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RESUMO

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf Ex Wardleworth) ¢ uma planta medicinal
encontrada no norte/nordeste do Brasil. Nas ultimas décadas, a exploragdo extrativista
desordenada, o avango da agropecuaria e de outras atividades que resultam no desmatamento,
bem como as mudangas climaticas em curso, tem induzido impactos diretos e indiretos na
sobrevivéncia desta espécie vegetal. O jaborandi ¢ uma fonte natural de pilocarpina, um
alcaldide utilizado na industria farmacé€utica para o tratamento de glaucoma e xerostomia.
Assim sendo, a espécie tem um grande interesse socioambiental pois o extrativismo das suas
folhas tem gerado renda para inimeras familias, além de contribuir para a conservagdo da
espécie na regido. A fim de contribuir com estratégias de conservagdo e sobrevivéncia da
espécie a longo prazo, esse estudo avaliou a estrutura e diversidade genética da espécie P.
microphyllus em uma Unidade de Conservagao (UC) no sudeste do Para (FLONA Carajas),
bem como foi desenvolvido um estudo de modelagem ambiental para analisar os impactos das
mudancas climaticas na distribuicao geografica de ocorréncia do jaborandi, a fim de delinear
areas adequadas mediante aos cenarios climaticos futuros. Os resultados do estudo genético
demonstraram a formacao de 04 populagdes com elevada diversidade e estrutura ecologica,
mesmo com extrativismo continuo dentro da FLONA de Carajas, indicando que a exploracao
tem ocorrido de forma sustentavel na regido. No estudo de modelagem, as projecdes indicaram
impactos das mudangas climaticas na distribui¢ao de P. microphyllus com reducdo nas areas
adequadas nos biomas de Cerrado e Caatinga (Maranhdo e Piaui) e expansao das espécies nas
areas protegidas de cobertura florestal do bioma Amazonia no sudeste do estado do Para. Os
resultados deste estudo contribuem para o entendimento da diversidade na FLONA de Carajas
e reforcam a necessidade de planos de manejo e conserva¢do de P. microphyllus em areas
prioritarias, onde a espécie encontra condi¢des climaticas favoraveis nos cenarios futuros.
Medidas de conservagdo in situ e ex situ para essa espécie sdo essenciais, visto que, o

extrativismo das folhas contribui como fonte de renda para as comunidades locais.

Palavras-chave: conservagdo; diversidade; modelagem de distribuicdo de espécies; mudangas

climaticas; Jaborandi; Amazonia.



ABSTRACT

Jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf Ex Wardleworth) is a medicinal plant found
in the north/northeast of Brazil. In recent decades, disordered extractive exploitation, the
advance of agriculture and other activities that result in deforestation, as well as ongoing climate
changes, have induced direct and indirect impacts on the survival of this plant species. Jaborandi
is a natural source of pilocarpine, an alkaloid used in the pharmaceutical industry to treat
glaucoma and xerostomia. Therefore, the species is socio-environmental interest because the
extractivism of its leaves has generated financial income for countless families, in addition to
contributing to the conservation of the species in the region. In order to contribute to long-term
conservation and survival strategies for the species, this study evaluated the structure and
genetic diversity of the species P. microphyllus in a Conservation Unit (UC) in southeastern
Par4d (FLONA Carajas), as well as an environmental modeling study was developed to analyze
the impacts of climate change on the geographic distribution of occurrence of jaborandi, in
order to delineate suitable areas according to future climate scenarios. The results of the genetic
study demonstrated the formation of 04 populations with high diversity and ecological structure,
even with continuous extractivism within the Carajas FLONA, indicating that exploration has
been taking place in a sustainable manner in the region. In the modeling study, the projections
indicated impacts of climate change on the distribution of P. microphyllus with a reduction in
suitable areas in the Cerrado and Caatinga biomes (Maranhdo and Piaui) and expansion of the
species in the protected areas of forest cover of the Amazon biome in southeastern Para. The
results of this study contribute to the understanding of diversity in the FLONA of Carajas and
reinforce the need for management and conservation plans for P. microphyllus in priority areas,
where the species finds favorable climatic conditions in future scenarios. In situ and ex situ
conservation measures for this species are essential, since extracting the leaves contributes as a

source of income for local communities.

Keyword: conservation; diversity; species distribution modeling; climate change; Jaborandi;
Amazon.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

As florestas tropicais abrigam uma fracao significativa da biodiversidade global, pois é
vista como um importante contribuinte em armazenar boa parte dos estoques totais de carbono
(Malhi, 2012; Poorter et al., 2015). A Amazodnia abriga cerca de 40% desse ecossistema global
de florestas (Aragdo et al., 2014; Laurence et al., 2001; Nobre, 2014), porém grande parte dessa
biodiversidade tem se perdido devido ao desmatamento causado pela répida expansdo da
exploracdo madeireira, pecudria, mineragdo, agricultura e pelo extrativismo vegetal
desordenado (Cruz et al., 2021; Mammadova et al., 2022). Nesse sentido, o desmatamento da
Amazodnia e as mudancas climaticas se associam ao aumento da temperatura do ar proximo a
superficie (Baker; Spracklen, 2019, Cohn ef al., 2019; Prevedello et al., 2019) e a0 aumento na
frequéncia dos eventos climaticos extremos, como secas e¢ inundagdes (Nepstad et al., 2008;

Sena; Corvalan; Ebi, 2014; Wu et al., 2016; Stoy, 2018; Leite-Filho; Pontes; Costa, 2019).

Além dos impactos no clima, o desmatamento apresenta impactos econdémicos, uma vez
que elimina produtos com potencial comercial, como por exemplo, a madeira e os produtos
nao-madeireiros (Nambiar, 2019; Romero et al., 2020; Brandao et al., 2021). Na Amazonia,
estima-se que mais de 10.000 espécies vegetais com potencial comercial ja sdo utilizadas como
produtos alimenticios, medicinal, cosmético € no controle bioldgico de pragas e/ou doengas
(Herculano, 2013; Miguel, 2007; Jordao, 2019). Geralmente, as plantas medicinais das
Amazonia sdo exploradas por meio do extrativismo, o qual juntamente a expansdo da fronteira
agricola vem promovendo a redugdo ou perda de habitat, isolamento de populagdes de
ocorréncia natural das espécies, mudangas nos padrdes de migracdo e dispersdao das espécies

(Almeida et al., 2019; Brandao; Barata; Nobre, 2022; Oliveira et al., 2022).

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf Ex Wardleworth) ¢ uma espécie medicinal,
de porte arbustivo pertencente a familia Rutaceae e género Pilocarpus, encontrada, atualmente,
nos estados do Maranhao, Para e Piaui (Martinelli; Moraes, 2013). Das suas folhas sdo extraidas
a pilocarpina, um alcaldide tradicionalmente utilizado na fabricacdo de colirios, remédios para
cirurgias e tratamentos oftalmologicos como o glaucoma e xerostomia (Moura et al., 2005;
Abreu et al., 2011; Caldeira et al., 2017). As folhas do jaborandi sdo provenientes do

extrativismo realizado pelas comunidades locais, sendo essa atividade importante fonte de
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renda para muitas familias que dependem do extrativismo de produtos florestais ndo
madeireiros, além de proporcionar a sobrevivéncia da espécie no seu habitat natural (Pinheiro,

2002; Homma, 2004).

A intensa coleta das folhas do jaborandi para a retirada da pilocarpina, desde o final do
século XIX levou ao desaparecimento da espécie em determinadas areas. Diante disso, a partir
de 1992, esta espécie foi inserida na lista de plantas brasileiras em perigo por meio da Portaria
Normativa IBAMA 37-N, de 3 de abril de 1992 (Homma; Menezes, 2014; Costa, 2005) e,
conforme os critérios do Centro Nacional de Conservacdo da Flora (CNCFLORA), o P
microphyllus continua sob ameaca de extingdo na categoria “Em Perigo”. Estes critérios
ressaltam a reducao do tamanho da populagdo, havendo um declinio na area de ocupagdo,
qualidade do habitat e no nimero de populagdes naturais em aproximadamente 50% nos ultimos
10 anos (Martinelli; Moraes, 2013) sendo necessarias acdes para sua conservagao € 0 manejo

sustentavel da espécie em condigdes naturais.

Atualmente, a Floresta Nacional de Carajas (FLONA), localizada no Estado do Para, ¢
considerada uma das maiores reservas naturais de P. microphyllus do estado (Costa, 2012).
Apesar do intenso desmatamento até as bordas da FLONA de Carajas, seu interior tem sofrido
menor pressao de perda de cobertura vegetal (Souza-Filho et al., 2016), o que tem
proporcionado a manutengao e exploragao do P. microphyllus, que ocorre comumente no sub-
bosque da floresta. Em Carajas, o extrativismo do jaborandi ¢ realizado pela cooperativa dos
extrativistas de Carajas (CoEx-Carajas) autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio). O objetivo da criagio da CoEx-Carajas foi
possibilitar o manejo sustentavel do jaborandi. Além de realizar o monitoramento da espécie
para garantir que a atividade extrativista ndo gere impactos negativos (Homma; Menezes, 2014;

Bannitz et al., 2015).

O extrativismo desordenado reduz a variabilidade genética de suas populacdes a niveis
criticos e, consequentemente levando a extingdo das populagdes em curto prazo. Por conta disso,
os niveis de variabilidade genética foram inseridos pela Unido Internacional para Conservacgao
da Natureza (IUCN) como um dos parametros populacionais a serem usados na classificacao
de espécies ameagadas. Os baixos niveis de variabilidade genética relacionados com outros
fatores, como a estruturacao genética, a histéria de vida da espécie e o modo reprodutivo,

mostram-se como o passo inicial para a extingdo de espécies, subespécies ou grupos
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populacionais. A informagdo genética proveniente de estudos com espécies selvagens e
ameacadas de extingdo ¢ de extrema importancia para apoiar estratégias de gestdo e
conservagdo (Feng et al., 2020; Lee et al., 2018; Li et al., 2019; Rodger et al., 2021; Thomas
et al., 2021; Tikendra et al., 2021). Além disso, o entendimento da diversidade genética ¢
essencial para as espécies se adaptarem as mudangas climaticas e habitats, incluindo as

interagdes entre os fatores bioticos (Kort ef al., 2021; Guan et al., 2021; Razgour et al., 2019).

1.1 Referencial Tedrico

1.1.1 Pilocarpus microphyllus Stapf ex. Wardl - caracteristicas gerais e distribui¢do geografica

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex. Wardl) pertence a familia Rutaceae, é
um arbusto ou arvoreta que ocorre preferencialmente no sub-bosque, é bastante ramificada,
perene e albgama. Possui aproximadamente 1 a 6 m de altura, com folhas compostas de foliolos
sésseis e pequenos que liberam um cheiro forte quando esmagados (Skorupa, 2000). As
populacdes dessa planta formam agregados denominados popularmente de “reboleiras ou bolas”
(Gumier-Costa; Jesus, 2007). Apresentam flores bissexuadas e, seus frutos sdo do tipo
esquizocarpo, com a dispersdo feita por deiscéncia explosiva, como em outras espécies do

genéro Pilocarpus (Figura 1.1) (Skorupa, 2000; Pirani; Devecchi, 2018).

Como falado anteriomente, as flores de P. microphyllus sao hermafroditas, porém
atualmente, nao temos informagdes especificas sobre o processo de reproducao ou a maneira
como ocorre a polinizagdo. Dentro da Subfamilia Zanthoxyloideae da familia Rutaceae, a
maioria das espécies ¢ entomofila, ou seja, atrai insetos para polinizagdo através de
caracteristicas como o aroma das flores e/ou a oferta de néctar (Appelhans et al., 2021; Groppo;
Afonso; Pirani, 2022). Por outro lado, algumas espécies de Pilocarpus aparentam seguir uma
estratégia sapromiofila, possuindo flores com odor desagradavel e coloracdo vermelha/roxa

para atrair moscas polinizadoras (Skorupa, 1996; Groppo; Afonso; Pirani, 2022).



22

Figura 1.1 — Pilocarpus microphyllus. (a) P. microphyllus na fase de floragio. (b) Flores.

Fonte: Pirani e Devecchi (2018).

Pilocarpus microphyllus € restrita ao Brasil, ocorrendo no leste do Para, noroeste e norte
do Maranhio, e Piaui (Skorupa, 2000) (Figura 1.2). E uma planta nativa de regido de clima
quente e umido, demonstra um bom crescimento vegetativo em chapaddes arenosos, sendo
também encontrado em florestas ombrofilas densas e abertas, frequentemente em clareiras, €
em afloramentos rochosos. No estado do Pard, o jaborandi ocorre nas Florestas Nacionais
Tapirapé- Aquiri, Itacaiinas e Floresta Nacional de Carajas (Silva, 1991; Costa, 2005; Gumier-
Costa et al., 2016). No territorio maranhense, ¢ viavel identificar a ampla disseminacao de P.
microphyllus, ocorrendo do oeste ao norte do estado. Enquanto que, no estado do Piaui, a
presenca da espécie revela-se particularmente ao norte do estado (Pinheiro, 1997; Skorupa,
2000). Apesar da espécie ndo ser endémica no Brasil, ¢ notdria a sua presenga particularmente

marcante neste pais.
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Figura 1.2 — Mapa de distribuicao espacial de Pilocarpus microphyllus. (b) Os pontos na cor bege indicam os
locais onde as plantas de P. microphyllus sdo encontradas no Brasil.
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Fonte: Da autora.

1.1.2 Fenologia de Pilocarpus microphyllus

A ocorréncia da floragao e frutificagdo do jaborandi exibe variagdes conforme sua regido,

todavia, segundo Moreira et al. (2021), ¢ possivel afirmar que, os eventos de floragdo e

frutificagdo ocorrem durante o ano inteiro, indicando que a espécie possui as fenofases bem

distribuidas ao longo do ano. Ainda, conforme Moreira et al. (2021), observou-se uma relativa

uniformidade na distribuicdao das frequéncias fenoldgicas ao longo do ano, com exce¢do dos

meses de outubro e novembro, os quais registraram um menor percentual de acessos com

frutificagdo (Figura 1.3).
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Figura 1.3 — Percentagens de ocorréncia das fenofases nos acessos de Pilocarpus microphyllus.
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Fonte: Moreira et al. (2021).

De modo geral, o periodo de floragdo da espécie ocorre entre os meses de marco e julho,
podendo se estender até setembro em certas localidades (Skorupa, 2000). Por exemplo, Muniz
(2008) destaca o periodo de floragao entre os meses de abril a maio desta espécie no Nordeste
do Brasil. Moreira et al. (2019) demonstram o maior nimero médio de ocorréncias das
fenofases, para o Pilocarpus microphyllus, no més de marco, seguidas pelos meses de maio,
agosto e setembro e com a menor média de floracdo sendo registrada no més de dezembro
(Figura 1.4). Vale ressaltar que as fases fenologicas em espécies de plantas estdo fortemente
relacionadas com os fatores climaticos como precipitacdo e temperatura (Gomes et al., 2023;

Khan et al., 2023; Bartlett et al., 2023).

Moreira et al. (2019) destaca fortemente a relagao entre os fatores climaticos e a
fenologia para o jaborandi. Os autores observaram que o pico de florescimento da espécie se
deu no més de margo, o qual corresponde com a maior média de precipitagdo pluviométrica
(482,0 mm) quando comparado com os outros meses conforme o periodo analisado no estudo
(Figura 1.4). De Assis et al. (2016) também relatam os maiores niimeros de dias de floracao

coincidindo com a maior média pluviométrica para o jaborandi.
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Figura 1.4 — Média do numero de dias da floracdo de Pilocarpus microphyllus e os valores de precipitacdo
pluviométrica, durante o periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2018.

600 30
500 25

-

L
: -
& °
] 400 20 o
“ =
: :
. <
g . = /8
e 300 15 5
2 ~
5 N
. -
) <
w 200 10 =
o o
- &
- —
_‘C 100 5
[

0 0
— Foragdo 14 13 23 20 21 20 12 21 21 13 14 11

a—Precipitx30 396 | 456 | 482 | 395 | 301 | 175 | 118 | 121 80 103 a8 2

Fonte: Moreira et al. (2019).

Segundo Skorupa (2000), o periodo de frutificacao da espécie acontece no intervalo de
marco a setembro, podendo, em algumas areas, estender-se até dezembro. O padrdao de
frutificacdo observado no estudo de Caldeira et al. (2017) apontou que o pico de atividade de
média dias de ocorréncia de frutificagdo, para o jaborandi, na Floresta Nacional de Carajas,
ocorreu nos meses de Maio e Junho, finalizando entre os meses de julho/agosto (Figura 1.5),

coincidindo com o periodo seco na regido.
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Figura 1.5 — Atividade e intensidade de frutificagdo mensal, no periodo de fevereiro de 2014 a abril de 2016. As
linhas solidas representam maximo de precipitagdo e as linhas pontilhadas representam o minimo da temperatura
na regido.
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Fonte: Adaptado de Caldeira et al. (2017).

1.1.3 Diversidade Genética e suas aplicagdes na conservacao

A diversidade genética possui um papel importante na resili€éncia do ecossistema e na
manutencdo da diversidade das espécies. Este parametro fornece alto potencial adaptativo as
espécies e populagdes para confrontar os efeitos provocados pelos impactos ambientais, como
as mudangas climaticas, poluicdes e doencas. Para espécies raras e com riscos de extingdo, o
conhecimento desta medida ¢ fundamental para a formulacdo de estratégias eficientes de
manejo e conservagdo (Hoban ef al., 2020). A diversidade genética pode ser medida através da
heterozigosidade observada (Ho) obtida a partir das frequéncias genotipicas observadas e
heterozigosidade esperada (He) com base nas frequéncias alélicas de uma populagdo,
considerando os pressupostos do Principio de Hardy-Weinberg. O valor de He possibilita medir
o nivel de variagdo genética em uma populagdo de uma determinada espécie, independente do
sistema de cruzamento (Nei, 1973). Além dessas, uma outra medida importante na
determinacdo de estratégias para conservagao ¢ a riqueza de alelos (Ar). Ariqueza alélica € mais
sensivel a reducdo no tamanho populacional quando comparado com a heterozigosidade, em
virtude da eliminacao de alelos (Barrandeguy; Garcia; 2021; Cornuet; Luikart, 1996).

Além desses coeficientes o tamanho efetivo populacional (Ng) também vem sendo uma

importante métrica no delineamento de estratégias de conservagdo de uma espécie (Rieman;
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Allendorf, 2001; Harmon; Braude, 2010). Essa medida refere-se ao tamanho populacional ideal
(Fisher, 1930; Wright, 1931), a qual tem as mesmas taxas de frequencias alélicas ou de
heterozigosidade das populagdes observadas. Hoban et al. (2022) propuseram quatro VBEs
(variaveis de biodiversidade essenciais) de composi¢ao genética, dentre os quais incluem o NE.
As VBEs foram, primeiramente, propostas pelo Grupo de Observagdes da Terra Rede de
Observacao da Biodiversidade (GEO BON), com o objetivo de auxiliar no monitoramento da

diversidade biologica de forma global (Pereira ef al., 2013; Hardisty et al., 2019) (Figura 1.6).

Figura 1.6 — Estrutura das seis classes de VBE agrupadas por abordagens focadas nas espécies e nos ecossistemas.
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Fonte: Adaptado de Fernandéz et al. (2020).

De acordo com Hoban et al. (2022), VBE genéticos tém grande importancia para as
metas globais, incluindo a Metas 13 de Biodiversidade de Aichi; Metas 2.5, 14 e 15 do Objetivo
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU; e para as Metas 5 e 9 da Estratégia Global
para Conservagdo de Plantas (GSPC) (CBD, 2011; CBD, 2020; ONU, 2015) (Quadro 1.1).
Recentemente, as VBE genéticos, a qual ndo tinham sido definidas ou examinadas de forma
detalhada, anteriormente (Pereira et al., 2013; Kissling et al., 2018), foram associadas a tomada
de decisdoes de conservagdo na publicacdo 'Effective Biodiversity Indicators' do governo do
Reino Unido (Henly; Wentworth, 2021) e a Organizacao das Na¢des Unidas para a Alimentagao
e a Agricultura (FAO) inseriu o tamanho efetivo da populag¢do (Ng) como um parametro para o

monitoramento genético florestal (Graudal et al., 2020).
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Quadro 1.1 — Objetivos de Metas e Estratégias que relatam a diversidade genética.

Metas

Objetivos

Meta Aichi

13: “Em 2020, a diversidade genética de plantas cultivadas e animais
domeésticos e de seus parentes selvagens, incluindo outras espécies de
importdncia social, economica e cultural, deve estar mantida, e devem ser
desenvolvidas e implementadas estratégias para minimizar a erosdo
genética e proteger sua diversidade genética”

Metas ODS

2.5: “Ate 2020, manter a diversidade genética de sementes, plantas
cultivadas, animais de cria¢do e domesticados e suas respectivas espécies
selvagens, inclusive por meio de bancos de sementes e plantas
diversificados e bem geridos em nivel nacional, regional e internacional, e
lgarantir o acesso e a reparti¢do justa e equitativa dos beneficios
decorrentes da utilizagdo dos recursos genéticos e conhecimentos
tradicionais associados, como acordado internacionalmente”

14: “Conservar e usar de forma sustentavel os oceanos, mares e os
recursos marinhos para o desenvolvimento sustentavel”

15: “Proteger, restaurar e promover o uso sustentdavel dos ecossistemas
terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas, combater a
desertificagdo, travar e reverter a degradacdo dos solos e travar a perda
da biodiversidade”

Estratégia Global
para

Conservacgao de
Plantas - GSPC

5: “Pelo menos 75 por cento das dreas mais importantes para a
diversidade de plantas de cada regido ecoldgica, protegida por meio de
manejo efetivo para a conservagdo de plantas e de sua diversidade
genética”

9: “70 por cento da diversidade genética de culturas, incluindo os seus
parentes silvestres e outras espécies de plantas de importdncia socio-
economica conservadas, enquanto respeitando, preservando e mantendo
o conhecimento indigena e local associado”

Fonte: Da autora.
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O entendimento da diversidade genética em espécies vegetais ¢ relevante, uma vez que,
o conhecimento ocasionado por estudos de diversidade geram informagdes valiosas sobre os
dados demograficos, reproducdo e ecologia. Esses auxiliam no estabelecimento de estratégias
para o manejo dos recursos genéticos e areas de conservacao (Wang et al., 2020; Zaya et al.,
2017; Yun et al., 2020). A diversidade genética pode ser avaliada usando marcadores
moleculares como o Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), definidos como substituigdo
de uma unica base ao longo de uma sequéncia de DNA que variam entre os individuos (Caetano,
2009; Primmer et al., 2002). Este marcador apresenta alta frequéncia e cobertura gendmica mais
ampla, além de facilitar a obtengdo de milhares de marcadores em organismos nao modelo por

meio de sequenciamentos de nova geracao (Helyar et al., 2011; Vignal et al., 2002).

Estudos recentes utilizando marcadores SNPs tém ajudado a avaliar a diversidade
genética de algumas espécies pertencentes a familia Rutaceae. Em seu estudo sobre cultivos de
Zanthoxylum bungeanum e Zanthoxylum armatum na China, Feng et al. (2020) verificaram que
os cultivos analisados apresentaram alta diversidade genética e, portanto, podem ser uteis para
conservagdo e manejo dos recursos de germoplasma. Além disso, Monteiro et al. (2022),
utilizando marcadores SNPs para estudar populagdes naturais de Pilocarpus microphyllus Stapf
ex Wardlew. na Amazonia Oriental, encontraram alta diversidade genética entre as populagdes,
apesar da colheita continua feita nas ultimas décadas. Ademais, os resultados obtidos fornecem
informagdes importantes para desenvolver estratégias de conservagao e servir como base para

a concepcao de um banco de germoplasma.

O conhecimento ecolégico e genético € essencial para o entendimento da estrutura
genética de populagdes nativas para o delineamento de estratégias de conservacao (Monteiro et
al., 2022; Dalapicolla et al., 2021; Taylor et al., 2021), melhoramento e manejo adequado das
espécies (Fine et al., 2019; Makanjoula et al., 2020; Degirmenci; Acar; Zaia, 2019),
recuperacao de areas degradadas e coletas de sementes para plantio de espécies nativas (Hoban;
Strand, 2015; Hoban et al., 2018). O entendimento da diversidade genética tem sido
fundamental em gerar informagdes que contribuird para a preservacdo das areas florestais na
Amazonia, na reducdo das taxas de desmatamento e, também garantindo a geracdo de renda
para inimeras familias ao longo dos proximos anos, uma vez que, estas dependem do
extrativismo de importantes espécies de plantas com grande relevancia econdmica na Amazonia
(Fouet et al., 2022; Monteiro et al., 2022; Ramos et al., 2021). Além disso, as informag¢des

genéticas sdo essenciais para o plano de gestdo das espécies (Hoban et al., 2021; Hoban et al.,
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2020; Jost et al., 2018; Jamieson; Allendorf, 2012), tais como no desenvolvimento de

estratégias de conservagdo in situ e ex situ (Flower et al., 2018; Griffith et al., 2020).

A Estratégia Global para Conservagdo de Plantas (CBD, 2011) aborda nos artigos 7 e 8
sobre a conservagdo in situ ¢ ex situ. Embora, a Convengdo priorize a conservagao in sifu, a
mesma também destaca a importancia da conservagao ex situ na implementacao de estratégias
para a conservagdo de plantas. Além disso, o artigo 13 da Estratégia Global para Conservacao
de Plantas (GSPC), destaca a importancia das comunidades indigenas e locais que através dos
estilos de vida tradicionais possuem uma contribui¢do significativa para a conservacao € uso
sustentavel da biodiversidade (CBD, 2011; Sharrock, 2012). Conforme Sharrock (2012) o
conhecimento tradicional pode trazer contribuicdes valiosas para o desenvolvimento
sustentavel e, Karki (2020) também destaca que o conhecimento indigena e local e as praticas
tradicionais fornecem informacgdes significativas para alcangar os avangos socioecondmicos
gerais descritos nos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), incluindo o Acordo de

Paris.

1.1.4 Extrativismo, manejo e geracao de renda do jaborandi

A Amazonia possui umas das principais reservas de florestas tropicais imidas continuas
do mundo, abrigando cerca de 1/3 do estoque genético natural do planeta (Homma et al., 2012).
Estima-se que existam na regido aproximadamente 60.000 espécies de plantas, dentre elas,
plantas medicinais, que possuem um importante papel no cenario economico para a extragao de
principios ativos utilizados na producao de drogas, como por exemplo, substancias empregadas
no tratamento de cancer (Portal et al., 2023; Maia et al., 2023). Geralmente, na floresta
Amazonica, ocorre o extrativismo e o manejo de produtos florestais ndo madeireiros (PFNMs).
Dentro desta categoria, podemos destacar: frutas nativas como agai, cupuacu, cacau; diversos
vegetais folhosos, como o jambu e o cariru e; plantas medicinais como copaiba, andiroba e
jaborandi (Lima et al., 2020; Garcia, ef al., 2018; Santos; Lobao; Araujo, 2020). Na Amazdnia,
o extrativismo dos PFNMs se destaca por ser uma atividade com potencial para geracdo de
renda e emprego para as comunidades locais, além de promover a conservagao ambiental (Giatti

et al.,2021; Silva et al., 2019).



31

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew. - Rutaceae) € restrita ao Brasil,
com distribui¢do geografica, ocorrendo desde o leste do Pard, oeste e norte do Maranhdo, até o
estado do Piaui (Skorupa, 2000) Possui grande importancia econdémica, uma vez que, das suas
folhas sdo extraidas a pilocarpina, substancia utilizada na fabricacdo de colirios para o
glaucoma (Jain; Verma; Jain, 2020). Além disso, o extrativismo do jaborandi possui um alto
impacto social, devido essa atividade ser uma das responsaveis pelo sustento de muitas familias
nas regioes Norte e Nordeste do Brasil (Grabher, 2015; Costa, 2012; Homma; Menezes, 2014).
Segundo Homma e Menezes (2014), no auge do extrativismo do jaborandi (1970-1980), a
coleta das folhas nos estados do Maranhdo e Par4 chegaram a corresponder a maior renda de
inumeras familias, estimando-se atingir até 25 e 1,2 mil familias, em cada estado,

respectivamente.

Atualmente, toda produgdo de pilocarpina ¢ oriunda do Brasil e segundo a Associagao
Brasileira da Indutstria Farmoquimica e de Insumos Farmacéuticos (Abiquifi, 2020) a
exportagdo da pilocarpina, em 2017, rendeu cerca de 9,7 milhdes de dolares. Dados do IBGE
(2021) tém demonstrado um aumento, apds uma queda em 2017, na extracao das folhas do
jaborandi, no Brasil, a partir de 2018 (Figura 1.7). No Brasil, o maior centro de produgdo das
folhas do jaborandi, ocorre no estado do Maranhao, seguido pelo Piaui e o estado do Para. No
ano de 2021, o estado do Maranhdo produziu cerca de 51,20% de toda produg@o nacional

(Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Extragdo de folhas de jaborandi em toneladas (ton.) e em porcentagens (%) no Brasil (BR) e nos
estados do Maranhdo (MA), Piaui (PI) e Para (PA), no ano de 2021.

Produtividade
Localizacéo
Ton. (%)
BR 291 100
MA 149 51,20
Pl 104 35,73
PA 38 13,05

Fonte: IBGE (2021).
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Figura 1.7 — Quantidade produzida na extra¢ao de folhas do jaborandi (em toneladas), no Brasil, no periodo de
2009 a 2021. Circulo (em preto) marca o aumento na extragdo de folhas a partir do ano de 2018.
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Fonte: IBGE (2021).

No estado do Para, mais precisamente na FLONA de Carajds, o extrativismo do
jaborandi ¢ realizado, exclusivamente, pela CoEx-Carajas. Os colhedores da folha de Jaborandsi,
denominados de folheiros, tem atuado na regido desde a década de 80, porém somente em 1997
houve a criacao da Cooperativa, inicialmente chamada de Yaborandi. A partir desse momento,
houve a necessidade de delinear um Plano de Manejo para que o mecanismo de colheita fosse
organizado e com menos impacto ao extrativismo das folhas (Bannitz et al., 2015; Gumier-

Costa et al., 2016).

Com o Plano de Manejo, a coleta das folhas do jaborandi ¢ feita com tesoura de poda e
rodizio de corte, colhendo 1 ano e falhando dois (ICMBio, 2017). As coletas acontecem nos
meses de julho a dezembro, periodo chuvoso na regido. Durante esse periodo, os folheiros
seguem uma rotina dindmica, onde passam de 20 a 30 dias no interior da FLONA de Carajas,
fazendo a colheita. A coleta ¢ feita de forma individual, mas, mesmo que a coleta seja de
responsabilidade de cada cooperado, estes se subdividem em grupo de 2 a 5 homens para que
nio fiquem totalmente sozinhos (Bannitz et al., 2015; ICMBio, 2017). E importante destacar
que essa atividade ¢ totalmente feita somente por homens, devido o transporte das folhas serem

feitas no ombro até o local de embarque do caminhdo (Homma; Menezes, 2014) (Figura 1.8).

A Cooperativa conta com varios parceiros, como o instituto Chico Mendes da

Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), Vale, EMBRAPA, GTZ (Agéncia Alema de
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Cooperacao Técnica) e a Centroflora (antiga Vegeflora), principal compradora das folhas do
jaborandi coletadas na FLONA de Carajas (Bannitz et al., 2015; Costa, 2012). De acordo com
Gumier-Costa et al. (2016) o laboratorio alemao Boehringer Ingelheim ¢ um dos seus principais
clientes da Centroflora na compra da pilocarpina para produgdo de colirios antiglaucomatosos.
A coleta de folhas do jaborandi na FLONA de Carajas tem se mostrado uma atividade
economicamente vidvel e com grande rentabilidade aos extrativistas da CoEx-Carajas. Segundo
o Programa de Aceleracao (PPA, 2020) os extrativistas chegam a receber uma renda mensal
variando entre R$ 2 mil e R$ 2,5 mil advindos somente da colheita das folhas. E, de acordo
com o relatério da Amaz (2022) cerca de 160 familias foram beneficiadas com a

comercializacao da folha do jaborandi e coleta de sementes nativas na regido de Carajas.

Figura 1.8 - Processo de coleta das folhas do Jaborandi na FLONA de Carajas-PA.
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Fonte: ICMBio (2017).

Nos ultimos anos, o extrativismo do jaborandi tem ganhado mais for¢a e vem sendo
cada vez mais valorizado, especialmente, pelo fato de ser uma atividade que desempenha um
papel significativo na geracdo de renda para inimeras familias. Além disso, atua como uma

importante ferramenta que contribui para a conservacao das florestas (Grabher, 2015; Gumier-
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Costa, 2012), uma vez que, a Cooperativa também faz a coleta de sementes de outras espécies
que sdo utilizadas para reflorestamento. Conforme o relatorio de impacto da Amaz (2022) 80,4
hectares foram reflorestados de forma direta utilizando sementes nativas. E, de acordo com
Bannitz et al. (2015) nos ultimos anos a CoEx-Carajas tem efetuado o manejo adequado do
jaborandi, visto como a condi¢do mais sustentavel de retirada das folhas do arbusto. Nesse
sentido, esse modelo de produgdo se aproxima das metas dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) (Figura 1.9) que compdem a Agenda 2030 da Organizacdo das Nagoes
Unidas (ONU, 2015).

Figura 1.9 — Principais ODS relacionadas ao modelo de producéo de coleta das folhas do jaborandi na FLONA de
Carajas-PA.
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Fonte: AMAZ (2022).

Dentro das reflexdes trazidas pela ODS, as mudangas climaticas globais (ODS 13 da
Agenda 2030 da ONU) vém sendo debatido, principalmente, nas duas ultimas décadas. Além
disso, tém sido destacadas por varios estudos cientificos e relatérios voltados para tomadores
de decisdo como os que sdo desenvolvidos pelo Painel Intergovernamental de Mudangas
Climaticas (IPCC). As mudangas climaticas estdo impactando, em todo o mundo, os sistemas
de subsisténcia das populagdes (Porter et al., 2014; Clapp; Newell; Brent, 2018; Keller et al.,
2018) mais especificamente as de populagdes pobres e comunidades, as quais estdo ligadas aos
produtos extraidos diretamente da natureza (Lastra Landra; Grados Bueno, 2022; Blackmore et
al., 2021; Zavaleta et al., 2018), como a extracdo de PFNMs praticados pelas populagdes

tradicionais na Amazonia (Giatti et al., 2021; Silva; Paraense, 2019; Moraes et al., 2020). As
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espécies vegetais estdao entre os grupos mais vulneraveis as mudangas climaticas (Aleixo et al.,
2019; Fontes et al., 2018; Garcia et al., 2021), ¢ a mortalidade de arvores vem crescendo em
razdo da intensificacdo das esta¢des seca e chuvosa (Mcdowell et al., 2022; Anderegg et al.,
2019). Portanto, as mudangas climaticas previstas para o proximo século podem impactar de
forma direta o extrativismo praticado pelas populagdes e comunidades tradicionais na
Amazonia (Brandao; Barata; Nobre, 2022). Silva ef al. (2016) destaca que os efeitos causados
pelas mudancas climaticas ndo apenas causariam perdas de biodiversidade, mas também
causariam impactos sociais, uma vez que, afetariam diretamente fonte de alimento e renda das
populagdes. Com base nisso, ha uma necessidade urgente de investigar as popula¢des de P
microphyllus, identificando os principais fatores ecologicos que determinam a sua existéncia
atual e futura. Além disso, detectar as regides que serao mais afetadas pelas mudancas

climaticas servird como uma importante forma de mitigar os impactos socioambientais.

1.1.4. Os efeitos do clima futuro sobre as populagdes de plantas

As atividades humanas possuem influéncia significativa nas mudancas climaticas
futuras, representadas principalmente na geragao de emissoes de gases do efeito estufa (IPCC,
2021, IPBES, 2019). De acordo com Sexto Relatério de Avaliagao (AR6) do IPCC (Painel
Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas) estima-se que as emissoes de CO> e outros
gases de efeito estufa resultardo no aumento da temperatura média global de 1,5°C a 2,0°C
(Figura 1.10) nas préximas décadas e precipitagdes com mais intensidade devem ocorrer (IPCC,
2021). As mudangas resultantes do aumento da temperatura e precipitacdo acabam
comprometendo a estabilidade e a diversidade dos ecossistemas florestais globalmente (Brown
et al., 2022; Hoban et al., 2020). A taxa de extingao das espécies aumentara em decorréncia de
temperaturas mais quentes, o qual podem afetar o crescimento ¢ o rendimento das plantas

(Hatfield; Prueguer, 2015; Ogunkanmi; Maccarthy; Adiku; 2022).

Figura 1.10 - A temperatura média global aumentou 1,1 graus em comparacgio aos niveis pré-industriais, sendo
que a grande maioria desse aumento foi provocada pela atividade humana. Segundo todos os cenérios estudados,
espera-se que um aquecimento de 1,5 graus seja alcancado por volta do inicio da década de 2030.
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Fonte: Sexto Relatorio de Avaliagdo (AR6) do IPCC (2021).

A nivel global, um estudo recente demonstrou que quase 40% das espécies de plantas
encontram-se ameagadas de extingao (Nic Lughadha et al., 2020). No Brasil, uma analise feita
pela Centro Nacional de Conservagao da Flora (CNCFlora) demonstrou que das 4.617 espécies
de plantas que ocorrem no pais, 2.118 espécies, cerca de 45%, estdo ameacgadas de extingdo em
diferentes categorias (Martinelli; Moraes, 2013). As projecdes climaticas ja apontam que havera
o declinio no regime de chuvas e secas mais severas no nordeste e noroeste do Brasil (Jenkins;
Warren, 2015; Cunha ef al., 2019; De Jong et al., 2019).

De fato, o aumento da temperatura média e a alteragdo nos padrdes da precipitagao
trazem impactos negativos diretos na agricultura, na seguranca hidrica e geragao de distribui¢ao
de energia e sobre a satde (IPCC, 2021). Na natureza, as plantas estdo entre os grupos mais
frageis e ameacados pelas mudangas climaticas, pois as plantas ndo possuem a capacidade de
realizar adaptagdes tdo rapidas devido ao aumento da temperatura e stress hidrico causados

pelas mudancas climéaticas (Solomon; Kirilenko, 1997; Margrove et al., 2015) (Figura 1.11).
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Figura 1.11 — Crescimento e tendéncia no numero de espécies ameagadas em todo mundo, nas duas tltimas décadas.
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Fonte: Habibullah et al. (2022).

Em relacdo aos impactos causados pelas modificagdes da temperatura nas plantas,
estudos tém mostrado que a variagdo na temperatura pode afetar o crescimento e a reproducao
das plantas (Rhaman; Ul-Arif; Kibri; Hoque, 2022; Chaudhry; Sidhu, 2022; Raza et al., 2019).
Além disso, com o aumento da temperatura e maiores concentragdes de CO», 0 mecanismo
fotossintético, as trocas gasosas € outros processos de desenvolvimento das plantas sdo
prejudicados (Dong et al., 2018; Lee et al., 2020; Ben Mariem et al., 2021). De acordo com o
6° relatorio do IPCC (IPCC-AR6, 2021) a temperatura média anual, na Amazonia, podera
aumentar na faixa de 2°C (cenario de emissao RCP4.5) ou 4 °C (cenario de emissao RCP8.5),
em comparagdao com o periodo 1850-1900. Além disso, o 6° relatorio destaca o aumento da
intensidade na precipitagdo no Nordeste Brasileiro, podendo causar inundagdes pelas chuvas
intensas, caso a temperatura venha aumentar em 2°C ou mais.

O aumento das inundagdes, ocasionado pelas mudancas das condi¢des climaticas,
acabam prejudicando de forma negativa o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Kaur
et al., 2020; Park et al., 2020; Bellanthudawa et al., 2023; Ali et al., 2022; Posso; Borella;
Reissig; Bacarin, 2018). As enchentes ou umidades excessivas diminuem o nivel de oxigénio
no solo, o qual acabam impedindo a respiracao das raizes e, levando ao acimulo de compostos
toxicos nas raizes e no solo, como por exemplo, dioxido de carbono, metano, etanol, dentre
outros (Armstrong; Drew, 2002; Verma; Singh, 2018; Pezeshki; Delaune, 2012; Liu et al., 2014)
(Figura 1.12).
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A umidade excessiva no solo pode promover infec¢des por diversos micro-organismos
causadores de doencas nas plantas (Olivares et al., 2021; Browne et al., 2021; Priyadi;
Upadhyay, 2021). Por exemplo, Jung et al. (2018) relataram sérias infec¢des, causando até a
morte da espécie, causadas pelo genéro Phytophthora devido ao encharcamento do solo,
inundacdo ou irrigagdo em excesso, a qual pode acelerar o processo da doenca em diversas
espécies de plantas. Recentemente, Olivares et al. (2021) também relataram o crescimento de
fungos (Fusarium ooxysporum f.sp. Cubense) em bananeiras (Musa spp.), a qual causam a
podridao da coroa, devido a umidade excessiva do solo.

Estudos com base nos cenarios de mudancgas climaticas para a Amazonia, projetados
pelos modelos climaticos apresentados pelo IPCC (AR5- IPCC), tem demonstrado que na maior
parte da Amazonia ocidental haverd reduc¢des no regime de precipitacdo e aumento na
frequéncia de eventos extremos, incluindo secas e inundagdes mais intensas (Cunha et al., 2019;
Marengo; Souza Jr, 2018; Marengo; Espinoza, 2016; Marengo et al., 2012; Nobre; Sampaio;
Salazar, 2008). Em contrapartida, o 6° relatorio do IPCC projeta um aumento da precipitacao
em diferentes regides da Amazodnia, o que implica no aumento da probabilidade de enchentes e
riscos de deslizamentos de terra (IPCC-AR6, 2021). Como resultado da dgua estagnada, a
umidade do solo aumenta e, consequentemente, leva ao acimulo de compostos toxicos, como
sulfeto de hidrogénio e etanol (Pezeshki; Delaune, 2012; Yang ef al., 2021), que sdo compostos
relacionados com a redug¢do do crescimento e produtividade das plantas (De Castro; Hill;

Stasolla; Badea, 2022; Kaur; Zurweller; Motavalli; Nelson, 2019).
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Figura 1.12 — Os possiveis efeitos negativos das variaveis bioclimaticas sobre as plantas. No lado direito da
imagem sdo listados diferentes fatores que afetam o crescimento ¢ o desenvolvimento das espécies vegetais.
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Fonte: Adaptado de Rhaman et al. (2022).

Os impactos das mudangas climaticas na sobrevivéncia de espécies de plantas, incluindo
plantas medicinais, estdo cada vez mais aparentes e compreendidos como um fator que
influencia nas distribui¢cdes de plantas, fenologia de frutificagdo e comunidades (Bauman,;
Smith; Yearsley, 2019; Sharma et al., 2020; Rana et al., 2020). Nesse contexto, estudos tém
avaliado o impacto das mudangas climaticas nas popula¢des de plantas medicinais. Agwu et al.
(2020) avaliaram o impacto do clima no habitat para o cultivo de Garcinia kola, uma espécie
vulneravel que possui valor econdmico, cultural e medicinal na Nigéria. Wu et al. (2021)
buscaram entender a dindmica de distribui¢do de Lonicera oblata (Caprifoliaceae), um arbusto
criticamente ameacado da China, em resposta as mudangas climaticas em diferentes periodos.

Estudos tém discutido sobre o impacto das mudangas climaticas em populacdes de
plantas pertecentes a familia Rutaceae (Tian; Liu; Sui; Ou, 2022; Mutinda ef al., 2022; Yaoitcha
et al., 2022; Neal; Barik; Behera; Adhikari, 2022; James; Bayly, 2019), porém, ha poucas
pesquisas que avaliam, de fato, o impacto da mudanga do clima em populagdes de espécies de
Pilocarpus Vahl., conhecida como “jaborandi verdadeiro”, fonte original da pilocarpina

(Amaral ef al., 2022; Caldeira et al., 2017). Em contrapartida, Lima ef al. (2017) e Amaral et
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al. (2021) avaliaram os efeitos da temperatura e precipitacdo na ecofisiologia de P. microphyllus,
porém nao discutem sobre o impacto das mudangas climaticas nas popula¢des da espécie. Silva
(2018) relata que todas as populagdes de P. microphyllus poderdo ser perdidas, caso a espécie
nao se adeque as mudancas climaticas, porém de acordo com Zwiener et al. (2017) se habitats
naturais forem protegidos e restaurados, € possivel que espécies consigam manter-se em longo

prazo.

1.2. Justificativa e interdisciplinaridade da pesquisa

A justificativa da pesquisa se sustenta pelo fato do jaborandi estd sob ameaca de extingao
na categoria “Em Perigo” (CNCFlora) e, pelo fato de que nas ultimas décadas, a espécie acabou
sofrendo redu¢do na disponibilidade de folhas e o desaparecimento da espécie em muitas
regides devido ao intenso desflorestamento e a exploracdo desenfreada nas suas areas de

ocorréncia.

Além disso, P microphyllus possui um alto potencial econdmico, social ¢ ambiental,
pois a espécie possui um principio ativo (pilocarpina) utilizado como insumo basico na
fabricagdo de colirio para tratamento de glaucoma e prevencao de xerostomia. De acordo com
o IBGE o extrativismo das folhas do jaborandi chegou cerca de 291 toneladas no ano de 2021
e, conforme Associagdo Brasileira da Industria Farmoquimica e de Insumos Farmaceuticos a
exportagdo do principio ativo (pilocarpina) rendeu cerca de 9,7 milhdes de dolares no ano de

2017.

Atualmente, no norte do Brasil, mais precisamente, na FLONA de Carajas, ocorre o
extrativismo do jaborandi, o qual € feito por coletores, conhecidos como “folheiros” que fazem
parte de uma Cooperativa (Coex-Carajas). A coleta segue os critérios estipulados no Plano de
Manejo do Jaborandi, a qual tem contribuido para a manutengdo e exploragao sustentavel do P
microphyllus no sub-bosque da floresta. As folhas extraidas recebem agrega¢do de valor na

regido, o qual tém contribuido para geracdo de renda de inimeras familias.

Com base nisso, ¢ de suma importancia conhecer a diversidade e estrutura genética da
espécie, ja que no interior da FLONA ha o extrativismo sustentavel da espécie, a qual ¢ feita
pelos folheiros. Além do que, muitos desses tém no extrativismo das folhas e sementes uma

fonte de renda. Muitos destes acabam trabalhando no extrativismo para completar a renda
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familiar ou, até mesmo, fazem desse trabalho como renda principal para o sustento de suas
familias. Devido a sua importancia ndo s6 social, mas também econdmico ¢ ambiental, por ser
uma espécie ameagada de extingdo, buscou-se nessa pesquisa, o entendimento do impacto das
mudangas climaticas sob as populagdes de P. microphyllus, visto que essa espécie sofreu varios
impactos em suas populagdes e o entendimento de como as mudangas climaticas podem
impactar as populacdes dessa espécie, como também, podem ajudar a delinear areas prioritarias
para a conservagao do jaborandi a longo prazo. Na figura 1.13, ¢ apresentado, sumariamente, o

fluxograma interdisciplinar que norteia a Tese.

Figura 1.13 — Fluxograma que sintetiza a interdisciplinaridade da Tese.
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1.3 Questoes cientificas

Assim, com base no que foi apresentado previamente, a presente tese de doutorado

expde os seguintes questionamentos:

- Sera que, apesar do extrativismo desordenado, ocasionado no passado e, com o regime atual
de manejo utilizado na Flona de Carajas/PA, feito pelos folheiros, o jaborandi tém se mantido
com alta diversidade genética na regidao? Que medidas podem ser tomadas para manter a

conservagao da espécie a longo prazo e assegurar a atividade extrativista nas proximas décadas?

- Como as mudancas climaticas, projetadas em diferentes cenarios futuros, podem impactar as
areas de ocorréncia do jaborandi e como essas mudancas podem comprometer a protecao da

diversidade da espécie e a renda das familias envolvidas?

1.4 Hipoteses e Projecoes

No Quadro 1.2, sdo apresentadas as hipdteses e proje¢Oes testadas nesta tese. As
contestagdes ou validagdes das hipoteses sao discutidos ao longo dos Capitulos 1 e 2. Nas
consideragdes finais desta pesquisa, as hipoteses serao retomadas, de acordo com os resultados

encontrados nesse trabalho.

Quadro 1.2 — Hipdteses e projecdes testadas nesta pesquisa.

Hipateses Projecoes

(A) Espera-se encontrar baixa diversidade
genética e populagdes geneticamente
estruturados, além de, um baixo nimero
minimo vidvel para conservagao ex situ da
espécie.

A coleta excessiva das folhas do jaborandi,
praticadas nas ultimas décadas, representa um
risco a espécie na Flona de Carajas/PA.
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Havera diminui¢ao na area de ocorréncia do
jaborandi, além disso, espera-se que a

(B) diminuic¢do do periodo chuvoso e aumento na
As mudangas climaticas futuras influenciarao temperatura, possa impactar no
nas areas de ocorréncia do jaborandi. desenvolvimento e crescimento da espécie,
podendo levar a extingdo de Pilocarpus
mycrophyllus.

Fonte: Da autora.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar a conservagdo do jaborandi (Pilocarpus mycrophyllus Stapf ex Wardleworth)
considerando uma abordagem local e atual (em area protegida da Amazonia oriental) e regional
futura decorrente dos impactos das mudangas climdticas nas areas de ocorréncia da espécie

sobre o Norte e Nordeste do Brasil.

1.5.2 Objetivos Especificos

I — Determinar os niveis de variabilidade genética e estrutura populacional em populagdes
naturais do jaborandi dentro de uma Unidade de Conservagao (UC) no sudeste do Para (FLONA
Carajas), avaliando os aspectos de conservacdo e sustentabilidade no contexto da exploragdo

extrativista;

I — Desenvolver um estudo de modelagem ambiental para quantificar os impactos das
mudancgas climdticas na distribuicdo potencial das areas de ocorréncia e sobrevivéncia da

espécie P. mycrophyllus nos biomas tropicais do Norte e Nordeste do Brasil.

2.1 Estrutura da Tese
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Esta tese esta organizada da seguinte forma: O Capitulo 1 é composto pela introdugdo
geral e o referencial tedrico com pontos relevantes sobre o jaborandi no que concerne a
diversidade e o efeito do clima futuro. Nesse capitulo, também buscou-se descrever a
importancia socioeconomica do extrativismo das folhas do jaborandi para a comunidade local
na regido da FLONA de Carajas. Além disso, ¢ apresentado a justificativa e os objetivos que
norteiam os estudos desta tese. No Capitulo 2 ¢ apresentado o primeiro artigo cientifico em
que foi realizado a andlise dos niveis de estrutura e diversidade genética das populacdes de P.
microphyllus na FLONA de Carajas. Nesse capitulo, também foi apresentado um nimero
minimo de individuos necessarios para criagdo de um Banco de Germoplasma (BAG). O
produto desse capitulo gerou um relatorio técnico para uso interno do Instituto Tecnologico
Vale e os resultados do mesmo foram essenciais para a coleta de sementes feitas pela COEX-
Carajas. O Capitulo 3 abordard o impacto das mudangas do clima futuro sob os principais
biomas onde as populacdes do jaborandi se encontram e estiveram presentes ao longo do tempo.
A partir das analises sera possivel indicar areas propicias para a sobrevivéncia e conservacao
da espécie. Finalmente, no Capitulo 4 serdo apresentadas as consideracdes finais da tese,
mostrando os resultados mais expressivos, as prioridades para as pesquisas futuras e as
consideragoes finais. Na sequéncia sera apresentado o esquema da estrutura da tese (Figura 1.14)

e organograma da metodologia aplicada (Figura 1.15).

Figura 1.14 - Estrutura que sintetiza a tese.
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Figura 1.15 — Organograma da metodologia que foi utilizada na tese.
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CAPITULO 2 DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE PILOCARPUS
MICROPHYLLUS (RUTACEAE) NA AMAZONIA ORIENTAL: IMPLICACOES PARA
ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO E MANEJO !

Resumo

As plantas medicinais contribuem para o bem-estar das pessoas em grandes partes do mundo,
fornecendo remédios tradicionais e gerando renda para muitas familias. Porém, devido ao
desmatamento acelerado e ao extrativismo desordenado, as plantas medicinais estdo sendo cada
vez mais ameacadas; por exemplo, o jaborandi (Pilocarpus microphyllus), que € uma espécie
medicinal com potencial no mercado de medicamentos, teve a sua populagdo reduzida em
aproximadamente 50% nos ultimos 10 anos. Diante disso, o objetivo desse estudo ¢
compreender como o extrativismo pode influenciar os padroes de diversidade e estrutura
genética nas populacdes de Pilocarpus microphyllus na FLONA de Carajas. Utilizando dados
genomicos, identificamos um total de 5.266 SNPs neutrais e independentes em 277 individuos
coletados na FLONA. Além disso, quantificamos a diversidade genética e estimamos um
niamero minimo de plantas para a criagdo de um banco ativo de germoplasma (BAG) para
espécie. Nossos resultados revelaram alta diversidade genética e quatro agrupamentos
espacialmente distintos de P. microphyllus com mistura substancial entre eles. Além disso,
nossas descobertas indicam que pelo menos 40 matrizes amostradas aleatoriamente de cada
populacgao seriam necessarias para conservar a diversidade genética a longo prazo. Em suma, P,
microphyllus apresentou altos niveis de diversidade genética e um tamanho populacional
efetivo (Ng) suficiente para reduzir a probabilidade de extingdo devido a depressao endogamica.
Nossos resultados indicam que a diversidade foi mantida apesar da colheita continua das folhas
na area nas ultimas décadas. Por fim, os nossos resultados fornecem informagdes essenciais
para a concepgao de um banco de germoplasma para proteger as espécies de plantas medicinais

ameacadas de extingao.

Palavras-chave: Extrativismo; SNPs; Conservacao; BAG.

! Artigo publicado (Qualis A2, Fator de Impacto = 3.09):

Monteiro, W.P. et al. Genetic diversity and structure of an endangered medicinal plant species (Pilocarpus
microphyllus) in eastern Amazon: implications for conservation. Conservation Genetics, v. 23, p. 745-758 (2022).
https://doi.org/10.1007/s10592-022-01454-6
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Abstract

Medicinal plants contribute to the well-being of people in large parts of the world, providing
traditional remedies and generating income for many families. However, due to accelerated
deforestation and disordered extractivism, medicinal plants are being increasingly threatened;
for example, jaborandi (Pilocarpus microphyllus), which is a medicinal species with potential
in the drug market, had its population reduced by approximately 50% in the last 10 years.
Therefore, the aim of this study is to understand how extractivism can influence the patterns of
diversity and genetic structure in populations of Pilocarpus microphyllus in FLONA de Carajas.
Using genomic data, we identified a total of 5,266 neutral and independent SNPs in 277
individuals collected in FLONA de Carajas. In addition, we quantified the genetic diversity and
estimated a minimum number of plants for the creation of an active germplasm bank (AGB)
for the species in FLONA. Our results revealed high genetic diversity and four spatially distinct
groupings of P. microphyllus with substantial mixing among them. Furthermore, our findings
indicate that at least 40 randomly sampled matrices from each population would be needed to
conserve long-term genetic diversity. In summary, P. microphyllus showed high levels of
genetic diversity and an effective population size (Ng) sufficient to reduce the probability of
extinction due to inbreeding depression. Our results indicate that diversity was maintained
despite continuous leaf harvesting in the area in recent decades. Finally, our results provide
essential information for designing a germplasm bank to protect endangered medicinal plant

species.

Keyword: Extractivism; SNPs; Conservation; AGB.
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2.1 Introducio

A degradagdo e o desmatamento tém levado a mudangas climaticas significativas no
mundo. No entanto, ha uma preocupacdo crescente com a Floresta Amazodnica, pois ela esta
desestabilizada devido ao desmatamento acelerado. O aumento do desmatamento intensificou
os incéndios, € os impactos ja sdo evidentes em algumas areas, onde as condi¢cdes ambientais
podem estar proximas de um ponto critico (Cruz et al., 2021; Silva et al., 2021; Lovejoy; Nobre,
2019). A Floresta Amazonica abriga um quarto da biodiversidade global e desempenha um
papel crucial na energia, agua global e ciclagem de carbono (Brink ef al., 2017; Hubau et al.,
2020; Pugh et al., 2019). No entanto, devido a conversao da floresta em pastagem, o estoque
de carbono pode diminuir e o ciclo hidrolégico pode ser alterado, como ja foi observado em
algumas bacias da regido amazodnica (Souza-Filho ef al., 2016). A diminui¢do da precipitagao,
especialmente na estagdo seca, pode induzir mudancas antrdpicas em partes da Amazonia,

desde a floresta tropical até a savana (Lovejoy; Nobre, 2019; Nobre; Sampaio; Salazar, 2007).

A mudanca no uso da terra ¢ considerada uma das principais causas da perda e
degradacao florestal. A degradacao florestal leva a redugdo ou perda de habitat, causando perdas
importantes na biodiversidade tropical e comprometendo a fungao e os servicos do ecossistema
(Barlow et al., 2016; Foley et al., 2005; Gibson et al., 2011). Essas perdas sdo ainda maiores
em espécies exploradas com extragcdo intensiva, onde nao ha um plano de manejo eficiente
(Homma, 2018; Homma, 2012; Homma, 2008). Espécies de plantas medicinais tém sido
exploradas em diferentes biomas ao redor do mundo e pouco tem sido feito para sua
conservagdo, principalmente em paises de baixa renda como o Brasil (Dutra et al., 2016;
Ricardo et al., 2017), aumentando o numero dessas espécies na lista vermelha de espécies

ameacadas (CNCFlora, 2023; IUCN, 2021).

A conservagdo de plantas medicinais ¢ um importante conteido da conservag¢do da
biodiversidade (Hamilton, 2004; Kumar; Banks; Cloutier, 2006), e entre os parametros basicos
empregados para delinear estratégias de conservacao esté a estimativa da diversidade genética
(Hoban et al., 2020a; Hoban et al., 2021; De Woody; Harder; Mathur; Willoughby, 2021; TUCN,
2012). A informagdo genética ¢ necessaria para fomentar estratégias de conservacdo mais
viaveis e € essencial em ambientes que sofrem alteragdes ambientais e paisagisticas devido as

acdes antropicas.
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Uma planta medicinal especifica se destaca por sua participagdo na economia local, o
jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew.) (Pinheiro, 2002). Pilocarpus
microphyllus ¢ uma espécie de porte arbustivo pertencente a familia Rutaceae e género
Pilocarpus, encontrada, atualmente, nos estados do Maranhdo, Pard, Piaui (Martinelli; Moraes,
2013). As folhas de jaborandi contém o alcaloide imidazdlico, denominado pilocarpina,
utilizado na fabricagdo de colirios, medicamentos para cirurgias e tratamentos oftalmoldgicos
como glaucoma e xerostomia (Barbosa; Queiroz; Motta, Portes, 2018; Jain; Verma; Jain, 2020;
Zur, 2020). As folhas do jaborandi sdo provenientes do extrativismo realizado pelas
comunidades locais, sendo essa atividade umas das formas de possibilitar subsisténcia, fonte de
renda sustentdvel para as mesmas, além de proporcionar a sobrevivéncia da espécie no seu

habitat natural (Gumier-Costa ef al., 2016; Pinheiro, 2002; Homma; Menezes, 2014).

Com a intensa coleta das folhas do jaborandi para a retirada da pilocarpina, desde o
final do século XIX, algumas regides detectaram o desaparecimento total da espécie (Grabher,
2015). Diante disso, a partir de 1992, esta espécie foi inserida na lista de plantas brasileiras em
perigo por meio da Portaria Normativa IBAMA 37-N, de 3 de abril de 1992 (Homma; Menezes,
2014; Gumier-Costa, 2005) e, conforme os critérios do Centro Nacional de Conservagao da
Flora (CNCFLORA), o P. microphyllus continua sob ameaca de extingdo na categoria “Em
Perigo”. Estes critérios ressaltam a redu¢do do tamanho da populagdo, havendo um declinio na
area de ocupacdo, qualidade do héabitat e no numero de populagdes naturais em
aproximadamente 50% nos tltimos 10 anos (Martinelli; Moraes, 2013), sendo necessarias agdes

para sua conservagao € uso sustentavel.

Atualmente, a FLONA de Carajas, localizada no Estado do Para, atua como maior
reserva natural de P. microphyllus do estado (Gumier-Costa, 2012). Dentro da FLONA, o
jaborandi ocorre principalmente em associagdo com a floresta ombrofila densa, muitas vezes
em aberturas de clareiras e nas bordas de afloramentos rochosos com cobertura florestal menos
densa (Pirani; Devecchi, 2018; Skirycz et al. 2014). No entanto, a Floresta Nacional de Carajas
sofre com a intensa pressdo de desmatamento causado pelas atividades agropecudrias e pela
atividade da mineracdo (Souza-Filho et al., 2016), o que resulta na perda e a fragmentacao do

habitat do P. microphyllus.

A fragmentacdo do habitat pode ocasionar a perda da variabilidade genética e

isolamento das populagdes, devido ao: (a) aumento da deriva genética (Young; Boyle; Brown,
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1996; Miles et al., 2019); (b) aumento dos niveis de endogamia (Aguilar et al., 2019; Leimu;
Vergeer; Angeloni; Ouborg, 2010); (¢) redugdo do fluxo génico (Stevens et al., 2018; Bennett
et al., 2020) e, (d) diminuigdo no nimero de polinizadores (Delnevo, et al., 2020; Delnevo Van
Etten; Byrne; Stock, 2019; Cristobal-Pérez; Fuchs; Martén-Rodriguez; Quesada, 2021). Mas,
apesar da perda de habitat natural causada pela agricultura e mineragdo ao redor e dentro da
FLONA, a cobertura florestal em seu interior, onde ocorre a maioria das populacdes, tem

sofrido menos pressao (Souza-Filho ef al., 2016).

Dentro da FLONA de Carajas, a colheita da folha do jaborandi ¢ realizada por uma
cooperativa local (COEX-Carajas) seguindo procedimentos como poda em periodo
determinado (apds a dispersdo das sementes) e com tesoura adequada; além disso, a rotacao de
areas de colheita ¢ praticada para promover a recuperagdao do dossel (Gracher, 2015; Homma;
Menezes, 2014), contribuindo assim para a manutencao das populagdes naturais ao minimizar
a pressao da exploragdo. Embora ndo existam dados que corroborem que a colheita de folhas
afete negativamente as populagdes naturais do jaborandi, varios estudos mostram que, mesmo
limitando a colheita as folhas, plantas subexploradas podem apresentar crescimento lento,
reduzindo as reservas de carbono e nutrientes (Dion; Bussiéres; Lapoiante, 2016). Estudos sobre
diversidade genética podem agregar mais informacdes se ¢ como a colheita de folhas pode

afetar as populagdes naturais de P. microphyllus.

Poucos estudos discutem sobre a diversidade genética da espécie (Moura, 2003; Moura
et al., 2005; Sandhu et al., 2006) e, outros sao dedicados a fenologia, sistema reprodutivo e a
produgdo da pilocarpina (Abreu et al., 2011; Avancini et al., 2003; Oliveira et al., 2016; Silva
et al., 2000). No entanto, esses estudos nao avaliaram a distribui¢do espacial da variacao
genética em jaborandi nem estimaram outros indices de diversidade genética comumente
usados para a conservacao da espécie, como tamanho efetivo da populagao (Ng) e diversidade
de nucleotideos (m). Essa informacdo genética pode ser essencial para o plano de manejo da
espécie (Hoban et al. 2020a; Jamieson; Allendorf, 2012), como no desenvolvimento de
estratégias de conservacao in situ e ex situ (Flower et al. 2018; Griffith et al. 2020). Informacdes
genéticas de estudos com espécies silvestres e ameacadas sdo de suma importancia para

subsidiar estratégias de manejo e conservacao (Rodger ef al. 2021; Thomas et al. 2021).

Nesse estudo, aplicam-se os dados de SNPs e abordagens gendmicas da paisagem para

avaliar a diversidade genética das populagdes jaborandi naturais e fornecer algumas diretrizes
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para a sua conservacao. No geral, (1) examinam-se os niveis de diversidade genética e estrutura
genética das populacdes de P. microphyllus na FLONA, e (2) estima-se o nimero minimo de
individuos necessarios para assegurar a conservacao da atual diversidade genética e estabelecer
um banco de germoplasma na FLONA. Espera-se descobrir que (a) a diversidade genética ¢
elevada, porque a FLONA ¢ uma area protegida nacionalmente onde o jaborandi tem sido
explorado de forma sustentavel durante décadas; e (b) espera-se encontrar uma marcada
estrutura populacional, indicando que o fluxo de genes ndo ¢ afetado pelo desmatamento, e as
modificagdes da paisagem causadas pela exploragdo mineral encontrados ao redor da FLONA.
Finalmente, este estudo ird melhorar a nossa compreensao da diversidade genética e da estrutura
populacional de uma espécie medicinal ameacada e fornecer a base fundamental necessaria para

desenvolver e implementar estratégias de conservagao.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Material vegetal

Selecionamos 21 agregados naturais (reboleiras) de individuos P microphyllus
distribuidos em areas de floresta ombroéfila e areas proximas de Canga, dentro da FLONA e
perto do Parque Nacional de Campos Ferruginosos (PARNA dos Campos Ferruginosos),
Amazonia Oriental, Brasil (Figura 2.1). Foram amostrados 20 individuos em cada agregado,
totalizando 420 espécimes. Todos os individuos eram adultos férteis com mais de 1 m de altura
e espacados pelo menos 2 m um do outro. Cada um deles foi rotulado com um selo numerado,
georreferenciado, e identificado morfologicamente ao nivel da espécie conforme Pirani e

Devecchi (2018). A amostragem foi realizada sob o nimero de licenca ICMBio N. 48272-6.

Figura 2.1 - Mapa da regido de estudo mostrando a localiza¢do das amostras coletadas de Pilocarpus
microphyllus. Os pontos pretos sdo as 21 areas coletadas para amostragem a partir do estudo da
diversidade genética natural do jaborandi. As linhas tracejadas pretas representam a Floresta Nacional
de Carajas (FLONA de Carajas) e as linhas continuas pretas o Parque Nacional dos Campos
Ferruginosos (PNCF). As coordenadas sdo apresentadas em graus decimais.
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2.2.2 Extragao de DNA e estimativa do tamanho do genoma

Para garantir amostras de DNA de alta qualidade e concentragao, as folhas jovens foram
colhidas em 15 mL de solugdo saturada de NaCl de brometo de cetrimonio a 2% (CTAB)
(Rogstad, 1992) e subsequentemente congeladas a -80 °C. O DNA genomico foi extraido
utilizando o protocolo DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, EUA), a quantificagio do DNA foi
realizada utilizando o Qubit dsDNA HS Assay kit (Invitrogen) (Invitrogen), e a integridade do
DNA foi avaliada utilizando eletroforese em gel (1,2% agarose). Selecionamos 279 amostras
com DNA ndo degradado suficiente para a o sequenciamento RAD com uma concentragdo final
de 5 ng/uL em 30 pL e com um minimo de cinco individuos por agregado. Para estimar o
contetdo de DNA nuclear de P. microphyllus, utilizamos citometria de fluxo num citdmetro BD
FACS Aria 11, utilizando salsa (Petroselinum crispum; 1C = 2,25 pg) como padrdo interno.
Tecidos foliares frescos de P. microphyllus e o padrao interno foram cortados em pedagos em
GPB com 4% Triton X-100 e 4% PVP-30 (Loureiro et al., 2007; Munner et al., 2011) para obter
os nucleos. Utilizamos triplicacdes de pelo menos 1000 nucleos manchados de iodeto de

propidio para estimativas com um laser de 488 nm.
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2.2.3 Sequenciamento RAD e descoberta dos polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP)

As amostras de DNA foram sequenciadas e as andlises bioinformaticas iniciais (corte e
chamada de variantes) foram realizadas pelo SNPsaurus (Institute of Molecular Biology,
Eugene, OR, EUA, http://snpsaurus.com/). O sequenciamento foi realizado utilizando a
metodologia NextRAD (Nextera-fragmentado, DNA amplificado de forma redutora) (Rusello
et al., 2015). As bibliotecas gendmicas foram sequenciadas usando Nextera DNA Flex Reagent
(IMlumina, Inc.) num HiSeq 4000 com quatro pistas de 150-bp, e a andlise de genotipagem
seguiu scripts personalizados (SNPsaurus, LLC), as leituras foram cortadas usando a ferramenta
bbduk do software BBMap (http://sourceforge.net/projects/bbmap/): bbmap/bbduk.sh in = $file
out = $outfile ktrim=r k = 17 hdist = 1 mink = 8 ref = bbmap/resources/nextera.fa.gz minlen =
100 ow =t gtrim = r trimq = 10. Uma referéncia de novo foi criada coletando 10 milhGes de
leituras no total, uniformemente das amostras e excluindo leituras que tinham menos contagens
de 10 ou mais de 400. Os loci restantes foram entdo alinhados entre si para identificar alelos e
reduzir os haplétipos alélicos a um Unico representante. Todas as leituras foram mapeadas para
a referéncia com limite de identidade de 90% usando bbmap (ferramentas BBMap). A chamada
do genotipo foi realizada utilizando SAMtools e BCFtools (Samtools mpileup -gu -Q 12 -t DP,
DPR -f ref.fasta -b samples.txt | bcftools call -cv -> genotypes.vcf). Alelos com frequéncias
populacionais inferiores a 3% e loci que eram heterozigotos em todas as amostras ou
apresentavam mais de dois alelos numa amostra (sugerindo paralogos colapsados) foram
removidos. Apos esta filtragem prévia, um arquivo VCF (contendo os SNPs identificados em
cada individuo) e um arquivo FASTA (contendo as sequéncias de DNA) foram utilizados em

todas as analises subsequentes.

2.2.4 Conjunto de dados neutros

Um teste final de controle de qualidade utilizando VCFtools (Daneck ef al., 2011) foi
implementado no pacote “r2vcftools” em R (https://github.com/nspope/r2vcftools) para obter
um subconjunto de loci neutros e independentes. Os critérios de filtragem incluiram qualidade
(Phred score=30), profundidade de leitura (20-200), frequéncia de alelos menores (MAF= 0,05),
desequilibrio de ligagdo (LD, r < 0,4), equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, p <0,0001), e loci
e individuos com menos de 30% e 50% dos dados faltantes, respectivamente. Além disso,

removemos loci que estavam potencialmente sob selecdo conforme detectados através de


https://github.com/nspope/r2vcftools
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escaneamentos genomicos. Esta analise foi aplicada apds avaliar a estrutura da populagdo com
a fung¢do snmf do pacote “LEA” (Frichot; Frangois, 2015) e controlada para taxas de falsos
positivos ajustando os p-valores com o fator de inflagdo gendmica (1) (http://membres-
timc.imag. fr/Olivier.Francois/LEA/files/LEA snmf.html) e fixando as taxas de falsos positivos
em q=0,05 usando o algoritmo Benjamini-Hochberg (Frangois et al., 2016; http://membres-
timc.imag. fr/Olivier.Francois/LEA/files/LEA snmf html). Os conjuntos resultantes de loci

neutros e independentes foram entdo utilizados em todas as analises subsequentes.

2.2.5 Diversidade genética e estrutura populacional

Utilizou-se trés abordagens de agrupamento genético para avaliar a estrutura da
populacdo em R (versdo 3.6.3, Team R Core, 2020): 1) a fungdo snmf do pacote “LEA”, que
fornece estimativas das proporc¢des de ancestrais com minimos quadrados (Frichot; Frangois,
2015); i1) a analise discriminante de componentes principais (DAPC) com o pacote “adegenet”,
que identifica e descreve grupos de individuos geneticamente relacionados (Jombart et al.,
2020); e 1i1) o pacote “TESS3” (Caye ef al., 2016), que calcula estimativas de ancestralidade
incorporando informagao sobre coordenadas geograficas individuais no seu algoritmo (Martins
et al., 2016). Embora o DAPC nao se baseie num modelo genético da populacdo subjacente, o
TESS3 considera o espago geografico. Para snmf, dez execucdes foram realizadas para cada
valor de cluster (K) de 1 a 10, com um burn-in de 200 iteracdes sob diferentes valores alfa (o =
10, 100, 500, 1000, 2000, 4000). O valor 6timo de K foi estimado usando a entropia cruzada
minima (Frangois 2016). No DAPC, também testamos valores de K de 1 a 10, inferindo o
numero ideal a partir do menor valor do critério de informagdo bayesiano (BIC). No TESS3,
assumiu-se K de 1 a 10 com 5 repeti¢cdes para cada valor de K, com uma mascara de 0,05 e
diferentes valores de lambda (0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5), escolhendo o valor de lambda
mais provavel com base em o valor minimo de validag¢do cruzada e o melhor valor de K apds a
primeira quebra de linha de tendéncia, conforme indicado por Caye et al. (2016). Testou-se de
1 a 10 populacdes ancestrais (k) de acordo com estudos gendomicos populacionais anteriores em
outras espécies de plantas (Carvalho et al. 2019; Lanes et al. 2018; Silva et al. 2020). Além

dessas abordagens, utilizou-se a analise dos componentes principais (PCA) (Reich; Price;


http://membres-timc.imag.fr/Olivier.Francois/LEA/files/LEA_snmf.html
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Patterson, 2008; Patterson; Price; Reich, 2006) onde foram usados os pacotes adegenet ¢ fungao

dudi.pca (Jombart et al., 2023) no programa R.

Considerando os coeficientes de ascendéncia atribuidos pelo snmf, calculou-se a
heterozigosidade esperada (Hg), a diversidade de nucleotidos (m: diversidade média por local
de nucleodtidos), e o coeficiente de consanguinidade (F;s) para cada aglomerado genético. Estes
indices foram calculados usando a opg¢do "het" no VCFtools (Danecek et al., 2011).
Adicionalmente, estimou-se o Tajima’D, representando a diferenca entre o nimero médio de
diferencas em pares e o nimero de sitios segregadores. Também foi calculado o Fsr em pares
utilizando o pacote “DARTR” (Gruber et al., 2018). Nesse estudo, utilizou-se o software R
(versao 3.6.3, R Core Team, 2020) para todas as analises de dados estatisticos, exceto a
estimativa da dimensdo efetiva da populacdo (Ng), que foi calculada pelo software NeEstimator
2.1, utilizando a abordagem LD e com o valor mais baixo de frequéncia de alelos fixado em

0,05 (Do et al., 2014).

2.2.6 Tamanho minimo da amostra para a conservagao da diversidade genética do jaborandi

Utilizou-se a metodologia proposta por Hoban et al. (2020b) para estimar o nimero
minimo de individuos para manter num banco de germoplasma que represente a diversidade
genética de P. microphyllus da FLONA. Foi utilizado dados genéticos de populagdes naturais
in situ e fez-se uma nova amostragem computacional deste conjunto de dados, sem substituigao,
para diferentes nimeros de individuos. Realizamos estas analises a dois niveis: i) a nivel
populacional, considerando cada aglomerado genético encontrado nas andlises da estrutura
genética como uma populacdo isolada; e ii) considerando todos os individuos em conjunto, uma
vez que as andlises da estrutura genética mostraram um elevado fluxo genético entre os
aglomerados genéticos de P. microphyllus. Para cada nova reamostragem, foi desenhado um
numero diferente de individuos para criar conjuntos de dados pseudo-observados,
representando os diferentes tamanhos de amostra que poderiam ser utilizados para a
implementagdo de bancos de germoplasma. Em populagdes com tamanhos de amostra
inferiores a 100 individuos, foram testadas amostras em intervalos de cinco individuos; para
populagdes maiores, foram testadas amostras em intervalos de 10 individuos. Para cada um

destes conjuntos de dados, foi feito o calculo da heterozigosidade esperada (Hg) como medida
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da diversidade genética (Smith et al., 2020), estimada com a fun¢dao Hs no pacote “adegenet”.
Para avaliar a relagdo entre a dimensao potencial da colec¢do ex situ e a diversidade genética
capturada, a heterozigosidade esperada foi comparada com o valor da populagdo natural in situ,
empregando a fungdo As.test com a adegenet. Para cada reamostragem, repetiu-se a selecio de
individuos e a estimativa Hg 100 vezes (réplicas) usando a técnica bootstrap. Estas analises
foram realizadas com scripts R personalizados (disponiveis em

https://github.com/jdalapicolla/BAG_SNPs).

2.3 Resultados

2.3.1 Estrutura populacional e diversidade genética

Os 279 individuos jaborandi sequenciados geraram um total de 36.672 SNPs. Apos
filtragem por qualidade, cobertura, dados faltantes, LD, HWE e Fsroutliers, obtivemos um
subconjunto com 277 individuos e 5.266 SNPs neutros ¢ independentes. As trés abordagens de
agrupamento genético utilizadas para avaliar a estrutura da populacao (snmf, DAPC, TESS3)
revelaram quatro agrupamentos genéticos em jaborandi em toda a FLONA (Figura 2.2 e 2.3).
Por meio da PCA percebeu-se também a formagdo de quatro subgrupos no com junto de dados,
isto €, a variabilidade genética existente entre as populacdes foi ordenada em quatro grupos
distintos, corroborando com os resultados obtidos pelas outras metodologias utilizadas (Figura
2.4). A diferenciagdo genética (Fsr) variou de 0,052 a 0,106, sendo mais elevada entre os
aglomerados A e B (Tabela 2.1). Os valores esperados da heterozigosidade (He) e diversidade
de nucledtidos (m) foram semelhantes em todos os Clusters, enquanto que o coeficiente de
consanguinidade (F;s) foi positivo e significativo no Cluster D e negativo e significativo no
Cluster C, o qual possui o maior tamanho populacional efetivo (Ng) (Tabela 2.2). Os Clusters
B e D apresentaram valores de Tajima’s D negativos, indicativo da expansao da populacdo apos
um recente bottleneck, e os Clusters A e C exibiram intervalos de confian¢a que incluiam o

valor zero, indicando estabilidade na dimensao da populacdo (Tabela 2.2).


https://github.com/jdalapicolla/BAG_SNPs
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Figura 2.2 - Numero ideal de agrupamentos genéticos (K) para Pilocarpus microphyllus com base na (a) entropia
cruzada (LEA), (b) erros de validacao cruzada (TESS3) e, (c) valor BIC (DAPC).
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Figura 2.3 — (a) Mapa da regido de estudo mostrando a localizagdo das amostras coletadas de Pilocarpus
microphyllus. Os pontos numerados representam os 21 agregados naturais onde foram amostrados individuos de
jaborandi. As linhas tracejadas pretas representam a Floresta Nacional de Carajas e as linhas continuas pretas o
PARNA dos Campos Ferruginosos. As cores dos pontos correspondem aos quatro grupos genéticos (A, B, C e D)
identificados pelas analises snmf. As coordenadas sdo apresentadas em graus decimais. (b) Coeficientes de
ancestralidade obtidos da fungdo snmf do pacote R “LEA”. Os individuos s@o representados em cada coluna e as
linhas pretas os separam em 21 agregados (Mapa de uso da terra para o ano de 2018, fonte: http://mapbiomas.org).
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Figura 2.4 — Analise de Componentes Principais (PCA) para os 277 individuos de Pilocarpus microphyllus com o

conjunto de 5.268 SNPs indicando a formagdo de quatro clusters.
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Tabela 2.1 - indice de diferenciacio genética entre clusters (Fsr) de Pilocarpus microphyllus. Os valores mais altos

e mais baixos de FST entre os clusters sdo destacados (negrito).

Cluster A Cluster B Cluster C
Cluster A
Cluster B 0.106
Cluster C 0.091 0.088
Cluster D 0.090 0.056 0.052
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Tabela 2.2 - Medidas de diversidade genética para os clusters genéticos neutros identificados de Pilocarpus
microphyllus na Floresta Nacional de Carajas, Pard, Brasil. O niimero de individuos amostrados (N), seguido da
heterozigosidade média esperada (Hg), coeficiente de endogamia (Fs), estimativa de polimorfismo de nucleotideos
(m), Tajima’s D e tamanho efetivo da populagdo (Ng). Todas as estimativas sdo mostradas com seus intervalos de
confianga de 95% (ICs). Os valores em negrito representam valores significativos para Fjs ¢ Tajima’s D.

Clusters
Genéticos N He [CI] Fis[CI] 7 [CI] Tajima’s D Ng [CI]

0.24 0.02 -0.02 93.4
0.21

Cluster A 47 | [0.24/0.24] |[-0.008/0.05]| [0.20/0.21] | [-0.05/0.09] | [92.3/94.5]

0.23 0.002 -0.21
0.22 106.7
Cluster B 65 | [0.23/0.23] | [-0.01/0.02] | [0.22/0.22] | [-0.24/-0.10] | [105.9/107.5]
-0.02 -0.05
0.24 0.23 252.7
Cluster C 47 | [0.24/0.25] | [-0.04/-0.00] | [0.22/0.23] | [-0.10/0.05] | [246.8/258.9]
0.24 -0.34 922
0.06 0.24 03

Cluster D | 118 [0.24/0.24] | [0.05/0.08] | [0.24/0.24] | [-0.38/-0.23] | [91.8/92.5]

2.3.2 Tamanho minimo da amostra para a conservacao da diversidade genética do Jaborandi

Os resultados das simulagdes de Hg para reamostras com diferentes tamanhos amostrais
mostraram o mesmo padrdo para todos os Clusters e para a analise considerando todos os
individuos juntos. Este padrdo foi muito semelhante a uma curva de acumulagdo de espécies
em que uma curva aumenta até um plato, e a diversidade genética e sua varidncia diminuem
com o aumento do tamanho da amostra (Figura 2.5). Este padrdo indica que temos amostras
suficientes para realizar esta abordagem de reamostragem no nosso conjunto de dados.

A diversidade genética para os conjuntos de dados reamostrados atingiu valores
semelhantes ao do conjunto de dados original, ou seja, a diversidade genética atual estimada,
quando valores de p > 0,05 (Figura 2.5). A correspondéncia da diversidade genética entre os
conjuntos de dados reamostrados e originais ocorreu em diferentes tamanhos de amostra para
cada cluster genético: 20 individuos para o Cluster A (Figura 2.5a), 30 individuos para o Cluster
B (Figura 2.5b), 35 para o Cluster C (Figura 2.5c), e 40 para o Cluster D (Figura 2.5d).
Considerando todos os individuos, a diversidade genética foi semelhante a do conjunto de dados

original quando selecionamos aleatoriamente 50 individuos (Figura 2.5¢).
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Figura 2.5 - Simulagdo populacional dos quatro clusters genéticos de Pilocarpus microphyllus na Floresta
Nacional de Carajas, mostrando que a atual diversidade genética real estimada (HE) ¢é capturada por 20
individuos amostrados do Cluster A (A), 30 individuos do Cluster B (B), 35 do Cluster C (C), 40 do Cluster D
(D) ou 50 de todas as amostras (E). Os pontos representam as médias de 100 replicagdes de bootstrap para cada
tamanho de amostra e as barras de erro mostram os intervalos de confianca de 95%.
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2.4 Discussao

Apesar da intensa colheita de folhas durante as Gltimas décadas, o nosso estudo revela
uma elevada diversidade genética em P. microphyllus na FLONA, agrupados em quatro grupos.
Especificamente, os resultados das simulagdes He sugeriram que o tamanho minimo da amostra
para estabelecer um banco de germoplasma € de 40 individuos de cada cluster genético ou 50
matrizes distribuidas entre todos os clusters. Abaixo, discute-se os principais resultados,
mostrando como estas informacGes derivadas de todas as analises podem ajudar a orientar 0s

esforcos de conservacédo para as populagdes de jaborandi.

2.4.1 Estrutura genética e diversidade

Os resultados da estrutura populacional revelaram quatro grupos genéticos de P.
microphyllus com altos niveis de diversidade dentro da FLONA. A manutencdo de elevados
niveis de diversidade genética, apesar da sobre-exploracdo fora da FLONA (Caldeira et al.,
2017; Martinelli; Moraes, 2013), sugere que as popula¢des de jaborandi podem ser capazes de
superar essa pressao e manter o fluxo de genes nesta area. A elevada diferenciac@o genética (ou
seja, elevado valor Fst) detectada entre clusters distantes, por exemplo, entre Cluster A e B
(Figura 2.3a), sugere que a distancia geogréafica pode explicar os padrdes de estrutura genética
encontrados neste estudo. Contudo, alguns clusters do jaborandi compartilham menos alelos
com os que estdo geograficamente mais proximos do que com os distantes (Figura 2.3a, 2.3b),
outros fatores podem estar conduzindo a estrutura populacional de P. microphyllus. A atividade
humana na area pode ser um destes fatores. Uma vez que as pessoas podem atuar como vetores
de dispersao, aumentando assim a probabilidade de dispersdo de sementes pela paisagem, tém
uma influéncia importante na estrutura genética, tal como relatado em varios estudos (Albrecht
et al., 2012; Baba et al., 2015; Nathan et al., 2008; Wichmann et al., 2009).

A diversidade genética observada para P. microphyllus foi superior aos niveis
observados para outras espécies nativas da familia Rutaceae (Garcia-Lor et al., 2013), bem
como para outras espécies da FLONA (Lanes et al., 2018; Silva et al., 2020). Também
encontramos uma consanguinidade ligeiramente positiva no Cluster D. Este resultado pode
estar relacionado com o sistema reprodutivo de P. microphyllus, que tem flores hermafroditas
(Pirani; Devecchi, 2018), permitindo que a auto-polinizacdo ocorra. O Fis positivo encontrado

para P. microphyllus era semelhante ou superior ao encontrado para Phellodendron amurense
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(Rutaceae), uma planta medicinal nativa da China em perigo de extin¢do (Yang et al., 2016).
No entanto, este estudo utilizou microssatélites para obter os valores do coeficiente de
consanguinidade, que ndo séo diretamente comparaveis com as nossas estimativas. Além disso,
o Cluster C mostrou consanguinidade significativamente negativa, refletindo um nivel mais
elevado de heterozigosidade do que o esperado sob o equilibrio de Hardy-Weinberg (Cornuet;
Luikart, 1996). Valores acima de 0,1 podem indicar a presenca de depressao consanguinea em
populacbes e aumento do acasalamento entre parentes (Frankham, 2019), mas ndo foi
observado para as populagdes jaborandi.

Os resultados do Tajima’s D mostraram valores ndo diferentes de zero nas populagdes
orientais (Clusters A e C, Tabela 2), indicando que estas populagdes seguem o modelo de
mutacdo neutra em que os tamanhos das popula¢fes tendem a permanecer constantes ao longo
do tempo (Tajima, 1989). Observamos valores de Tajima’s D nos outros dois clusters (B e D),
sugerindo uma possivel expansdo populacional recente ap6s um bottleneck (Fu, 1997; Tajima,
1989). Apesar da coleta continua de folhas na area durante as ultimas décadas, ndo encontramos
provas de reducdo da diversidade genética nas populac6es dentro da FLONA. No entanto, séo
necessarios estudos demograficos ao longo do tempo para compreender eficazmente esta
dindmica. Além disso, foi encontrado um efetivo tamanho populacional (Ng) < 100 nos Clusters
A e D. Contudo, quando comparado com outra especie da regido, Brasilianthus carajensis
Almeda & Michelangeli (Melastomataceae), o valor estimado para o jaborandi foi mais elevado
(Silva et al., 2020). Os clusters B e C exibiram os maiores tamanhos efectivos de populacéo,
entre 100-250. Comparando o tamanho efetivo da populacdo de outra rutaceous espécie
(Philotheca sporadica; Shapcott et al., 2015), observamos que o Ng para esta espécie era
semelhante ou superior aos valores observados para as populac@es de P. microphyllus. Embora
tenham sido observados valores de Ne mais elevados, os autores também utilizaram
microssateélites, pelo que os seus resultados ndo sdo diretamente compardveis aos nossos
resultados. Embora os valores de Ne para as populacbes de jaborandi estejam abaixo dos
valores recomendados (N > 500) para manter o potencial evolutivo a longo prazo (Frankham;
Bradshaw; Brook, 2014), Jamieson; Allendorf (2012) sugeriram um Ng igual a 50 para

conservacdo a curto e médio prazo e para evitar a consanguinidade e a perda de alelos raros.

2.4.2 Implementagdo de banco de germoplasma
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Os resultados das simulagdes de He revelaram que é necessario um tamanho minimo de
amostra de 40 matrizes de cada cluster ou 50 matrizes recolhidas aleatoriamente de todos os
clusters existentes para representar a nossa recente estimada de diversidade genética (Hg) de P
microphyllus na FLONA. O numero minimo de acessos encontrados para esta espécie ¢
consistente com niumeros semelhantes sugeridos por outros estudos: entre 30-60 para espécies
de culturas (Marshall; Brown, 1975), 40-80 para populagdes de plantas virtuais estruturadas em
quatro grupos (Hoban, 2019), e entre 30-200 para 11 espécies de cinco géneros diferentes de
angiospermas (Hoban et al., 2020b). Alternativamente, Lawrence; Marshal; Davies (1995)
sugeriram a amostragem de aproximadamente 170 individuos de uma espécie alvo para
considerar a populacao total. Apesar dos valores, encontrados nesse estudo, estarem de acordo
com os relatados pelos estudos acima mencionados, analises anteriores (Hoban; Strand, 2015;
Kashimshetty; Pelikan; Rogstad, 2017) sugeriram aumentar o nimero de colecdes de sementes
em cerca do dobro do numero. Isto € importante porque nem todas as sementes recolhidas irdo
germinar, € as plantas vivas podem sofrer danos, senescéncia e doengas (Griffith et al., 2017;

Guerrant; Havens; Vitt, 2014).

Vaérios estudos demonstraram que a amostragem de menos sementes por planta e
incluindo um maior nimero de plantas parentais captura mais diversidade genética do que a
recolha de multiplas sementes de alguns parentais (Hoban; Kallow; Trivedi, 2018; Hoban;
Schlarbaum, 2014; Hoban; Strand, 2015). Em geral, a colecdo de sementes ideal recomendada
para a conservacdo a longo prazo depende da espécie. Por exemplo, Hoban; Strand (2015)
propuseram recolher aproximadamente 300 sementes (10 sementes de cada uma de 30 plantas
maternas) de plantas que apresentam dispersdo a longa distancia. Way (2003) sugeriu a recolha
de pelo menos 10.000 sementes potencialmente vidveis de populacdes de plantas nédo
domesticadas. Apesar das espécies de Pilocarpus produzirem um maior nimero de sementes,
estas apresentam baixa germinacdo apds armazenamento por longos periodos (Calil et al.,
2008). Por conseguinte, com base nos resultados obtidos, sugere-se a implementacdo de um
banco de germoplasma ativo e ndo de um banco de sementes. Considerando toda esta
informacdo, a amostragem deve incluir pelo menos 40 matrizes dentro de cada populacédo de

jaborandi com sementes de cada planta individual mantida separadamente.

2.6 Conclusoes
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Este é o primeiro estudo que utiliza SNPs para avaliar a diversidade genética e a
estrutura das populacdes de P. microphyllus numa area dedicada a conservacéao e utilizacao
sustentavel. Neste estudo, pdde-se observar que P. microphyllus esta estruturada em quatro
clusters (populagbes) genéticos. Apesar da coleta comercial de folhas na area nas dltimas
décadas, os resultados fornecem provas de diversidade genética em P. microphyllus
semelhantes aos niveis observados em outras espécies nativas. As observacdes de baixa
consanguinidade e um efetivo tamanho populacional (Ng) acima do limiar de 50 também néo
indicam qualquer sinal de perda de diversidade nesta espécie dentro dos limites da FLONA.
Para assegurar a conservacdo da diversidade genética, sugere-se o estabelecimento de um banco
de germoplasma com individuos propagados de pelo menos 40 progenitores (matrizes) dentro
de cada uma das quatro populacdes de P. microphyllus. Finalmente, estes resultados fornecem
informacao solida que é de extrema importancia para desenvolver estratégias de conservacao e
servem de base para delinear e construir um banco de germoplasma para esta planta medicinal

ameacada.
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CAPITULO 3 DISTRIBUICAO POTENCIAL DE PILOCARPUS MICROPHYLLUS
NOS BIOMAS AMAZONIA/CERRADO SOB OS CENARIOS FUTUROS DE
MUDANCAS CLIMATICAS?.

Resumo

Pilocarpus microphyllus Stapf. ex Wardlew. (Rutaceae) ¢ uma espécie de planta medicinal
endémica e ameacada do Brasil tropical. Popularmente conhecido como “jaborandi”, € a tnica
fonte natural de pilocarpina, um alcaloide usado no tratamento médico de glaucoma e
xerostomia. Com base nos Modelos de Distribuicdo de Espécies (MDEs), modelamos a
adequacdo da distribuigao geografica de P. microphyllus considerando trés Modelos de
Circulagdo Global (GCMs) em dois cenarios de mudancas climaticas futuras (SSP2-4.5 e SSP5-
8.5). As andlises quantitativas realizadas com dez diferentes algoritmos MDEs revelaram que a
sazonalidade da precipitagdo (Biol5) e a precipitacdo do més mais seco (Biol4) foram as
variaveis bioclimaticas mais importantes. Os resultados evidenciaram quatro principais areas-
chave de ocorréncia continua da planta se espalhando diagonalmente sobre os biomas tropicais
brasileiros (Amazodnia, Cerrado e Caatinga). As proje¢des do conjunto para um futuro préximo
(2020 a 2040), considerando todos os GCMs e cenarios, indicaram impactos negativos para a
perda potencial ou reducao significativa de habitats adequados para P. microphyllus na regiao
de transicao entre a Amazonia e o Cerrado no centro e norte do estado do Maranhao, ¢
principalmente no bioma Caatinga no norte do estado do Piaui. Por outro lado, projetam-se
impactos positivos da expansdo da adequacdo do habitat vegetal sobre areas protegidas de
cobertura florestal do bioma Amazdnia no sudeste do estado do Paré. Visto que o jaborandi tem
importancia socioecondmica para muitas familias do Norte/Nordeste brasileiro, ¢ urgente a
implementagdo de politicas publicas de conservacdao e manejo sustentavel, mitigando assim os

impactos das mudangas climaticas globais.

Palavras-chave: Impacto das mudancas climaticas; Modelagem de Distribuicdo de Espécies;
biomas tropicais brasileiros; CMIP6 cenarios.
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Abstract

Pilocarpus microphyllus Stapf. ex Wardlew. (Rutaceae) is an endemic and threatened medicinal
plant species from tropical Brazil. Popularly known as “jaborandi”, it is the unique natural
source of pilocarpine, an alkaloid used to medical treat glaucoma and xerostomia. Based on
Species Distribution Models (SDMs), we modeled the suitability of P. microphyllus’s
geographical distribution considering three Global Circulation Models (GCMs) under two
future climate change scenarios (SSP2-4.5 and SSP5-8.5). The quantitative analyses carried out
using ten different SDM algorithms revealed that precipitation seasonality (Biol5) and
precipitation of the driest month (Bio14) were the most important bioclimatic variables. The
results evidenced four main key areas of continuous occurrence of the plant spreading
diagonally over tropical Brazilian biomes (Amazon, Cerrado and Caatinga). The near-future
(2020 to 2040) ensemble projections considering all GCMs and scenarios have indicated
negative impacts for the potential loss or significant reduction in suitable habitats for P.
microphyllus in the transition region between the Amazon and Cerrado into central and northern
Maranhao state, and mainly in the Caatinga biome over the northern Piaui state. On the other
hand, positive impacts of the expansion of the plant habitat suitability are projected over forest
cover protected areas of the Amazon biome in the southeastern Para state. Since the jaborandi
is of socioeconomic importance for many families in the north/northeast Brazil, it is urgent to
implement public policies for conservation and sustainable management, thus mitigating the

impacts of global climate change.

Keywords: Climate change impacts; Species distribution modelling; Brazilian tropical biomes;
CMIP6 scenarios.
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3.1 Introducio

A mudanca climatica global tornou-se uma das importantes ameagas crescentes a
biodiversidade na Terra, ¢ ha um consenso cientifico de que as plantas estdo entre os grupos
mais vulneraveis e ameagados (Antonelli ef al., 2020; Nic Lughadha ef al., 2020; Habibullah e¢
al., 2022). As plantas podem se mover, se adaptar ou se extinguir, neste ultimo caso, porque
nao sdo capazes de lidar tao rapidamente com o aumento da temperatura do ar na superficie e
o estresse hidrico causado pelas mudangas climaticas (Solomon; Kirilenko, 1997; Margrove et
al.,2015). Diante do aquecimento global e das mudangas climéticas, as consequentes alteracdes
que variam de escalas globais a regionais nas condi¢des ambientais podem afetar diretamente
a fisiologia, a fenologia e a distribuicdo das plantas em suas diversas faixas (Freimuth ef al.,
2022; Acevedo; Beaudrot; Meléndez- Ackerman; Trembalay, 2020). Analisando os impactos de
futuras mudangas globais particularmente na biodiversidade amazonica, Gomes; Vieira;
Salomao; ter Steege (2019) projetou uma reducao de 30% e 47% de todas as espécies de plantas

e distribuicdo geografica, com a bacia amazonica oriental sendo a mais fortemente impactada.

Estudos anteriores ja demonstraram o efeito das mudancas climaticas nas plantas
medicinais. Por exemplo, Rana et al. (2020) e Shen, Yu ¢ Wang (2021) mostraram a influéncia
da precipitagdo, temperatura e altitude na distribuicdo potencial, qualidade e adequacao do
habitat de plantas medicinais e aromaticas economicamente importantes na China e no Nepal.
Além disso, espécies de plantas medicinais sdo particularmente ameagadas pelas mudancgas
climaticas, pois as condigdes futuras podem aumentar a pressdo antropica de exploragao
desordenada, levando a perda da area de ocorréncia natural (Applequist ef al., 2020; Sharma et

al., 2020; Patni et al., 2021).

Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew. ¢ uma 4rvore arbustiva medicinal,
conhecida popularmente como ‘“jaborandi”, reconhecida como a Unica fonte natural de
pilocarpina, um alcaldide imidazolico amplamente utilizado na indastria como ingrediente
farmacéutico ativo (IFA) na composi¢do de medicamentos aplicados no tratamento de doengas
como glaucoma e xerostomia (Abreu ef al., 2011; Caldeira et al., 2017; Jain; Verma; Jain, 2020).
A espécie desempenha um papel econdmico significativo na geracdo de renda para diversas
familias que dependem da extragcdo de produtos florestais ndo madeireiros (Pinheiro, 2002;

Homma, 2004). Em 2021, a extracdo de folhas de jaborandi atingiu aproximadamente 291



76

toneladas no Brasil (IBGE, 2022) e a exportagdo da pilocarpina movimentou,
aproximadamente, cerca de 3,3 milhdes de ddlares no primeiro semestre de 2019 (Abiquifi,
2020). Assim, por causa das pressdes socioecondomicas, P. microphyllus estd sob ameaga de
extingdo e foi colocado na categoria “Vulneravel” (Fernandez et al., 2021) como resultado de
praticas extrativistas desordenadas. Nas ultimas décadas (especialmente nas décadas de 1970 e
1980), a pressao crescente da superexploracao de P. microphyllus contribuiu para redugdes no
tamanho/abundancia da populagdo, em toda a sua area de distribui¢do, ocorrendo o
desaparecimento completo em algumas regides (Pinheiro, 2002; Caldeira ef al., 2017; Grabher,

2015).

No continente sul-americano, a espécie P. microphyllus € nativa do Norte e Nordeste do
Brasil e em algumas areas da Guiana Francesa e Suriname (ver circulos na Figura 3.1a) (Pirani;
Devecchi, 2018; Pinheiro, 1997; Skorupa, 2000). No territorio brasileiro, esta planta tem
ocorréncia predominante nos estados do Para (PA), Maranhao (MA) e Piaui (PI) (Pirani, 2015),
abrangendo a porcao tropical dos biomas Amazodnia, Cerrado e Caatinga, conforme Figura 3.1a.
Portanto, o foco desta pesquisa estd na area de estudo ilustrada na Figura 3.1b onde os pontos
de ocorréncia de P. microphyllus sdo mais abundantes. MA ¢ o maior produtor de jaborandi,
seguido por PA e PI (IBGE, 2022). O PA ¢ considerado uma das maiores reservas naturais de P.
microphyllus na Amazonia oriental, de forma que os pontos de ocorréncia sdo restritos dentro
da Unidade de Conservagao (UC), conhecida como Floresta Nacional de Carajas (CNF; ver
localizagdo na Figura 3.1b) (Caldeira et al., 2017; Gumier-Costa, 2012). De fato, uma
caracteristica ambiental notavel ao visualizar o mapa de cobertura e uso da terra na Figura 3.1b
¢ a presenca de extensas areas de pastagem (&reas amarelas) entre os biomas Amazdnia e
Cerrado (Pard e Maranhao). O nivel de desmatamento tem se intensificado nessas areas devido
as multiplas atividades antrdpicas (agricultura, pecudria, assentamentos e minera¢do), o que
resulta na perda e fragmentacdo do habitat das plantas (Souza-Filho ef al., 2016). O impacto
das atividades humanas sobre as espécies ameacadas ¢ ainda mais grave, pois sdo mais sensiveis
as mudancas climdticas, pois seu habitat ¢ diretamente influenciado pelos padrdes climaticos
regionais representados pela temperatura do ar na superficie e regimes de precipitagdo (Rana et
al., 2020; Wani et al., 2023; Cao et al., 2020). A distribuicao das espécies ao redor do mundo
depende de um conjunto de aspectos abidticos e biodticos, incluindo os tipos de vegetagdao onde
as espécies crescem, porém nos biomas tropicais brasileiros as condi¢des climaticas

desempenham um papel relevante, de modo que as mudancas climaticas podem afetar
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diretamente a disponibilidade de recursos adequados habitats no futuro (Jha, K.; Jha, R., 2021;
Kong et al., 2021; Panja; Podder; Homechaudhuri, 2021).

Figura 3.1 - Mapas com os pontos de ocorréncia de P. microphyllus (circulos) sobre: (a) América do Sul
enfatizando o dominio geografico dos trés Biomas tropicais sobre o Brasil; (b) area de estudo do presente trabalho
no norte/nordeste do Brasil com o mapa de cobertura/uso do solo no ano de 2020.

(b) Studyarea
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Poucos estudos examinaram como as condi¢des climaticas podem afetar o crescimento,
reproducao e distribuicdo potencial de P. microphyllus. Lima et al. (2017) mostraram os niveis
mais altos de pilocarpina na esta¢do seca e os niveis mais baixos na estagdo chuvosa. Mais
recentemente, Caldeira ef al. (2017) encontraram possiveis areas propicias para a ocorréncia de
P. microphyllus, mas ndo avaliou as consequéncias das mudangas climaticas na distribuicdo
geografica de habitats adequados no futuro. Portanto, ¢ fundamental entender como a
distribuicao geografica pode responder as mudangas climdticas, uma vez que essas espécies sao
usadas pelas comunidades locais e tendem a ter um alto valor econémico, com altas demandas

para a industria farmacéutica (Pinheiro, 2002; Abiquifi, 2020).
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A Modelagem de Distribui¢do de Espécies (MDE) ¢ uma técnica cientifica e
computacional robusta com alto nivel de confiabilidade em estudos ambientais (Peterson ef al.,
2022; Sillero; Campos; Arenas-Castro; Barbosa, 2023; Zurell et al., 2020). MDE tem sido
considerada uma ferramenta essencial para verificar o efeito das mudangas climaticas na
distribuicdo dos organismos naturais ao longo do tempo (Peterson et al., 2011). Este método
utiliza dados de ocorréncia de espécies juntamente com dados ambientais e ecologicos,
projetando e mapeando os locais com maior probabilidade de serem adequados para as espécies.
As projecdes de mapas em cenarios futuros permitem avaliar a eficicia das atuais Areas
Protegidas (Eustace et al., 2021) e, também, podem auxiliar cientistas e tomadores de decisao
no planejamento de estratégias integradas de conservagdo/restauracao da biodiversidade (Park;

Park; Borzée, 2021; Amaral; Ferreira; Mann, 2021).

Aqui, aplicamos a abordagem MDE para avaliar as areas de habitat adequadas para
espécies de P. microphyllus sob cenarios climaticos atuais e diferentes futuros. O MDE ajudara
a entender como as mudangas climaticas afetam a distribuicao geografica, com a hipotese de
que, a medida que a temperatura do ar aumenta e os regimes de chuvas sdao modificados nas
condicdes futuras, algumas areas podem se tornar menos ou mais adequadas para P.
microphyllus. Portanto, os objetivos do estudo sdo (i) determinar a distribuicao potencial de
habitats adequados para P. microphyllus associados a varidveis ambientais durante o clima atual;
(i1) investigar o impacto dos cenarios de mudancas climaticas globais na distribuicdo da

ocorréncia desta espécie durante as proximas duas décadas (2020 a 2040).

O estado da arte em modelagem ambiental pode contribuir para o avango do
conhecimento cientifico sobre essa planta de relevancia tanto para a biologia da conservacao
quanto para as praticas humanas que delas dependem socio-economicamente. Os resultados
devem nos fornecer ideias e conhecimentos uteis para identificar regides prioritarias para a
conservagdo da espécie e fornecer informacdes para delinear areas de exploragdo sustentavel
do jaborandi, juntamente com a implementacdo de programas de conservagdo ex-situ para

proteger a diversidade genética das populagdes desta espécie em extingdo.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Espécie estudada, area de estudo e dados de coleta

Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth ¢ um arbusto ou pequena arvore que
pertence a familia Rutaceae. A espécie ¢ diploide perene (2n=22), aldgama e atinge uma altura
de 3—6m (Pirani Devecchi 2018; Skorupa, 2000). P. microphyllus sdo encontradas no continente
sul-americano (Figura 3.1a), principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil, mais
precisamente, nos estados do Par4, Maranhdo e Piaui (Figura 3.1b) (CNCFlora, 2012; Pirani,
2015; Martinelli Moraes, 2013). P. microphyllus cresce em regides com altitudes baixas a altas
(entre 50 e 550 m) e temperaturas do ar mais amenas e estagao chuvosa bem definida (Marques;
Costa, 1994). A Figura 3.1b mostra que a area de estudo engloba a ocorréncia de P. microphyllus
ao longo da porcao tropical dos biomas Amazonia e Cerrado (Para e Maranhao), bem como
uma pequena area do bioma caatinga (oeste do Piaui) (Nascimento; Novais, 2020; Nobre et al.,
2009). Assim, os biomas Amazonia e Cerrado sdo as areas mais significativas de ocorréncias
de P. microphyllus no Brasil. Cada bioma apresenta caracteristicas climaticas distintas, por
exemplo, na Amazonia, o clima ¢ quente e imido, com alta pluviosidade ¢ umidade do ar
durante todo o ano (Hasenack et al., 2019; Nobre et al., 2009). O Cerrado tem invernos secos
e verdes chuvosos, enquanto na Caatinga apresenta condigdes semiaridas com curta duracao da

estacao chuvosa (Nascimento; Novais, 2020; Tabarelli et al., 2018).

Os registros de ocorréncia de P. microphyllus utilizadas neste estudo foram extraidas do
banco de dados SpeciesLink (https://specieslink.net, acessado em janeiro de 2022), bem como
todos os registros utilizados no estudo por Monteiro et al. (2022). Primeiro, os dados do
SpeciesLink foram checados para verificar se todos os pontos de ocorréncia realmente
pertencem a P. microphyllus e se ha dados duplicados e/ou ausentes. Além disso, foram
verificadas as coordenadas geograficas, pois pode haver inconsisténcias relacionadas a
possiveis erros de digitagdo. Apos esta etapa, os pontos de ocorréncia localizados nos estados
do Maranhao e Piaui foram mantidos do banco de dados SpeciesLink, enquanto os pontos sobre
o estado do Pard foram mantidos de Monteiro e al. (2022). E importante ressaltar que
utilizamos apenas registros das espécies que ocorrem naturalmente na area de estudo (Figura

3.1b) (CNCFlora, 2012; Pirani 2015; Martinelli; Moraes, 2013).
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3.2.2 Variaveis bioclimaticas no clima atual e cenarios futuros

Para este estudo, foram selecionadas as 19 varidveis bioclimaticos para modelagem no
cenario climatico atual, obtidos da base de dados WorldClim versdo 2.1 para 1970-2000 (Fick;
Hijmans, 2017; http://www.worldclim.org, acessado em 28 de janeiro de 2022), com resolugao
de 30 segundos de arco (~1 km). Primeiro, a funcdo "removeCollinearity" do pacote
virtualspecies em R (Leroy; Meynard; Bellard; Courchamp, 2016; R Development Core Team,
2019) foram usados para eliminar as varidveis bioclimaticas que estavam correlacionadas (r >
0,85) entre si. Das 19 varidveis testadas, 10 permaneceram nas analises diagnésticas, entre elas:
Faixa Diurna Média (Bio2), Isotermalidade (Bio3), Sazonalidade da Temperatura (Bio4),
Precipitagdo do Trimestre Mais Frio (Bio9), Temperatura Média do Trimestre Mais Quente
(Bi010), Precipitacdo do més mais seco (Biol4), Sazonalidade da precipitagdo (Biol5),
Precipitagdo do trimestre mais imido (Bio16), Precipitacdo do trimestre mais quente (Biol8) e

Precipitagdo do trimestre mais frio (Bio19).

No que diz respeito a analise do impacto de mudancas climaticas futuras na distribuigao
de P. microphyllus durante um periodo de 20 anos (2021-2040), utilizou-se simulagdes de
Modelos de Circulagdo Global (GCMs) da Fase 6 do Projeto de Intercomparagdo de Modelos
Acoplados (CMIP6; Panja; Podder; Homechaudhuri, 2021; Mithun; Pradeep Kumar; Pradeep,
2023). Foram utilizados trés GCMs: CanESMS5, MRI-ESM2-0 ¢ MIROC6 que melhor
reproduzem o padrao espacial de precipitagdo para a América do Sul, segundo Rivera; Arnould
(2020) e Almazroui et al. (2021). Em termos de condigdes climaticas futuras, foram utilizados
dois cendrios de Percursos Socioecondmicos Compartilhados (SSPs): SSP2-4.5, que representa
projecdes moderadas, pois sugere um aumento da temperatura global do ar entre 0,9 e 2°C
(considerando politicas globais de mitiga¢do para reduzir as emissdes de gases com efeito de
estufa); e SSP5-8.5, que representa o cendrio pessimista, que sugere um aumento exponencial
das emissdes de CO2 ao longo do século XXI e um aumento da temperatura global entre 1,4 e
2,6°C. Nesta pesquisa, os dados GCMs para proje¢des de cenarios futuros (2021-2040) também
foram obtidos do banco de dados WorldClim.

3.3.3 Modelagem de distribuicao de espécies (MDE)
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Na abordagem de modelagem, os dados de ocorréncia de P. microphyllus foram usados
como variavel de resposta e dados bioclimaticos e ambientais como variaveis preditoras no
pacote “Biomod2” desenvolvido no ambiente R (Thuiller et al., 2021). A ultima versao
Biomod2 (3.5.1) ¢ utilizada para identificar as areas mais provaveis de ocorréncia de espécies
através das intersecdes e interagdes entre fatores biofisicos e ambientais (Thuiller ez al., 2009).
A fim de reduzir as incertezas produzidas por vieses e limitacdes do uso individual de técnicas
estatisticas, utilizamos o Biomod 2, que utiliza multiplas técnicas de modelagem e permite gerar
predicdes ensemble baseadas no consenso entre modelos (Sillero et al., 2023). Assim, para
ajustes do modelo, empregamos até 10 algoritmos de modelagem diferentes: quatro algoritmos
de aprendizado de machine learning algorithms (Modelagem de refor¢o generalizada — GBM -
Freund; Schapire, 1997; Rede neural artificial - ANN, Venables; Ripley, 2013; Analise de arvore
de classificagdo — CTA - Breiman; Friedman; Olshein; Stone, 1984; Floresta aleatoria — RF -
Breiman, 2002) e seis algoritmos de regressao (Modelagem linear generalizada — GLM -
Guisan; Edwards; Hastie, 2002; Modelos aditivos generalizados — GAM - Hastie; Tibishirani,
1995; Bioclim — BC - Booth et al., 2014; Analise discriminada flexivel — FDA - Hastie;
Tibishirani, 1994; Splines de regressao adaptativa multivariada — MARS - Friedman, 1991;
Entropia maxima — Maxent - Phillips; Anderson; Schapire, 2006).

Para este estudo, como existem registros da presenca da planta e para a maioria dos
modelos estatisticos € necessario ter dados sobre a presenca e auséncia da espécie, foram
gerados pontos de pseudo-auséncia amostrados em toda a area de estudo. Em termos de redugao
das incertezas de modelagem, adotamos o procedimento de célculo de consenso (ensemble),
para que os resultados possam ser consistentes com diferentes estudos de modelagem (Aratjo;
New, 2007). A avaliacdo do desempenho do modelo foi realizada por meio da métrica TSS
(True Skill Statistics) e da curva ROC (Receive Operating Characteristic). Como TSS ¢é a
métrica mais aplicada como uma medida simples, mais robusta e intuitiva do desempenho de
modelos de distribuicdo de espécies, utilizamos essa métrica para avaliar os melhores modelos
para compor o consenso, de forma que apenas modelos com TSS > 0,6 foram considerados para
compor o ensemble (Allouche; Tsoar; Kadmon, 2006). Assim, o modelo de distribuigdo de
consenso foi obtido por meio da estatistica entre os melhores modelos. Além disso, binarizamos
os mapas de distribuicdo atual e futuro usando os valores limiares maximizados de TSS, para
transformar em mapas de auséncia/presenca variando de 0 a 1 (Liu; White; Newell, 2011),

porém nossos resultados serdo enfatizados para valores acima de 0,5 contendo a maior
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probabilidade de areas adequadas para as espécies estudadas. Os resultados foram apresentados
separadamente para cada um dos trés GCMs nos cendrios SSP2-4.5 e SS5-8.5, bem como o
mapa ensemble considerando a integracao de todos os GCMs e cenarios foi plotado e analisado.
Este ultimo, consideramos como o principal resultado deste estudo, por contemplar variaveis
bioclimaticas e ambientais relevantes na determinacdo de arcas continuas com maior
probabilidade de ocorréncia de habitats adequados para P. microphyllus ao longo dos biomas
tropicais do norte/nordeste do Brasil. O mapeamento busca identificar as dreas-chave propicias
a ocorréncia da espécie. Ao nivel da avaliagdo quantitativa, sdo calculadas estatisticas
descritivas em cada area-chave, seguidas da plotagem dos resultados em forma de boxplot,
permitindo assim comparagdes de padrdes atuais e futuros. Todas as analises e resultados foram
conduzidos em ferramentas computacionais e cientificas baseadas no ambiente R (versao 4.2.2,

Team R Core, 2022) e QGIS v. 3.22.4 (QGIS Development Team, 2021).

3.4 Resultados

Inicialmente, avaliamos a consisténcia e qualidade da modelagem ambiental para as
espécies estudadas. Em termos de métricas utilizadas, o TSS e o ROC obtiveram valores de
0,923 e 0,993, respectivamente (Tabela 3.1). Esses valores indicam altos niveis de precisao e
poder preditivo adequado e desempenho para validagdo do modelo. As integragdes dos dez
algoritmos do MDE revelaram que a distribuicao atual de P. microphyllus ¢ dependente de
variaveis bioclimaticas (Tabela 3.2), sendo a precipitagdao sazonal (Biol5) e a precipitacao do

més mais seco (Bio14) as mais importantes para a espécie em toda a area de estudo.

Tabela 3.1 - Analise do desempenho dos modelos utilizando a métrica TSS e curva ROC.

estatistica Cutoff Sensitividade Especificidade Calibragao
TSS 452.0 94.370 97.451 0.918*
ROC 452.3 94.372 97.450 0.993*
*Significant value.

Tabela 3.2 — Varidveis bioclimaticas e estatistica da distribuigao atual.

Variaveis bioclimaticas estatistica

Precipitagdo do trimestre mais frio (Bio9) 0.0821

Temperatura Média do Trimestre Mais Quente (Bio10) 0.177
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Precipitagdo do més mais seco (Biol4) 0.211*
Sazonalidade da precipitagdo (Biol5) 0.286*
Precipitagdo do trimestre mais iimido (Bio16) 0.0799
Precipitagdo do trimestre mais quente (Biol8) 0.0917
Precipitagdo do trimestre mais frio (Bio19) 0.0523
Faixa Diurna Média (Bio2) 0.161
Isotermalidade (Bio3) 0.158
Sazonalidade da Temperatura (Bio4) 0.0975

*Significant value.

Os resultados obtidos no modelo de conjunto demonstraram que a distribui¢ao atual de
P. microphyllus apresenta quatro areas principais espacialmente continuas (ver Figura 3.2a). A
Areal esta localizada inteiramente no bioma amazonico dentro da area protegida do CNF no
sudeste do estado do PA. A Area2 é a mais extensa da regido, na transi¢io entre os biomas
Amazonia e Cerrado, entre os estados do PA ¢ MA. Ja na zona de transi¢ao entre a Amazonia ¢
o Cerrado, na parte equatorial do MA, verifica-se a area3. Na por¢ao mais oriental da regido, a
area4 ocorre na zona de transi¢do entre os biomas Cerrado e Caatinga, entre os estados do MA
e PI. Observa-se certa separagado entre areal e drea2 devido a presenga do rio Tocantins na divisa

PA e MA, também entre area2 e area3 pelo rio Mearim no estado do MA.

Em relagdo as simulagdes de futuro proximo (2020 a 2040) geradas pelo SDM, a Figura
3.2b mostra os resultados obtidos para cada GCM nos cenarios SSP2-4.5 e SSP5-8.5, que
indicam um padrao geral de redugdo de areas aptas para ocorréncia de P. microphyllus ao longo

das areas-chave.

Figura 3.2- Distribui¢ao potencial de habitats adequados para P. microphyllus espécies (areas sombreadas de verde
a roxo) no norte/nordeste do Brasil entre os biomas Amazonia, Cerrado e Caatinga considerando: (a) distibui¢do
atual; (b) projecoes para um futuro proximo para cada um dos trés GCMs e cenarios SSP2-4.5 e SSP5-8.5.
Poligonos em linhas tracejadas cinza em (a) indicam as areas-chave de ocorréncia da espécie.
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(a) Current distribution of P. mwrophyllus
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As analises do consenso ou conjunto de todos os GCMs e cendrios para um futuro
proximo (2020 a 2040) ¢ sintetizado na Figura 3.3a. Comparando os padrdes da distribuicao
atual na Figura 3.2a com o futuro na Figura 3.3a, podemos distinguir mudancas visiveis na
area2, area3 e areca4 que mostram tendéncias decrescentes tanto nos padroes espaciais quanto
nas intensidades médias a altas de habitats adequados para P. microphyllus. Por outro lado, a
areal mostra uma expansao ¢ intensificacdo de areas adequadas ao norte € noroeste, em diregao
a areas protegidas com cobertura florestal primaria no sudeste da UC. A Tabela 3.3 apresenta
os valores das estatisticas descritivas calculadas em cada area-chave de distribui¢do potencial
de P. microphyllus. Esses resultados sdo plotados na Figura 3.3b como boxplots com a
comparagdo entre padrdes atuais e futuros proximos, permitindo assim extrair informagdes
quantitativas sobre os impactos das mudangas climaticas. O efeito das mudangas ambientais
nas proximas décadas ¢ de expansdo da areal, mantendo a intensidade de média a alta
probabilidade de areas adequadas para a espécie, conforme indicado pelo boxplot para futuro

préoximo posicionado relativamente acima da distribui¢do atual (Figura 3.3b). Na area2 que € a
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mais diagonalmente extensa entre os biomas Amazdnia e Cerrado, ndo hd mudanga significativa
na dimensdo espacial (Figura 3.2a), porém o boxplot apresentou estatisticas para o periodo
futuro préximo bem abaixo do atual (Figura 3.2b), indicando uma diminui¢ao da intensidade
da distribui¢do dos habitats da planta. As simulagdes para area3 mostram indicios de retragao
espacial relativa ao sul e expansdo ao norte (Figura 3.3a), com a posi¢do do boxplot do futuro
proximo apresentando valores significativos abaixo do padrao atual (Figura 3.3b). O sinal de
impacto mais intenso € esperado na area 4, onde se configura claramente uma grande reducao
espacial (Figura 3.3a) com consequente diminui¢cdo robusta na intensidade da adequacao da
distribui¢do das espécies, conforme indicado pelo boxplot para a atual em comparagdo com o
futuro proximo. Esse resultado revela que os habitats adequados para P. microphyllus quase

desaparecerdao no bioma caatinga.

Tabela 3.3- Estatisticas calculadas em cada area-chave de distribuic@o potencial de P. microphyllus.

Areas-chave periodo minimo 1° quartil mediana significar 3° quartili maximo

Atual 0,50 0,53 0,69 0,66 0,85 1,00

areal
Futuro proximo 0,50 0,58 0,74 0,70 0,87 0,95
Atual 0,50 0,51 0,67 0,68 0,86 1,00

area2
Futuro proximo 0,50 0,51 0,55 0,57 0,68 0,85
Atual 0,50 0,53 0,56 0,58 0,66 0,95

area3
Futuro proximo 0,50 0,51 0,58 0,54 0,70 0,88
Atual 0,50 0,54 0,58 0,60 0,73 0,92

area4

Futuro proximo 0,50 0,50 0,55 0,53 0,65 0,68
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Figura 3.3 - (a) Distribui¢ao potencial em um futuro proximo (2020 a 2040) de habitats adequados para P,
microphyllus (areas sombreadas de verde a roxo) considerando o conjunto de todos os GCMs e cenarios; (b)
Boxplots da distribui¢@o nas quatro areas-chave considerando as estatisticas para projecdes atuais e futuras.
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3.5 Discussao

A abordagem de modelagem usando MDE com integracdes de vdarios algoritmos
representando interagdes ambientais demonstrou o efeito dominante da precipitagao sazonal
(Bio14 e Biol5) na determinacdo das areas de ocorréncia de P. microphyllus ao longo dos
biomas tropicais brasileiros. Quatro areas-chave desta espécie foram identificadas e projecdes
para um futuro proximo usando os dados fornecidos por trés GCMs considerando dois cenarios
de emissdes globais (SSP2-4.5 e SSP5-8.5) indicaram tendéncias de retragdo espacial
substanciais em habitats potencialmente adequados para a sobrevivéncia de P. microphyllus
particularmente em regides de transi¢do entre os biomas Amazdnia/Cerrado/Caatinga (central
ao norte dos estados do Maranhdo e Piaui). Tais impactos negativos foram associados a futuras

mudangas nos regimes sazonais de chuvas no leste da Amazonia e nordeste do Brasil.
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Nossas descobertas sdo consistentes com estudos anteriores de impactos ambientais e
climaticos nas mais diversas distribuicdes de espécies de plantas. [gawa; Toledo; Anjos (2022)
relataram a precipitacdo do més mais seco como a variavel principal para prever as areas
adequadas na distribuicdo de Theobroma cacao L., espécie de importancia econdmica para
muitos pequenos agricultores no Brasil. Centeno - Alvarado; Luiza; Cruz-Neto; Lopes (2022)
demonstraram a importancia da sazonalidade da precipitagdo como cofator relevante para
determinar a distribui¢do da palma forrageira, Tacinga palmadora (Britton & Rose) N. P. Taylor
& Stuppy, endémica do Brasil, no bioma Caatinga. Tian; Liu; Sui (2022) observaram uma
diminuigao nas regides aptas para Zanthoxylum armatum (Rutaceae) e sugerem que a espécie €
suscetivel as mudancas climaticas. Além disso, Fragniére et al. (2020) mostraram que, em
cenarios climaticos futuros, as areas adequadas para muitas espécies podem ser reduzidas, o
que pode indicar um aumento do risco de extingdo. Evidéncias adicionais mostram que a
redugdo de areas de condigdes climaticas adequadas afeta os recursos de forrageamento
disponiveis para os polinizadores, ameacando a reproducdo sexual e a variabilidade genética

das plantas (Gémez-Ruiz; Lacher Jr., 2019; Kolanowska; Michalska; Konowalik, 2021).

Apesar da ocorréncia de P. microphyllus no Nordeste do Brasil, onde o clima ¢ mais
quente com estacdes secas prolongadas, estudos anteriores sugeriram que ¢ encontrado
principalmente nas terras baixas do bioma AmazoOnia brasileira (Santos; Moreno, 2004;
Skorupa, 1996). Conforme Caldeira et al. (2017), P. microphyllus esté localizado em Floresta
Nacional de Carajas (CNF), uma unidade de conservagao federal sustentavel localizada no
sudeste do estado do Par4d, Amazonia oriental. Esta regido ¢ caracterizada por precipitagdes
entre 2.000 e 2.400 mm, enquanto a temperatura média anual varia entre 23°C e 26°C
(Ab’Saber, 1986), o que proporciona a espécie maturagao de seus frutos, flores e posteriormente
um bom crescimento (Moreira; Lameira; Campelo; Ramires, 2021). Um estudo recente sobre o
P microphyllus espécies mostradas que o aumento da temperatura e a diminui¢do da
precipitagdo, projetadas nos cendrios dos RCPs, podem afetar o crescimento das mudas de
jaborandi (Gomes; Vieira; Salomao; Ter Steege, 2019). Além disso, esses autores enfatizaram
o impacto negativo no crescimento em altura, didmetro e area foliar das mudas causado pelo
estresse hidrico. Outro estudo (Moreira ef al., 2021) registrou os efeitos da precipitacdo e da
temperatura nos padrdes fenologicos de P. microphyllus e mostram que a frutificacdo e a

floragdo atingiram o pico no periodo mais chuvoso.
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Ribeiro et al. (2019) mostraram impactos significativos das mudancgas climaticas na
adequagdo ambiental do Dipteryx alata Vogel no Cerrado brasileiro. Resultados semelhantes
foram relatados em outros estudos de espécies vegetais do Cerrado, relacionados aos impactos
das mudangas climaticas (Ribeiro et al., 2019; Costa-Coutinho et al., 2022; Ferreira et al.,
2022). No entanto, apesar desses estudos demonstrarem efeitos negativos na distribuicao de
plantas nesse bioma, Tomaz et al. (2022) indicaram que uma espécie de planta medicinal tende
a se adaptar em diferentes condi¢cdes ambientais, uma vez que a distribuicao da espécie tende a

diminuir na Mata Atlantica e na Caatinga do Nordeste do Brasil.

Assim, ha evidéncias cientificas de que mudancas globais a regionais nas condigdes
ambientais podem impactar negativamente as plantas medicinais, causando diminui¢do de
habitats adequados, alteragdes na produtividade das plantas e até mesmo promover o caso mais
grave de extingdo de espécies (Applequist et al., 2020; Srivastava; Misra, 2018). Considerando
a importancia dessas plantas para a industria farmacéutica (Abiquifi, 2020), espera-se que as
mudancas climaticas tenham um impacto negativo na economia regional. Por exemplo, no
estado do Pard, na Amazonia oriental, a coleta de P. microphyllus tornou-se uma importante
fonte de renda para varias familias e tem impulsionado a economia local (Bannitz et al., 2015;
Gumier-Costa et al., 2016). Segundo o IBGE (2022), no estado do Para, a extracao de folhas
de jaborandi movimentou aproximadamente 38t/ano, referente a extracao da planta realizada
no Brasil no ano de 2021. Do ponto de vista socioecondmico, a renda produzida pelo
extrativismo do jaborandi gira atualmente em torno de R$ 2.500 (renda mensal/extrativista,
porém, a familia tende a participar no periodo da colheita, o que possivelmente pode contribuir
para o aumento renda familiar (Nobre; Arieira, 2021). Nossos resultados apontam para uma
expansdo de habitats adequados para esta espécie no sudeste do Para, principalmente ao redor
do CNF. As projecdes para o sudeste da Amazonia, incluindo a area do CNF, indicam uma
intensificacdo da estagdo chuvosa, especialmente no cenario SSP2-4.5. Portanto, esta regido
nao sera impactada pela reducdo da planta, mas planos de manejo sustentavel sdo recomendados
por estarem dentro de areas protegidas com cobertura florestal primaria. Amaral et al. (2022)
demonstraram o impacto das mudancas climaticas no crescimento das mudas de jaborandi,
afetando diretamente sua producdo futura. Nossos resultados corroboram com os achados
desses autores, mas os impactos negativos mais significativos devem ocorrer nas regides de
transicdo entre os biomas Amazdnia e Cerrado ao longo do estado do Maranhdo e

principalmente na divisa com o estado do Piaui j& dentro do bioma Caatinga, cujas projecdes
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de retracdo espacial e intensa diminui¢do de habitats adequados da planta podem realmente

comprometer a economia de muitas familias nestes dois estados do norte e nordeste do Brasil.

3.6 Conclusao

A abordagem de modelagem ambiental baseada em MDE foi bem-sucedida na
determinacgdo de quatro principais areas-chave contendo habitats adequados para a distribuicao
atual de P. microphyllus espécies nos biomas tropicais brasileiros da Amazonia, Cerrado e

Caatinga.

Com base nos resultados de uma projecao de conjunto robusta construida com variaveis
bioclimaticas representando a precipitagcdo sazonal consensual de trés GCMs (CanESMS5, MRI-
ESM2-0 e MIROC6) sob dois cenarios globais de mudanca climatica (SSP2-4.5 e SSP5-8.5),
nos concluem que os impactos mais severos para a perda potencial ou reducao significativa de
habitats adequados para P. microphyllus estardo na regido de transicdo entre os biomas
Amazonia e Cerrado no centro e norte do Maranhao e, também principalmente no bioma
Caatinga no norte do Piaui onde o provavel desaparecimento quase completo desta planta &
esperado nas proximas duas décadas (2020 a 2040). Por outro lado, os impactos positivos da
futura expansao e intensificacdo da adequacao do habitat para P. microphyllus espécies sao
projetadas para areas do bioma Amazodnia no sudeste do Para, onde ainda predomina a cobertura
vegetal de floresta primaria dentro do mosaico de areas protegidas (Floresta Nacional de

Carajas e outras).

As informagdes e conhecimentos acima mencionados sobre a distribuicao atual e futura
de P. microphyllus devem ser considerados pelos tomadores de decisdo para mitigar os
impactos das mudangas climaticas. A recomendacao de criacdo de novas areas protegidas (areas
de florestas primdrias auxiliam diretamente na expansdo de espécies vegetais) deve ser uma
prioridade ambiental principalmente no estado do Maranhdo. Tendo em vista que o jaborandi
tem importdncia socioecondmica para muitas familias do Norte/Nordeste brasileiro
(relacionado a exploragdo extrativista de produtos ndo madeireiros), ¢ urgente a implementagao
de politicas publicas de conservacdo e manejo sustentavel, como sugerido mundialmente, por

pesquisadores em diferentes continentes, para outras espécies de plantas ameacgadas
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(Wagensommer; Venanzoni, 2021; Steyn et al., 2019; Mithun; Pradeep Kumar; Pradeep, 2023),
juntamente com a criagdo de programas de conservacdo ex-situ para proteger a diversidade

genética (banco de germoplasma) das populacdes desta espécie ameacada de extingdo.
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CAPITULO 4 CONCLUSAO GERAL

4.1 Resultados Chave: Impactos e Implicagoes

Sabe-se, que o jaborandi, teve a diminui¢ao nas suas populacdes e perda da diversidade,
devido ao extrativismo desordenado, nas ultimas décadas, a qual a colocou em perigo de
extingdo. Hoje, o estado do Par4 detém uma das maiores reservas naturais do jaborandi. E, o
extrativismo das folhas e sementes, nessa regido, possui grande importancia para a populagao
local, agregando melhoria na renda da populacao que vive dessa atividade, a qual tem crescido

nos ultimos anos.

Mediante a diminuicao da diversidade, das areas de ocorréncia da espécie e as previsoes
das mudangas climaticas futuras, essa pesquisa gerou informagdes importantes sobre a estrutura
e diversidade de uma planta medicinal, a qual possui um alto potencial socioambiental e
econOmico para o Brasil e para o mundo, visto que, a espécie possui a pilocarpina, principio
ativo que ¢ utilizada na fabricag¢do de colirios para tratamento de doengas. Além disso, nesse
estudo, buscou-se entender como as mudangas climaticas futuras podem impactar as principais
areas de ocorréncia do jaborandi e ajudou a delinear areas adequadas para a espécie,

contribuindo para a conservacao do jaborandi ao longo das proximas décadas.

4.2 Conclusoes de forma integrada

As discussdes acerca da diversidade genética foram intensificadas nos ltimos anos e,
se tornaram essenciais no planejamento de conservacao de muitas espécies. Com base nisso e
considerando as hipoteses apresentadas anteriormente, a seguir, estas, agora, podem ser

reanalisadas conforme os resultados e discussoes expostos nos Capitulos 1 e 2.

A primeira hipotese (A) foi a seguinte: A coleta excessiva das folhas do jaborandi,
praticadas nas ultimas décadas, representa um risco a espécie na Flona de Carajas/PA.
Conforme os resultados obtidos nessa pesquisa, pode-se concluir que a hipdtese ndo corrobora.
Diferente do que se esperava encontrar, os resultados demonstraram que na regido de Carajas,
hé a presenca de 4 populacdes bem definidas e alta diversidade, mesmo com o extrativismo

continuo na regido. Além disso, foi possivel propor, através desse estudo, um numero minimo
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de individuos para delinear e construir um banco de germoplasma para esta planta medicinal

ameacada, assegurando a conservagédo da diversidade genética em longo prazo.

Diante dos resultados apontados, pode-se ainda destacar que o extrativismo na regido
vem sendo feito de forma sustentavel, visto que, depois de muitos anos de colheita das folhas,
encontrou-se alta diversidade genética para o jaborandi na regido. Esse resultado é de suma
importéancia para as comunidades locais que tém nessa atividade uma fonte de renda e que, em
funcdo das poucas oportunidades de trabalho na regido, tém o seu sustento proveniente da
floresta em pé.

De acordo com a segunda hipotese (B), a qual € a seguinte: As mudancas climaticas
futuras influenciardo nas areas de ocorréncia do jaborandi. Com relacao a hipotese B, entende-
se que ela € verdadeira. Os resultados dessa pesquisa mostraram diminuicdo em areas adequadas
para o jaborandi mediante as mudangas climaticas no futuro. Entre essas regides destacam-se
as regioes de transi¢ao entre os biomas Amazonia e Cerrado e, também no bioma Caatinga, a
qual pdde-se observar o desaparecimento por completo das areas da espécie nas proximas
décadas (2020 a 2040). Em contrapartida, o estudo demonstrou uma futura expansao e aumento
na adequabilidade de habitat na regido Amazonica, mais precisamente, no sudeste do Para, a
qual faz parte do mosaico de areas protegidas e onde ainda se tém popula¢des naturais de P.

microphyllus.

Sendo assim, o conhecimento e as informagdes citadas acima sobre as areas adequadas,
para o P. microphyllus, devem ser levadas em consideragao pelos tomadores de decisdes como
forma de diminuir os impactos das mudangas climaticas no futuro. Além disso, devido o
jaborandi possuir uma importincia socioecondmica para varias familias, relacionado a
atividade extrativista, destaca-se a importancia da implementa¢do de conservacdo € manejo
sustentavel, objetivando contribuir com a elaboracdo de politicas publicas que auxiliem a
conservagao da espécie. Desse modo, sugere-se a criacdo de programas de conservacao in situ
e ex situ (banco de germoplasma) para salvaguardar a diversidade genética das populacdes desta

espécie medicinal ameagada de extingao.

Em vista disso, tal pesquisa contribuiu para o enriquecimento do entendimento sobre a
diversidade e estrutura genética da espécie e, a importancia da extragdo sustentavel do

jaborandi, feito pelos folheiros, na regido de Carajas. Além de, contribuir com as informagdes
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para identificar areas prioritarias e, desenvolver o conhecimento para propor estratégias para a

conservagao ex situ € in situ para essa espécie ameacada.

4.3 Propriedades para pesquisas futuras

Algumas dificuldades foram encontradas ao longo deste estudo. O primeiro destes, foi
a questdo de encontrar poucos estudos publicados em revistas cientificas sobre a espécie,
principalmente, relacionado a diversidade e estrutura genética para o P. microphyllus. A maioria
dos estudos encontrados, ainda estdo em teses, € 0s que sdo encontrados em revistas cientificas,

j& tém bastante tempo de publicacao.

Além disso, dados atuais sobre a produtividade do extrativismo do jaborandi em Carajas
e em outras regioes, ainda sdo escassos. Algumas informagdes sdo encontradas no banco de
dados do IBGE (como foi demonstrado no referencial tedrico), porém outras, como: qual valor
mensal ou anual um folheiro pode estar recebendo através dessa atividade, ndo sdo encontrados,
ou os dados que existem, estdo em trabalhos/teses com mais de 5 anos realizados. Ter essas
informagdes mais atuais, sdo de extrema importancia, pois servirdo como base para delinear
estratégias de conservacao, bem como, contribuir na manutengdo dessa atividade extrativista

ao longo das proximas décadas.

Outra limitag¢do, que encontrou-se nesse estudo, foi a auséncia de dados de pontos de
ocorréncia da espécie nos bancos de dados existentes. Boa parte dos pontos estavam duplicados
ou estavam com erros de digitacdo. Algumas informacdes também estavam incorretas, ndo se
tratando de locais onde a espécie foi e é realmente encontrada, conforme a literatura. Entdo,
essa falta de informagao pode ser considerada um fator “limitante” para pesquisas futuras sobre

a espécie, ou até mesmo, trazer resultados enviesados.

Mas, apesar, dessas limitagdes, essa tese traz informacdes significativas e atuais, para
que os tomadores de decisdes possam tracar estratégias de conservacdo para a espécie conforme
0 gue se encontrou nesse estudo. As metodologias utilizadas podem ser aplicadas para estudar
a diversidade e estrutura genética, bem como, investigar o impacto das mudancas climaticas em
espécies de plantas que estdo sob ameaca de extincdo. Além disso, os resultados também
fornecem informagdes relevantes sobre as areas adequadas para P. microphyllus no futuro
proximo. Mediante a isso, recomenda-se: a) continuar monitorando a diversidade genética do

jaborandi na FLONA; b) manter, apoiar e, talvez, melhorar o modelo extrativista que é praticado
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na regido de Carajas; c) delinear estratégias de conservacao ex situ e in situ devido os impactos
climaticos esperados para o futuro, e por fim; d) desenvolver pesquisas técnico-cientifico para
ajudar a minimizar os impactos do clima sobre as populagdes do jaborandi, bem como, manter

a produtividade das folhas nas proximas décadas.

4.4 Consideracoes Finais

Portanto, no contexto da diversidade genética e dos impactos das mudancas climaticas
futuras sobre P. microphyllus, 0s resultados encontrados sdo considerados, extremamente,
importantes. Apesar, das limitacdes, como foi descrita acima, acredita-se que a tese gerou
informac0es precisas e significativas para delinear estratégias de conservagdo para a espécie.
As metodologias utilizadas, nesse trabalho, foram as que estdo sendo mais utilizadas pela
comunidade cientifica nos ultimos anos. Mediante a isso, espera-se que, os resultados
produzidos nesse estudo, possam ser analisados e utilizados pelos tomadores de decisdes e pelas

partes interessadas na conservagao e sustentabilidade da espécie.

Por conseguinte, ¢ importante ressaltar que, estudos, que estivessem sido publicados em
revistas cientificas a qual tratassem do impacto das mudancas climaticas sobre P. microphyllus,
até onde sabemos, o estudo que foi realizado nessa tese, ¢ o segundo a qual esse tema ¢ levado
em consideracdo. Além disso, a informacao sobre diversidade e estrutura genética pode ajudar
a delinear estratégias de conservagao ex situ apropriadas, bem como, trazer informagdes para
manter toda a cadeira de produgdo do jaborandi funcionando nos préximos anos. Diante disso,
estudos futuros sobre esta espécie, que possui um alto potencial ambiental, econdmico e social,
precisam ser desenvolvidos, visto que, acredita-se que os resultados encontrados a partir dessa
tese possam ser considerados como ponto de partida para outras publicagdes que serdo

elaborados nos proximos anos.
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