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RESUMO 

Wilk-da-Silva R. Análise da influência da paisagem sobre a estrutura populacional de 

mosquitos Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus (Diptera: Culicidae), em áreas 

com histórico de epizootias de febre amarela em primatas não humanos no estado de 

São Paulo [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 

 

A febre amarela (FA) é uma doença infecciosa causada pelo vírus da febre amarela (VFA) 

e veiculada por mosquitos da família Culicidae. No Brasil e outros países Sul-americanos, 

a doença restringiu-se basicamente ao ciclo silvestre, tendo sido registrado em 1928 a 

última epidemia urbana em território brasileiro associada ao vetor Aedes aegypti. Na 

região Sul e Sudeste do Brasil a espécie Haemagogus leucocelaenus tem sido 

incriminada como o principal vetor do vírus causador da febre amarela silvestre (FAS), 

uma vez que indivíduos desta espécie têm sido frequentemente encontrados 

naturalmente infectados pelo VFA em áreas epizoóticas. Recentemente o país vivenciou 

seu pior surto de febre amarela silvestre das últimas décadas, com diversos registros de 

epizootias e casos humanos no estado de São Paulo. A fragmentação da paisagem em 

função da atividade humana constitui uma das principais causas de perda de 

biodiversidade, e entre outras, ainda podemos destacar a sua contribuição na alteração 

nos padrões epidemiológicos de doenças, principalmente, em função de alterações nos 

níveis de interações entre hospedeiros silvestres, vetores e pessoas. Desse modo, 

compreender seu efeito em populações de vetores implicados na transmissão de febre 

amarela, a exemplo do Hg. leucocelaenus, pode significar uma melhor compreensão do 

padrão de circulação do VFA em áreas com histórico de epizootias, auxiliando em 

medidas de controle mais efetivas. Portanto, o presente estudo objetivou investigar a 

influência da paisagem sobre a estrutura populacional de mosquitos Hg. leucocelaenus 

em áreas com histórico de epizootias de febre amarela em primatas não-humanos 

(PNHs), localizadas no estado de São Paulo. Para essa finalidade foram utilizados 

marcadores de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP’s) mitocondriais para 

caracterização populacional do vetor. Métricas da paisagem foram mensuradas 



baseadas nas classes de uso de solo presentes nos locais de coleta, de modo a verificar 

uma possível influência destas nos padrões de diversidade genéticas dos espécimes, 

bem como nos eventos demográficos de suas populações. Adicionalmente, sinais de 

estruturação genética das populações de Hg. leucocelaenus e padrões de assinatura 

genética de seus indivíduos foram verificados por meio dos valores do índice Fst e análise 

discriminante de componentes principais (DPCA) baseados nas frequências gênicas dos 

SNP’s genotipados. As populações de Balsamo, São José do Rio Preto e 

Pindamonhangaba apresentaram os maiores índices de diversidade genética, enquanto 

as populações de São Paulo e Mairiporã, ambas amostradas dentro Parque Estadual da 

Cantareira, evidenciaram sinais de expansão populacional. Com relação a estruturação, 

nitidamente foi possível verificar um agrupamento das populações amostradas na região 

noroeste do estado de São Paulo (Balsamo e São José do Rio Preto), com as demais 

constituindo um clado a parte, padrão corroborado pelo padrão de assinatura genética 

dos espécimes. O padrão de estruturação observado no presente estudo indica um efeito 

de isolamento por distância geográfica, sugerindo uma dispersão dos espécimes de Hg. 

leucocelaenus auxiliada pelo grau de conexão da paisagem. Enquanto os índices de 

diversidade genética e eventos de expansão populacional podem estar refletindo a 

plasticidade ecológica da espécie.       

 

Descritores: Febre amarela. Haemagogus leucocelaenus. Estado de São Paulo. 

Polimorfismo de nucleotídeo único. Genética de populações. Ecologia da paisagem.   

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Wilk-da-Silva R. Landscape influence analysis in the population structure of Haemagogus 

(Conopostegus) leucocelaenus (Diptera: Culicidae) from areas with yellow fever 

epizootics in non-human primates in the state of São Paulo [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022. 

 

Yellow fever is an infectious disease caused by the yellow fever virus (YFV) transmitted 

by mosquitoes of the family Culicidae. The disease has been restricted to a sylvatic cycle 

in Brazil and other’s South American countries. The oldest register of the urban epidemic 

associated with Aedes aegypti mosquitoes in Brazilian territory was in 1928. In southern 

and southeast Brazil the species Haemagogus leucocelaenus has been incriminated as 

the main vector of causative virus of sylvatic yellow fever (SYF) by the usual encounter of 

its naturally infected specimens from areas with yellow fever epizootics reports. Recently, 

Brazil experienced the worst yellow fever outbreak in recent decades with several yellow 

fever epizootics reports in non-human primates (NHPs) and human cases in the state of 

São Paulo. The landscape fragmentation by anthropic influence represents one of the 

main causes of biodiversity loss and among other causes, we can highlight the changes 

in epidemiological patterns of zoonotic diseases by the changes in interaction levels 

between sylvatic hosts, vectors, and humans. Thus, understand the effect of 

fragmentation landscape in yellow fever vectors as Hg. leucocelaenus can constitute a 

better insight of the yellow fever circulation pattern in areas with epizootics reports 

supporting more effective control measures. Thus, the present study aimed to investigate 

the landscape influence on the population structure of Hg. leucocelaenus mosquitoes from 

areas with yellow fever epizootics in non-human primates in the state of São Paulo. 

Mitochondrial single nucleotides polymorphisms (SNP’s) were used to characterize the 

population structure of specimens and landscape metrics were obtained from sampled 

areas as a way of verifying its possible influence on the genetic diversity of individuals and 

events demographics in the populations. Additionally, signals of population structuration 

and patterns of the genetic signature of individuals were verified by the Fst index and 

Principal Component Discriminant Analysis (DPCA) based on the gene frequencies of the 



genotyped SNP’s. The Balsamo, São José do Rio Preto, and Pindamonhangaba 

populations exhibited the highest indices of genetic diversity, while the populations of São 

Paulo and Mairiporã both sampled within Cantareira State Park showed signs of 

population expansion. Regarding structuring, it was possible to verify a grouping of the 

populations sampled in the northwest region of the state of São Paulo (Balsamo and São 

José do Rio Preto) with the others populations constituting a separate clade, pattern 

corroborated by the genetic signature pattern of the specimens. The structuring pattern 

observed in the present study indicates an isolation effect by geographic distance and 

suggests a dispersion of Hg. leucocelaenus specimens aided by the degree of connection 

of the landscape. While the indices of genetic diversity and population expansion events 

may be reflecting the ecological plasticity of the species. 

 

Descriptors: Yellow fever. Haemagogus leucocelaenus. State of São Paulo. Single 

nucleotide polymorphism. Population genetics. Landscape ecology. 
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bf2850m – Buffer de 2.850 metros em torno dos pontos de coleta; 

bf5700m – Buffer de 5.700 metros em torno dos pontos de coleta; 

CA – Área total; 

CVE – Centro de Vigilância Epidemiológica "Prof. Alexandre Vranjac"; 

DAPC – Análise Discriminante dos Componentes Principais (do inglês, Discriminant 

Analysis of Principal Components); 

DNA – Ácido desoxirribonucleico (do inglês, deoxyribonucleic acid); 

DP – Profundidade de sequenciamento (do inglês, Depth);  

ED – Densidade de borda florestal (do inglês, Edge Density); 

EP – Erro padrão;  

FA – febre amarela; 

FAS – febre amarela silvestre; 

FAU – febre amarela urbana; 

FBDS – Fundação Brasileira para o Desenvolvimento Sustentável; 

𝐹𝑆𝑇  – Índice de fixação da população; 

GL – Graus de Liberdade; 

GLM – modelos lineares generalizados (do inglês, Generalized Linear Models); 

GQ – Qualidade do genótipo (do inglês, Genotype Quality). 

GBS – Genotipagem por sequenciamento (do inglês, Genotyping by Sequencing); 

ha – Hectare; 

NGS – Sequenciamento de nova geração (do inglês, Next Generation Sequencing); 

NHPs – Primatas não humanos (do inglês, non-human primates)  

MAF – Frequência do alelo menor (do inglês, Minor Allele Frequency);  

MDS – Análise de Escalonamento Multidimensional (do inglês, Multidimensional Scaling); 

m/ha – Metros por hectare;  

M2S_5700m – Modelo linear generalizado utilizando como variável resposta o índice 

theta S e variável preditora a classe antrópica baseada em um buffer de 5.700 metros em 

torno dos pontos de coleta;  



M2pi_5700m – Modelo linear generalizado utilizando como variável resposta o índice 

theta �̂� e variável preditora a classe antrópica baseada em um buffer de 5.700 metros em 

torno dos pontos de coleta; 

PEC – Parque Estadual da Cantareira; 

PLAND – Porcentagem da paisagem ocupada pela classe de uso de solo; 

PNHs – Primatas não humanos; 

sd – Desvio padrão (do inglês, Standard Deviation); 

SNP – Polimorfismo de nucleotídeo único (do inglês, Single Nucleotide Polymorphism); 

TE – Total de borda florestal (do inglês, Total Edge);  

VCF – Formato de chamada de variantes (do inglês, Variant Call Format);  

VFA – vírus da febre amarela.
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1. Introdução 

Anualmente mais de um bilhão de pessoas são infectadas por vírus e parasitas 

transmitidos por vetores, acarretando em milhões de óbitos por ano, em função de 

doenças tais como a malária, dengue, leishmaniose, chagas, febre amarela, entre outras 

(WHO, 2014). Nas últimas décadas as arboviroses (vírus transmitidos por artrópodes) 

tornaram-se uma importante questão de saúde pública, principalmente, em função da 

expansão humana e de suas atividades, que aumentaram sua exposição para riscos de 

infecção (Weaver, 2013).  

De modo geral, arbovírus circulam naturalmente entre animais silvestres, podendo 

causar doenças ao homem e outros animais domésticos e de importância econômica, 

depois de ultrapassar seus limites naturais e entrar em contato com estes (Weaver; 

Reisen, 2010). Um ótimo exemplo consiste no vírus da febre amarela (VFA), gênero 

Flavivirus (Família Flaviviridae), que circula na natureza entre primatas não humanos 

(PNHs), por meio de vetores culicídeos, principalmente dos gêneros Haemagogus e 

Sabethes nas Américas do Sul e Central, e Aedes (subgênero Diceromyia e Stegomyia) 

no continente africano (Monath; Vasconcelos, 2015; Chippaux; Chippaux, 2018).  

O VFA possui dois ciclos distintos de transmissão, um silvestre, no qual o homem é 

infectado, esporadicamente, ao ser picado por fêmeas de mosquitos (gênero 

Haemagogus e Sabethes), e outro urbano, no qual ocorrem transmissões inter-humanas 

decorrentes de picadas de fêmeas de Aedes aegypti infectadas (Massad et al., 2003; 

Monath; Vasconcelos, 2015). No Brasil, podemos destacar como principais vetores as 

espécies Haemagogus janthinomys (Dyar 1921) e Haemagogus leucocelaenus (Dyar and 

Shannon, 1924) (Arnell, 1973; Abreu et al., 2019b), ambos apresentando ampla 

distribuição ao longo de todo o território nacional, com exceção do estado do Rio Grande 

do Sul, onde a primeira não possui registro (Forattini, 2002).  

O ciclo urbano, denominado febre amarela urbana (FAU), foi uma das principais 

ameaças à saúde humana entre o século XVIII e começo do século XX, e o seu declínio 

só foi possível graças aos esforços para o controle de seu vetor e desenvolvimento de 

uma vacina com o vírus atenuado (Frierson, 2010; Monath; Vasconcelos, 2015). Contudo, 

mesmo diante da disponibilidade de uma vacina altamente eficaz - com 99% de proteção, 
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a partir de 30 dias de sua aplicação (WHO, 2019) -, globalmente, ainda estima-se 

ocorrência anual de 200.000 casos, com 30.000 mortes, a maioria ocorrendo no 

continente africano (PAHO, 2008, 2014; Gaythorpe et al., 2021).  

Com relação ao continente Sul-americano, o registro mais recente da forma urbana 

ocorreu no ano de 2008, após a identificação de um surto de transmissão no distrito de 

San Lorenzo, Paraguai (OPAS, 2008). Até então, a mesma não era confirmada no 

continente há mais de 60 anos, precisamente, desde 1942, quando foi registrado um 

último caso no estado do Acre, Brasil (Brasil, 2016). Enquanto a forma silvestre foi 

responsável, entre os anos de 1985 a 2007, por um total de 3.837 casos, com 2.229 

mortes (PAHO, 2008), e ao estender esse período até 2012, somente quatro países 

responderam por cerca de 95% de todos os casos ocorridos no continente Sul-

americano: Peru (54%), Bolívia (18%), Brasil (16%) e Colômbia (7%) (PAHO, 2014).  

Ainda relacionado à forma silvestre, recentemente o Brasil vivenciou um surto de 

magnitude sem precedentes ao longo das últimas décadas - cujo início se deu no ano de 

2014 e ainda encontra-se em andamento -, sendo registrados, até o final do ano de 2021, 

2.276 casos humanos e 2.978 epizootias confirmadas laboratorialmente (MS, 2021, 2020, 

2019). 

1.1. Distribuição dos casos de febre amarela silvestre no Brasil 

A febre amarela (FA) é uma doença infecciosa não contagiosa, que se mantem 

endêmica ou enzoótica nas florestas tropicais da América do Sul e África, causando 

esporadicamente surtos isolados ou epidemias de maior ou menor impacto para a Saúde 

Pública (Vasconcelos, 2003). De um modo geral, todas as pessoas não vacinadas que 

se expõem às picadas de seus vetores dentro das áreas de mata, onde ocorra à 

circulação do vírus, podem vir a se infectar (Vasconcelos, 2003). 

No total são identificadas sete linhagens do VFA, cinco na África e duas nas Américas 

(genótipos Sul-americanos I e II) (Bryant; Holmes; Barrett, 2007), com esta penúltima 

circulando no Brasil, ao longo das duas últimas décadas, e sendo responsável pelas 

epizootias em PNHs e infecções humanas (Bonaldo et al., 2017). 
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No caso particular da região norte do país, onde a febre amarela silvestre (FAS) é 

endêmica, geralmente observam-se surtos da doença com intervalos de 5 a 7 anos, 

alternados por períodos com um menor número de casos, com tais intervalos sendo 

possivelmente associados com o tempo necessário para renovação das populações de 

PNHs suscetíveis (Vasconcelos, 2010). Adicionalmente, o espalhamento do vírus nestes 

locais se daria por surtos de epizootias, em função do movimento destes primatas nas 

áreas contínuas e contíguas. Por outro lado, o espalhamento do vírus para áreas não 

afetadas é esperado na ocorrência de deslocamentos de humanos infectados para uma 

determinada área com elevada densidade de vetores e presença de hospedeiros 

vertebrados, cenário no qual espera-se a ocorrência de uma explosão na mortalidade de 

primatas suscetíveis, em muitos casos resultando na extinção local destas populações 

(Vasconcelos, 2010).  

No Brasil, admite-se três áreas epidemiológicas de risco para a circulação do VFA: 

área endêmica (regiões Norte, Centro-Oeste e o estado do Maranhão), área de transição 

ou de epizootias (incluía a parte ocidental dos estados do Piauí, Bahia, Minas Gerais, 

São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e área indene (Ceará, Rio 

Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Espírito Santo e Rio de 

Janeiro). Entretanto, frente a recente elevação da circulação do VFA, ao longo das 

últimas décadas, houve uma ampliação na faixa de transição, passando a quase que a 

totalidade das áreas em seus estados, e agora sendo inclusos o Rio de Janeiro e Espírito 

Santo (MS, 2004). Outra consequência do aumento da circulação do VFA - mais 

notavelmente, ao longo da recente reemergência de FA -, foi a alteração da 

recomendação na cobertura vacinal, passando agora para, praticamente, todo o território 

nacional, com exceção de alguns poucos estados da região nordeste (PAHO/WHO, 

2022).  

Com relação aos registros de FAS, no caso particular do estado de São Paulo, de 

acordo com os últimos dados divulgados pelo Centro de Vigilância Epidemiológica "Prof. 

Alexandre Vranjac" (CVE), entre 2016 e 2019 foram confirmados um total de 596 casos 

em humanos, com 201 óbitos (33,7%), e 875 epizootias em PNHs (CVE, 2022) (Figura 

1). Adicionalmente, estudos filogenéticos baseados na identificação do VFA em casos 
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humanos que evoluíram a óbito (Cunha et al., 2019a), PNHs e mosquitos da espécie Hg. 

leucocelaenus (Cunha et al., 2019b), com dados do estado de São Paulo, além de 

confirmarem o envolvimento do genótipo Sul-americano I, também evidenciaram sua 

provável entrada a partir de Minas Gerais. 

   

Figura 1. Distribuição dos casos de febre amarela e epizootias em primatas não humanos (PNHs) no 

estado de São Paulo, de acordo com dados do Centro de Vigilância Epidemiológica "Prof. Alexandre 

Vranjac" (CVE), no período entre 2016 e 2019. Polígonos rosas representam os municípios com 

ocorrências de casos de febre amarela e/ou epizootias em PNHs, com os círculos roxos correspondendo, 

proporcionalmente, ao número de casos, enquanto os círculos laranjas correspondem as epizootias. O 

mapa foi construído utilizando o software ArcGis versão 10.2 

(http://resources.arcgis.com/en/help/main/10.2/index.html). 

1.2. Fragmentação de habitats  

Atualmente o estado de São Paulo apresenta apenas 13% de remanescentes da 

cobertura original de seus biomas (Cerrado e Mata Atlântica) (SOS Mata Atlântica & 
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INPE, 2020), gerando perda significativa de sua biodiversidade. Nesse sentido, a 

urbanização e a ocupação do solo para práticas de agricultura e pecuária desempenham 

um papel relevante na supressão e fragmentação de habitats naturais (Prist et al., 2016; 

MMA, 2017). A utilização do solo por estes setores implica na substituição de áreas com 

vegetação original por pastagens e campos agrícolas, de modo a criar fragmentos de 

vegetação natural, isolados uns dos outros (Franklin, 1993).  

Consequentemente, esta subdivisão impõe aos fragmentos efeitos do tipo: a) área, 

no qual ocorrem mudanças ecológicas em consequência do isolamento dos fragmentos, 

neste a magnitude dos eventos tende a ser inversamente proporcional ao tamanho do 

fragmento, isto é, quanto menor o fragmento maior a intensidade; b) distância (ou 

isolamento), este implica no deslocamento das espécies, que podem vir a ficar restritas 

dependendo da distância entre os fragmentos; c) borda, efeito que inclui alterações 

abióticas, na abundância de espécies e em processos ecológicos no entorno dos 

fragmentos, os quais sofrem uma transição abrupta em direção à paisagem adjacente 

alterada e d) matriz, que refere-se aos mosaicos de habitats modificados pelo homem em 

função da ocupação do solo, tais como pastagem, culturas, plantações ou florestas de 

regeneração que circundam os fragmentos de floresta, sendo responsável por determinar 

se os efeitos listados anteriormente, serão mais ou menos pronunciados nos fragmentos 

(Primack; Rodrigues, 2001; Laurance; Vasconcelos, 2009). 

Com relação ao “efeito de borda”, o mesmo pode ser dividido em dois tipos: abiótico 

e biótico. Neste primeiro, a borda do fragmento é exposta a uma maior incidência de 

ventos, altas temperaturas, baixa umidade e elevada radiação solar. Enquanto o segundo 

implica em mudanças na composição e abundância de espécies, decorrentes das 

alterações dos fatores abióticos nas proximidades da borda, por exemplo, o aumento da 

densidade de plantas pioneiras em função do aumento da radiação solar (Lima-Ribeiro, 

2008).  

Estudos recentes em áreas de mata Atlântica têm destacado um papel da borda 

florestal nos fragmentos de vegetação associado tanto na facilitação da mobilidade do 

VFA (Prist et al., 2021; Wilk-da-Silva et al., 2022 - ANEXO 1) quanto para o seu risco de 

transmissão (Ilacqua et al., 2021). Ambientes fragmentados tendem a possuir uma maior 
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densidade de bordas florestais (superfície de contato entre os fragmentos de floresta e 

suas áreas adjacentes alteradas) (Fahrig, 2003), nas quais, observa-se a presença tanto 

da espécie Hg. leucocelaenus (Wilk-da-Silva et al., 2020 - ANEXO 2) quanto de bugios 

(alouatta spp.) (Bolt; Russell; Schreier, 2021), um dos principais hospedeiros para o VFA 

na América do Sul (Bicca-Marques; Chaves; Hass, 2020), além de distintos padrões de 

ocorrência e abundância de outras espécies de mosquitos potencialmente vetoras do 

VFA (Wilk-da-Silva et al., 2020 - ANEXO 2). Simultaneamente, uma elevação na 

superfície de borda florestal pode constituir uma maior área de contato das populações 

humanas com o próprio vírus (Plowright et al., 2017).  

Além da contribuição no aumento da superfície de borda, a fragmentação de habitats 

reflete diretamente no padrão de incidência e abundância de espécies de mosquitos 

vetores (Zittra et al., 2017), promovendo ainda alterações nos padrões de interações 

entre hospedeiros, vetores e patógenos (Zohdy; Schwartz; Oaks, 2019). No caso 

especifico da FA, a fragmentação de habitats pode implicar ainda em uma maior 

prevalência do VFA decorrente do adensamento das populações de PNHs (Mbora; 

Mcpeek, 2009). Portanto, a fragmentação pode constituir elemento chave tanto na 

manutenção quanto na circulação do VFA, com as bordas florestais desempenhando um 

relevante papel nesta última. 

1.3. Possíveis impactos da modificação da paisagem na dinâmica populacional do 

Hg. leucocelaenus   

Nem sempre a fragmentação de habitats pode implicar num efeito negativo sobre as 

populações destes locais, por exemplo, espécies que são capazes de forragear nos 

habitats da matriz podem tornar-se mais abundantes nos fragmentos que nas áreas não 

fragmentadas, caso a matriz tenha uma grande oferta de alimento (Laurance; 

Vasconcelos, 2009).  

De modo geral, espécies de mosquitos implicadas na transmissão de FA apresentam 

maior afinidade por repastos em PNHs (Vasconcelos, 2003). Entretanto, Mucci et al. 

(2015) em estudo de hábito alimentar em culicídeos com potencial envolvimento na 

transmissão do VFA observaram ecletismos com relação à preferência de fonte 
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sanguínea, sendo que para um de seus principais vetores (Hg. janthinomys/capricornii) 

foi observada a presença de repastos em pássaros e bovinos, além de primatas. O que 

por sua vez, levanta a hipótese de um cenário, no qual a utilização de terra, tal como nas 

áreas de pastagens nestes locais, pode estar atuando como fonte em potencial para a 

elevação da abundância das populações de culicídeos associados à FA.  

Neste sentido, áreas de borda florestal, com interfaces entre fragmentos de florestas 

e áreas adjacentes modificadas pelo homem, podem favorecer diretamente populações 

da espécie Hg. leucocelaenus, principalmente em função de sua plasticidade ecológica 

a ambientes com maior grau de perturbação, decorrentes de alterações ambientais 

provocadas pelo homem (Gomes et al., 2010), bem como do seu, aparente, 

comportamento generalista (Alencar et al., 2016). Ao passo que, as temperaturas mais 

elevadas observadas nestes espaços (Hofmeister et al., 2019) podem contribuir para uma 

maior abundância da espécie, em função do aumento de oviposição de suas fêmeas 

(Couto-Lima et al., 2020; Alencar et al., 2021). 

1.4. O estudo da paisagem 

A ecologia de paisagem pode ser definida como uma subárea dentro da ecologia. 

Seus dois principais enfoques são: uma abordagem geográfica, baseada na influência do 

homem sobre a paisagem e a gestão do território; e outra ecológica, relacionando o 

contexto da heterogeneidade espacial sobre os processos ecológicos, e sua importância 

em termos de conservação biológica (Metzger, 2001).  

Embora a definição de paisagem possua diferentes conotações, principalmente, em 

função de seu enfoque, é de consenso que a terminologia se refere a uma área 

heterogênea, que frequentemente pode ser estruturada hierarquicamente. Sendo a 

mancha sua unidade básica, uma área relativamente homogênea. O tamanho da 

paisagem (extensão e dimensão) é dependente da pesquisa aplicada e pode variar de 

acordo com a percepção do organismo em questão, podendo limitar de poucos metros a 

milhares de quilômetros quadrados. Nesta abordagem, manchas e paisagens não são 

entendidas como unidades isoladas, mas sim envolvidas por um contexto que pode ser 

local, regional ou mesmo global (Liu; Taylor, 2002).  
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Paisagem pode ser considerada como um sistema aberto que compartilha fluxos e 

interage com outras paisagens através de suas fronteiras. Suas funções ou processos 

incluem fluxos de matéria, energia e organismos, a exemplo da migração e dispersão 

entre as manchas, e através desse fluxo as paisagens conectadas exercem influência 

umas nas outras. Suas estruturas e funções mudam em função do tempo e espaço, 

devido a distúrbios naturais ou antropogênicos. Entre a metodologia adotada para seu 

estudo, incluem-se técnicas de monitoramento remoto para coleta de dados espaciais 

para grandes escalas, através de imagens de satélite e fotografias aéreas, além de 

sistemas de georreferenciamento (Liu; Taylor, 2002). 

Ecologia de paisagem é uma área altamente interdisciplinar e transdisciplinar e vem 

sendo extensivamente utilizada nos últimos 30 anos, por permitir o entendimento e 

melhoria das relações entre o padrão espacial e processos ecológicos numa determinada 

faixa de escala, e embora, a maioria de seus estudos tenham focado em escalas maiores, 

de centenas a milhares de quilômetros, em sua essência o campo pode ser aplicado a 

qualquer escala (Wu, 2013).  

Dentro da área de ecologia da paisagem há um campo promissor, a genômica da 

paisagem, que visa buscar o entendimento da interação de fatores bióticos e abióticos 

no genoma. Esse campo coloca a possibilidade de se fazer algumas análises mais 

elaboradas, por exemplo, incluir os dados genéticos nos estudos de modelagem 

ecológica de nicho, levando a um melhor entendimento da dispersão de cada espécie 

(Stapley et al., 2010). Modificações antrópicas na paisagem podem impor a suas 

populações restrições ao fluxo gênico (Howell et al., 2016) e, consequentemente, no caso 

de mosquitos, promover mudanças comportamentais e fisiológicas que reflitam na sua 

competência e capacidade vetorial, de modo que o estudo de tais processos pode 

contribuir significativamente para uma melhor compreensão da dinâmica patógeno-

hospedeiro.   

1.5. Análise populacional com marcadores SNP’s 

Uma ampla investigação da variação ao longo do genoma pode fornecer informações 

relevantes, no que diz respeito a medidas generalizadas do potencial evolucionário das 
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espécies, em resposta às mudanças ambientais (Harrisson et al., 2014). Neste sentido, 

polimorfismo de nucleotídeo único ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP), destaca-

se como uma promissora ferramenta, já possuindo ampla aplicação em diversas áreas, 

tais como diagnósticos humano e forense, melhoramento animal e de plantas, além de 

conservação e gerenciamento de recursos ambientais (Kumar; Banks; Cloutier, 2012). 

Marcadores SNP’s são caracterizados por apresentarem variações nas sequências 

do DNA com ocorrência da substituição de um único nucleotídeo, e suas formas 

alternativas representam os alelos presentes nos indivíduos de uma população, 

geralmente sendo observados apenas dois por locus (Brookes, 1999). Tais substituições 

podem ocorrer por meio de mecanismo de transições, purina por purina (A↔G) e 

pirimidina por pirimidina (C↔T), ou por transversões, purina por pirimidina ou pirimidina 

por purina (A↔C, A↔T, G↔C, C↔T), sendo as transições observadas com maior 

frequência (Vignal et al., 2002).  

Estes marcadores são abundantes e encontrados ao longo do genoma em ambas 

regiões, codificantes e não codificantes, e em comparação com outros tipos de 

marcadores,  a exemplo de microssatélites e DNA mitocondrial,  possuem vantagens 

como o fato de sua mutação envolver modelos de mutação simples, a possibilidade de 

analisar as regiões neutras e sob seleção, além de exibir uma amostragem mais 

representativa do genoma da espécie em estudo (Morin; Luikart; Wayne, 2004; Helyar et 

al., 2011).  

Em função das características listadas acima e em razão da maior robustez estatística 

em seus dados gerados, SNP’s surgem como uma alternativa em estudos de 

caracterização e estruturação populacional, gerando conhecimento na genética de 

populações de vetores de importância médica, a exemplo do trabalho de Emerson et al. 

(2015) com Anopheles darlingi, no qual os autores observaram a presença de três grupos 

genéticos distintos com relação às populações do Brasil, com indícios de uma barreira 

física limitando o fluxo gênico dos indivíduos amostrados entre as regiões sul e sudeste. 

Fouet et al. (2017) com Anopheles moucheti amostrados em Camarões, no qual 

observaram uma fraca diferenciação genética entre suas populações, atribuindo tal 

resultado a conectividade das populações agregadas e a seu elevado fluxo gênico. 
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Schmidt et al. (2017) com populações de Aedes albopictus da China, no qual os autores 

identificaram a presença de sua estruturação genética associada à rede de transportes 

do país. Steffler et al. (2016) com populações de Aedes aegypti do Brasil, no qual 

observou-se uma baixa variabilidade genética entre as populações amostradas, 

atribuindo tal característica a capacidade de dispersão da espécie e a conectividade entre 

os locais amostrados.  

Contudo, mesmo diante da crescente aplicação de sequenciamentos de nova geração 

(NGS, do inglês Next Generation Sequencing) em espécies de mosquitos de importância 

médica e epidemiológica, a exemplo dos estudos anteriormente citados, menos de 1% 

das espécies de mosquitos atualmente reconhecidas – aproximadamente, 3.600 

(Harbach, 2022) - dispõem do sequenciamento completo de seus genomas (Ruzzante; 

Reijnders; Waterhouse, 2019). Situação refletida na espécie objeto de estudo, Hg. 

leucocelaenus, para a qual encontra-se disponível somente o genoma mitocondrial como 

referência. Consequentemente, o genoma mitocondrial – amplamente empregado como 

ferramenta em estudos evolucionários, principalmente, em função de sua elevada taxa 

de mutação, herança uniparental (origem materna) e elevado número de cópias (Wilson 

et al., 1985) – surge como uma importante alternativa para a identificação de SNP’s em 

espécies de culicídeos que ainda não dispõe de seu genoma completamente 

sequenciado, a exemplo do trabalho de Aragão et al. (2019) com espécies do gênero 

Sabethes. 

1.6. Hipótese do estudo  

Embora sejam raros os registros de FAU no continente Sul-americano, a recente 

epidemia da forma silvestre no Brasil – a maior já registrada nos últimos anos (MS, 2021) 

–, somada a observação de manutenção do VFA em fragmentos de mata Atlântica por 

no mínimo três períodos consecutivos de transmissão (2016 – 2017, 2017 – 2018 e 2018 

– 2019), sem a necessidade de reintrodução (Abreu et al., 2019a), e  a ampla distribuição 

do Ae. aegypti no ambiente urbano, bem como sua capacidade vetorial para o VFA, 

sinalizam para sua possível reemergência no país.  
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A FAS é uma doença de característica multicausal e entre as principais contribuições 

para sua circulação, podemos destacar a presença do vetor, hospedeiros (PNHs) e o 

movimento de pessoas ou primatas infectados em fase virêmica (Vasconcelos, 2010). De 

modo que, um melhor entendimento da circulação do vírus em áreas de epizootias pode 

contribuir enormemente para ações mais efetivas durante programas de controle, a 

exemplo da melhor adequação na cobertura vacinal.  

No Brasil, as duas principais espécies incriminadas na transmissão do VFA, Hg. 

janthinomys e Hg. leucocelaenus, possuem ampla distribuição, com exceção do estado 

do Rio Grande do Sul que não registra a ocorrência desta primeira. Paralelamente, o 

encontro de indivíduos da espécie Hg. leucocelaenus naturalmente infectados em 

municípios do Rio Grande do Sul e São Paulo, por sua vez, sustentam indícios de seu 

papel como principal vetor nos estados do sul e sudeste do país (Vasconcelos, 2010).  

Além da faixa de ocorrência, as espécies também apresentam diferenças em sua 

ecologia, enquanto o Hg. janthinomys ocorre no interior de florestas de galerias com 

maior grau de preservação, o Hg. leucocelaenus apresenta uma faixa mais ampla, sendo 

muitas vezes encontrados nas bordas de fragmentos de vegetação, ao nível do solo, 

indicando uma maior tolerância a ambientes antropizados (Gomes et al., 2010). Desta 

forma, verificar a influência da paisagem na dinâmica populacional do Hg. leucocelaenus, 

bem como o fluxo gênico de suas populações nestas áreas, pode fornecer informações 

de ampla relevância para um melhor entendimento e predição dos padrões 

epidemiológicos da FA.  

Processos de fragmentação da paisagem, além de implicarem diretamente na redução 

de habitats, contribuem para um aumento de superfícies de borda florestal, ambiente no 

qual, aparentemente, o Hg. leucocelaenus encontra recursos favoráveis para sua 

sobrevivência. Portanto, a hipótese do presente estudo consiste na possibilidade da 

configuração e grau de fragmentação da paisagem desempenhar um papel na dinâmica 

populacional (a exemplo de estruturação e eventos demográficos) do Hg. leucocelaenus 

e, consequentemente, influenciar no padrão de circulação e transmissão do VFA, 

conforme observado nos distintos padrões de epizootias observados nos municípios de 

São Paulo.  
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2. Objetivo 

2.1. Geral 

Investigar a influência da paisagem sobre a estrutura populacional de mosquitos Hg. 

leucocelaenus, bem como em aspectos relacionados a circulação do vírus da febre 

amarela, em áreas com histórico de epizootias em primatas não-humanos, localizadas 

no estado de São Paulo. 

2.2. Específicos 

 Investigar a influência da matriz do entorno dos fragmentos de vegetação 

analisados nas populações de Hg. leucocelaenus, bem como seus possíveis efeitos nos 

eventos demográficos da espécie.  

 Verificar a variabilidade genética entre populações de Hg. leucocelaenus 

coletadas nas diferentes áreas de estudo. 

 Verificar a influência da paisagem sobre o fluxo gênico das populações de Hg. 

leucocelaenus. 

 Verificar a influência da paisagem nos padrões de diversidade, riqueza e 

abundância de espécies de culicídeos com potencial envolvimento na transmissão do 

vírus da febre amarela. 

 Verificar a influência da paisagem no padrão de deslocamento temporal do vírus 

da febre amarela em áreas com registro de epizootias em primatas não humanos no 

estado de São Paulo. 

 

 

 

 

 

 



31 
 

 
 

3. Material e Métodos  

3.1. Caracterização da área de estudo 

O estado de São Paulo, Brasil, possui uma extensão territorial de 248.219,48 km² 

(24,8 milhões de hectares) e uma estimativa populacional de 46.289.333, com densidade 

demográfica de 166,25 hab/km² (IBGE, 2021). Atualmente, o arranjo espacial paulista 

encontra-se configurado da seguinte forma: setor agrícola – 17.778.910 de hectares (ha) 

(71,6%); Área de vegetação – 5.577.114 de ha (22,5%) - destes 3,9 milhões sendo 

compostos por Mata Atlântica e 163.674 por Cerrado -, Área não vegetada – 880.768 ha 

(3,54%) e corpos d’água – 582.619 ha (2,34%) (MapBiomas, 2020; SOSMA, 2020) 

(Figura 2).  

 

Figura 2. Mapa do estado de São Paulo com destaque para área de estudo. Mesorregiões aparecem 
destacadas em contorno roxo: Litoral Sul (1); Macro Metropolitana (2); Metropolitana (3); Vale do Paraíba 
(4) e São José do Rio Preto (5). Municípios amostrados são exibidos em contorno vermelho, enquanto as 
estrelas pretas correspondem aos locais de coleta. O mapa foi construído utilizando o software ArcGis 
versão 10.2 (http://resources.arcgis.com/en/help/main/10.2/index.html). 
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Com base nas mesorregiões que compõem a área do presente estudo foi possível 

amostrar um total de oito municípios, com estes possuindo ao menos um local de coleta, 

e sendo representados por dois pontos distintos: um na borda – localizado na periferia 

dos fragmentos, com uma distância não superior a 200 metros em direção ao centro 

destes; e outro localizado em direção ao interior de cada fragmento de vegetação, com 

distância superior a 200 metros a partir da periferia, quando possível, principalmente, em 

funções de limitações técnicas, tais como tamanho dos fragmentos, ou mesmo, de 

acesso ao interior dos mesmos. A distância foi definida com base no trabalho de Laurance 

et al. (2002) demonstrando que a maioria dos efeitos de borda penetra até 200 metros 

em direção ao interior de fragmentos florestais amazônicos. 

Deste modo, foi possível a amostragem de 13 pontos de coletas de mosquitos, a 

saber: um ponto localizado na borda de um fragmento de vegetação (20° 39' 46.199" S 

49° 31' 20.302" O, a partir de uma propriedade particular – sítio Madalena -, município de 

Balsamo; três pontos oriundos de duas propriedades particulares no município de 

Caraguatatuba: dois deles localizados no sítio João, sendo um na borda do fragmento 

(23° 43' 15.398" S  45° 30' 40.799" O) e outro na área core (23° 43' 23.099" S  45° 30' 

41.198" O), e um terceiro a partir da área core (23° 36' 51.998" S  45° 25' 0.998" O) no 

sítio Paulo; um ponto localizado na borda do fragmento de vegetação (23° 12' 41.000" S  

46° 6' 21.899" O) presente no Condomínio Pontal da Garças, município de Igaratá; um 

ponto localizado na área core da trilha do Pinheirinho (23° 24' 27.691" S  46° 37' 11.010" 

O), Parque Estadual da Cantareira, município de Mairiporã; um ponto localizados na 

borda da vegetação presente na área da trilha suspensa (24° 1' 54.199" S  47° 21' 10.699" 

O), Reserva Ecológica Legado das Águas, região do Vale do Ribeira, município de 

Miracatu; dois pontos localizados na periferia (20° 53' 4.301" S  49° 24' 58.201" O e 20° 

53' 4.898" S  49° 24' 51.599" O) de um fragmento de vegetação natural, Mata dos 

Macacos, no município de São José do Rio Preto; três pontos a partir do Parque Estadual 

da Cantareira, na parte pertencente ao município de São Paulo: um localizado na borda 

(23° 27' 15.300" S  46° 38' 9.802" O), outro na área core (23° 27' 8.600" S  46° 38' 8.700" 

O) da trilha da Bica, e um terceiro na borda de vegetação presente na área do setor 

administrativo (23° 26' 49.992" S  46° 37' 57.767" O); e um ponto localizado na área core 
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(22° 50' 23.201" S  45° 31' 24.100" O) da trilha da Caixa D’água, Parque Municipal Trabiju, 

município de Pindamonhangaba (Figura 3). A maior parte dos municípios amostrados 

(sete de um total de oito) exibiram ocorrência de epizootias em PNHs, ao longo da recente 

reemergência (2016-2020), sendo a única exceção o município de Miracatu (CVE, 2022). 

Entretanto, ainda de acordo com CVE, epizootias puderam ser confirmadas, a partir do 

serviço de vigilância epidemiológica da região de Registro, em municípios adjacentes tais 

como Pedro de Toledo e Juquiá, de modo que não podemos descartar totalmente a 

possiblidade de ocorrências no município de Miracatu, principalmente, se levarmos em 

conta a ocorrência de casos de febre amarela em humanos e sua localização junto 

aqueles dois outros municípios da região de Registro, todos abarcando uma mesma área 

continua de mata Atlântica.  

 

Figura 3. Mapa destacando os locais de coleta de acordo com suas mesorregiões de abrangência. A - 
mesorregião de São José do Rio Preto, municípios de Balsamo e São José do Rio Preto; B – mesorregião 
do Vale do Paraíba, municípios de Caraguatatuba, Igaratá e Pindamonhangaba; C – mesorregião litoral 
sul, localizada no Vale do Ribeira, município de Miracatu; e D – mesorregião Metropolitana, municípios de 
São Paulo e Mairiporã. Estrela identificam os pontos de coleta, enquanto os círculos correspondem a 
buffers com 2.850 metros de diâmetro ao redor dos mesmos. O mapa foi construído utilizando o software 
ArcGis versão 10.2 (http://resources.arcgis.com/en/help/main/10.2/index.html). 
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3.2. Coleta e identificação dos mosquitos Hg. leucocelaenus  

Entre novembro de 2018 e dezembro de 2020 foram realizadas um total de 24 

incursões em fragmento de Mata Atlântica, das quais 17 foram positivas para a coleta da 

espécie Hg. leucocelaenus. As coletas dos indivíduos adultos foram realizadas ao nível 

do solo - durante o período diurno, das 08h00 às 16h00 -, com auxílio de puçá e aspirador 

bucal de sucção, sendo os mosquitos abatidos ainda em campo, utilizando-se de sacos 

plásticos e algodão embebido em acetado de etila. Posteriormente, os espécimes foram 

acondicionados em caixas entomológicas e transportados ao Laboratório de Entomologia 

da Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo (LESP/FSP/USP), onde 

foram identificados por meio de chaves taxonômicas de literatura especializada (Consoli; 

Lourenço-de-Oliveira, 1994; Forattini, 2002). Por sua vez, as formas imaturas foram 

obtidas empregando pissetas com mangueiras de silicone flexível, utilizadas para drenar 

os conteúdos presente nos criadouros encontrados nos ocos de árvores, sendo 

posteriormente transportadas para o LESP/FSP/USP, onde foram mantidas até 

emergência das formas aladas. Os dados obtidos foram registrados em banco de dados 

do Microsoft Excel® 2010 e separados de acordo com: Data de coleta, área de estudo, 

ponto de coleta, técnica de coleta, fase de vida e sexo. 

3.3. Preparação das amostras e Genotipagem por Sequenciamento (GBS)  

Os mosquitos foram separados individualmente em microtubos (2 ml) e macerados 

com a ajuda de pistilos, sendo posteriormente submetidos à extração de DNA genômico 

com o auxílio do Kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), seguindo o protocolo do 

fabricante. A quantificação de DNA foi feita por meio de fluorometria utilizando o Kit QuBit 

dsDNA HS Assay, da Thermo Fisher Scientific, de acordo com as recomendações do 

fabricante.  

Bibliotecas de DNA foram preparadas utilizando um quinto do volume total 

recomendado para o Nextera XT Library prep kit (Illumina) de acordo com o protocolo do 

fabricante. Na sequência as amostras de DNA foram agrupadas (total de 92), sendo 

carregadas em duas mid-output flowcells e submetidas a sequenciamento individual  

utilizando a plataforma NextSeq500 (Illumina) em programa single-read de 151 ciclos, 
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conforme o protocolo desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Paulo Eduardo 

Martins Ribolla, da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita” – 

UNESP/Botucatu, de acordo com a metodologia adotada por Alvarez (2020). As etapas 

de preparação de bibliotecas e sequenciamento, anteriormente mencionadas, foram 

feitas no Instituto de Biociências - UNESP/Botucatu. 

Estatísticas do sequenciamento foram obtidas utilizando o programa FASTQC 

(Andrews, 2010), enquanto o controle de qualidade do sequenciamento foi realizado 

utilizando o programa Trimmomatic (Bolger; Lohse; Usadel, 2014), sendo os filtros 

aplicados: remoção de adaptadores se identificados; remoção de bases com qualidade 

inferior a 20 (Phred Score); remoção de reads com comprimento menor que 40 pb; 

trimming das 10 primeiras chamadas de base. Os dados do sequenciamento foram 

alinhados com o genoma mitocondrial de referência de Hg. leucocelaenus - NC_057212.1 

(disponível em NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_057212.1) utilizando o 

programa Burrows-Wheeler Aligner 0.7.17 (Li; Durbin, 2009), sendo esta opção 

decorrente da ausência de uma genoma completo de referência para a espécie objeto de 

estudo.  

A chamada de variantes foi realizada pelo programa BCFtools do pacote SAMtools 

1.10 (Li, 2011) e o painel de variantes foi exportado no formato VCF versão 4.2. As 

variantes foram filtradas pelo programa LCVCFtools (Alvarez, 2021) de acordo com os 

parâmetros a seguir: Frequência alélica do menor alelo (MAF) ≥ 1%; qualidade do 

genótipo (GQ) ≥ 20; profundidade mínima de sequenciamento (DP) ≥ 5; dados não-

ausentes mínimo de 75%. 

3.4. Diversidade populacional e análise de estratificação 

Os valores para a diversidade nucleotídica dentro das populações, bem como a 

Análise Variância Molecular (AMOVA) foram estimados para os espécimes agrupados 

por local de coleta com o auxílio do programa Arlequin 3.5 (Excoffier; Lischer, 2010). Para 

diversidade nucleotídica, foram calculados os valores de theta (θ): S e �̂� - índices que 

representam as variações dentro ou entre as populações -, o primeiro é estimado a partir 

do número observado de loci polimórficos; enquanto o segundo é estimado a partir 
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número médio de diferenças par a par entre as sequências de DNA (Tajima, 1983, 1989). 

Sinais de eventos demográficos nas populações (expansão ou retração) foram 

verificados por meio dos testes de neutralidade Tajima’s D (Tajima, 1989) e Fu’s FS (Fu, 

1997), enquanto sinais de estratificação nas mesmas foram investigados com base na 

estimativa do parâmetro 𝐹𝑆𝑇   de acordo com o modelo matemático de Weir and 

Cockerham (1984). O parâmetro mede probabilidade de dois alelos escolhidos ao acaso 

entre as subdivisões e na população serem iguais (Gillespie, 2004), e o cálculo de seus 

valores permitiram a comparação par a par tanto das populações agrupadas por 

mesorregiões (Metropolitana, Vale do Ribeira, Vale do Paraíba e São José do Rio Preto) 

quanto por município amostrado. Ainda por meio do programa Arlequin, foi possível 

estimar a significância (considerando como limiar um p-value ≤ 0,05) dos valores médios 

de 𝐹𝑆𝑇  com base no teste de permutação (1.000 aleatorizações).   

Dados oriundos da chamada de variantes (VCF), do inglês Variant Call Format, foram 

manipulados por meio do pacote vcfR (Knaus; Grünwald, 2017), de modo a permitir o 

cálculo das distâncias euclidianas entre as frequências alélicas observadas para os 

SNP’s mitocondriais. Estas foram posteriormente utilizadas para verificação de sinais de 

estratificação entre as populações amostradas, por meio de uma análise de 

escalonamento multidimensional (MDS - do inglês Multidimensional Scaling), e 

construção de clusters hierárquicos (1.000 aleatorizações), com auxílio dos pacotes stats 

(R Core Team, 2018) e pvclust (Suzuki; Terada; Shimodaira, 2019), respectivamente.  

Posteriormente, uma análise discriminante dos componentes principais (DAPC - do 

inglês Discriminant Analysis of Principal Components) entre as amostras foi realizada por 

meio do pacote adegenet (Jombart; Ahmed, 2011), com obtenção e utilização dos 

eigenvalues para a identificação do número de agrupamentos genéticos (K) que melhor 

representa o conjunto de dados, juntamente com painéis identificando a probabilidade de 

assinatura genética dos espécimes, isto é, o grau de similaridade entre os grupos, e tanto 

os agrupamentos quanto os painéis foram obtidos com o auxílio dos pacotes adegenet 

(Jombart; Ahmed, 2011) e reshape2 (Wickham, 2007), com suas visualizações sendo 

realizadas por meio do pacotes ggplot2 (Wickham, 2016) e ggpubr 0.40 (Kassambara, 
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2020). Todos os pacotes mencionados anteriormente foram implementados no ambiente 

computacional R (R Core Team, 2018). 

3.5. Descritores da paisagem 

Dois buffers, um de 2.850 metros e outro de 5.700, ao redor de cada ponto de coleta 

foram determinados para calcular as métricas de paisagem, sendo o primeiro baseado 

na expectativa de um raio na paisagem de, aproximadamente, metade da dispersão 

máxima de uma determinada espécie (Jackson; Fahrig, 2012), no caso do Hg. 

leucocelaenus, um raio de voo de 5,7 quilômetros (km) (Causey; Kumm; Laemmert Jr., 

1950), enquanto o segundo correspondeu a sua máxima distância. Cada um dos pontos 

foi georreferenciado e plotado em um mapa de uso de solo do estado de São Paulo 

(Ortofoto mosaico, criado por meio de classificação supervisionada com base em 

imagens RapidEye do ano de 2013, escala 1:10.000) da Fundação Brasileira para o 

Desenvolvimento Sustentável (FBDS) (disponível em: https://www.fbds.org.br/) (Figuras 

2 e 3). O mesmo foi utilizado para obtenção dos elementos da paisagem, de acordo com 

a classificação de uso de solo da FBDS: 1) Formação Florestal - Vegetação arbórea 

nativa de Mata Atlântica com dossel contínuo; 2) Água - Espelho d’água contínuo; 3) Área 

Antropizada - Áreas desprovidas de cobertura vegetal nativa; 4) Área Edificada - Áreas 

que apresentam construções (https://www.ibge.gov.br/geociencias/cartas-e-

mapas/bases-cartograficas-continuas/15759-brasil.html), 5) Formação não Florestal - 

Vegetação arbustiva ou herbácea nativa e 6) Silvicultura - Cultivos de Eucalyptus sp. ou 

Pinus sp.. Adicionalmente, modelos lineares generalizados (GLM - do inglês Generalized 

Linear Models) do tipo simples (univariados), com distribuição de erros Gaussiana, foram 

construídos empregando como variável preditora as classes de uso de solo e variável 

resposta os valores observados para os índices de diversidade theta S e theta �̂�, como 

forma de verificar uma possível influência das classes de uso de solo nos padrões de 

diversidade genética das populações amostradas.  

Adicionalmente, análises da estrutura da paisagem foram realizadas tanto a nível local 

(Parque Estadual da Cantareira - PEC) quanto regional (Mesoregiões de Campinas, 

Metropolitana e Macro Metropolitana do estado de São Paulo). As análises em nível local 

tiveram como objetivo verificar a influência da configuração da paisagem na riqueza e 

https://www.ibge.gov.br/geociencias/cartas-e-mapas/bases-cartograficas-continuas/15759-brasil.html
https://www.ibge.gov.br/geociencias/cartas-e-mapas/bases-cartograficas-continuas/15759-brasil.html


38 
 

 
 

abundância de potenciais vetores do VFA a partir de um remanescente de floresta 

Atlântica, com base em dados de coletas de mosquitos realizadas mensalmente de 

fevereiro de 2015 a abril de 2017, por nosso grupo de pesquisa, durante o projeto 

“Biodiversidade de mosquitos (Diptera: Culicidae) no Parque Estadual da Cantareira e na 

Área de Proteção Ambiental Capivari-Monos, Estado de São Paulo” (BIOTA – FAPESP, 

Processo: 2014/50444-5). Análises de maior abrangência buscaram verificar, por meio 

da construção de matrizes de resistência, a influência da estrutura da paisagem no 

padrão de dispersão temporal do VFA no estado de São Paulo, com base em dados de 

registros de epizootias em PNH, ao longo do ano de 2017, obtidas junto ao Ministério da 

Saúde, mediante lei de acesso à informação (ref. no. 25820004039202025). Maiores 

detalhes a respeito da metodologia utilizada e análises estatísticas encontram-se 

disponíveis nos dois artigos anexados (ANEXOS 1 e 2). 
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4. Resultados 

4.1. Coletas de espécimes de Haemagogus leucocelaenus  

Ao longo de todas as incursões a fragmentos de mata Atlântica, realizadas durante 

o período de estudo, foram coletados um total de 128 espécimes, sendo 84 adultos e 44 

formas imaturas. Deste total, 91 (71%) indivíduos foram coletados na periferia dos 

fragmentos de vegetação (bordas florestais), enquanto 37 (29%) foram obtidos a partir 

das áreas núcleos (core) (Tabela 1, Figura 4).
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Tabela 1.  Número de espécimes adultos e formas imaturas (entre parênteses) de Hg. leucocelaenus obtidas a partir dos 

municípios amostrados, entre novembro de 2018 e dezembro de 2020. 

Data de 
coleta 

Municípios coletados 

Total de 
espécimes 

Balsamo Caraguatatuba Igaratá Mairiporã Miracatu São Paulo São José do Rio Preto Pindamonhagaba 

Sitio 
Madalena 

Sitio 
Paulo 

Sitio João 
Condomínio 
Pontal das 

Garças 

PEC - Trilha 
do 

Pinheirinho 

Legado das 
Águas 

PEC - Setor 
administrativo 

PEC  - Trilha da 
Bica 

Mata dos 
Macacos _ 

INF 

Mata dos 
Macacos - 

SUP 

Parque Municipal 
Trabiju 

Borda Core Core Borda Borda Core Borda Borda Core Borda Borda Borda Core 

♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ - ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

26/11/2018 - - - - - - - - - - 0(1) 0 - - - - - - - 0(4) 0(1) - - - - - - 0(6) 

8/1/2019 - - - - - - - - - - 4 0 - - - - - - - - - - - - - - - 4(0) 

15/01/2019 - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 0 2 0 - - - - - - 5(0) 

24/01/2019 - - - - - - - - - - - - 0(1) 0(4) 0(4) - - - - - - - - - - - - 0(9) 

5/9/2019 - - - - - - - - - - - - - - - 0(1) 0(6) - - 2(1) 3(1) - - - - - - 5(9) 

26/09/2019 - - - - - - - - - - - - - - - 0(1) 0(1) - - 0(4) 0(9) - - - - - - 0(15) 

2/11/2019 - - - - 3 0 0 0(1) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3(1) 

3/11/2019 - - 4 0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 4(0) 

4/12/2019 - - - - - - - - 2 0 - - - - - - - - - - - - - - - - - 2(0) 

10/12/2019 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 12 0 12(0) 

11/12/2019 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 7 0 7(0) 

18/12/2019 - - - - - - - - - - - - - - - 2 0 - - - - - - - - - - 2(0) 

15/01/2020 - - - - - - - - - - - - - - - 1(1) 0(2) 1 0 0 0(1) - - - - - - 2(4) 

27/01/2020 - - - - - - - - - - 2 0 - - - - - - - - - - - - - - - 2(0) 

15/12/2020 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 12 - - - - - 12(0) 

16/12/2020 7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 7(0) 

18/12/2020 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 17 - - - 17(0) 

Total 7 0 4 0 3 0 0 0(1) 2 0 6(1) 0 0(1) 0(4) 0(4) 3(3) 0(9) 4 0 4(9) 3(12) 12 0 17 0 19 0 84(44) 
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Figura 4. Vista lateral de uma fêmea da espécie Haemagogus leucocelaenus (fonte: Oliveira-Christe, R). 

 

4.2. Diversidade genética 

Em função da ausência do sequenciamento do genoma completo da espécie Hg. 

leucocelaenus, com disponibilidade apenas de seu genoma mitocondrial (NC_057212.1), 

foi possível genotipar um total de 115 SNP’s mitocondriais - taxa de genotipagem: 51,11% 

(Figura 5). Ao utilizarmos o genoma completo de referência da espécie Aedes aegypti 

(AaegL5.0), ideia original do projeto, foi possível a genotipagem de 8.581 SNP’s 

nucleares – taxa de genotipagem: 4,68%. Contudo, ao nos depararmos com o grande 

volume de dados ausentes, optamos por trabalhar com genoma de referência 

correspondente à espécie objeto de estudo, visando garantir uma maior robustez em 

nossas análises subsequentes.  
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Do total de SNP’s (115), as populações apresentaram em média 23 loci exibindo 

valores inferiores a 25% de dados ausentes (sítios podendo apresentar qualquer um dos 

quatro nucleotídeos: C, T, A e G), das quais, Pindamonhangaba apresentando o maior 

número de loci (48), enquanto Miracatu exibiu a menor quantidade (3). Com relação ao 

polimorfismo exibido pelos loci utilizados nas análises, novamente Pindamonhangaba 

exibiu o maior valor (31), seguida pelos municípios de São José do Rio Preto e Balsamo, 

24 e 17, respectivamente. Com estas mesmas três populações exibindo os maiores 

valores para os índices de diversidade theta (θ): Pindamonhangaba (θS=10,96, θ�̂� = 

9,53); Balsamo (θS= 6,94, θ�̂� = 6,05), e São José do Rio Preto (θS=6,50, θ�̂� = 6,26). Por 

outro lado, Miracatu não exibiu qualquer variabilidade genética (θS= 0, θ�̂� = 0), seguido 

por São Paulo (θS=1,31, θ�̂� = 0,56); Igaratá (θS=2, θ�̂� = 2); Mairiporã (θS=2,44, θ�̂� = 

1,66) e Caraguatatuba (θS=2,69, θ�̂� = 2,21) (Tabela 2).  
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Figura 5. Mapa do genoma mitocondrial de referência do Haemagogus leucocelaenus (NC_057212.1). 
Após a chamada de variantes foram obtidos um total de 115 SNP’s (representados pelas barras pretas), 
distribuídos ao longo do mitogenoma, e cuja a cobertura relativa é representada pelo centro do gráfico.    
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Tabela 2. Índices de diversidade molecular mitocondrial entre as populações (nível permitido de 

dados ausentes < 25%) 

    SP MA IG RP CA BA PI MI Média dp 

Número de 

Haplótipos 
 26 7 2 23 8 7 10 7 11.25 8.515 

Composição de 

nucleotídeo 
           

C(%)  30.97 28.4 28.57 28.71 30.35 30.79 31.14 32.48   

T(%)  29.1 29.14 31.75 30.07 30.1 29.48 28.94 25.91   

A(%)  26.05 26.42 24.6 21.65 23.38 20.96 24.29 30.66   

G(%)  13.88 16.05 15.08 19.57 16.17 18.78 15.63 10.95   

            

Número de loci  115 115 115 115 115 115 115 115 115 0 

Número de loci 

utilizados 
 8 14 40 35 8 31 48 3 23.375 17.121 

Número de loci 

polimórficos 
 5 6 2 24 7 17 31 0 11.5 11.225 

Número de 

copias de gene 

Mean 21 6.333 2 19.792 7.143 6.588 9.032 0   

sd 0.707 0.516 0 1.503 0.378 0.507 0.706 0   

Número de 

alelos 

Mean 2 2 2 2 2 2 2 0   

sd 0 0 0 0 0 0 0 0   

Heterozigosidade 

Esperada 

Mean 0.17538 0.35079 1 0.35862 0.39456 0.40168 0.38292 0   

sd 0.09365 0.09242 0 0.15464 0.13941 0.11801 0.12529 0   

Número de 

transições  5 6 1 24 7 17 31 0 11.375 11.351 

Número de 

transversões  0 0 1 0 0 0 0 0 0.125 0.354 

Número de 

substituições  5 6 2 24 7 17 31 0 11.5 11.225 

Número de 

indels  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Número de 

substituições 

privadas  0 0 0 1 0 0 1 0 0.25 0.463 
            

Theta S  1.31029 2.44898 2 6.50263 2.69972 6.93878 10.9581 0 4.10731 3.67526 

s.d. Theta S  0.69266 1.41218 1.732 2.45405 1.47924 3.44244 4.75643 0 1.99613 1.52513 

Theta �̂�  
 

 0.56615 1.66667 2 6.26087 2.21429 6.04762 9.53333 0 3.53612 3.35144 

s.d. Theta �̂�   0.53016 1.26802 2.45 3.43962 1.55185 3.75566 5.40757 0 2.3003 1.81832 

SP – São Paulo; MA – Mairiorã; IG – Igaratá, RP – São José do Rio Preto; CA – Caraguatatuba; BA – 
Balsamo; PI – Pindamonhangaba; MI – Miracatu; dp – desvio padrão. 
 

4.3. Teste de neutralidade  

Com relação ao teste de neutralidade, para verificação de sinais de expansão ou 

retração populacional, somente as populações de São Paulo e Mairiporã apresentaram 
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concordância para o nível de significância estatísticas para os testes de Tajima’s D e Fu’s 

FS, ambas com valores negativos, e sugerindo dessa forma, eventos de expansão. Com 

relação às demais, nenhum nível de significância foi observado a partir do primeiro teste, 

enquanto para o segundo é possível verificar valores negativos e estatisticamente 

significantes para as populações São José do Rio Preto, Caraguatatuba, Balsamo e 

Pindamonhangaba (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Teste de neutralidade baseado nas populações de Haemagogus leucocelaenus 
amostradas 

Teste de 
Neutralidade Estatística  SP MA  IG RP  CA  BA PI MI 

Tajima's D Tajima's D -1.60937 -1.62291 0 -0.13906 -0.85567 -0.7151 -0.62518 0 

 p-valor Tajima's D 0.026 0.003 1 0.535 0.222 0.265 0.308 1 

Fu's FS FS -3.40282E+38 -6.42258 0.6932 -21.3184 -6.82143 -2.567 -3.6223 1E-06 

  p-valor FS 0 0 0.367 0 0 0.031 0.021 1 

SP – São Paulo; MA – Mairiorã, IG – Igaratá; RP – São José do Rio Preto; CA – Caraguatatuba; BA – 
Balsamo; PI – Pindamonhangaba; MI – Miracatu. 

 

4.4. Estrutura genética 

Com relação aos valores de 𝐹𝑆𝑇 , quando as populações são agrupadas por 

mesorregiões é possível verificar um claro padrão de estruturação da região de São José 

do Rio Preto em relação às demais, ao passo que o Vale do Ribeira exibiu um menor 

grau em relação às regiões Metropolitana e Vale do Paraíba (Figura 6A). Quando as 

comparações são obtidas por meio de combinações par a par entre as populações, o 

maior valor foi registrado entre os municípios de Igaratá x Miracatu (1), seguido por 

Balsamo x São Paulo (0.74982); Balsamo x Mairiporã (0.67021); São Paulo x São José 

do Rio Preto (0.6422), e Balsamo x Igaratá (0.62904). De modo geral, as duas populações 

localizadas na mesorregião de São José do Rio Preto (São José do Rio Preto e Balsamo) 

exibiram os maiores valores na maioria de suas comparações com os demais municípios 

amostrados, e destas o menor valor registrado ocorreu justamente na comparação entre 

os próprios (0.1099). Por outro lado, o menor valor exibido em todas as comparações, foi 

registrado entre São Paulo x Mairiporã (0.0201) (Tabela 4, Figura 6B).  
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De modo geral, os valores observados para o índice 𝐹𝑆𝑇  encontram-se em 

concordância com as distâncias geográficas entre os locais de coleta. A variável além de 

evidenciar uma forte associação com o padrão de estruturação observado, responde 

sozinha por cerca de 45% do mesmo, sugerindo dessa forma, um nítido efeito de 

isolamento por distância (r²:  0.4593; p-value < 0,001, Tabela 5, Figura 7). As distâncias 

entre os locais variaram entre 5 e 535 km, com as populações localizadas na mesorregião 

de São José do Rio Preto exibindo distâncias entre si não superiores a 30 km, e distâncias 

entre 400 e 535 km com relação as demais, enquanto estas últimas, por sua vez, exibiram 

distâncias entre 5 e 230 km umas das outras, na comparação par a par.  

 

 
Figura 6. Valores para a par de 𝑭𝑺𝑻 

, com base nas mesorregiões de abragência das áreas de coletas no 

estudo (A), e por município amostrado (B):  SP, São Paulo; MA – Mairiporã; IG, Igaratá; RP, São José do 
Rio Preto; CA, Caraguatatuba; BA, Balsamo; PI, Pindamonhangaba; e MI, Miracatu.  
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Tabela 4. Índice de fixação populacional 𝑭𝑺𝑻 
, par a par, das populações do Haemagogus leucocelaeus amostradas, com base nos SNP’s 

mitocondriais  

 Sao Paulo Mairiporã Igaratá São José do 
Rio Preto 

Caraguatatuba Balsamo Pindamonhangaba 

Sao Paulo - - - - - - - 

Mairiporã 0.0201 - - - - - - 

Igaratá 0.23701 0 - - - - - 

São José do Rio Preto 0.6422* 0.57456* 0.58807* - - - - 

Caraguatatuba 0.327* 0.18962* 0.12272 0.42301* - - - 

Balsamo 0.74982* 0.67021* 0.62904* 0.1099 0.46729* - - 

Pindamonhangaba 0 0 0 0.5248* 0 0.54075* - 

Miracatu 0 0 1 0.5311* 0.12608 0.68457* 0 

* nível de significância para p<0.05.
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Tabela 5. Modelo linear utilizando com variável preditora as distâncias geográficas entre os 

locais de coleta e variável resposta os valores de 𝑭𝑺𝑻 
 obtidos por meio das comparações par 

a par entre as populações. 

Variável 
Preditora 

Intercepto Inclinação EP t-valor Pr(>|z|) r² F   GL p-valor 

Distância -1.9368 
 

0.5933 -3.264 0.003173 ** 0.4593 21.24 25 0.0001027 

  0.5207 0.1130 4.609 0.000103 ***       

EP – Erro Padrão; F – Estatística F; GL – Grau de Liberdade; *** nível de significância para p<0.001; ** 
nível de significância para p<0.01. 

 

Figura 7. Correlação linear entre a distância genética (𝑭𝑺𝑻 
/(𝟏 − 𝑭𝑺𝑻 

)) das populações de Haemagogus 

leucocelaenus e distância geográfica (Km), em escala logarítmica natural, a partir dos locais 
amostrados. Pontos cinzas representam a distribuição dos dados, a linha preta representa o ajuste do 
modelo, enquanto as linhas tracejas representam um intervalo de confiança de 95%. 

 

Por meio da análise de escalonamento multidimensional (MDS) foi possível 

verificar uma maior proximidade dos espécimes amostrados na região noroeste do 

estado de São Paulo (municípios de Balsamo e São José do Rio Preto), com estes 

exibindo uma maior proximidade entre si no espaço bidimensional, quando comparada 

as demais, enquanto Caraguatatuba é exibida segregada das demais, com estas 

últimas reunidas próximas umas das outras (Figura 8). Tal padrão foi corroborado por 

meio das análises de agrupamento hierárquico, sendo possível verificar uma clara 

segregação dos espécimes de Balsamo e São José do Rio Preto, quer seja quando 

as populações são agrupadas por mesorregiões ou identificadas por seus respectivos 

municípios de coleta. Quando a comparação é realizada com base nas mesorregiões 
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é possível verificar os espécimes da região de São José do Rio Preto constituindo um 

clado separado, sendo imediatamente seguido pelo Vale do Ribeira, enquanto as 

mesorregiões metropolitana e Vale do Paraíba são reunidas em um único clado. 

Quando os espécimes são reunidos por seus respectivos municípios de coleta é 

possível verificar novamente o mesmo padrão de segregação, no qual as populações 

de Balsamo e São José do Rio Preto são reunidas em um clado distinto, com os 

espécimes de Caraguatatuba exibidos em um segundo clado, sendo este último 

imediatamente seguido pela demais populações que são exibidas em um terceiro 

clado: no qual Miracatu constitui um ramo mais externo, enquanto Pindamonhangaba 

e São Paulo, e Igaratá e Mairiporã constituem dois outros ramos, respectivamente 

(Figuras 9 e 10). 

 

 

Figura 8. Análise de Escalonamento Multidimensional (MDS) obtida por meio das distâncias 
euclidianas entre as frequências alélicas das populações, observadas para os SNP’s 
mitocondriais.  
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Figura 9. Dendrograma exibindo as populações agrupadas por mesorregiões, com base nas distâncias 
euclidianas entre as suas frequências alélicas, observadas para os SNP’s mitocondriais (1.000 
aleatorizações). 

  

Figura 10. Dendrograma exibindo o agrupamento das populações amostradas, com base nas 
distâncias euclidianas entre as suas frequências alélicas, observadas para os SNP’s 
mitocondriais (1.000 aleatorizações). 
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A análise DPCA, novamente, evidenciou uma sobreposição dos espécimes 

amostrados na região noroeste do estado de São Paulo, com alguns poucos 

indivíduos das populações de Pindamonhangaba e São Paulo exibindo uma maior 

similaridade com os indivíduos de Balsamo e São José do Rio Preto, entretanto, a 

maioria dos espécimes destas duas primeiras, bem como das demais populações 

aparecem sobrepondo-se, de modos a constituir, praticamente um único agrupamento 

(Figura 11). Por meio dos resultados obtidos a partir do eigenvalues, foi possível a 

identificação de três grupos (K=3) como melhor representação do conjunto de dados, 

dos quais as populações do noroeste paulista (Balsamo e São José do Rio Preto) 

constituindo dois grupos genéticos distintos, enquanto as demais aparecem, 

praticamente, homogeneizadas e integrando um único grupo (Figura 12). Quando 

comparado o padrão de assinatura genética dos indivíduos, foi possível verificar uma 

clara correspondência entre os indivíduos coletados a partir de Balsamo e São José 

do Rio Preto, enquanto as demais, novamente, configuram um agrupamento 

homogêneo (Figura 13). 

 

 

Figura 11. Análise Discriminante dos Componentes Principais (DAPC) com base nos indivíduos 
amostrados a partir dos oito municípios de coleta. 
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Figura 12. Multipainel identificando a estrutura populacional dos espécimes de Haemagogus leucocelaenus amostrados. A e B, número de agrupamentos 

genéticos (K); e C, subdivisão dos espécimes para K=2 e K=3. Cada um dos 92 exemplares para as 8 populações amostradas é representado por uma linha 

vertical. 
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Figura 13. Probabilidade de assinatura genéticas dos indivíduos a um determinado agrupamento em contraste a população original. Os indivíduos aparecem 

identificados pelas linhas verticais, enquanto o comprimento dos segmentos representa a probabilidade dos indivíduos pertencerem a um determinado 

agrupamento genéticos contra a população original.
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4.5. Métricas da paisagem e Modelos Lineares Generalizados 

Quando comparada as métricas de paisagem a partir dos buffers de 2.850 metros 

(bf2850m) e 5.700 metros (bf5700m) os locais a apresentar maior diversidade 

genética exibiram um padrão de elevada proporção para o uso antrópico, ao menos 

para os municípios de Balsamo (bf2850m – 79,7%; bf5700m – 76,9%) e São José do 

Rio Preto (bf2850m – 92,9%; bf5700m – 84,9%), enquanto Pindamonhangaba, na 

comparação a estes dois, apresentou 32% e 50,1%, bf2850m e bf5700m, 

respectivamente (Tabela 6, Figura 14 e Anexo 3). Interessantemente, ao comparar a 

influência das classes de uso de solo nos índices de diversidade observados - por 

meio de modelos lineares generalizados -, a classe antrópica foi a única a apresentar 

associação com o padrão observado, principalmente, quando a mesma foi obtida com 

base no buffer de 5.700 metros ao redor dos pontos de coleta. A área antrópica 

evidenciou um melhor ajuste para o índice theta �̂� (slope = 0.07598, p-value = 

0.03417), com uma contribuição de, aproximadamente, 55% do padrão observado 

(M2pi_5700m); enquanto para o índice theta S, foi exibido um menor ajuste (slope = 

0.07723, p-value = 0.05826), e contribuição de, aproximadamente, 48% do padrão 

observado (M2S_5700m) (Tabelas 7 e 8).  

Outra característica em comum entre os municípios que exibiram maiores valores 

para os índices de diversidade genética é a baixa proporção de cobertura florestal, 

com Balsamo e São José do Rio Preto exibindo os menores valores, (bf2850m – 

13,8% e bf5700m – 12,5%) e (bf2850m – 4,3% e bf5700m – 5,8%), respectivamente, 

enquanto Pindamonhangaba, por sua vez, apresentou 66% (bf2850m) e 47,6% 

(bf5700m) (Figuras 14 e Anexo 3). Contudo, não foi possível verificar nenhuma 

associação desta classe com o padrão observado (Tabelas 2, 7 e 8). Referente a 

quantidade de borda florestal (metros lineares), os três municípios apresentaram 

valores entre 65 e 161 mil (bf2850m) e 267 a 601 mil metros (bf5700m), com uma 

densidade de 10 à 63 metros por hectare (m/ha) (bf2850m) e 16 á 58 m/ha (bf5700m) 

(Tabela 6). 
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Tabela 6. Métricas de paisagem com base em buffers com raios de 2.850 e 5.700 metros ao redor dos locais de coleta. 

Buffer Município Local 

Classe de uso de solo   

Água Antrópica Urbana Floresta Não Floresta Silvicultura 
Área total 

(m2) 
CA PLAND CA PLAND CA PLAND CA PLAND TE ED CA PLAND CA PLAND 

2
8
5
0
 m

e
tr

o
s
 

Balsamo i 1.8 0.0705 2033.37 79.6734 0 0 352.08 13.7955 65880 25.8137 0 0 164.88 6.4605 2552.13 

Caraguatatuba 
ii 0.36 0.0141 522.45 20.46425 0 0 2030.175 79.52165 67230 26.33385 0 0 0 0 2552.985 

iii 11.34 0.4987 306.9 13.4975 859.32 37.7929 1086.3 47.7755 103140 45.361 0 0 9.9 0.4354 2273.76 

Igaratá iv 1022.94 40.079 1153.71 45.2026 0 0 346.86 13.59 94140 36.8842 0 0 28.8 1.1284 2552.31 

Mairiporã v 2.7 0.1058 136.53 5.3491 353.88 13.8646 2059.29 80.6805 123960 48.5661 0 0 0 0 2552.4 

Miracatu vi 174.87 6.8507 29.52 1.1565 0 0 2348.19 91.9928 40500 15.8663 0 0 0 0 2552.58 

São Paulo 
vii 4.905 0.19215 140.04 5.48575 1146.735 44.92045 1252.08 49.0473 108570 42.5297 0 0 9.045 0.35435 2552.805 

viii 4.995 0.1957 165.87 6.4978 838.035 32.8292 1534.995 60.1319 111240 43.5771 0 0 8.82 0.34555 2552.715 

São José do Rio 
Preto 

ix 4.365 0.171 2372.895 92.9492 36.945 1.44715 111.555 4.36975 28590 11.19905 0 0 27.135 1.0629 2552.895 

x 3.87 0.1516 2371.725 92.90665 41.625 1.63055 108.855 4.26415 28020 10.97615 0 0 26.73 1.0471 2552.805 

Pindamonhangaba xi 0.27 0.0106 822.15 32.1995 0 0 1684.53 65.9746 161730 63.3416 0 0 46.35 1.8153 2553.3 

5
7
0
0
 m

e
tr

o
s
 

Balsamo i 16.65 0.1632 7851.15 76.9336 0 0 1276.29 12.5064 267750 26.2369 0 0 1061.01 10.3969 10205.1 

Caraguatatuba 
ii 3.24 0.03175 2603.25 25.5045 0 0 7600.545 74.4638 209895 20.56375 0 0 0 0 10207.035 

iii 21.78 0.265 1255.59 15.276 1546.11 18.8106 5371.56 65.3527 257400 31.3164 0 0 24.3 0.2956 8219.34 

Igaratá iv 2605.14 25.5267 5523.84 54.1258 53.82 0.5274 1578.6 15.4681 361650 35.4366 0 0 444.15 4.352 10205.55 

Mairiporã v 32.94 0.3227 1217.43 11.9282 2389.77 23.4145 6562.17 64.2949 617550 60.5064 0.36 0.0035 3.69 0.0362 10206.36 

Miracatu vi 288.36 2.8254 82.35 0.8069 0 0 9835.38 96.3678 91140 8.93 0 0 0 0 10206.09 

São Paulo 
vii 9.585 0.0939 455.58 4.4636 5899.905 57.8046 3832.515 37.54925 295275 28.92975 0 0 9.045 0.08865 10206.63 

viii 13.635 0.1336 489.51 4.7961 5406.615 52.97275 4287.69 42.0098 347880 34.08445 0.135 0.00135 8.82 0.08645 10206.405 

São José do Rio 
Preto 

ix 21.735 0.21295 8666.595 84.9088 831.69 8.1483 595.17 5.83105 165270 16.1919 0 0 91.755 0.89895 10206.945 

x 18 0.17635 8656.56 84.812 850.95 8.33715 585.945 5.74075 163425 16.01145 0 0 91.665 0.8981 10203.12 

Pindamonhangaba xi 20.7 0.2028 5109.57 50.0538 0 0 4859.64 47.6054 601260 58.8999 0 0 218.25 2.138 10208.16 

CA – Área total; PLAND – Porcentagem da paisagem ocupada pela classe de uso de solo; TE – Total de borda florestal (metros lineares); ED – 
Densidade de borda florestal (metros por hectare); i - Sitio Madalena; ii - Sitio João; iii - Sitio Paulo; iv - Condominio Pontal das Garças; v - Trilha do 
Pinheirinho; vi - Reserva Ecológica Legado das Águas; vii - Trilha da Bica; viii - Setor administrativo; ix - Mata dos Macacos (fragmento de vegetação 
inferior); x - Mata dos Macacos (fragmento de vegetação superior); e  xi - Parque Municipal Trabiju.
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Figura 14. Configuração da paisagem obtida por meio de buffers de 2.850m - metade da distância máxima de dispersão da espécie Haemagogus leucocelaenus 

(Causey et al., 1950) - ao redor dos pontos de coleta, conforme raio de dispersão esperado por Jackson & Fahrig (2012) para uma determinada espécie. 
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Tabela 7. Modelos lineares generalizados utilizando como variável preditoras as classes de uso de solo 

e variável resposta o índice de diversidade theta S. 

Modelos 
Variável 
Resposta 

Variável 
Preditora 

Intercepto Inclinação EP t-valor Pr(>|z|) r² F GL p-valor 

M1S_2850m theta S Água 
4.59829   1.46422 3.14 0.0201 * 0.09843 0.6551 6 0.4492 

  -0.08244 0.10185 -0.809 0.4492         

M2S_2850m theta S Antrópica 
1.99924   1.68306 1.188 0.28 0.329 2.941 6 0.1372 

  0.06009 0.03504 1.715 0.137         

M3S_2850m theta S Urbana 
5.04073   1.52613 3.303 0.0163 * 0.1721 1.248 6 0.3067 

  -0.11166 0.09997 -1.117 0.3067         

M4S_2850m theta S Floresta 
5.87074   2.44473 2.401 0.0532 . 0.1093 0.7365 6 0.4237 

  -0.03582 0.04173 -0.858 0.4237         

M5S_2850m theta S Silvicultura 
2.8586   1.4329 1.995 0.0931 . 0.2864 2.408 6 0.1717 

  0.9119 0.5877 1.552 0.1717         

M6S_2850m theta S ED 
1.71488   3.14653 0.545 0.605 0.1049 0.7034 6 0.4338 

  0.06902 0.0823 0.839 0.434         

M7S_2850m theta S TE 
1.70E+00   3.12E+00 0.545 0.605 0.108 0.7265 6 0.4267 

  2.74E-05 3.21E-05 0.852 0.427         

M1S_5700m theta S Água 
4.5354   1.4739 3.077 0.0217 * 0.0787 0.5125 6 0.501 

  -0.1162 0.1623 -0.716 0.501         

M2S_5700m theta S Antrópica 
1.15875   1.62083 0.715 0.5015 0.476 5.451 6 0.05826 

  0.07723 0.03308 2.335 0.0583 .         

M3S_5700m theta S Urbana 
4.92998   1.55404 3.172 0.0193 * 0.1364 0.9479 6 0.3678 

  -0.07013 0.07203 -0.974 0.3678         

M4S_5700m theta S Floresta 
6.38406  2.22982 2.863 0.0287 * 0.2026 1.524 6 0.2632 

  -0.05156 0.04177 -1.235 0.2632         

M5S_5700m theta S Não Floresta 
4.629   1.508 3.07 0.0219 * 0.08719 0.5731 6 0.4777 

  -860.578 1136.74 -0.757 0.4777         

M6S_5700m theta S Silvicultura 
3.2103   1.5494 2.072 0.0837 . 0.1544 1.095 6 0.3356 

  0.3985 0.3808 1.047 0.3356         

M7S_5700m theta S ED 
1.643   2.76258 0.595 0.574 0.1454 1.021 6 0.3513 

  0.07531 0.07454 1.01 0.351         

M8S_5700m theta S TE 
1.66E+00   2.73E+00 0.61 0.564 0.1477 1.04 6 0.3472 

  7.38E-06 7.24E-06 1.02 0.347     7   

Null Model theta S   4.107   1.30E+00 3.16E+00 0.0159 *         

EP – Erro Padrão; F – Estatística F; GL – Grau de Liberdade; *** nível de significância para p<0.001; ** nível de significância 
para p<0.01,* nível de significância para p<0.05. 
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Tabela 8. Modelos lineares generalizados utilizando como variável preditoras as classes de uso de solo 

e variável resposta o índice de diversidade theta �̂�. 

Modelos 
Variável 
Resposta 

Variável 
Preditora 

Intercepto Inclinação EP t-valor Pr(>|z|) r² F GL p-valor 

M1pi_2850m theta �̂� Água 
3.91061   1.35692 2.882 0.028 * 0.06887 0.4438 6 0.5301 

  -0.06288 0.09439 -0.666 0.53         

M2pi_2850m theta �̂� Antrópica 
1.41377   1.45007 0.975 0.3672 0.401 4.016 6 0.0919 

  0.0605 0.03019 2.004 0.0919 .         

M3pi_2850m theta �̂� Urbana 
4.52117   1.34167 3.37 0.015 * 0.2306 1.798 6 0.2285 

  -0.11784 0.08788 -1.341 0.229         

M4pi_2850m theta �̂� Floresta 
5.41905   2.17796 2.488 0.0473 * 0.1499 1.058 6 0.3433 

  -0.03824 0.03718 -1.029 0.3433         

M5pi_2850m theta �̂� Silvicultura 
2.3998   1.3077 1.835 0.116 0.2852 2.394 6 0.1728 

  0.8298 0.5363 1.547 0.173         

M6pi_2850m theta �̂� ED 
1.86668   2.93816 0.635 0.549 0.06144 0.3928 6 0.5539 

  0.04816 0.07685 0.627 0.554         

M7pi_2850m theta �̂� TE 
1.85E+00   2.91E+00 0.634 0.55 0.06397 0.41 6 0.5456 

  3.00E-05 3.00E-05 0.64 0.546         

M1pi_5700m theta �̂� Água 
3.85752   1.36241 2.831 0.0299 * 0.05335 0.3381 6 0.5821 

  -0.08723 0.15001 -0.581 0.5821         

M2pi_5700m theta �̂� Antrópica 
0.63527   1.36349 0.466 0.6577 0.5541 7.455 6 0.03417 

  0.07598 0.02783 2.73 0.0342 *         

M3pi_5700m theta �̂� Urbana 
4.40785   1.37735 3.2 0.0186 * 0.1842 1.355 6 0.2886 

  -0.07431 0.06384 -1.164 0.2886         

M4pi_5700m theta �̂� Floresta 
5.77105   1.99192 2.897 0.0274 * 0.2347 1.84 6 0.2237 

  -0.05062 0.03731 -1.357 0.2237         

M5pi_5700m theta �̂� 
Não 
Floresta 

4.111   1.344 3.058 0.0223 * 0.1272 0.8746 6 0.3858 

  947.928 1013.598 -0.935 0.3858         

M6pi_5700m theta �̂� Silvicultura 
2.6975   1.4062 1.918 0.104 0.1622 1.162 6 0.3225 

  0.3726 0.3456 1.078 0.322         

M7pi_5700m theta �̂� ED 
1.66811   2.58455 0.645 0.543 0.1005 0.6702 6 0.4443 

  0.05709 0.06973 0.819 0.444         

M8pi_5700m theta �̂� TE 
1.68E+00   2.55E+00 0.657 0.535 0.1029 0.6878 6 0.4386 

  5.61E-06 6.77E-06 0.829 0.439         

Null Model theta �̂�   3.536   1.19E+00 2.984 0.0204 *     7   

EP – Erro Padrão; F – Estatística F; GL – Grau de Liberdade; *** nível de significância para p<0.001; ** nível de 
significância para p<0.01,* nível de significância para p<0.05  
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4.6.  Analise da estrutura e configuração da paisagem  

A análise da estrutura da paisagem em nível local, PEC, baseada na coleta de 

mosquitos com potencial envolvimento na transmissão do YFV, revelou um padrão de 

distintas abundâncias das espécies. Durante o período de abrangência do estudo 

foram coletados 703 mosquitos pertencentes a 12 espécies das tribos Aedini e 

Sabethini. Aedes scapularis e Psorophora ferox apresentaram elevada abundância, 

enquanto o Haemagogus leucocelaenus, principal vetor do VFA no estado de São 

Paulo, apresentou uma menor abundância, porém com seus espécimes sendo 

exibidos em todas as áreas amostradas (Figura 15).  

O local com maior borda entre área florestal e área antrópica (Trilha do Pinheirinho) 

apresentou uma maior riqueza e abundância de espécies potencialmente vetoras do 

VFA, enquanto o local com maior área de cobertura florestal e bordas mais curtas 

entre floresta e áreas antrópicas (Administração) apresentou um padrão inverso. 

Diferenças estatisticamente significativas foram observadas entre a composição de 

espécies potencialmente vetoras do VFA entre os locais investigados. Embora Hg. 

leucocelaenus tenha ocorrido em todos os locais amostrados, os diferentes padrões 

de distribuição e abundância de outros mosquitos como Aedes scapularis e 

Psorophora ferox sugerem que essas espécies podem estar envolvidas na 

transmissão de VFA silvestre na área de estudo. Informações mais detalhadas podem 

ser encontradas no ANEXO 2.  
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Figura 15. Proporção de dominância das espécies baseada nas três áreas amostradas no Parque 
Estadual da Cantareira. Coleções noturnas: a, c, e e g, Parque Estadual da Cantareira, Trilha do 
Pinheirinho, Trilha da Bica e Setor Administrativo, respectivamente. Coleções diurnas: b, d e f, Parque 
Estadual da Cantareira, Trilha do Pinheirinho e Trilha da Bica, respectivamente. sp1 - Aedes fluviatilis; 
sp2 - Aedes scapularis; sp3 - Aedes serratus; sp4 - Aedes terrens; sp5 - Aedes aegypti; sp6 - Aedes 
albopictus; sp7 - Haemagogus leucocelaenus; sp8 - Psorophora ferox; sp9 - Sabethes 
undosus/fabrici/ignotus; sp10 - Sabethes purpureus; sp11 - Sabethes melanonymphe, sp12 - Sabethes 
sp. A área do Setor Administrativo do parque foi removida das análises das coleções diurnas devido a 
sua baixa amostragem (somente três ao longo de todo o período de estudo). 

 

Referente as análises da estrutura da paisagem de maior abrangência 

(Mesoregiões), com base nos registros de epizootias em PNHs, foi possível verificar 

um padrão de separação entre a ocorrências dos primeiros eventos de epizootias em 

cada um dos municípios amostrados (total de 20), sendo apresentada, em média, uma 

diferença de 74 dias e 29 km. O modelo de maior suporte empírico e força de evidência 

(ΔAIC = 0, Weight = 0.4423) incluiu um efeito aditivo entre a distância geográfica dos 

locais de registro e uma matriz de resistência com bordas florestais mais ou menos 

permeáveis para dispersão do vírus, de acordo com suas classes de uso de solo 

adjacente, juntamente com uma resistência intermediária para as áreas núcleo de 
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floresta. Com o modelo sugerindo que ambos aumentos de distância geográfica e 

resistência associada as classes de uso de solo contribuem para um aumento no 

número de dias entre os primeiros registros de epizootias nos municípios amostrados 

(Tabela 9, Figura 16). Informações mais detalhadas podem ser encontradas no 

ANEXO 1. 

Tabela 9. Modelos testados e seus parâmetros (efeitos fixos) listados de acordo para o grau de ajuste. 
Uma matriz de diferenças em dias para o primeiro registro de VFA nos municípios estudados foi 
utilizada como variável resposta.  

Modelo Intercepto Inclinação EP z value Pr(>|z|) AIC ΔAIC GL Peso 

Distância 
+ Matriz 2 

3.251021 

 
0.19386 16.77 

< 2e-16 
*** 

2114.7 0 5 0.4423 

0.031361 0.003569 8.786 
< 2e-16 

*** 
    

-0.00352 0.001103 -3.191 
0.00142 

**         

Distância 
+ Matriz 1 

3.2273 

 
0.191093 16.889 

< 2e-16 
*** 

2114.9 0.1 5 0.4125 

0.031661 0.003581 8.842 
< 2e-16 

*** 
    

-0.0039 0.00123 -3.169 
0.00153 

**         

Distância 
+ Matriz 3 

3.330726 

 
0.203492 16.368 

< 2e-16 
*** 

2117.2 2.5 5 0.1295 

0.029566 0.003642 8.119 
4.72e-16 

*** 
    

-0.00242 0.000883 -2.741 
0.00613 

**         

Distância 
+ Matriz 6 

3.137429 

 
0.21114 14.859 

< 2e-16 
*** 

2123.2 8.4 5 0.0065 

0.026618 0.003287 8.099 
5.56e-16 

*** 
    

0.004506 0.005695 0.791 0.429         

Distância 
+ Matriz 7 

3.363013 

 0.369417 9.104 
< 2e-16 

*** 
2123.6 8.8 5 0.0053 

0.027712 0.004338 6.388 
1.68e-10 

*** 
    

-0.00045 0.001029 -0.442 0.659         

Distância 
+ Matriz 4 

3.148097 

 0.225662 13.95 
< 2e-16 

*** 
2125.2 10.5 5 0.0023 

0.026439 0.003579 7.387 
1.5e-13 

*** 
    

0.008598 0.01216 0.707 0.48         

Distância 3.252687 

 0.199384 16.314 
< 2e-16 

*** 
2126 11.3 4 0.0016 

0.026562 0.003617 7.343 
2.09e-13 

*** 
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Distância 
+ Matriz 5 

4.060647 

 0.214686 18.914 
< 2e-16 

*** 
2133.6 18.9 5 <0.001* 

0.03055 0.004107 7.439 1.01e-13 ***    

-0.00208 0.00074 -2.816 0.00487 **       

EP – Erro Padrão; GL – Grau de Liberdade; *** nível de significância para p<0.001; ** nível de 

significância para p<0.01, * nível de significância para p<0.05. 

 

Figure 16. Relação entre a resistência associada as classes de uso de solo e distância geográfica 
(Distancia + Matriz 2) e a diferença em dias para o primeiro registro de febre amarela nos municípios 
estudados. A predição aqui é baseada somente nas inclinações dos termos de efeitos fixos no 
modelo. 
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5. Discussão  

As florestas tropicais são responsáveis por abrigar a maior parte da biodiversidade 

do planeta (Reed et al., 2020). A floresta Amazônica, por exemplo, responde sozinha 

por cerca de um quarto de todas as espécies do mundo (Betts; Malhi; Roberts, 2008), 

enquanto a Mata Atlântica, por sua vez, integra a lista de hotspots de biodiversidade, 

áreas com elevada concentração de espécies endêmicas e sob intenso processo de 

perda de habitat (Myers et al., 2000). Adicionalmente, as mesmas são responsáveis 

pela provisão dos chamados serviços ecossistêmicos, benefícios que o homem obtém 

da natureza e que são fundamentais para seu bem-estar (MEA, 2005), tais como a 

regulação do clima, provisão de água, polinização e regulação de doenças (Charles; 

Dukes, 2007). Portanto, o intenso processo de desmatamento observado nas florestas 

tropicais além de constituir uma das principais ameaças para suas espécies (Giam, 

2017), coloca em cheque também a sobrevivência da própria espécie humana. 

Cenário evidenciado pelo crescente aumento das epidemias de origem zoonótica, 

infecções que são transmitidas de animais para humanos em função da exposição a 

seus patógenos, ao longo das últimas décadas (Jones et al., 2008; WHO, 2021).  

No caso particular de zoonoses decorrentes de patógenos transmitidos por 

mosquitos, os eventos de spillover são determinados, principalmente, pela 

sobreposição de hospedeiros, vetores e populações humanas (Dantas-Torres and 

Otranto, 2015). De modo que, a febre amarela silvestre, doença que acomete o ser 

humano, mediante picadas de mosquitos infectados ao adentrar áreas de mata 

(Monath; Vasconcelos, 2015), consiste em um ótimo modelo de estudo. Neste sentido, 

modificações antrópicas da paisagem, a exemplo do próprio  desmatamento e 

mudanças no uso de solo, são causas primárias para o aumento de sua incidência 

(Jones et al., 2013; Gottdenker et al., 2014; Mishra; Mishra; Arora, 2021). Inclusive, 

cerca de 40% das doenças zoonóticas recentes tiveram origem por causa do 

desmatamento e das mudanças de uso do solo associadas a este (Loh et al., 2015). 

Outra característica decorrente das modificações antrópicas da paisagem consiste 

na redução de sua conectividade estrutural (Taylor; Fahrig; With, 2006), o que por sua 

vez, pode vir a constituir uma restrição no deslocamento de indivíduos, e 

consequentemente, na limitação do fluxo gênico das populações (Klinga et al., 2019). 

Desse modo, as modificações da paisagem podem implicar em variações genéticas 
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dentro das populações (Pelletier; Coltman, 2018), ou ainda na própria redução de suas 

variabilidades (Schlaepfer et al., 2018). Por outro lado, tais modificações, por vezes, 

podem significar um aumento na conectividade funcional da paisagem, quando estas 

aumentam o movimento ou fluxo de organismos através da paisagem (Taylor; Fahrig; 

with, 2006).    

No caso particular de culicídeos, suas dinâmicas populacionais são determinadas 

tanto por fatores exógenos quanto por fatores endógenos. O primeiro está relacionado 

a variáveis ambientais, como temperatura, pluviosidade e umidade, enquanto que o 

segundo relaciona-se às variáveis intrínsecas, a exemplo da densidade larval dos 

criadouros (Yang et al., 2008). Modificações da paisagem podem implicar em uma 

maior disponibilidade de habitats (Mayi et al., 2019), resultando na elevação das 

abundâncias das espécies de culicídeos destes locais (Medeiros-Sousa et al., 2015). 

Adicionalmente, tais modificações podem facilitar a dispersão de espécies de 

mosquitos antropofílicos, alterando dessa forma a dinâmica vetor – hospedeiro, e 

tendo como resultado um aumento do contato dessas espécies com os reservatórios 

silvestres de patógenos zoonóticos (dos Santos et al., 2018).      

No presente estudo foi testada a hipótese da configuração e grau de fragmentação 

da paisagem desempenhar um papel na dinâmica populacional da espécie Hg. 

leucocelaenus em municípios localizados no estado de São Paulo. Os resultados 

obtidos demostram uma maior diversidade genética (índices theta S e �̂�) para as 

populações de Pindamonhangaba, São José do Rio Preto e Balsamo, com estas duas 

últimas exibindo uma nítida estruturação em relação as demais amostradas. Ambas 

estão localizadas na região noroeste – mesorregião de São José do Rio Preto – e são 

exibidas constituindo um clado separado das demais populações, com este sendo 

imediatamente seguido pela população de Caraguatatuba, enquanto as demais são 

apresentadas constituindo um terceiro clado separado, no qual a população de 

Miracatu surge em um ramo mais externo, enquanto Pindamonhangaba e São Paulo, 

e Igaratá e Mairiporã compõe outros dois ramos, respectivamente. 

As populações com os maiores índices de diversidade genética (loci polimórficos 

e média de diferenças par a par entre as sequências) estão localizadas em áreas com 

elevado uso antrópico (>32%), e quando levadas em conta somente as populações 

da mesorregião de São José do Rio Preto, esses valores superam os 75% de 
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ocupação das áreas amostradas, com esta classe de uso de solo evidenciando uma 

forte associação ao padrão de diversidade genética das populações, principalmente, 

no que tange o índice theta �̂�.  

A estrutura da paisagem, isto é, as diferenças no uso de solo, está diretamente 

relacionada com padrões distintos de comunidades de mosquitos (Zittra et al., 2017), 

com sua diversidade e riqueza variando em função da resposta das espécies para as 

alterações ambientais (Mayi et al., 2019). Enquanto em nível de espécie, tais 

alterações podem implicar em eventos de microevolução, mudanças na estrutura 

genética das populações em curto espaço de tempo, forma pela qual os espécimes 

irão reagir ao meio ambiente (Suesdek, 2019). Por exemplo, no  caso particular do 

gênero Haemagogus, Mucci et al. (2015) demonstraram a influência das áreas 

adjacentes aos fragmentos de floresta em seus hábitos alimentares, por meio da 

observação da presença de múltiplos repastos sanguíneos (aves, bovinos e primatas) 

para espécie Hg. janthinomys/capricornii. Curiosamente, o mesmo estudo falhou em 

identificar a presença de tais repastos para a espécie Hg. leucocelaenus, cujos 

espécimes apresentam maior plasticidade ecológica, quando comparados a esta 

primeira (Gomes et al., 2010). Adicionalmente, a exposição a patógenos pode 

desencadear eventos de microevolução em mosquitos, e por vezes, pode refletir em 

sua capacidade vetorial (Bartholomay et al., 2010; Cohuet et al., 2010).  

Neste sentido, os resultados do presente estudo podem estar refletindo tanto a 

plasticidade do Hg. leucocelaenus, cujos espécimes encontram-se amplamente 

distribuídos na região de São José do Rio Preto (Camargo-Neves et al., 2005), quanto 

a pressão imposta pelo VFA, cuja circulação na mesma região possui um extenso 

registro, ao longo das últimas décadas (Saad et al., 2016), inclusive já tendo sido 

isolado a partir de mosquitos silvestres (Moreno et al., 2011). Contudo, cabe aqui 

ressaltar, que a população a exibir maiores valores de diversidade genética 

(Pindamonhangaba), diferentemente das populações anteriormente citadas, está 

localizada em uma região que até recentemente não possuía histórico de registro de 

epizootias em PNHs, com a confirmação ocorrendo somente no ano de 2018 (Moreno 

et al., 2013; SES-SP, 2018).   

Referente aos eventos demográficos (expansão e retração populacional), a 

maioria das populações, seis de oito, exibiram valores negativos estatisticamente 
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significantes, ao menos para um dos testes de neutralidade. Entretanto, somente as 

populações de São Paulo e Mairiporã apresentaram concordância entre os dois testes 

(Tajima’s D e Fu’s FS). Valores negativos, geralmente, indicam sinais recentes de 

expansão populacional, e em comum as estas duas populações estão: i) o fato de 

estarem inseridas dentro do Parque Estadual da Cantareira (PEC), um importante 

remanescente de mata Atlântica do estado de São Paulo e considerado a maior 

floresta urbana do mundo (Trevelin et al., 2007); ii) os maiores valores observados de 

área edificada entre as populações amostradas; e iii) uma elevada superfície de borda 

florestal - entre 109 e 321 mil metros lineares -, com uma densidade entre 31 e 43 

m/ha. 

Embora a justaposição entre áreas urbanas e florestas apresente um impacto 

direto na composição florística, levando à diminuição de sua riqueza (Melliger et al., 

2018), o que por vezes, pode implicar em uma provável redução dos criadouros tipos 

(ocos de árvore) da espécie Hg. leucocelaenus, de modo a refletir na ausência de 

seus indivíduos em espaços urbanos (Montagner; Silva; Jahnke, 2018). Trabalhos 

com levantamentos de fauna de culicídeos (Ceretti-Junior et al., 2020; Mucci et al., 

2016) já haviam registrado a presença do Hg. leucocelaenus em áreas do PEC. Aqui 

reforçamos esse encontro inclusive, a partir de locais com diferentes graus de 

cobertura vegetal (Wilk-da-Silva et al., 2020 - ANEXO 2). Neste sentido, novamente 

os resultados do presente estudo podem estar refletindo a plasticidade ecológica 

desta espécie a ambientes com maior grau de perturbação antrópica (Gomes et al., 

2010), o que por sua vez, poderia contribuir para os eventos de expansão populacional 

observados nas duas populações amostradas dentro da área do PEC.  

Referente aos valores de 𝐹𝑆𝑇  observados no presente estudo, embora as 

comparações par a par entre as populações tenha exibido elevados valores (0.02 – 

0.75), os mesmos estão em concordância com os resultados de Alonso et al. (2022) 

em trabalho realizado com populações de Mansonia spp., cujo protocolo utilizado para 

obtenção de SNP’s mitocondriais foi o mesmo empregado em nosso estudo. Com 

relação ao grau de estruturação das populações, nitidamente é possível verificar uma 

separação dos espécimes coletados na região noroeste do estado de São Paulo, com 

as populações desta área ainda exibindo os maiores valores de 𝐹𝑆𝑇  na comparação 

par a par com as demais, enquanto estas últimas exibiram menores valores, 
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demonstrando uma maior proximidade genética, e sugerindo, dessa forma, que caso 

exista alguma barreira física, a mesma não seria um completo impedimento para a 

dispersão dos indivíduos. Neste sentido, nossos resultados estão em concordância 

com o isolamento por distância, de modo que, quanto maior a distância maior seria a 

diferenciação genética observada entre os espécimes. Estudos anteriores com 

mosquitos no estado de São Paulo demonstraram baixa estruturação genética e uma 

ausência de efeito de isolamento por distância, tanto para espécies silvestres (Aedes 

fluviatilis e Anopheles cruzii) como uma invasiva (Aedes aegypti) (Multini et al., 2016, 

2020; Wilke et al., 2017). Contudo, cabe destacar que tais estudos foram realizados 

em escala microgeográfica, enquanto o presente estudo cobriu distâncias de centenas 

de quilômetros. Por outro lado, Petersen et al. (2022) em trabalho realizado com 

populações de Aedes scapularis, outra espécie silvestre, e já em uma escala um 

pouco maior, puderam observar um padrão de correspondência entre as distâncias 

genéticas e geográficas das populações amostradas. 

Mosquitos, de modo geral, possuem um faixa de dispersão em torno de 6 

quilômetros (Verdonschot; Besse-Lototskaya, 2014), enquanto para o gênero 

Haemagogus são registradas distâncias entre 5 a 11 quilômetros (Causey; Kumm; 

Laemmert , 1950), está primeira sendo observada para Hg. leucocelaenus. Não 

obstante, mosquitos podem cobrir grandes distâncias por meio da dispersão passiva 

(Verdonschot; Besse-Lototskaya, 2014), e em alguns casos chegando a centenas de 

quilômetros (Huestis et al., 2019). As maiores distâncias geográficas em nosso estudo 

são observadas entre os municípios da região noroeste do estado e aqueles presentes 

nas demais regiões (>400 km). À medida que os municípios das demais regiões são 

comparados entre si essas distâncias tendem a diminuir em algumas centenas. 

Contudo, ainda assim, observa-se uma razoável distância entre as populações. 

Mesmo assumindo que auxiliados por meio da dispersão passiva os espécimes 

seriam capazes de cobrir grandes distâncias geográficas, não seria razoável atribuir 

a esta unicamente o grau de semelhança genética entre os espécimes.  

Ainda neste sentido, as populações que constituíram um único clado 

(mesorregiões Vale do Ribeira, Vale do Paraíba e Metropolitana) e cujas distâncias 

estão entre 5 e 230 km, fazem parte ou estão localizadas próximas a uma faixa de 

remanescente de mata Atlântica contínua, um grande fragmento de vegetação que se 
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estende ao longo da costa atlântica do estado de São Paulo (Wagner et al., 2020). 

Essa região pode constituir área de deslocamento para os espécimes de Hg. 

leucocelaenus, por meio dos chamados “corredores ecológicos” observados em meio 

aos fragmentos de vegetação, a exemplo daqueles utilizados no espalhamento do 

VFA (Fioravanti, 2018). Adicionalmente, a própria malha urbana, a exemplo de 

rodovias próximas a bordas florestais, pode contribuir para o deslocamento de 

indivíduos desta espécie, tal qual o padrão observado de dispersão do VFA no 

trabalho de Prist et al. (2021). Portanto, seria razoável supor que o padrão observado 

poderia ser explicado por uma dispersão dos espécimes auxiliada por determinado 

grau de conexão da paisagem.   

Referente ao tipo de marcador molecular empregado no presente estudo (SNP’s 

mitocondriais), o mesmo tem sido utilizado com sucesso para caracterização 

populacional tanto para escalas macro (Rašić et al., 2015a, 2015b) quanto micro 

(Alonso et al., 2022), demonstrando a viabilidade do seu emprego em estudos com 

genética de populações. Entretanto, cabe aqui destacar que uma das principais 

limitações do presente estudo, pode estar relacionada justamente ao tipo de marcador 

utilizado. Em razão da ausência do genoma completo de referência para a espécie 

objeto de estudo (Hg. leucocelaenus), foi utilizado como alternativa o genoma 

mitocondrial, o que, por sua vez, resultou em redução significativa na quantidade de 

SNP’s obtidos e, uma consequente impossibilidade de se analisar os pontos 

amostrados na borda e no núcleo dos fragmentos de floresta – pontos estes, 

relacionados a um dos objetivos específicos anteriormente pretendido, de verificar 

uma possível estruturação entre indivíduos coletados nestes dois ambientes –, em 

função de um baixo número amostral de indivíduos. Tal fato, evidencia de maneira 

imperativa a necessidade de um maior investimento de recursos destinados a 

obtenção não só do sequenciamento genômico completo da espécie objeto de estudo 

do presente trabalho, mas também a do outro principal vetor para VFA no país (Hg. 

janthinomys) (Abreu et al., 2019b), para a qual também não se dispõem de dados de 

referência.  

Contudo, mesmo diante do cenário adverso, anteriormente mencionado, o 

marcador foi exitoso em caracterizar a estruturação das populações do Hg. 

leucocelaenus, provando de fato ser uma ótima alternativa para estudo com genética 
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de populações, cuja a espécie alvo não possua o genoma completamente 

sequenciado. 

Uma outra limitação, pode estar relacionada as coletas de espécimes imaturos, 

mais especificamente, aquela oriunda do município de Miracatu, local onde foi 

realizada uma única coleta. Deste modo, existe uma grande chance de os indivíduos 

obtidos constituírem uma única prole e, portanto, nossos resultados desta área não 

estariam refletindo de forma fidedigna a variabilidade genética de sua população.  

Referente aos resultados obtidos por meio da análise da estrutura da paisagem 

em microescala, baseado em dados de coletas de mosquitos (Wilk-da-Silva et al., 

2020 - ANEXO 2), foi possível verificar espécies com potencial envolvimento na 

transmissão do VFA, tais como Aedes scapularis e Psorophora ferox, exibindo 

elevada abundância. Esse resultado conduz para um possível envolvimento destas 

espécies no espalhamento do vírus na área amostrada, principalmente, se levarmos 

em conta, a elevada circulação do vírus no local, confirmada pela ocorrência da alta 

mortandade de Bugios, e a baixa abundância do Hg. leucocelaenus, ainda que este 

tenha sido registrado em todas as áreas amostradas, bem como uma ausência de 

espécimes de Hg. janthinomys/capricornii. Ao passo que, nas análises em macro 

escala, baseadas em registros de epizootias (Wilk-da-Silva et al., 2022 - ANEXO 1), 

foi possível identificar um padrão de deslocamento temporal do vírus da febre amarela 

associado as diferentes classes de uso de solo e a distância geográfica dos locais de 

registro das epizootias, sendo ainda observada uma maior permeabilidade nas bordas 

florestais (150 metros) em interface com as seguintes áreas núcleos: Água, 

Agricultura, Formação não Florestal e Silvicultura, enquanto áreas núcleo como Água, 

Agricultura, Urbana e áreas de Floresta, e a interface entre estas duas últimas 

formando importantes barreiras para a circulação do VFA. Sugerindo dessa forma, 

que o processo de fragmentação florestal tende a aumentar a velocidade de 

espalhamento de patógenos, enquanto a conservação de florestas tem um efeito 

oposto. Portanto, demonstrando assim, a relevância destes dois trabalhos para uma 

melhor compressão do padrão de circulação do VFA no estado de São Paulo. 
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6. Conclusão 

 Foi possível verificar uma nítida estruturação das populações amostradas no 

presente estudo, com os espécimes da mesorregião de São José do Rio Preto 

exibindo uma maior proximidade genética entre si, quando comparada as demais 

mesorregiões. 

 As populações de São Paulo e Mairiporã, amostradas a partir do PEC, 

evidenciaram sinais de um possível evento de expansão populacional. 

 As populações de São José do Rio Preto, Balsamo e Pindamonhangaba exibiram 

os maiores valores de diversidade genética (índices theta S e �̂�), na comparação 

com as demais.  

 As populações amostradas nas mesorregiões Vale do Ribeira, Vale do Paraíba e 

Metropolitana exibiram uma maior proximidade genética, com uma maior 

dissimilaridade em relação aquelas amostradas na mesorregião de São José do 

Rio Preto, corroborando dessa forma com o padrão de isolamento por distância 

observado, e sugerindo um maior fluxo gênico entre estas primeiras.   

 A dispersão dos espécimes de Hg. leucocelaenus pode estar associada ao grau 

de conexão da paisagem, a exemplo do próprio padrão de espalhamento do VFA 

observado no estado de São Paulo, no qual o vírus exibiu uma maior mobilidade 

nas bordas florestais, juntamente como a presença de rodovias próximas a estes 

ambientes. 

 A composição de espécies potencialmente envolvidas na transmissão do VFA 

variou em função da composição e configuração da paisagem observada nos 

distintos locais amostrados. 

 As diferenças observadas nos padrões de distribuição e abundância de culicídeos 

sugerem que outras espécies além do gênero Haemagogus e Sabethes, a 

exemplo da Pshorophora ferox e Aedes scapularis, podem estar contribuindo para 

o espalhamento e manutenção do VFA nas áreas amostrada.  

 Foi demostrado que fragmentos de floresta (bordas florestais) são mais 

permeáveis para a dispersão do VFA, ao passo que, áreas núcleo de floresta e 

áreas construídas oferecem resistências intermediária e elevada, 

respectivamente.   
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 O padrão de dispersão temporal do VFA entre os municípios amostrados no estado 

de São Paulo pode ser melhor explicado quando a resistência da paisagem é 

adicionada ao efeito da distância geográfica entre os locais. 
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8. ANEXOS 

ANEXO 1. The influence of landscape structure on the dispersal pattern of yellow fever virus in the 

state of São Paulo 
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ANEXO 2. Influence of landscape composition and configuration on the richness and abundance of 
potential sylvatic yellow fever vectors in a remnant of Atlantic Forest in the city of São Paulo, Brazil. 
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ANEXO 3. Configuração da paisagem obtida por meio de buffers de 5.700 metros, ao redor dos pontos de coleta, baseados na  distância máxima de dispersão 
da espécie Haemagogus leucocelaenus (Causey et al., 1950). 


