Paranhos, em
lote particular.

provavel  polinizador.
Frutos esverdeados e
longos.  Difere  dos
demais "tipos" de B.
caapi pelas flores claras,
alvas e algumas
amareladas. Planta
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utilizada na produgéo da
Ayahuasca.

CSB 41 B. caapi/ AM Manaus Cultivado em Cultivada  Liana lenhosa, trancada
Pajezinho casa para e cultivada para produzi
doacdo a 0 cha do Santo Daime.
centro Sem a presenca de nos
religioso  do inflados.
Santo Daime.
CSB 26 B. caapi/ Pingo GO Planaltina Bairro Cultivado
de ouro Rajadinha.
Centro
religioso
Jardim de
Maria.
CSB 27 B. caapi/ DF Planaltina Bairro Cultivado
Quebradorl Rajadinha.
Centro
religioso
Jardim de
Maria.
CSB 25 B. caapi/ DF Planaltina Bairro Cultivado
Quebrador2 Rajadinha.
Centro
religioso
Jardim de
Maria.
RCO B. caapi/ DF Brasilia Condominio Cultivado  Quebrador (= Cabi-roxo
3514 Quebrador 3 Solar da Serra. no Para). Liana lenhosa,
volavel, cultivada para a
producéo do cha
Ayahuasca. O caule néo
possui nés inflados e se
quebra facilmente, como
um isopor.
RCO B. caapi/ DF Abadiania.  Centro Cultivado  Quebrador = Ararinha
3428 Quebradorb Eclitico ou Caboquim no Para.

Fluente Luz

Cipo cultivado,
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Universal km trepadeira de
55/56,  AC. aproximadamente 7
4km antes de metros.
Abadiania.

RCO B. caapi/ DF Planaltina Rajadinha, Cultivada  Cipd utilizado no

3622 Quebrador préximo  ao preparo da Ayahuasca.
encontro  dos Caule "fécil" de bater
corregos  do para a producdo da
Rela e S&o bebida. Folhas com
Bartolomeu, apice "pontudo”.
chécara
Jardim de
Maria.

CSB 24 B. caapi/ DF Planaltina Bairro Cultivado

Tucunacé 1 Rajadinha.

Centro
religioso
Jardim de
Maria.

ADS 02 B. caapi/ DF Brasilia Irmandade Cultivado

Tucunacé 2 Holistica

Pachamama
St. de
Mansfes Dom
Bosco - Lago
Sul, Brasilia -
DF, 70297-
400

RCO B. caapi/ AC Rio Branco Mata proxima Nativa Tucunacd com  nds.

3504 Tucunacé3 a um nacleo Liana lenhosa, utilizada

da Unido do
Vegetal,
préximo a
cidade.

na produgdo do cha
Ayahuasca. O caule
apresenta ndés com
protuberancias como se
fossem "verrugas"”, ou
seja, a conformacéo do
caule é diferente do
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"caupuri”. Botdes
alvacentos. Caule na
xiloteca sob o nlmero
Sonsin 389.

RCO B. caapi/ MG Aiuruoca Cultivado na Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
3517 Tucunaca4 localidade para a producdo do cha
denominada Ayahuasca (Daime).
Matutu, que Planta proveniente do
foi Mapia, Amazonas.
originalmente Cultivado sem "tutor".
criada como
comunidade
do Santo
Daime
(CEFLURIS).
RCO B. caapi/ MG Aiuruoca Cultivado na Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
3520 Tucunaca 8 localidade para producdo do cha
denominada Ayahuasca (Daime).
Matutu, que Caule sem nés inflados,
foi "liso". Sem dado de
originalmente procedéncia da muda.
criada como
comunidade
do Santo
Daime
(CEFLURIS).
RCO B. caapi/ - - -
3323 Tucunacdl0
RCO B. caapi/ Rio Mata proxima Nativa Liana lenhosa, utilizada
3509 Tucunacéll Branco a um ndcleo na produgdo do cha
da Unido do Ayahuasca. Caule sem
Vegetal, nos protuberantes.
préximo a
cidade.
RCO B. caapi/ AC Proveniente Cultivada
3416 Tucunacal? da  Fazenda

Sao Sebastido
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RCO B. caapi/ AC Rio Branco Mata proxima Nativa Liana lenhosa, utilizada
3507 Tucunacdl3 a um nucleo na produgdo do cha
da Unido do Ayahuasca. Caule com
Vegetal, protuberancias
préximo a semelhantes a
cidade. "verrugas" na regido dos
n6s. Amostras de caule
estdo  disponiveis na
xiloteca (Sonsin 386).
RCO B. caapi/ GO Luziania Jardim Inga. Cultivada  Cipd volavel cultivado
3370 Tucunacal? para  produgdo  da
Ayahuasca em mata de
galeria. Frutos
castanhos, a maioria ja
no chdo e com grande
poder de germinagéo.
CSB 30 B. caapi/ DF Brasilia SHIN Trecho Cultivada
Tucunacdl8 3A - Brasilia,
DF.
RCO B. caapi/ GO Séo Gabriel Sitio  Xam§, Cultivada  Cip6 flexivel, lenhoso,
3434 Tucunaca20 préximo  ao com entrecasca verde,
Posto caule liso, sem nos
Advance. inflados.
RCO B. caapi/ DF Cultivada
3216 Tucunacé
RCO B. caapi/ DF Sobradinho  Centro Cultivada  Cip6 voldvel, lenhoso.
3326 Tucunaca Enteogénico Flores rdseas, a pétala
La Flor anterior com a regido
(CELF). proximal amarela.
Flores mais jovens
alvas. Botdes alvos.
RCO B. caapi/ GO Alto Cultivado no Cultivada  Cip6 voldvel, lenhoso,
3490 Tucunaca Paraiso Centro de com caules ndo inflados,
Cultura utilizada no preparado
Césmica, no do chd Ayahuasca.
Centro da Flores com pétalas lavas
Cidade. e roseas.

147



RCO B. caapi/ AC Rio Branco Mata proxima Nativa Liana lenhosa, utilizada
3508 Tucunaca a um ndcleo na produgdo do cha
da Unido do Ayahuasca. Caule sem
Vegetal, nos protuberantes.
préximo a
cidade.
RCO B. caapi/ AC Rio Branco Mata préxima Nativa Liana lenhosa, com
3503 Tucunacé a um ndcleo caule sem no6s inflados,
da Unido do utilizada na producéo do
Vegetal, chda Ayahuasca. Em
préximo a floresta amazonica
cidade. secundaria, com
presenca de taquaras e
bananeiras "bravas".
Flores réseas e alvas.
Caule na xiloteca sob o
ndmero Sonsin 388.
RCO B. caapi/ MG Aiuruoca Cultivado na Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
3518 Tucunaca localidade para producdo do cha
denominada Ayahuasca (Daime).
Matutu, que Caule sem nés inflados,
foi "liso". Sem dado de
originalmente procedéncia da muda.
criada como
comunidade
do Santo
Daime
(CEFLURIS).
RCO B. caapi/ DF Gama Centro Livre Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
3550 Tucunaca Céu de Sdo para producdo do cha

Francisco.

Ayahuasca (Daime).
Caule sem nds inflados,
"liso". Sem dado de
procedéncia da muda.
Plantas  aparentemente
expontaneas, a partir de
sementes dispersas por
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matrizes cultivadas no
local.

RCO B. caapi/ DF Gama Centro Livre Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
3551 Tucunaca Céu de Sao para producdo do cha
Francisco. Ayahuasca (Daime).
Caule sem nds inflados,
"liso". Sem dado de
procedéncia da muda.
Plantas  aparentemente
expontaneas, a partir de
sementes dispersas por
matrizes cultivadas no
local.
RCO B. caapi/ DF - Cultivada
3598 Tucunacé
RCO B. caapi/ PA Concérdia  Maratana Nativa Cabi. Liana lenhosa com
3702 Tucunacé do Pard nos inflados. Cultivado
contra "mal-olhado" e
medicinal.
RCO B. caapi/ DF Brasilia Cultivado no Cultivada  Liana lenhosa, cultivada
3643 Tucunacé Céu do para a confec¢do do cha
Planalto, Ayahuasca (Daime). A
Centro muda é proveniente do
Religioso do Jurua  (Acre). Possui
Santo Daime uma "“seiva" amarelo
(CEFLURIS). ouro quando o caule é
cortado. O efeito do cha
resultante é mais forte
que o usual, segundo o
informante.
RCO B. caapi/ PA Santa Cultivada para Cultivada  Cabi. O senhor que
3674 Tucunaca I1zabel "venda" para a cultiva nédo tem

producdo de
Daime.

conhecimento sobre a
planta, mas observou
que o caule &
"quebrador”. A planta
tem contracasca amarela
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que torna-se escura pela
oxidagdo. Noés ndo
inflados.

RCO
3709

B. caapi/ PA
Tucunaca

Préximo a Cultivada
rodovia  PA

140, ap6s o

km 22.

Cabi sem né. Liana
lenhosa vollvel,
cultivado contra "mal-
olhado” e medicinal.
Caule com nés ndo
inflados.

RCO
3710

B. caapi/ PA Balém
Tucunaca

Cultivado em Cultivada
centro

religioso  do

Santo Daime.

Liana lenhosa volGvel,
cultivada para produzir
0 cha do Santo Daime.
N6s ndo inflados.

RCO
3687

B. caapi/ PA Colares
Tucunaca

Comunidade Cultivada
de Ovos.

Cavi com caule liso.
Liana lenhosa, volivel,
com caule sem nos
aparentes. Coletado
apenas ramos de rebrota
porque a folhagem
permanece no dossel.
Formando uma
populagdo com, pelo
menos, 6 individuos. A
contracasca tem
coloracdo esverdeada. A
planta foi cultivada no
passado por quilombolas
com fins medicinais e
contra mal-olhado.

RCO
3689

B. caapi/ PA Colares
Tucunacé

Comunidade Cultivada
de Ovos.

Cabi com caule liso.
Liana lenhosa, voldvel,
com caule sem nos
aparentes. Coletado
apenas ramos de rebrota
porque a folhagem
permanece no dossel.
Formando uma
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populacdo com, pelo
menos, 6 individuos,
tratando da mesma
populacdo de Oliveira &
Xavier 3687. A
contracasca tem
coloracdo esverdeada. A
planta foi cultivada no
passado por quilombolas
com fins medicinais e
contra mal-olhado.

RCO B. caapi/ GO Alto Moinho. Cultivada  Liana lenhosa, voluvel,
3797 Tucunacé Paraiso sem noés inflados.
Utilizada na produgdo
do cha Ayahuasca.
RCO B. caapi/ GO Alto Moinho. Cultivada  Liana lenhosa, voluvel,
3798 Tucunacé Paraiso sem noés inflados.
Utilizada na produgéo
do cha Ayahuasca.
RCO B. caapi/ PA Santa Cultivada para Cultivada  Cabi com caule
3677 Tucunaca I1zabel "venda" para a quebrado. Plantas
producdo de crescendo em terreno
Daime. baldio com floresta
amazbnica antropizada.
Segundo informante
local, ele retirou a muda
daquela planta e a
cultiva, sendo o caule
"quebrador".
CSB 36 B. caapi/ DF Nuacleu rural Cultivada
Tucunaca do Lago
Lago Norte -
Condominio
Aspalha. Casa
llumina.
TACS60 B. caapi/ GO Alto Casa da Cultivada
Tucunaca Paraiso Madrinha

151



Darshan, Alto
Paraiso

TACS 64 B. caapi/ GO Alto Fazenda Terra Cultivada  Cip6 sem n6, com
Tucunaca Paraiso Booma botdes florais.
RCO B. caapi/ DF Gama Centro Livre Cultivada  Cipdé volivel, lenhoso,
3555 Hibrido 3 Céu de Sao cultivado em mata de
Francisco. galeria antropizado.
Utilizado na producdo
do chd Ayahuasca.
Hibrido espontaneo.
RCO B. caapi/ - -
3137 Hibrido4
RCO B. caapi/ Gema AC Senador Ramal da Lua, Nativa Cip6 volavel utilizado
3494 de ovo Guiomard 2km da na confeccdo do cha
rodovia que Ayahuasca,  atingindo
liga Rio 5m de altura, nés néo
Branco - Boca inflados. Flores rdseas
do Acre, no guando mais jovens,
km 34 alvas quando  mais
velhas. Frutos imaturos
verdes.
CSB 6 *Banisteriopsis GO Cavalcante -

sp.2 (Mistério —
B. caapi)
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Anexo cinco.

Etnotaxas confirmados nas analises morfo-anatdmicas:

1. Arara — (Figura 1) Morfologia externa: Liana, sem nos nos caules, entrecasca vermelha;
folhas com peciolo 1.8 — 4 cm, lamina foliar com 13 — 18.1 cm comp. X 6 — 8 cm larg.,
folhas elipticas, base cuneada, apice longo acuminado, grossas, nervura principal bem
amarelo; flores de cor rosa, glandulas ausente no célice; l6culo da noz piloso. Morfologia

interna: Parénquima axial com bandas largas ausente; Sem as fibras gelatinosas alternando

com o parénquima axial e Drusas na regido axial do floema presente.

Figura 1. Etnotaxa Arara. A - Caule; B - Inflorescéncia e folha; C - Frutos. Fotos: A-C:
Santos, TAC e B: Alceo.

2. Caupuri — (Figura 2) Morfologia externa: Liana, com “nos inflados” nos caule, casca
grossa; folhas com peciolo 0.7 — 2.8 cm, lamina foliar com 9.7 — 19.3 cm comp. X 4 —
10.7 cm larg., folhas gossas, elipticas, base obtusa, apice acuminado, com muitas
nervuras; flores de cor rosa, glandulas ausente no célice; léculo da noz piloso.
Morfologia interna: Parénquima axial com as bandas grandes e Raio com mais de 6
celulas.
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Figura 2. Etnotaxa Caupuri. A — Caule com “noés inflados”; B - Inflorescéncia; C — Folha
face abaxial; D — Folha face adaxial. Fotos: A: Behrens, CSB e B-D: Santos, TAC.

Ourinho — (Figura 3) Morfologia externa: Liana, sem nés, casca fina, forma uns sulcos
no caule; folhas com peciolo 1.1 — 2.6 cm, lamina foliar com 10.5 — 15.8 cm comp. X
5.3 — 8.3 cm larg., forma ovada, base cuneada, apice acuminado; flores de cor rosa,
glandulas na parte livre do calice. Morfologia interna: Com muitos tilos nos vasos e

Drusa no raio do parénquima presente.

Figura 3. Etnotaxa Ourinho. A - Caule; B - Folha. Fotos: Alceo.

4. Pajezinho - (Figura 4) Morfologia externa: Liana, casca macia, seiva alaranjada; folhas
com peciolo 0.8 — 2 cm, lamina foliar com 10 — 13 cm comp. X 5.3 — 7 c¢cm larg.,
forma ovada, base cuneada, apice acuminado, grossas; flores de cor rosa, glandulas
na parte livre do calice, léculo da noz piloso. Morfologia interna: Parénquima axial
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com bandas largas: Presente, tilos nos vasos - pouco, fibras gelatinosas alternando

com o parénquima axial: sim, parénquima axial: bandas curtas, raio: 1-3 células.

Figura 4. Etnotaxa Pajezinho. A - B — Caule. Fotos:A: Alceo e B: Behrens, CSB.

5. Quebrador - (Figura 5) Morfologia externa: Liana, caule flexivel, consisténcia de
“esponja”, “quebra que nem isopor”, liso, sem torcdo, “roli¢o”, casca clara; folhas com
peciolo 0.8 — 1.2 cm, l1&mina foliar com 8.5 — 16.2 cm comp. X 4.5 — 7.4 c¢m larg.,
forma eliptica, base cuneada, apice curta acuminado, espessas, brilhantes; flores de
cor rosa, glandulas na parte livre do célice, ovario glabro. Morfologia interna:
Parénquima axial com bandas largas: Presente, tilos nos vasos - pouco, fibras
gelatinosas alternando com o parénquima axial: sim, parénquima axial: bandas curtas,

raio: 1-3 células.
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Figura 5. Etnotaxa Quebrador. A - Caule; B — Flor e folha. Fotos: Behrens, CSB.

6. Tucunacé - (Figura 6) Morfologia externa: Liana, caule fissurado, casca mais grossas;
folhas com peciolo 1 — 2.8 cm, lamina foliar com 9.5 — 18.2 cm comp. X 4 — 9.24 cm
larg., forma eliptica, base cuneada, apice acuminado; flores de cor rosa, glandulas na
parte livre do célice, ovario piloso; loculo da noz piloso. Morfologia interna:
Parénquima axial com bandas largas: presente, tilos nos vasos - pouco, fibras
gelatinosas alternando com o parénquima axial: sim, parénquima axial: bandas curtas,

raio: 1-3 células.

Figura 6. Etnotaxa Tucunacé. A - Caule; B — Flor; C — Ramos foliar. Fotos: A - B: Behrens,
CSB e C: Santos, TAC.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O ch& Ayahuasca € um importante Ente6geno usado por comunidades indigenas e
por igrejas Ayahuasqueiras, que devido a seus beneficios fisicos e espirituais tem sido
amplamente disseminado pelo mundo. O uso da Ayahuasca no Brasil é regularizado pelo
Resolucdo N°5 do CONAD, de 04 de novembro de 2004, onde esté explicitamente citado
que o ché é feito a partir da decoccdo do cipd B. caapi e da folha da Psychotria viridis
Ruiz & Pav. Diante de sua grande importancia para sociedade, € de extrema relevancia
estudos com as plantas usadas em seu preparo, haja visto que o mal uso pode causar
transtornos.

Com isso, devido o amplo cultivo de B. caapi pelas comunidades tradicionais que
a usam, registra-se a ocorréncia de linhagens com morfologias e chas com caracteristicas
distintas, que sdo tratados como “etnotaxa”. Assim como na ciéncia formal também
existem registros por parte de boténicos, que consideraram alguns etnotaxa como
espécies.

O fato de haver uma passiva concordancia de que apenas B. caapi pode ser fonte
de betacarbolinas no preparo do cha entre os grupos urbanos que utilizam a Ayahuasca.,
nos levou as seguintes perguntas: 1. “Os etnotaxa reconhecidos pelas comunidades
Ayahuasqueiras urbanas brasileiras sdo B. caapi ou pertencem a outra espécie ja descrita?
2. Os etnotaxa podem ser considerados como taxa, seguindo os parametros da ciéncia
formal, ou seja, a circunscri¢cdo mais aceita de B. caapi é satisfatoria? 4. Banisteriopsis
caapi poderia ser uma espécie domesticada e recente?

Para responder a estas questdes, esta € a primeira tese que traz uma ampla
abordagem botanica e metodoldgica da espécie B. caapi. Visto que a maioria dos estudos
sdo de cunho do uso tradicional e quimico, com importantes contribuicdes para ciéncia.
Desse modo, foram coletadas amostras de etnotaxa de B. caapi em varios locais do Brasil
e em varias comunidades Ayahuasqueiras, uma vez que esta tese € fruto de amplo projeto
desenvolvido no periodo desde 2016, 2017, 2018, 2019 até 2020. Este projeto trouxe a
coleta de 159 amostras de etnotaxa de B. caapi e 17 de outras espécies de Banisteriopsis e
Diplopterys.

Em todas as anélises filogenéticas, os etnotaxa posicionaram-se em uma grande
politomia, sem diferenciacdo genética para separar 0s etnotaxa, bem como néo se
posicionaram proximos a outros clados de Banisteriopsis. Assim, 0s etnotaxa analisados

aqui, provenientes de cultivos de centros religiosos Ayahuasqueiros brasileiros, ndo
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pertencem a outra espécie, em especial de Banisteriopsis.

O estudo biogegréafico mostrou que o género surgiu no Cerrado e foi disseminado
para a Amazonia, com pico de dipersdo por volta dos 18 milhoes de anos. A datacéo
mostrou que B. caapi surgiu a 3.2 milhdes de anos, ou seja, sua origem € anterior a
chegada do homem na América. Assim, B. caapi teve sua origem corroborada pela
biogeografia, comprovando a sugestdo de outros autores sobre sua origem nessa regiao.

Aléem disso, os grupos confirmados nas analises morfo-anatbmicas, Arara,
Ourinho, Quebrador, Pajezinho, Caupuri e Tucunaca, sdo alguns dos grupos reconhecidos
pelos que cultivam o cip6 B. caapi. Assim, embora a etnoclassificacdo considera varios
outros aspectos ndo considerados pela ciéncia formal como por exemplo os efeitos do
cha, foi possivel por meio das analises mofo-anatdmicas encontrar uma correlagdo entre a
etnoclassificacdo e a ciéncia formal.

A atual circunscricdo de B. caapi ndo abrange uma parte dos etnotaxa
reconhecidos na etnocalissificacdo, aqueles com caule diferente do espécime tipo. O fato
da diferenciacdo morfoldgica traz a inferéncia de que os etnotaxa podem estar
domesticando, porém, a falta de diferenca no genoétipo significa que é necessario uma
analise mais atenta para confirmar essa possivel domesticacao.

Finalmente, embora este trabalho tenha tido um grande esforco relacionado a
estratégias metododoldgicas, com o intituito de verificar as relacBes entre 0s etntotaxa
com B. caapi. Faz-se necessarios outros estudos para ampliar o conhecimento dessa
importante espécie. A ampliacdo da amostragem, com individuos de outras regides ndo
coletadas neste trabalho, bem como a coleta de individuos com flor e/ou fruto. E analises
especificas para identificar domesticacdo, hibridacdo, enfim estudos que expliquem por
que essa diferenciacdo e o reconhecimento de linhagens morfolégicas sem diferenciacéo

genética.

158



