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RESUMO

Wilk-da-Silva R. Andlise da influéncia da paisagem sobre a estrutura populacional de
mosquitos Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus (Diptera: Culicidae), em areas
com historico de epizootias de febre amarela em primatas ndo humanos no estado de

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

A febre amarela (FA) € uma doenca infecciosa causada pelo virus da febre amarela (VFA)
e veiculada por mosquitos da familia Culicidae. No Brasil e outros paises Sul-americanos,
a doenca restringiu-se basicamente ao ciclo silvestre, tendo sido registrado em 1928 a
Ultima epidemia urbana em territorio brasileiro associada ao vetor Aedes aegypti. Na
regido Sul e Sudeste do Brasil a espécie Haemagogus leucocelaenus tem sido
incriminada como o principal vetor do virus causador da febre amarela silvestre (FAS),
uma vez que individuos desta espécie tém sido frequentemente encontrados
naturalmente infectados pelo VFA em areas epizooticas. Recentemente o pais vivenciou
seu pior surto de febre amarela silvestre das ultimas décadas, com diversos registros de
epizootias e casos humanos no estado de Sao Paulo. A fragmentacéo da paisagem em
funcdo da atividade humana constitui uma das principais causas de perda de
biodiversidade, e entre outras, ainda podemos destacar a sua contribuicdo na alteracéo
nos padrdes epidemioldgicos de doencas, principalmente, em funcédo de alteracdes nos
niveis de interacbes entre hospedeiros silvestres, vetores e pessoas. Desse modo,
compreender seu efeito em populacdes de vetores implicados na transmissao de febre
amarela, a exemplo do Hg. leucocelaenus, pode significar uma melhor compreensao do
padrdo de circulacdo do VFA em éareas com histérico de epizootias, auxiliando em
medidas de controle mais efetivas. Portanto, o presente estudo objetivou investigar a
influéncia da paisagem sobre a estrutura populacional de mosquitos Hg. leucocelaenus
em areas com historico de epizootias de febre amarela em primatas ndao-humanos
(PNHSs), localizadas no estado de Sdo Paulo. Para essa finalidade foram utilizados
marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP’s) mitocondriais para

caracterizacdo 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 possivel influéncia destas nos padrbes de diversidade genéticas dos espécimes,
bem como nos eventos demograficos de suas populacdes. Adicionalmente, sinais de
estruturacdo genética das populacdes de Hg. leucocelaenus e padrées de assinatura
genética de seus individuos foram verificados por meio dos valores do indice Fst e andlise
discriminante de componentes principais (DPCA) baseados nas frequéncias génicas dos
SNP’s genotipados. As populagbes de Balsamo, Sdo José do Rio Preto e
Pindamonhangaba apresentaram os maiores indices de diversidade genética, enquanto
as populacdes de Sao Paulo e Mairipord, ambas amostradas dentro Parque Estadual da
Cantareira, evidenciaram sinais de expanséo populacional. Com relacdo a estruturacao,
nitidamente foi possivel verificar um agrupamento das populacdes amostradas na regido
noroeste do estado de Sao Paulo (Balsamo e Sao José do Rio Preto), com as demais
constituindo um clado a parte, padrao corroborado pelo padrdao de assinatura genética
dos espécimes. O padrao de estruturacao observado no presente estudo indica um efeito
de isolamento por distancia geografica, sugerindo uma disperséao dos espécimes de Hg.
leucocelaenus auxiliada pelo grau de conexdo da paisagem. Enquanto os indices de
diversidade genética e eventos de expansao populacional podem estar refletindo a

plasticidade ecoldgica da espécie.

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

Polimorfismo de nucleotideo Unico. Genética de populagdes. 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 S&o Paulo [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao 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
Sao 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 Sdo 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, Sado José do Rio Preto, and Pindamonhangaba
populations exhibited the highest indices of genetic diversity, while the populations of Sao
Paulo and Mairipora 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 S&do Paulo (Balsamo and S&o
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 Sdo Paulo. Single

nucleotide polymorphism. Population genetics. Landscape ecology.
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Lista de abreviaturas

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 — Area total;

CVE - Centro de Vigilancia Epidemioldgica "Prof. Alexandre Vranjac";

DAPC - Anadlise Discriminante dos Componentes Principais (do inglés, Discriminant
Analysis of Principal Components);

DNA — Acido desoxirribonucleico (do inglés, deoxyribonucleic acid);

DP — Profundidade de sequenciamento (do inglés, Depth);

ED — Densidade de borda florestal (do inglés, Edge Density);

EP — Erro padrao;

FA — febre amarela;

FAS — febre amarela silvestre;

FAU — febre amarela urbana;

FBDS — Fundacéo Brasileira para o Desenvolvimento Sustentavel;

Fsr — Iindice de fixac&o da populacéo;

GL — Graus de Liberdade;

GLM — modelos lineares generalizados (do inglés, Generalized Linear Models);

GQ — Qualidade do gendtipo (do inglés, Genotype Quality).

GBS — Genotipagem por sequenciamento (do inglés, Genotyping by Sequencing);
ha — Hectare;

NGS — Sequenciamento de nova geracéao (do inglés, Next Generation Sequencing);
NHPs — Primatas ndo humanos (do inglés, non-human primates)

MAF — Frequéncia do alelo menor (do inglés, Minor Allele Frequency);

MDS — Analise de Escalonamento Multidimensional (do inglés, Multidimensional Scaling);
m/ha — Metros por hectare;

M2S _5700m — Modelo linear generalizado utilizando como variavel resposta o indice
theta S e variavel preditora a classe antropica baseada em um buffer de 5.700 metros em
torno dos pontos de coleta;



M2pi_5700m — Modelo linear generalizado utilizando como varidvel resposta o indice
theta 7 e variavel preditora a classe antropica 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 n&o humanos;

sd — Desvio padrao (do inglés, Standard Deviation);

SNP — Polimorfismo de nucleotideo Unico (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism);
TE — Total de borda florestal (do inglés, Total Edge);

VCF — Formato de chamada de variantes (do inglés, Variant Call Format);

VFA — virus da febre amarela.
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1. Introducéo

Anualmente mais de um bilhdo de pessoas sdo infectadas por virus e parasitas
transmitidos por vetores, acarretando em milhdes de o6bitos por ano, em funcdo de
doencas tais como a maléria, dengue, leishmaniose, chagas, febre amarela, entre outras
(WHO, 2014). Nas ultimas décadas as arboviroses (virus transmitidos por artropodes)
tornaram-se uma importante questdo de salde publica, principalmente, em funcédo da
expansdo humana e de suas atividades, que aumentaram sua exposi¢ao para riscos de

infeccao (Weaver, 2013).

De modo geral, arbovirus circulam naturalmente entre animais silvestres, podendo
causar doencas ao homem e outros animais domeésticos e de importancia econdémica,
depois de ultrapassar seus limites naturais e entrar em contato com estes (Weaver;
Reisen, 2010). Um 6timo exemplo consiste no virus da febre amarela (VFA), género
Flavivirus (Familia Flaviviridae), que circula na natureza entre primatas ndo humanos
(PNHs), por meio de vetores culicideos, principalmente dos géneros Haemagogus e
Sabethes nas Ameéricas do Sul e Central, e Aedes (subgénero Diceromyia e Stegomyia)

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

O VFA possui dois ciclos distintos de transmisséo, um silvestre, no qual o homem &
infectado, esporadicamente, ao ser picado por fémeas de mosquitos (género
Haemagogus e Sabethes), e outro urbano, no qual ocorrem transmissdes inter-hnumanas
decorrentes de picadas de fémeas 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
distribuicdo ao longo de todo o territdrio nacional, com excec¢éo do estado do Rio Grande

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

O ciclo urbano, denominado febre amarela urbana (FAU), foi uma das principais
ameacas a saude humana entre o século XVIIl e comec¢o do século XX, e o seu declinio
s6 foi possivel gracas aos esforcos para o controle de seu vetor e desenvolvimento de
uma vacina com o virus atenuado (Frierson, 2010; Monath; Vasconcelos, 2015). Contudo,

mesmo diante da disponibilidade de uma vacina altamente eficaz - com 99% de protecéo,
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a partir de 30 dias de sua aplicagdao (WHO, 2019) -, globalmente, ainda estima-se
ocorréncia anual de 200.000 casos, com 30.000 mortes, a maioria ocorrendo no
continente africano (PAHO, 2008, 2014; Gaythorpe et al., 2021).

Com relacéo ao continente Sul-americano, o registro mais recente da forma urbana
ocorreu no ano de 2008, apés a identificacdo de um surto de transmissdo no distrito de
San Lorenzo, Paraguai (OPAS, 2008). Até entdo, a mesma nado era confirmada no
continente ha mais de 60 anos, precisamente, desde 1942, quando foi registrado um
ultimo caso no estado do Acre, Brasil (Brasil, 2016). Enquanto a forma silvestre foi
responsavel, entre os anos de 1985 a 2007, por um total de 3.837 casos, com 2.229
mortes (PAHO, 2008), e ao estender esse periodo até 2012, somente quatro paises
responderam por cerca de 95% de todos os casos ocorridos no continente Sul-
americano: Peru (54%), Bolivia (18%), Brasil (16%) e Coldombia (7%) (PAHO, 2014).

Ainda relacionado a forma silvestre, recentemente o Brasil vivenciou um surto de
magnitude sem precedentes ao longo das ultimas décadas - cujo inicio 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. Distribuicéo dos casos de febre amarela silvestre no Brasil

A febre amarela (FA) é uma doenca infecciosa ndo contagiosa, que se mantem
endémica ou enzoodtica nas florestas tropicais da América do Sul e Africa, causando
esporadicamente surtos isolados ou epidemias de maior ou menor impacto para a Saude
Publica (Vasconcelos, 2003). De um modo geral, todas as pessoas ndo vacinadas que
se expdem as picadas de seus vetores dentro das areas de mata, onde ocorra a

circulacdo do virus, podem vir a se infectar (Vasconcelos, 2003).

No total séo identificadas sete linhagens do VFA, cinco na Africa e duas nas Américas
(gendtipos Sul-americanos | e II) (Bryant; Holmes; Barrett, 2007), com esta penultima
circulando no Brasil, ao longo das duas ultimas décadas, e sendo responsavel pelas

epizootias em PNHSs e infec¢cbes humanas (Bonaldo et al., 2017).
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No caso particular da regido norte do pais, onde a febre amarela silvestre (FAS) é
endémica, geralmente observam-se surtos da doenca com intervalos de 5 a 7 anos,
alternados por periodos com um menor ndmero de casos, com tais intervalos sendo
possivelmente associados com o tempo necessario para renovacgao das populacdes de
PNHs suscetiveis (Vasconcelos, 2010). Adicionalmente, o espalhamento do virus nestes
locais se daria por surtos de epizootias, em fungdo do movimento destes primatas nas
areas continuas e contiguas. Por outro lado, o espalhamento do virus para areas nao
afetadas é esperado na ocorréncia de deslocamentos de humanos infectados para uma
determinada area com elevada densidade de vetores e presenca de hospedeiros
vertebrados, cenario no qual espera-se a ocorréncia de uma explosao na mortalidade de
primatas suscetiveis, em muitos casos resultando na extin¢ao local destas populacfes

(Vasconcelos, 2010).

No Brasil, admite-se trés areas epidemioldgicas de risco para a circulacdo do VFA:
area endémica (regides Norte, Centro-Oeste e o0 estado do Maranh&o), area de transicéo
ou de epizootias (incluia a parte ocidental dos estados do Piaui, Bahia, Minas Gerais,
Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e area indene (Cearda, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Espirito Santo e Rio de
Janeiro). Entretanto, frente a recente elevacdo da circulacdo do VFA, ao longo das
Ultimas décadas, houve uma ampliacdo na faixa de transicdo, passando a quase que a
totalidade das areas em seus estados, e agora sendo inclusos o Rio de Janeiro e Espirito
Santo (MS, 2004). Outra consequéncia do aumento da circulacdo do VFA - mais
notavelmente, ao longo da recente reemergéncia de FA -, foi a alteracdo da
recomendacao na cobertura vacinal, passando agora para, praticamente, todo o territério
nacional, com excecdo de alguns poucos estados da regido nordeste (PAHO/WHO,
2022).

Com relacédo aos registros de FAS, no caso particular do estado de Séao Paulo, de
acordo com os ultimos dados divulgados pelo Centro de Vigilancia Epidemiolégica "Prof.
Alexandre Vranjac" (CVE), entre 2016 e 2019 foram confirmados um total de 596 casos
em humanos, com 201 ébitos (33,7%), e 875 epizootias em PNHs (CVE, 2022) (Figura

1). Adicionalmente, estudos filogenéticos baseados na identificacdo do VFA em casos
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humanos que evoluiram a 6bito (Cunha et al., 2019a), PNHs e mosquitos da espécie Hg.
leucocelaenus (Cunha et al., 2019b), com dados do estado de Sao Paulo, além de
confirmarem o envolvimento do gendtipo Sul-americano |, também evidenciaram sua

provavel entrada a partir de Minas Gerais.
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Figura 1. Distribuicdo dos casos de febre amarela e epizootias em primatas ndo humanos (PNHs) no
estado de S&o Paulo, de acordo com dados do Centro de Vigilancia Epidemiolégica "Prof. Alexandre
Vranjac" (CVE), no periodo entre 2016 e 2019. Poligonos rosas representam 0s municipios com
ocorréncias de casos de febre amarela e/ou epizootias em PNHs, com os circulos roxos correspondendo,
proporcionalmente, ao nimero de casos, enquanto os circulos laranjas correspondem as epizootias. O
mapa foi construido utilizando (o] software ArcGis versao 10.2
(http://resources.arcgis.com/en/help/main/10.2/index.html).

1.2. Fragmentacdo de habitats

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

cobertura original de seus biomas (Cerrado e Mata Atlantica) (SOS Mata Atlantica &
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INPE, 2020), gerando perda significativa de sua biodiversidade. Nesse sentido, a
urbanizacgéo e a ocupacao do solo para praticas de agricultura e pecuaria desempenham
um papel relevante na supresséo e fragmentacao de habitats naturais (Prist et al., 2016;
MMA, 2017). A utilizacéo do solo por estes setores implica na substituicdo de areas com
vegetacao original por pastagens e campos agricolas, de modo a criar fragmentos de

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

Consequentemente, esta subdivisdo impde aos fragmentos efeitos do tipo: a) area,
no qual ocorrem mudancas ecolégicas em consequéncia 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) distancia (ou
isolamento), este implica no deslocamento das espécies, que podem vir a ficar restritas
dependendo da distancia entre os fragmentos; c) borda, efeito que inclui alteracdes
abioticas, na abundéncia de espécies e em processos ecologicos no entorno dos
fragmentos, os quais sofrem uma transicdo abrupta em direcdo a paisagem adjacente
alterada e d) matriz, que refere-se aos mosaicos de habitats modificados pelo homem em
funcdo da ocupacao do solo, tais como pastagem, culturas, plantacdes ou florestas de
regeneracao que circundam os fragmentos de floresta, sendo responsavel por determinar
se os efeitos listados anteriormente, serdo mais ou menos pronunciados nos fragmentos

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

Com relagao ao “efeito de borda”, o mesmo pode ser dividido em dois tipos: abidtico
e bidtico. Neste primeiro, a borda do fragmento é exposta a uma maior incidéncia de
ventos, altas temperaturas, baixa umidade e elevada radiac&o solar. Enquanto o segundo
implica em mudancas na composicdo e abundancia de espécies, decorrentes das
alteracoes dos fatores abidticos nas proximidades da borda, por exemplo, 0 aumento da
densidade de plantas pioneiras em funcdo do aumento da radiacdo solar (Lima-Ribeiro,
2008).

Estudos recentes em areas de mata Atlantica tém destacado um papel da borda
florestal nos fragmentos de vegetacdo associado tanto na facilitacdo da mobilidade do
VFA (Prist et al., 2021; Wilk-da-Silva et al., 2022 - ANEXO 1) quanto para o seu risco de

transmissao (llacqua et al., 2021). Ambientes fragmentados tendem a possuir uma maior
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densidade de bordas florestais (superficie de contato entre os fragmentos de floresta e
suas areas adjacentes alteradas) (Fahrig, 2003), nas quais, observa-se a presenca 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 Ameérica do Sul (Bicca-Marques; Chaves; Hass, 2020), além de distintos padrfes de
ocorréncia e abundancia de outras espécies de mosquitos potencialmente vetoras do
VFA (Wilk-da-Silva et al., 2020 - ANEXO 2). Simultaneamente, uma elevacdo na
superficie de borda florestal pode constituir uma maior area de contato das popula¢cdes
humanas com o préprio virus (Plowright et al., 2017).

Além da contribuicdo no aumento da superficie de borda, a fragmentacéo de habitats
reflete diretamente no padréo de incidéncia e abundancia de espécies de mosquitos
vetores (Zittra et al., 2017), promovendo ainda alteracées nos padrbes de interacdes
entre hospedeiros, vetores e patdgenos (Zohdy; Schwartz; Oaks, 2019). No caso
especifico da FA, a fragmentacdo de habitats pode implicar ainda em uma maior
prevaléncia do VFA decorrente do adensamento das populacdes de PNHs (Mbora;
Mcpeek, 2009). Portanto, a fragmentacdo pode constituir elemento chave tanto na
manutencao quanto na circulacdo do VFA, com as bordas florestais desempenhando um

relevante papel nesta ultima.

1.3. Possiveis impactos da modificacdo da paisagem na dinamica populacional do

Hg. leucocelaenus

Nem sempre a fragmentacéo de habitats pode implicar num efeito negativo sobre as
populacdes destes locais, por exemplo, espécies que sdo capazes de forragear nos
habitats da matriz podem tornar-se mais abundantes nos fragmentos que nas areas nao
fragmentadas, caso a matriz tenha uma grande oferta de alimento (Laurance;

Vasconcelos, 2009).

De modo geral, espécies de mosquitos implicadas na transmissédo de FA apresentam
maior afinidade por repastos em PNHs (Vasconcelos, 2003). Entretanto, Mucci et al.
(2015) em estudo de habito alimentar em culicideos com potencial envolvimento na

transmissdo do VFA observaram ecletismos com relacdo a preferéncia de fonte
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sanguinea, sendo que para um de seus principais vetores (Hg. janthinomys/capricornii)
foi observada a presenca de repastos em passaros e bovinos, além de primatas. O que
por sua vez, levanta a hipotese de um cenario, no qual a utilizacao de terra, tal como nas
areas de pastagens nestes locais, pode estar atuando como fonte em potencial para a
elevacao da abundéancia das populacdes de culicideos associados a FA.

Neste sentido, areas de borda florestal, com interfaces entre fragmentos de florestas
e areas adjacentes modificadas pelo homem, podem favorecer diretamente populacées
da espécie Hg. leucocelaenus, principalmente em funcéo de sua plasticidade ecoldgica
a ambientes com maior grau de perturbacdo, decorrentes de alteracbes 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 espacos (Hofmeister et al., 2019) podem contribuir para uma
maior abundancia da espécie, em funcdo do aumento de oviposicdo de suas fémeas
(Couto-Lima et al., 2020; Alencar et al., 2021).

1.4. O estudo da paisagem

A ecologia de paisagem pode ser definida como uma subarea dentro da ecologia.
Seus dois principais enfoques sdo: uma abordagem geogréfica, baseada na influéncia do
homem sobre a paisagem e a gestdo do territério; e outra ecoldgica, relacionando o
contexto da heterogeneidade espacial sobre 0s processos ecoldgicos, e sua importancia

em termos de conservacao biolégica (Metzger, 2001).

Embora a definicdo de paisagem possua diferentes conotacdes, principalmente, em
funcdo de seu enfoque, é de consenso que a terminologia se refere a uma area
heterogénea, que frequentemente pode ser estruturada hierarquicamente. Sendo a
mancha sua unidade béasica, uma area relativamente homogénea. O tamanho da
paisagem (extensdo e dimenséo) € dependente da pesquisa aplicada e pode variar de
acordo com a percepc¢ao do organismo em questéo, podendo limitar de poucos metros a
milhares de quilébmetros quadrados. Nesta abordagem, manchas e paisagens ndo sao
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 funcdes ou processos
incluem fluxos de matéria, energia e organismos, a exemplo da migracao e dispersao
entre as manchas, e através desse fluxo as paisagens conectadas exercem influéncia
umas nas outras. Suas estruturas e fungcdes mudam em funcdo do tempo e espaco,
devido a disturbios naturais ou antropogénicos. 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 € uma area altamente interdisciplinar e transdisciplinar e vem
sendo extensivamente utilizada nos ultimos 30 anos, por permitir o entendimento e
melhoria das relacdes entre o padréo espacial e processos ecologicos numa determinada
faixa de escala, e embora, a maioria de seus estudos tenham focado em escalas maiores,
de centenas a milhares de quildmetros, em sua esséncia o campo pode ser aplicado a

gualquer escala (Wu, 2013).

Dentro da area de ecologia da paisagem ha um campo promissor, a genémica da
paisagem, que visa buscar o entendimento da interacédo de fatores bioticos e abidticos
no genoma. Esse campo coloca a possibilidade de se fazer algumas analises mais
elaboradas, por exemplo, incluir os dados genéticos nos estudos de modelagem
ecoldgica de nicho, levando a um melhor entendimento da dispersdo de cada espécie
(Stapley et al., 2010). Modificacdes antropicas na paisagem podem impor a suas
populacdes restricdes ao fluxo génico (Howell et al., 2016) e, consequentemente, no caso
de mosquitos, promover mudancas comportamentais e fisiolégicas que reflitam na sua
competéncia e capacidade vetorial, de modo que o estudo de tais processos pode
contribuir significativamente para uma melhor compreensdo da dinamica patdégeno-

hospedeiro.
1.5. Andlise populacional com marcadores SNP’s

Uma ampla investigacéo da variacdo ao longo do genoma pode fornecer informacdes

relevantes, no que diz respeito a medidas generalizadas do potencial evolucionario das
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espécies, em resposta as mudancas ambientais (Harrisson et al., 2014). Neste sentido,
polimorfismo de nucleotideo Unico ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP), destaca-
se como uma promissora ferramenta, ja possuindo ampla aplicacdo em diversas areas,
tais como diagndsticos humano e forense, melhoramento animal e de plantas, além de

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

Marcadores SNP’s sao caracterizados por apresentarem variagdes nas sequéncias
do DNA com ocorréncia da substituicdo de um Unico nucleotideo, e suas formas
alternativas representam os alelos presentes nos individuos de uma populacéo,
geralmente sendo observados apenas dois por locus (Brookes, 1999). Tais substituicdes
podem ocorrer por meio de mecanismo de transigdes, purina por purina (A—G) e
pirimidina por pirimidina (C<T), ou por transversdes, purina por pirimidina ou pirimidina
por purina (A—~C, AT, GoC, CoT), sendo as transigdes observadas com maior

frequéncia (Vignal et al., 2002).

Estes marcadores sdo abundantes e encontrados ao longo do genoma em ambas
regides, codificantes e nao codificantes, e em comparacdo com outros tipos de
marcadores, a exemplo de microssatélites e DNA mitocondrial, possuem vantagens
como o fato de sua mutacédo envolver modelos de mutacdo simples, a possibilidade de
analisar as regifes neutras e sob selecdo, além de exibir uma amostragem mais
representativa do genoma da espécie em estudo (Morin; Luikart; Wayne, 2004; Helyar et
al., 2011).

Em funcao das caracteristicas listadas acima e em razdo da maior robustez estatistica
em seus dados gerados, SNP’s surgem como uma alternativa em estudos de
caracterizacdo e estruturacdo populacional, gerando conhecimento na genética de
populacdes de vetores de importancia médica, a exemplo do trabalho de Emerson et al.
(2015) com Anopheles darlingi, no qual os autores observaram a presenca de trés grupos
genéticos distintos com relacdo as populacdes do Brasil, com indicios de uma barreira
fisica limitando o fluxo génico dos individuos amostrados entre as regifes sul e sudeste.
Fouet et al. (2017) com Anopheles moucheti amostrados em Camarfes, no qual
observaram uma fraca diferenciacdo genética entre suas populacdes, atribuindo tal

resultado a conectividade das populacdes agregadas e a seu elevado fluxo génico.
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Schmidt et al. (2017) com populacdes de Aedes albopictus da China, no qual os autores
identificaram a presenca de sua estruturacdo genética associada a rede de transportes
do pais. Steffler et al. (2016) com populacdes de Aedes aegypti do Brasil, no qual
observou-se uma baixa variabilidade genética entre as populacbes amostradas,
atribuindo tal caracteristica a capacidade de dispersdo da espécie e a conectividade entre

os locais amostrados.

Contudo, mesmo diante da crescente aplicacéo de sequenciamentos de nova geracao
(NGS, do inglés Next Generation Sequencing) em espécies de mosquitos de importancia
médica e epidemioldgica, a exemplo dos estudos anteriormente citados, menos de 1%
das espécies de mosquitos atualmente reconhecidas — aproximadamente, 3.600
(Harbach, 2022) - dispdem do sequenciamento completo de seus genomas (Ruzzante;
Reijnders; Waterhouse, 2019). Situacao refletida na espécie objeto de estudo, Hg.
leucocelaenus, para a qual encontra-se disponivel somente o genoma mitocondrial como
referéncia. Consequentemente, o genoma mitocondrial — amplamente empregado como
ferramenta em estudos evolucionarios, principalmente, em funcdo de sua elevada taxa
de mutacao, heranca uniparental (origem materna) e elevado namero de cépias (Wilson
et al., 1985) — surge como uma importante alternativa para a identificacdo de SNP’s em
espécies de culicideos que ainda ndo dispde de seu genoma completamente
sequenciado, a exemplo do trabalho de Aragéo et al. (2019) com espécies do género
Sabethes.

1.6. Hipdtese do estudo

Embora sejam raros os registros de FAU no continente Sul-americano, a recente
epidemia da forma silvestre no Brasil — a maior ja registrada nos ultimos anos (MS, 2021)
—, somada a observacao de manutencédo do VFA em fragmentos de mata Atlantica por
no minimo trés periodos consecutivos de transmisséo (2016 — 2017, 2017 — 2018 e 2018
—2019), sem a necessidade de reintroducao (Abreu et al., 2019a), e a ampla distribuicdo
do Ae. aegypti no ambiente urbano, bem como sua capacidade vetorial para o VFA,

sinalizam para sua possivel reemergéncia no pais.
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A FAS € uma doenca de caracteristica multicausal e entre as principais contribuicdes
para sua circulacdo, podemos destacar a presenca do vetor, hospedeiros (PNHs) e o
movimento de pessoas ou primatas infectados em fase virémica (Vasconcelos, 2010). De
modo que, um melhor entendimento da circulacéo do virus em areas de epizootias pode
contribuir enormemente para acdes mais efetivas durante programas de controle, a

exemplo da melhor adequacgéo na cobertura vacinal.

No Brasil, as duas principais espécies incriminadas na transmissdo do VFA, Hg.
janthinomys e Hg. leucocelaenus, possuem ampla distribuicdo, com excec¢ao do estado
do Rio Grande do Sul que néo registra a ocorréncia desta primeira. Paralelamente, o
encontro de individuos da espécie Hg. leucocelaenus naturalmente infectados em
municipios do Rio Grande do Sul e S&o Paulo, por sua vez, sustentam indicios de seu

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

Além da faixa de ocorréncia, as espécies também apresentam diferencas em sua
ecologia, enquanto o Hg. janthinomys ocorre no interior de florestas de galerias com
maior grau de preservacao, o Hg. leucocelaenus apresenta uma faixa mais ampla, sendo
muitas vezes encontrados nas bordas de fragmentos de vegetacdo, ao nivel do solo,
indicando uma maior tolerancia a ambientes antropizados (Gomes et al., 2010). Desta
forma, verificar a influéncia da paisagem na dinamica populacional do Hg. leucocelaenus,
bem como o fluxo génico de suas populacdes nestas areas, pode fornecer informacdes
de ampla relevancia para um melhor entendimento e predicdo dos padrbes

epidemiologicos da FA.

Processos de fragmentacédo da paisagem, além de implicarem diretamente na reducéo
de habitats, contribuem para um aumento de superficies de borda florestal, ambiente no
gual, aparentemente, o Hg. leucocelaenus encontra recursos favoraveis para sua
sobrevivéncia. Portanto, a hipétese do presente estudo consiste na possibilidade da
configuracéo e grau de fragmentacédo da paisagem desempenhar um papel na dinamica
populacional (a exemplo de estruturacédo e eventos demograficos) do Hg. leucocelaenus
e, consequentemente, influenciar no padrdo de circulacdo e transmissdo do VFA,
conforme observado nos distintos padrdes de epizootias observados nos municipios de

Sao Paulo.
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2. Objetivo
2.1. Geral

Investigar a influéncia da paisagem sobre a estrutura populacional de mosquitos Hg.
leucocelaenus, bem como em aspectos relacionados a circulagdo do virus da febre
amarela, em areas com histdérico de epizootias em primatas ndo-humanos, localizadas

no estado de Sao Paulo.
2.2. Especificos

e |Investigar a influéncia da matriz do entorno dos fragmentos de vegetacao
analisados nas populacdes de Hg. leucocelaenus, bem como seus possiveis efeitos nos

eventos demograficos da espécie.

e Verificar a variabilidade genética entre populacbes de Hg. leucocelaenus

coletadas nas diferentes areas de estudo.

e Verificar a influéncia da paisagem sobre o fluxo génico das populacbes de Hg.

leucocelaenus.

e Verificar a influéncia da paisagem nos padrbes de diversidade, riqueza e
abundancia de espécies de culicideos com potencial envolvimento na transmissao do

virus da febre amarela.

e Verificar a influéncia da paisagem no padrédo de deslocamento temporal do virus
da febre amarela em areas com registro de epizootias em primatas ndo humanos no

estado de Sao Paulo.
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3. Material e Métodos
3.1. Caracterizacdo da area de estudo

O estado de Sao Paulo, Brasil, possui uma extenséao territorial de 248.219,48 km?
(24,8 milhdes de hectares) e uma estimativa populacional de 46.289.333, com densidade
demografica de 166,25 hab/km? (IBGE, 2021). Atualmente, o arranjo espacial paulista
encontra-se configurado da seguinte forma: setor agricola — 17.778.910 de hectares (ha)
(71,6%); Area de vegetacdo — 5.577.114 de ha (22,5%) - destes 3,9 milhdes sendo
compostos por Mata Atlantica e 163.674 por Cerrado -, Area ndo vegetada — 880.768 ha
(3,54%) e corpos d’agua — 582.619 ha (2,34%) (MapBiomas, 2020; SOSMA, 2020)
(Figura 2).
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Figura 2. Mapa do estado de Sdo Paulo com destaque para area de estudo. Mesorregifes aparecem
destacadas em contorno roxo: Litoral Sul (1); Macro Metropolitana (2); Metropolitana (3); Vale do Paraiba
(4) e S&@o José do Rio Preto (5). Municipios amostrados sdo exibidos em contorno vermelho, enquanto as
estrelas pretas correspondem aos locais de coleta. O mapa foi construido utilizando o software ArcGis
versdo 10.2 (http://resources.arcgis.com/en/help/main/10.2/index.html).
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Com base nas mesorregifes que compdem a area do presente estudo foi possivel
amostrar um total de oito municipios, 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 distancia nao superior a 200 metros em dire¢cdo ao centro
destes; e outro localizado em diregao ao interior de cada fragmento de vegetacao, com
distancia superior a 200 metros a partir da periferia, quando possivel, principalmente, em
funcbBes de limitagcdes técnicas, tais como tamanho dos fragmentos, ou mesmo, de
acesso ao interior dos mesmos. A distancia foi definida com base no trabalho de Laurance
et al. (2002) demonstrando que a maioria dos efeitos de borda penetra até 200 metros

em direcao ao interior de fragmentos florestais amazonicos.

Deste modo, foi possivel a amostragem de 13 pontos de coletas de mosquitos, a
saber: um ponto localizado na borda de um fragmento de vegetacdo (20° 39' 46.199" S
49° 31' 20.302" O, a partir de uma propriedade particular — sitio Madalena -, municipio de
Balsamo; trés pontos oriundos de duas propriedades particulares no municipio de
Caraguatatuba: dois deles localizados no sitio Jodo, sendo um na borda do fragmento
(23° 43' 15.398" S 45° 30' 40.799" O) e outro na area core (23° 43' 23.099" S 45° 30'
41.198" O), e um terceiro a partir da area core (23° 36' 51.998" S 45° 25' 0.998" O) no
sitio Paulo; um ponto localizado na borda do fragmento de vegetacédo (23° 12' 41.000" S
46° 6' 21.899" O) presente no Condominio Pontal da Garcas, municipio de lgarata; um
ponto localizado na area core da trilha do Pinheirinho (23° 24' 27.691" S 46° 37' 11.010"
0O), Parque Estadual da Cantareira, municipio de Mairipord; um ponto localizados na
borda da vegetacao presente na area da trilha suspensa (24° 1' 54.199" S 47°21'10.699"
0), Reserva Ecolégica Legado das Aguas, regido do Vale do Ribeira, municipio 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 vegetacdo natural, Mata dos
Macacos, no municipio de Sao José do Rio Preto; trés pontos a partir do Parque Estadual
da Cantareira, na parte pertencente ao municipio de Sao Paulo: um localizado na borda
(23° 27'15.300" S 46° 38'9.802" O), outro na area core (23° 27' 8.600" S 46° 38' 8.700"
O) da trilha da Bica, e um terceiro na borda de vegetacdo presente na area do setor
administrativo (23° 26' 49.992" S 46° 37' 57.767" O); e um ponto localizado na area core
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(22°50'23.201" S 45°31'24.100" O) da trilha da Caixa D’agua, Parque Municipal Trabiju,
municipio de Pindamonhangaba (Figura 3). A maior parte dos municipios amostrados
(sete de um total de oito) exibiram ocorréncia de epizootias em PNHSs, ao longo da recente
reemergéncia (2016-2020), sendo a Unica exce¢do o municipio de Miracatu (CVE, 2022).
Entretanto, ainda de acordo com CVE, epizootias puderam ser confirmadas, a partir do
servico de vigilancia epidemiolégica da regido de Registro, em municipios adjacentes tais
como Pedro de Toledo e Juquia, de modo que ndo podemos descartar totalmente a
possiblidade de ocorréncias no municipio de Miracatu, principalmente, se levarmos em
conta a ocorréncia de casos de febre amarela em humanos e sua localizagdo junto
aqueles dois outros municipios da regido de Registro, todos abarcando uma mesma area

continua de mata Atlantica.
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Figura 3. Mapa destacando os locais de coleta de acordo com suas mesorregiées de abrangéncia. A -
mesorregido de Sao José do Rio Preto, municipios de Balsamo e Sdo José do Rio Preto; B — mesorregido
do Vale do Paraiba, municipios de Caraguatatuba, Igaratd e Pindamonhangaba; C — mesorregido litoral
sul, localizada no Vale do Ribeira, municipio de Miracatu; e D — mesorregido Metropolitana, municipios de
Sao Paulo e Mairipord. Estrela identificam os pontos de coleta, enquanto os circulos correspondem a
buffers com 2.850 metros de didmetro ao redor dos mesmos. O mapa foi construido utilizando o software
ArcGis versdo 10.2 (http://resources.arcgis.com/en/help/main/10.2/index.html).
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3.2. Coleta e identificagcdo dos mosquitos Hg. leucocelaenus

Entre novembro de 2018 e dezembro de 2020 foram realizadas um total de 24
incursdes em fragmento de Mata Atlantica, das quais 17 foram positivas para a coleta da
espécie Hg. leucocelaenus. As coletas dos individuos adultos foram realizadas ao nivel
do solo - durante o periodo diurno, das 08h00 as 16h00 -, com auxilio de puca e aspirador
bucal de succédo, sendo os mosquitos abatidos ainda em campo, utilizando-se de sacos
plasticos e algodao embebido em acetado de etila. Posteriormente, os espécimes foram
acondicionados em caixas entomoldgicas e transportados ao Laboratério de Entomologia
da Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo (LESP/FSP/USP), onde
foram identificados por meio de chaves taxonémicas de literatura especializada (Consoli;
Lourenco-de-Oliveira, 1994; Forattini, 2002). Por sua vez, as formas imaturas foram
obtidas empregando pissetas com mangueiras de silicone flexivel, utilizadas para drenar
0s conteudos presente nos criadouros encontrados nos ocos de arvores, sendo
posteriormente transportadas para o LESP/FSP/USP, onde foram mantidas até
emergéncia das formas aladas. Os dados obtidos foram registrados em banco de dados
do Microsoft Excel® 2010 e separados de acordo com: Data de coleta, area de estudo,

ponto de coleta, técnica de coleta, fase de vida e sexo.
3.3. Preparacado 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 a extracdo de DNA genémico
com o auxilio do Kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), seguindo o protocolo do
fabricante. A quantificacdo de DNA foi feita por meio de fluorometria utilizando o Kit QuBit
dsDNA HS Assay, da Thermo Fisher Scientific, de acordo com as recomendacfes do

fabricante.

Bibliotecas de DNA foram preparadas utilizando um quinto do volume total
recomendado para o Nextera XT Library prep kit (lllumina) de acordo com o protocolo do
fabricante. Na sequéncia as amostras de DNA foram agrupadas (total de 92), sendo
carregadas em duas mid-output flowcells e submetidas a sequenciamento individual

utilizando a plataforma NextSeg500 (lllumina) 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 “Julio de Mesquita”

UNESP/Botucatu, de acordo com a metodologia adotada por Alvarez (2020). As etapas
de preparacdo de bibliotecas e sequenciamento, anteriormente mencionadas, foram

feitas no Instituto de Biociéncias - UNESP/Botucatu.

Estatisticas 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: remocao de adaptadores se identificados; remocéo de bases com qualidade
inferior a 20 (Phred Score); remocao 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 referéncia de Hg. leucocelaenus - NC_057212.1
(disponivel 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 opcé&o
decorrente da auséncia de uma genoma completo de referéncia 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 versdo 4.2. As
variantes foram filtradas pelo programa LCVCFtools (Alvarez, 2021) de acordo com 0s
parametros a seguir: Frequéncia alélica do menor alelo (MAF) = 1%; qualidade do
gendtipo (GQ) = 20; profundidade minima de sequenciamento (DP) = 5; dados nao-

ausentes minimo de 75%.
3.4. Diversidade populacional e analise de estratificacao

Os valores para a diversidade nucleotidica dentro das popula¢bes, bem como a
Andlise Variancia Molecular (AMOVA) foram estimados para 0s espécimes agrupados
por local de coleta com o auxilio do programa Arlequin 3.5 (Excoffier; Lischer, 2010). Para
diversidade nucleotidica, foram calculados os valores de theta (8): S e 7 - indices que
representam as variacées dentro ou entre as populacdes -, o primeiro é estimado a partir

do numero observado de loci polimorficos; enquanto o segundo é estimado a partir
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namero médio de diferencas par a par entre as sequéncias de DNA (Tajima, 1983, 1989).
Sinais de eventos demogréficos nas populacdes (expansdo ou retracdo) foram
verificados por meio dos testes de neutralidade Tajima’s D (Tajima, 1989) e Fu’s FS (Fu,
1997), enquanto sinais de estratificagdo nas mesmas foram investigados com base na
estimativa do parametro Fsr de acordo com o modelo matematico de Weir and
Cockerham (1984). O parametro mede probabilidade de dois alelos escolhidos ao acaso
entre as subdivisdes e na populacdo serem iguais (Gillespie, 2004), e o calculo de seus
valores permitiram a comparacdo par a par tanto das populagbes agrupadas por
mesorregides (Metropolitana, Vale do Ribeira, Vale do Paraiba e Sao José do Rio Preto)
quanto por municipio amostrado. Ainda por meio do programa Arlequin, foi possivel
estimar a significancia (considerando como limiar um p-value < 0,05) dos valores médios

de Fsr com base no teste de permutacédo (1.000 aleatorizacdes).

Dados oriundos da chamada de variantes (VCF), do inglés Variant Call Format, foram
manipulados por meio do pacote vcfR (Knaus; Grinwald, 2017), de modo a permitir o
célculo das distancias euclidianas entre as frequéncias alélicas observadas para os
SNP’s mitocondriais. Estas foram posteriormente utilizadas para verificacdo de sinais de
estratificacdo entre as populagcbes amostradas, por meio de uma analise de
escalonamento multidimensional (MDS - do inglés Multidimensional Scaling), e
construcéo de clusters hierarquicos (1.000 aleatorizacfes), com auxilio dos pacotes stats

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

Posteriormente, uma analise discriminante dos componentes principais (DAPC - do
inglés Discriminant Analysis of Principal Components) entre as amostras foi realizada por
meio do pacote adegenet (Jombart; Ahmed, 2011), com obtencdo e utilizacdo dos
eigenvalues para a identificacdo do nimero de agrupamentos genéticos (K) que melhor
representa o conjunto de dados, juntamente com painéis identificando a probabilidade de
assinatura genética dos espécimes, isto €, o grau de similaridade entre os grupos, e tanto
0S agrupamentos quanto os painéis foram obtidos com o auxilio dos pacotes adegenet
(Jombart; Ahmed, 2011) e reshape2 (Wickham, 2007), com suas visualiza¢cdes 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 disperséo
maxima de uma determinada espécie (Jackson; Fahrig, 2012), no caso do Hg.
leucocelaenus, um raio de voo de 5,7 quildmetros (km) (Causey; Kumm; Laemmert Jr.,
1950), enquanto o segundo correspondeu a sua maxima distancia. Cada um dos pontos
foi georreferenciado e plotado em um mapa de uso de solo do estado de Sao Paulo
(Ortofoto mosaico, criado por meio de classificagcdo supervisionada com base em
imagens RapidEye do ano de 2013, escala 1:10.000) da Fundacéo Brasileira para o
Desenvolvimento Sustentavel (FBDS) (disponivel em: https://www.fbds.org.br/) (Figuras
2 e 3). O mesmo foi utilizado para obtencéo dos elementos da paisagem, de acordo com
a classificacdo de uso de solo da FBDS: 1) Formacao Florestal - Vegetacdo arborea
nativa de Mata Atlantica com dossel continuo; 2) Agua - Espelho d’agua continuo; 3) Area
Antropizada - Areas desprovidas de cobertura vegetal nativa; 4) Area Edificada - Areas
que apresentam construcoes (https:/lwww.ibge.gov.br/geociencias/cartas-e-
mapas/bases-cartograficas-continuas/15759-brasil.html), 5) Formacdo nédo Florestal -
Vegetacdo arbustiva ou herbacea nativa e 6) Silvicultura - Cultivos de Eucalyptus sp. ou
Pinus sp.. Adicionalmente, modelos lineares generalizados (GLM - do inglés Generalized
Linear Models) do tipo simples (univariados), com distribuicdo de erros Gaussiana, foram
construidos empregando como variavel preditora as classes de uso de solo e variavel
resposta os valores observados para os indices de diversidade theta S e theta 7, como
forma de verificar uma possivel influéncia das classes de uso de solo nos padrées de

diversidade genética das populacbes amostradas.

Adicionalmente, andlises da estrutura da paisagem foram realizadas tanto a nivel local
(Parque Estadual da Cantareira - PEC) quanto regional (Mesoregifes de Campinas,
Metropolitana e Macro Metropolitana do estado de Sao Paulo). As anéalises em nivel local

tiveram como objetivo verificar a influéncia da configuracdo 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
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abundancia de potenciais vetores do VFA a partir de um remanescente de floresta
Atlantica, 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
Area de Protecdo Ambiental Capivari-Monos, Estado de S&o Paulo” (BIOTA — FAPESP,
Processo: 2014/50444-5). Andlises de maior abrangéncia buscaram verificar, por meio
da construgdo de matrizes de resisténcia, a influéncia da estrutura da paisagem no
padrao de dispersao temporal do VFA no estado de Sao Paulo, com base em dados de
registros de epizootias em PNH, ao longo do ano de 2017, obtidas junto ao Ministério da
Saude, mediante lei de acesso a informacao (ref. no. 25820004039202025). Maiores
detalhes a respeito da metodologia utilizada e analises estatisticas encontram-se
disponiveis 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 incursdes a fragmentos de mata Atlantica, realizadas durante
o periodo de estudo, foram coletados um total de 128 espécimes, sendo 84 adultos e 44
formas imaturas. Deste total, 91 (71%) individuos foram coletados na periferia dos
fragmentos de vegetacdo (bordas florestais), enquanto 37 (29%) foram obtidos a partir
das areas nucleos (core) (Tabela 1, Figura 4).
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Tabela 1. Numero de espécimes adultos e formas imaturas (entre parénteses) de Hg. leucocelaenus obtidas a partir dos

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

Municipios coletados

Balsamo Caraguatatuba lgarata Mairipora Miracatu Sé&o Paulo Sé&o José do Rio Preto | Pindamonhagaba
Data de Sitio Sitio Sitio Jo&o CF(’)On:t(;Imdigiso PEC(—j;rriIha Legado das PEC - Setor PEC -Trilha da ,\;Aait:(izs I\'}Iﬂigc%?ss- Parque MLlJlnicipaI To!allde
coleta Madalena | Paulo Garcas Pinheirinho Aguas administrativo Bica INE Sup Trabiju espécimes

Borda Core | Core | Borda Borda Core Borda Borda Core Borda Borda Borda Core

o e felelelalel ol o Lo | o [alolel | o[ o lefele]lealelele]e] ¢ 3
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) 02 |1 o 0 0 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 03 0|0 0(1) 2 0 6(1) 0 |0 0@ o0& | 3( 009) |4 049 3(12)| 12 0 17 0 19 0 84(44)
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2 mm

Figura 4. Vista lateral de uma fémea da espécie Haemagogus leucocelaenus (fonte: Oliveira-Christe, R).

4.2. Diversidade genética

Em funcdo da auséncia do sequenciamento do genoma completo da espécie Hg.
leucocelaenus, com disponibilidade apenas de seu genoma mitocondrial (NC_057212.1),
foi possivel genotipar um total de 115 SNP’s mitocondriais - taxa de genotipagem: 51,11%
(Figura 5). Ao utilizarmos o genoma completo de referéncia da espécie Aedes aegypti
(AaeglL5.0), ideia original do projeto, foi possivel 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 referéncia
correspondente a espécie objeto de estudo, visando garantir uma maior robustez em

nossas analises subsequentes.
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Do total de SNP’s (115), as populacbes apresentaram em meédia 23 loci exibindo
valores inferiores a 25% de dados ausentes (sitios podendo apresentar qualquer um dos
quatro nucleotideos: C, T, A e G), das quais, Pindamonhangaba apresentando o maior
namero de loci (48), enquanto Miracatu exibiu a menor quantidade (3). Com relacéo ao
polimorfismo exibido pelos loci utilizados nas analises, novamente Pindamonhangaba
exibiu o maior valor (31), seguida pelos municipios de Sdo José do Rio Preto e Balsamo,
24 e 17, respectivamente. Com estas mesmas trés populagdes exibindo os maiores
valores para os indices de diversidade theta (8): Pindamonhangaba (6S=10,96, 67 =
9,53); Balsamo (6S= 6,94, 67 = 6,05), e S&o José do Rio Preto (6S=6,50, 67 = 6,26). Por
outro lado, Miracatu ndo exibiu qualquer variabilidade genética (6S= 0, 67 = 0), seguido
por Sao Paulo (6S=1,31, 67 = 0,56); Igarata (6S=2, 67 = 2); Mairipora (6S=2,44, 671 =
1,66) e Caraguatatuba (6S=2,69, 67t = 2,21) (Tabela 2).
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Figura 5. Mapa do genoma mitocondrial de referéncia do Haemagogus leucocelaenus (NC_057212.1).
Apé6s a chamada de variantes foram obtidos um total de 115 SNP’s (representados pelas barras pretas),
distribuidos ao longo do mitogenoma, e cuja a cobertura relativa € representada pelo centro do grafico.
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Tabela 2. indices de diversidade molecular mitocondrial entre as populacdes (nivel permitido de

dados ausentes < 25%)

SP MA 1G RP CA BA Pl Ml Média dp
Num(,ar.o de 26 7 2 23 8 7 10 7 11.25 8.515
Haplétipos
Composicao de
nucleotideo
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
Numero de loci 115 115 115 115 115 115 115 115 115 0
Numero de foci 8 14 40 35 8 31 48 3 23375 17.121
utilizados
Numero de loci 5 6 2 24 7 17 31 0 115 11.225
polimérficos
Ndmero de Mean 21 6.333 2 19.792 7.143 6.588 9.032 0
copias de gene sd 0.707 0.516 0 1.503 0.378 0.507 0.706 0
NUmero de Mean 2 2 2 2 2 2 2 0
alelos sd 0 0 0 0 0 0 0 0
Heterozigosidade Mean 0.17538 0.35079 1 0.35862 0.39456 0.40168 0.38292 0
Esperada sd 0.09365 0.09242 0 0.15464 0.13941 0.11801 0.12529 0
Numero de
transicoes 5 6 1 24 7 17 31 0 11.375 11.351
Numero de
transversdes 0 0 1 0 0 0 0 0 0.125 0.354
NuUmero de
substituicbes 5 6 2 24 7 17 31 0 11.5 11.225
Ndmero de
indels 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ndmero de
substituicdes
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 7T 0.56615 1.66667 2 6.26087 2.21429 6.04762 9.53333 0 3.53612 3.35144
s.d. Theta T 0.53016 1.26802 2.45 3.43962 1.55185 3.75566 5.40757 0 2.3003 1.81832

SP — Sao Paulo; MA — Mairiorg;

IG — Igaratd, RP — Sdo José do Rio Preto; CA — Caraguatatuba; BA —
Balsamo; Pl — Pindamonhangaba; MI — Miracatu; dp — desvio padrao.

4.3. Teste de neutralidade

Com relacédo ao teste de neutralidade, para verificacdo de sinais de expansdo ou

retracdo populacional, somente as populacdes de Sao Paulo e Mairipora apresentaram
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concordancia para o nivel de significancia estatisticas para os testes de Tajima’s D e Fu’s
FS, ambas com valores negativos, e sugerindo dessa forma, eventos de expansdo. Com
relacdo as demais, nenhum nivel de significancia foi observado a partir do primeiro teste,
enquanto para o segundo é possivel verificar valores negativos e estatisticamente
significantes para as populacdes Sado José do Rio Preto, Caraguatatuba, Balsamo e

Pindamonhangaba (Tabela 3).

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

Teste de

Neutralidade Estatistica 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 — S&o Paulo; MA — Mairiord, IG — lgarata; RP — Sdo José do Rio Preto; CA — Caraguatatuba; BA —
Balsamo; Pl — Pindamonhangaba; M| — Miracatu.

4.4, Estrutura genética

Com relacdo aos valores de Fgsr, quando as populacdes sdo agrupadas por
mesorregides é possivel verificar um claro padréo de estruturacéo da regido de Séo José
do Rio Preto em relacéo as demais, ao passo que o Vale do Ribeira exibiu um menor
grau em relacdo as regibes Metropolitana e Vale do Paraiba (Figura 6A). Quando as
comparacdes sao obtidas por meio de combinacdes par a par entre as populacdes, 0
maior valor foi registrado entre os municipios de Igaratd x Miracatu (1), seguido por
Balsamo x S&o Paulo (0.74982); Balsamo x Mairipora (0.67021); S&o Paulo x S&o José
do Rio Preto (0.6422), e Balsamo x Igarata (0.62904). De modo geral, as duas populacdes
localizadas na mesorregido de Séao José do Rio Preto (S&o José do Rio Preto e Balsamo)
exibiram os maiores valores na maioria de suas compara¢des com 0s demais municipios
amostrados, e destas 0 menor valor registrado ocorreu justamente na comparacao entre
0s proprios (0.1099). Por outro lado, o menor valor exibido em todas as comparacdes, foi

registrado entre S&o Paulo x Mairipora (0.0201) (Tabela 4, Figura 6B).
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De modo geral, os valores observados para o indice Fsr encontram-se em
concordancia com as distancias geograficas entre os locais de coleta. A varidvel além de
evidenciar uma forte associagdo com o padrdo de estruturacdo observado, responde
sozinha por cerca de 45% do mesmo, sugerindo dessa forma, um nitido efeito de
isolamento por distancia (r2: 0.4593; p-value < 0,001, Tabela 5, Figura 7). As distancias
entre os locais variaram entre 5 e 535 km, com as populac¢des localizadas na mesorregiao
de S&o José do Rio Preto exibindo distancias entre si ndo superiores a 30 km, e distancias
entre 400 e 535 km com relacao as demais, enquanto estas Ultimas, por sua vez, exibiram

distancias entre 5 e 230 km umas das outras, na comparacao par a par.

Matrix of pairwise Fgr Matrix of pairwise Fst

sP |

Metropolitana

MA |

Rio Prato

RP

Vale do Paraiba —

Vale do Ribgira —|
02

Rio Preto

Vale do Ribeira —
PI
"l

Metropolitana —
Vale do Paralba —|

Figura 6. Valores para a par de Fst, com base nas mesorregiées de abragéncia das areas de coletas no
estudo (A), e por municipio amostrado (B): SP, Sdo Paulo; MA — Mairipord; IG, Igarata; RP, Sdo José do
Rio Preto; CA, Caraguatatuba; BA, Balsamo; PI, Pindamonhangaba; e MI, Miracatu.
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Tabela 4. indice de fixac&o populacional Fsr, par a par, das populacées do Haemagogus leucocelaeus amostradas, com base nos SNP’s
mitocondriais

Sao Paulo Mairipora Igarata Sao José do  Caraguatatuba Balsamo Pindamonhangaba
Rio Preto
Sao Paulo - - - - - - -
Mairipora 0.0201 - - - - - -
Igarata 0.23701 0 - - - - -
Séo 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

* nivel de significAncia para p<0.05.
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Tabela 5. Modelo linear utilizando com variavel preditora as distancias geogréficas entre os
locais de coleta e variavel resposta os valores de Fsr obtidos por meio das comparagdes par
a par entre as populagoes.

Variavel Intercepto Inclinacdo EP t-valor Pr(>|z|) r2 F GL p-valor
Preditora
Distancia -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 Padrao; F — Estatistica F; GL — Grau de Liberdade; *** nivel de significancia para p<0.001; **
nivel de significancia para p<0.01.

Fst/(1-Fst)
15 20 25 30

1.0

0.5

Ln (Geographic distance, Km)

Figura 7. Correlacdo linear entre a distancia genética (Fsr /(1 — Fsr)) das populagdes de Haemagogus
leucocelaenus e distancia geografica (Km), em escala logaritmica natural, a partir dos locais
amostrados. Pontos cinzas representam a distribuicdo dos dados, a linha preta representa o ajuste do
modelo, enquanto as linhas tracejas representam um intervalo de confianga de 95%.

Por meio da analise de escalonamento multidimensional (MDS) foi possivel
verificar uma maior proximidade dos espécimes amostrados na regido noroeste do
estado de Sao Paulo (municipios de Balsamo e Sao José do Rio Preto), com estes
exibindo uma maior proximidade entre si no espaco bidimensional, quando comparada
as demais, enquanto Caraguatatuba é exibida segregada das demais, com estas
Gltimas reunidas proximas umas das outras (Figura 8). Tal padréo foi corroborado por
meio das analises de agrupamento hierarquico, sendo possivel verificar uma clara
segregacao dos espécimes de Balsamo e S&o José do Rio Preto, quer seja quando
as populacdes sdo agrupadas por mesorregides ou identificadas por seus respectivos

municipios de coleta. Quando a comparacdao é realizada com base nas mesorregides



49

€ possivel verificar os espécimes da regido de Sao José do Rio Preto constituindo um
clado separado, sendo imediatamente seguido pelo Vale do Ribeira, enquanto as
mesorregides metropolitana e Vale do Paraiba sdo reunidas em um anico clado.
Quando os espécimes sdo reunidos por seus respectivos municipios de coleta é
possivel verificar novamente o mesmo padrao de segregacao, no qual as populacdes
de Balsamo e S&o José do Rio Preto sdo reunidas em um clado distinto, com os
espécimes de Caraguatatuba exibidos em um segundo clado, sendo este ultimo
imediatamente seguido pela demais populacdes que sao exibidas em um terceiro
clado: no qual Miracatu constitui um ramo mais externo, enquanto Pindamonhangaba
e Sdo Paulo, e Igarata e Mairipora constituem dois outros ramos, respectivamente
(Figuras 9 e 10).

Caraguatatuba
L]

V2

Rio Preto
Igarata Pindamonhangaba ¢

iSPpEao
[ Balsamo

Miracatu .
.

o

2 0 2 4

Al

Figura 8. Andlise de Escalonamento Multidimensional (MDS) obtida por meio das distancias
euclidianas entre as frequéncias alélicas das populagdes, observadas para os SNP’s
mitocondriais.
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Vale do Ribeira
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Figura 9. Dendrograma exibindo as populac¢des agrupadas por mesorregides, com base nas distancias
euclidianas entre as suas frequéncias alélicas, observadas para os SNP’s mitocondriais (1.000
aleatorizacbes).

Cluster dendrogram with p-values (%)
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Figura 10. Dendrograma exibindo o agrupamento das popula¢des amostradas, com base nas
distéancias euclidianas entre as suas frequéncias alélicas, observadas para os SNP’s
mitocondriais (1.000 aleatorizacges).
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A andlise DPCA, novamente, evidenciou uma sobreposicdo dos espécimes
amostrados na regido noroeste do estado de S&o Paulo, com alguns poucos
individuos das populagbes de Pindamonhangaba e S&o Paulo exibindo uma maior
similaridade com os individuos de Balsamo e S&o José do Rio Preto, entretanto, a
maioria dos espécimes destas duas primeiras, bem como das demais populacdes
aparecem sobrepondo-se, de modos a constituir, praticamente um Unico agrupamento
(Figura 11). Por meio dos resultados obtidos a partir do eigenvalues, foi possivel a
identificacéo de trés grupos (K=3) como melhor representa¢céo do conjunto de dados,
dos quais as popula¢bes do noroeste paulista (Balsamo e Sao José do Rio Preto)
constituindo dois grupos genéticos distintos, enquanto as demais aparecem,
praticamente, homogeneizadas e integrando um unico grupo (Figura 12). Quando
comparado o padrao de assinatura genética dos individuos, foi possivel verificar uma
clara correspondéncia entre os individuos coletados a partir de Balsamo e S&o José
do Rio Preto, enquanto as demais, novamente, configuram um agrupamento

homogéneo (Figura 13).

@ Balsamo

® Caraguatatuba
Igarata

@ Mairipora
Miracatu

PCA eigenvalues

Pindamonhangaba
® Rio Preto
® Sao Paulo

DA eigenvalues

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

genéticos (K); e C, subdivisdo dos espécimes para K=2 e K=3. Cada um dos 92 exemplares para as 8 popula¢cdes amostradas € representado por uma linha
vertical.



53

Balsamo Caraguatatuba Igarata Mairipora Miracatu Pindamonhangaba Rio Preto Sao Paulo
1.00-
0.75- |
% Population
.-5 . Balsamo
>
5 . Caraguatatuba
£ . Igarata
u—
O 0.50- - B weiipora
-
é . Miracatu
= . Pindamonhangaba
[@)] "
E . Rio Preto
< . Séo Paulo
0.25- |
0.00-

o T 8 8 5% 8 8 35 o T L e~ e o0 O OGN D OO (T OIS
g EEEEEES e ] B ]

BAT3 ™
CAS9
CABD
CABI
CAB2
CAB3 ™
CAG4
CABS
CABB
1633~
1G34

BAGT
BABE
BABY ™
BATD
BAT1 ™
BAT2

§ 5889 37z % 2888 E8zg zeEEEEEREE D S e o
= = = = = = = = = = = = = = = e Q00 070000 O OF OF OEOE 0 D 0C O OE (X QEQE QR OEO0DY.  S00DUDUMLUUOULACOUOUENUDUDUILIUINENINGD
; .
Haemagogus leucocelaenus' specimens

Figura 13. Probabilidade de assinatura genéticas dos individuos a um determinado agrupamento em contraste a popula¢éo original. Os individuos aparecem
identificados pelas linhas verticais, enquanto o comprimento dos segmentos representa a probabilidade dos individuos pertencerem a um determinado
agrupamento genéticos contra a populacgéo 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 padrdo de elevada proporcdo para o uso antrépico, a0 menos
para os municipios de Balsamo (bf2850m — 79,7%; bf5700m — 76,9%) e S&o José do
Rio Preto (bf2850m — 92,9%; bf5700m — 84,9%), enquanto Pindamonhangaba, na
comparacdo a estes dois, apresentou 32% e 50,1%, bf2850m e bf5700m,
respectivamente (Tabela 6, Figura 14 e Anexo 3). Interessantemente, ao comparar a
influéncia das classes de uso de solo nos indices de diversidade observados - por
meio de modelos lineares generalizados -, a classe antrépica foi a Unica a apresentar
associagao com o padrao observado, principalmente, quando a mesma foi obtida com
base no buffer de 5.700 metros ao redor dos pontos de coleta. A area antropica
evidenciou um melhor ajuste para o indice theta 7 (slope = 0.07598, p-value =
0.03417), com uma contribuicdo de, aproximadamente, 55% do padrédo observado
(M2pi_5700m); enquanto para o indice theta S, foi exibido um menor ajuste (slope =
0.07723, p-value = 0.05826), e contribuicdo de, aproximadamente, 48% do padréo
observado (M2S_5700m) (Tabelas 7 e 8).

Outra caracteristica em comum entre 0s municipios que exibiram maiores valores
para os indices de diversidade genética € a baixa proporcdo de cobertura florestal,
com Balsamo e Sédo 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, ndo foi possivel verificar nenhuma
associacao desta classe com o padrdo observado (Tabelas 2, 7 e 8). Referente a
guantidade de borda florestal (metros lineares), os trés municipios apresentaram
valores entre 65 e 161 mil (bf2850m) e 267 a 601 mil metros (bf5700m), com uma
densidade de 10 a 63 metros por hectare (m/ha) (bf2850m) e 16 & 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.

Classe de uso de solo

Buffer Municipio Local Agua Antropica Urbana Floresta N&o Floresta Silvicultura .

Area total

CA PLAND CA PLAND CA PLAND CA PLAND TE ED CA PLAND CA PLAND (m2)
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 || 0.36 0.0141 522.45 20.46425 0 0 2030.175 79.52165 67230 26.33385 0 0 0 0 2552.985
i 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
Q Igarata 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
% Mairipora % 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
§ S0 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
N viii 4995 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
Sé&o José do Rio X 4365 0.171 2372.895 92.9492 36.945 1.44715 111555 4.36975 28590 11.19905 0 0 27.135 1.0629 2552.895
Preto 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
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 || 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 0 243 0.2956  8219.34
@ lgarata iv 2605.14 25.5267 5523.84 54.1258 53.82 0.5274 1578.6 15.4681 361650 35.4366 0 0 44415 4352 10205.55
£  Mairiporé 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
§ S0 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
o viii 13.635 0.1336 489.51 47961 5406.615 52.97275 4287.69 42.0098 347880 34.08445 0.135 0.00135 8.82 0.08645 10206.405
Sédo José do Rio X 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
Preto 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 21825 2.138 10208.16

CA — Area 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 Jo&o; iii - Sitio Paulo; iv - Condominio Pontal das Gargas; v - Trilha do
Pinheirinho; vi - Reserva Ecoldgica Legado das Aguas; vii - Trilha da Bica; viii - Setor administrativo; ix - Mata dos Macacos (fragmento de vegetag&o
inferior); x - Mata dos Macacos (fragmento de vegetacdo superior); e xi - Parque Municipal Trabiju.
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Balsamo lgarata Mairipora Miracatu

Caraguatatuba Pindamonhangaba Rio Preto S0 Paulo

68.9%

Classe . Agua Antrépica . Floresta Silvicultura Urbana

Figura 14. Configuracao da paisagem obtida por meio de buffers de 2.850m - metade da distancia méxima de disperséo da espécie Haemagogus leucocelaenus
(Causey et al., 1950) - ao redor dos pontos de coleta, conforme raio de dispersdo esperado por Jackson & Fahrig (2012) para uma determinada espécie.
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Tabela 7. Modelos lineares generalizados utilizando como variavel preditoras as classes de uso de solo

e variavel resposta o indice de diversidade theta S.

Variavel

Variavel

. Intercepto Inclinacdo EP t-valor Pr(>|z r2 F GL p-valor
Modelos Resposta Preditora P ¢ 1z P
. 4.59829 1.46422 3.14 0.0201* 0.09843 0.6551 6 0.4492
M1S_2850m theta S Agua
-0.08244 0.10185 -0.809 0.4492
. 1.99924 1.68306 1.188 0.28 0.329 2941 6 0.1372
M2S_2850m theta S Antrépica
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 2408 6 0.1717
0.9119 0.5877 1.552 0.1717
MBS_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
. 4.5354 1.4739 3.077 0.0217* 0.0787 0.5125 6 0.501
M1S_5700m theta S Agua
-0.1162 0.1623 -0.716 0.501
o 1.15875 1.62083 0.715 0.5015 0.476 5.451 6 0.05826
M2S_5700m theta S Antropica
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 N0 Floresta 4.629 1.508 3.07 0.0219* 0.08719 0.5731 6 0.4777
-860.578 1136.74 -0.757 0.4777
MBS_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 0.3472
7.38E-06 7.24E-06 1.02 0.347
Null Model  theta S 4.107 1.30E+00 3.16E+00 0.0159 *

EP — Erro Padrao; F — Estatistica F; GL — Grau de Liberdade; *** nivel de significancia para p<0.001; ** nivel de significancia

para p<0.01,* nivel de significancia para p<0.05.
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Tabela 8. Modelos lineares generalizados utilizando como variavel preditoras as classes de uso de solo
e variavel resposta o indice de diversidade theta 7.

Variavel ~ Variavel Intercepto Inclinacdo EP t-valor Pr(>|z]) r2 F GL p-valor
Modelos Resposta Preditora
) . , 3.91061 1.35692 2.882 0.028 * 0.06887 0.4438 6 0.5301
M1pi_2850m theta 7T Agua '
-0.06288 0.09439 -0.666 0.53
_ . . 1.41377 1.45007 0.975 0.3672  0.401 4.016 6  0.0919
M2pi_2850m theta 7T Antrépica
0.0605 0.03019 2.004 0.0919.
*
M3pi_2850m theta 7t Urbana 452117 1.34167 3.37 0.015 0.2306 1.798 6 0.2285
-0.11784 0.08788 -1.341 0.229
*
Mdpi_2850m theta 7t Floresta 5.41905 2.17796 2.488 0.0473 0.1499 1.058 6 0.3433
-0.03824 0.03718 -1.029 0.3433
MS5pi_2850m theta 7 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 7 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 7t 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
] N 3 3.85752 1.36241 2.831 0.0299 * 0.05335 0.3381 6 05821
M1pi_5700m theta 7T Agua
-0.08723 0.15001 -0.581 0.5821
_ ~ o 0.63527 1.36349 0.466  0.6577 0.5541 7.455 6 0.03417
M2pi_5700m theta 7T Antrépica
0.07598 0.02783 2.73 0.0342*
x 0.1842
M3pi_5700m theta 7 Urbana 4.40785 1.37735 3.2 0.0186 1.355 6 0.2886
-0.07431 0.06384 -1.164 0.2886
*
Mdpi_5700m theta 7 Floresta 5.77105 1.99192 2.897 0.0274 0.2347 1.84 6 0.2237
-0.05062 0.03731 -1.357 0.2237
~ *
MS5pi_5700m theta 7 E%?esta 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 7 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 7 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 7t 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 7 3.536 1.19E+00  2.984 0.0204 * 7

EP - Erro Padréo; F — Estatistica F; GL — Grau de Liberdade; *** nivel de significancia para p<0.001; ** nivel de
significancia para p<0.01,* nivel de significaAncia para p<0.05
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4.6. Analise da estrutura e configuragcdo da paisagem

A andlise da estrutura da paisagem em nivel local, PEC, baseada na coleta de
mosquitos com potencial envolvimento na transmisséao do YFV, revelou um padrdo de
distintas abundancias das espécies. Durante o periodo de abrangéncia do estudo
foram coletados 703 mosquitos pertencentes a 12 espécies das tribos Aedini e
Sabethini. Aedes scapularis e Psorophora ferox apresentaram elevada abundancia,
enquanto o Haemagogus leucocelaenus, principal vetor do VFA no estado de Sao
Paulo, apresentou uma menor abundancia, porém com seus espécimes sendo

exibidos em todas as &reas amostradas (Figura 15).

O local com maior borda entre area florestal e area antropica (Trilha do Pinheirinho)
apresentou uma maior riqueza e abundancia de espécies potencialmente vetoras do
VFA, enquanto o local com maior area de cobertura florestal e bordas mais curtas
entre floresta e areas antropicas (Administracdo) apresentou um padrdo inverso.
Diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre a composicao de
espécies potencialmente vetoras do VFA entre os locais investigados. Embora Hg.
leucocelaenus tenha ocorrido em todos os locais amostrados, os diferentes padrbes
de distribuicdo e abundancia de outros mosquitos como Aedes scapularis e
Psorophora ferox sugerem que essas espécies podem estar envolvidas na
transmissao de VFA silvestre na area de estudo. Informacdes mais detalhadas podem

ser encontradas no ANEXO 2.
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Figura 15. Proporcdo de dominéncia das espécies baseada nas trés areas amostradas no Parque
Estadual da Cantareira. Cole¢cbes noturnas: a, ¢, e e g, Parque Estadual da Cantareira, Trilha do
Pinheirinho, Trilha da Bica e Setor Administrativo, respectivamente. Colecdes diurnas: b, d e f, Parque
Estadual da Cantareira, Trilha do Pinheirinho e Trilha da Bica, respectivamente. spl - 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; spll - Sabethes melanonymphe, sp12 - Sabethes
sp. A area do Setor Administrativo do pargue foi removida das analises das colec¢des diurnas devido a
sua baixa amostragem (somente trés ao longo de todo o periodo de estudo).
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Referente as analises da estrutura da paisagem de maior abrangéncia
(Mesoregifes), com base nos registros de epizootias em PNHs, foi possivel verificar
um padréo de separacao entre a ocorréncias dos primeiros eventos de epizootias em
cada um dos municipios amostrados (total de 20), sendo apresentada, em média, uma
diferenca de 74 dias e 29 km. O modelo de maior suporte empirico e forca de evidéncia
(AAIC = 0, Weight = 0.4423) incluiu um efeito aditivo entre a distancia geografica dos
locais de registro e uma matriz de resisténcia com bordas florestais mais ou menos
permedveis para dispersdo do virus, de acordo com suas classes de uso de solo

adjacente, juntamente com uma resisténcia intermediaria para as areas nucleo de

spS
spi2
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floresta. Com o modelo sugerindo que ambos aumentos de distancia geografica e

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

namero de dias entre 0s primeiros registros de epizootias nos municipios amostrados

(Tabela 9, Figura 16). Informagbes mais detalhadas podem ser encontradas no
ANEXO 1.

Tabela 9. Modelos testados e seus parametros (efeitos fixos) listados de acordo para o grau de ajuste.
Uma matriz de diferencas em dias para o primeiro registro de VFA nos municipios estudados foi
utilizada como variavel resposta.

Modelo Intercepto Inclinagéo EP z value Pr(>|z|) AIC AAIC GL Peso
019386 16,77  “2&16 51947 0 0.4423
Distancia < 2e-16
D 3251021 0.031361 0003569  8.786 ’e-
000352 0001103 -3.191 000142
0191093 16.889 ~2&10 51149 0.1 0.4125
Distancia < 2e-16
DSancla 32273 0031661 0003581  8.842 e
00039 000123 -3.169 000153
0203492 16368 216 51172 25 0.1295
Distancia 4.72e-16
DOl 3.330726  0.020566 0003642  8.119 2e
-0.00242 0000883 -2.741  0-00613
021114 14859 2616 51535 8.4 0.0065
Distancia
+Matriz6 187429 026618 0003287 8099  >-°6e-16
0.004506 0.005695 0.791  0.429
0369417 9.104 216 51534 8.8 0.0053
Distancia
+Matriz7 303013 027712 0.004338 6.388 16810
.0.00045 0.001029 -0.442  0.659
0225662 1395  <2&16 51055 105 0.0023
Distancia
+Matiza 3148097 006439 0003579 7.387 o813
0.008598 0.01216  0.707 0.48
0.199384 16314 <2516 2126 11.3 4 00016
Distancia  3.252687
0.026562 0.003617 7.343  2:09€-13

*%k%k
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0.214686 18.914 <216 51336 189 5 <0.001*
Distancia

+ Matriz 5 4.060647

0.03055 0.004107 7.439  1.01e-13 ***
-0.00208  0.00074 -2.816  0.00487 **

EP — Erro Padrdo; GL — Grau de Liberdade; *** nivel de significancia para p<0.001; ** nivel de
significancia para p<0.01, * nivel de significancia para p<0.05.
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Figure 16. Relagdo entre a resisténcia associada as classes de uso de solo e distancia geografica
(Distancia + Matriz 2) e a diferenca em dias para o primeiro registro de febre amarela nos municipios

estudados. A predigdo aqui é baseada somente nas inclinacdes dos termos de efeitos fixos no
modelo.
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5. Discussao

As florestas tropicais sé&o responsaveis por abrigar a maior parte da biodiversidade
do planeta (Reed et al., 2020). A floresta Amazonica, por exemplo, responde sozinha
por cerca de um quarto de todas as espécies do mundo (Betts; Malhi; Roberts, 2008),
enquanto a Mata Atlantica, por sua vez, integra a lista de hotspots de biodiversidade,
areas com elevada concentracao de espécies endémicas e sob intenso processo de
perda de habitat (Myers et al., 2000). Adicionalmente, as mesmas sao responsaveis
pela provisdo dos chamados servigos ecossistémicos, beneficios que o homem obtém
da natureza e que sao fundamentais para seu bem-estar (MEA, 2005), tais como a
regulacao do clima, provisdo de agua, polinizacao e regulacdo de doencas (Charles;
Dukes, 2007). Portanto, o intenso processo de desmatamento observado nas florestas
tropicais além de constituir uma das principais ameacas para suas espécies (Giam,
2017), coloca em cheque também a sobrevivéncia da propria espécie humana.
Cenario evidenciado pelo crescente aumento das epidemias de origem zoondtica,
infeccbes que séo transmitidas de animais para humanos em funcéo da exposicéo a

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

No caso particular de zoonoses decorrentes de patdgenos transmitidos por
mosquitos, o0s eventos de spillover sdo determinados, principalmente, pela
sobreposicdo de hospedeiros, vetores e populacdes humanas (Dantas-Torres and
Otranto, 2015). De modo que, a febre amarela silvestre, doenca que acomete o ser
humano, mediante picadas de mosquitos infectados ao adentrar areas de mata
(Monath; Vasconcelos, 2015), consiste em um 6timo modelo de estudo. Neste sentido,
modificacdes antropicas da paisagem, a exemplo do préprio desmatamento e
mudancas no uso de solo, sdo causas primarias para o aumento de sua incidéncia
(Jones et al., 2013; Gottdenker et al., 2014; Mishra; Mishra; Arora, 2021). Inclusive,
cerca de 40% das doencas zoondticas recentes tiveram origem por causa do

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

Outra caracteristica decorrente das modificacdes antropicas da paisagem consiste
na reducado de sua conectividade estrutural (Taylor; Fahrig; With, 2006), o que por sua
vez, pode vir a constituir uma restricdo no deslocamento de individuos, e
consequentemente, na limitacao do fluxo génico das populacdes (Klinga et al., 2019).

Desse modo, as modificagbes da paisagem podem implicar em variacdes genéticas
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dentro das populages (Pelletier; Coltman, 2018), ou ainda na propria reducéo de suas
variabilidades (Schlaepfer et al., 2018). Por outro lado, tais modificagdes, 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 culicideos, suas dinamicas populacionais sao determinadas
tanto por fatores exdgenos quanto por fatores endégenos. O primeiro esta relacionado
a variaveis ambientais, como temperatura, pluviosidade e umidade, enquanto que o
segundo relaciona-se as variaveis intrinsecas, a exemplo da densidade larval dos
criadouros (Yang et al., 2008). Modificacbes da paisagem podem implicar em uma
maior disponibilidade de habitats (Mayi et al., 2019), resultando na elevacédo das
abundancias das espécies de culicideos destes locais (Medeiros-Sousa et al., 2015).
Adicionalmente, tais modificagbes podem facilitar a dispersdo de espécies de
mosquitos antropofilicos, alterando dessa forma a dinamica vetor — hospedeiro, e
tendo como resultado um aumento do contato dessas espécies com 0s reservatorios

silvestres de patdgenos zoondticos (dos Santos et al., 2018).

No presente estudo foi testada a hipdtese da configuracéo e grau de fragmentacéo
da paisagem desempenhar um papel na dinamica populacional da espécie Hg.
leucocelaenus em municipios localizados no estado de Sao Paulo. Os resultados
obtidos demostram uma maior diversidade genética (indices theta S e @) para as
populacdes de Pindamonhangaba, Sdo José do Rio Preto e Balsamo, com estas duas
Gltimas exibindo uma nitida estruturacdo em relacdo as demais amostradas. Ambas
estao localizadas na regido noroeste — mesorregiao de Sao José do Rio Preto — e séo
exibidas constituindo um clado separado das demais populacfes, com este sendo
imediatamente seguido pela populacdo de Caraguatatuba, enquanto as demais séo
apresentadas constituindo um terceiro clado separado, no qual a populacdo de
Miracatu surge em um ramo mais externo, enquanto Pindamonhangaba e Sao Paulo,

e lgarata e Mairipord compde outros dois ramos, respectivamente.

As popula¢des com os maiores indices de diversidade genética (loci polimérficos
e média de diferencas par a par entre as sequéncias) estéo localizadas em areas com
elevado uso antrépico (>32%), e quando levadas em conta somente as populacées

da mesorregido de Sao José do Rio Preto, esses valores superam os 75% de
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ocupacao das areas amostradas, com esta classe de uso de solo evidenciando uma
forte associacdo ao padrdo de diversidade genética das populacdes, principalmente,
no que tange o indice theta 7.

A estrutura da paisagem, isto €, as diferencas no uso de solo, est4 diretamente
relacionada com padrdes distintos de comunidades de mosquitos (Zittra et al., 2017),
com sua diversidade e riqueza variando em funcdo da resposta das espécies para as
alteracbes ambientais (Mayi et al., 2019). Enquanto em nivel de espécie, tais
alteragbes podem implicar em eventos de microevolugdo, mudangas na estrutura
genética das populacdes em curto espaco de tempo, forma pela qual os espécimes
irdo reagir ao meio ambiente (Suesdek, 2019). Por exemplo, no caso particular do
género Haemagogus, Mucci et al. (2015) demonstraram a influéncia das areas
adjacentes aos fragmentos de floresta em seus habitos alimentares, por meio da
observacéao da presenca de multiplos repastos sanguineos (aves, bovinos e primatas)
para espécie Hg. janthinomys/capricornii. Curiosamente, 0 mesmo estudo falhou em
identificar a presenca de tais repastos para a espécie Hg. leucocelaenus, cujos
espécimes apresentam maior plasticidade ecolégica, quando comparados a esta
primeira (Gomes et al., 2010). Adicionalmente, a exposicdo a patégenos pode
desencadear eventos de microevolucdo 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
distribuidos na regido de S&o José do Rio Preto (Camargo-Neves et al., 2005), quanto
a pressao imposta pelo VFA, cuja circulacdo na mesma regido possui um extenso
registro, ao longo das ultimas décadas (Saad et al., 2016), inclusive ja tendo sido
isolado a partir de mosquitos silvestres (Moreno et al., 2011). Contudo, cabe aqui
ressaltar, que a populacdo a exibir maiores valores de diversidade genética
(Pindamonhangaba), diferentemente das populacbes anteriormente citadas, esta
localizada em uma regido que até recentemente ndo possuia histérico de registro de
epizootias em PNHs, com a confirmacado ocorrendo somente no ano de 2018 (Moreno
et al., 2013; SES-SP, 2018).

Referente aos eventos demograficos (expansdo e retracdo populacional), a

maioria das populagbes, seis de oito, exibiram valores negativos estatisticamente
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significantes, ao menos para um dos testes de neutralidade. Entretanto, somente as
populagdes de Sao Paulo e Mairipora apresentaram concordancia entre os dois testes
(Tajima’s D e Fu’s FS). Valores negativos, geralmente, indicam sinais recentes de
expansdo populacional, e em comum as estas duas populacdes estdo: i) o fato de
estarem inseridas dentro do Parque Estadual da Cantareira (PEC), um importante
remanescente de mata Atlantica do estado de Sao Paulo e considerado a maior
floresta urbana do mundo (Trevelin et al., 2007); ii) os maiores valores observados de
area edificada entre as popula¢des amostradas; e iii) uma elevada superficie de borda
florestal - entre 109 e 321 mil metros lineares -, com uma densidade entre 31 e 43

m/ha.

Embora a justaposicdo entre areas urbanas e florestas apresente um impacto
direto na composicéo floristica, levando a diminuicdo de sua riqueza (Melliger et al.,
2018), o que por vezes, pode implicar em uma provavel reducéo dos criadouros tipos
(ocos de arvore) da espécie Hg. leucocelaenus, de modo a refletir na auséncia de
seus individuos em espacos urbanos (Montagner; Silva; Jahnke, 2018). Trabalhos
com levantamentos de fauna de culicideos (Ceretti-Junior et al., 2020; Mucci et al.,
2016) ja haviam registrado a presenca do Hg. leucocelaenus em areas do PEC. Aqui
reforcamos 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 ecoldgica
desta espécie a ambientes com maior grau de perturbacdo antropica (Gomes et al.,
2010), o que por sua vez, poderia contribuir para os eventos de expanséao populacional

observados nas duas populacdes amostradas dentro da area do PEC.

Referente aos valores de Fsr observados no presente estudo, embora as
comparacdes par a par entre as populacdes tenha exibido elevados valores (0.02 —
0.75), os mesmos estdo em concordancia com os resultados de Alonso et al. (2022)
em trabalho realizado com popula¢gdes de Mansonia spp., cujo protocolo utilizado para
obtencdo de SNP’s mitocondriais foi 0 mesmo empregado em nosso estudo. Com
relacdo ao grau de estruturacao das populacdes, nitidamente € possivel verificar uma
separacao dos espécimes coletados na regido noroeste do estado de Sdo Paulo, com

as populacfes desta area ainda exibindo os maiores valores de Fsr na comparacao

par a par com as demais, enquanto estas Ultimas exibiram menores valores,
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demonstrando uma maior proximidade genética, e sugerindo, dessa forma, que caso
exista alguma barreira fisica, a mesma ndo seria um completo impedimento para a
dispersdo dos individuos. Neste sentido, nossos resultados estdo em concordancia
com o isolamento por distancia, de modo que, quanto maior a distancia maior seria a
diferenciacdo genética observada entre 0s espécimes. Estudos anteriores com
mosquitos no estado de S&o Paulo demonstraram baixa estruturagdo genética e uma
auséncia de efeito de isolamento por distancia, 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 microgeografica, enquanto o presente estudo cobriu distancias de centenas
de quilébmetros. Por outro lado, Petersen et al. (2022) em trabalho realizado com
populacdes de Aedes scapularis, outra espécie silvestre, e jA em uma escala um
pouco maior, puderam observar um padréo de correspondéncia entre as distancias

genéticas e geograficas das populacdes amostradas.

Mosquitos, de modo geral, possuem um faixa de dispersdo em torno de 6
quilébmetros (Verdonschot; Besse-Lototskaya, 2014), enquanto para 0 género
Haemagogus séo registradas distancias entre 5 a 11 quildmetros (Causey; Kumm;
Laemmert , 1950), esta primeira sendo observada para Hg. leucocelaenus. Nao
obstante, mosquitos podem cobrir grandes distancias por meio da dispersao passiva
(Verdonschot; Besse-Lototskaya, 2014), e em alguns casos chegando a centenas de
qguilébmetros (Huestis et al., 2019). As maiores distancias geograficas em nosso estudo
séo observadas entre os municipios da regiao noroeste do estado e aqueles presentes
nas demais regifes (>400 km). A medida que os municipios das demais regifes sio
comparados entre si essas distancias tendem a diminuir em algumas centenas.
Contudo, ainda assim, observa-se uma razoavel distancia entre as populagdes.
Mesmo assumindo que auxiliados por meio da dispersdo passiva 0S espécimes
seriam capazes de cobrir grandes distancias geograficas, ndo seria razoavel atribuir

a esta unicamente o grau de semelhanca genética entre os espécimes.

Ainda neste sentido, as populacbes que constituiram um Unico clado
(mesorregides Vale do Ribeira, Vale do Paraiba e Metropolitana) e cujas distancias
estdo entre 5 e 230 km, fazem parte ou estdo localizadas préximas a uma faixa de

remanescente de mata Atlantica continua, um grande fragmento de vegetacdo que se
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estende ao longo da costa atlantica do estado de Sao Paulo (Wagner et al., 2020).
Essa regido pode constituir area de deslocamento para os espécimes de Hg.
leucocelaenus, por meio dos chamados “corredores ecologicos” observados em meio
aos fragmentos de vegetacdo, a exemplo daqueles utilizados no espalhamento do
VFA (Fioravanti, 2018). Adicionalmente, a propria malha urbana, a exemplo de
rodovias proximas a bordas florestais, pode contribuir para o deslocamento de
individuos desta espécie, tal qual o padrdo observado de dispersdo do VFA no
trabalho de Prist et al. (2021). Portanto, seria razoavel supor que o padréo observado
poderia ser explicado por uma dispersao dos espécimes auxiliada por determinado

grau de conexao da paisagem.

Referente ao tipo de marcador molecular empregado no presente estudo (SNP’s
mitocondriais), 0 mesmo tem sido utilizado com sucesso para caracterizacao
populacional tanto para escalas macro (RaSi¢ et al., 2015a, 2015b) quanto micro
(Alonso et al., 2022), demonstrando a viabilidade do seu emprego em estudos com
genética de populacdes. Entretanto, cabe aqui destacar que uma das principais
limitacdes do presente estudo, pode estar relacionada justamente ao tipo de marcador
utilizado. Em razéo da auséncia do genoma completo de referéncia para a espécie
objeto de estudo (Hg. leucocelaenus), foi utilizado como alternativa o genoma
mitocondrial, 0 que, por sua vez, resultou em reducéo significativa na quantidade de
SNP’s obtidos e, uma consequente impossibilidade de se analisar os pontos
amostrados na borda e no nucleo dos fragmentos de floresta — pontos estes,
relacionados a um dos objetivos especificos anteriormente pretendido, de verificar
uma possivel estruturacdo entre individuos coletados nestes dois ambientes —, em
funcdo de um baixo numero amostral de individuos. Tal fato, evidencia de maneira
imperativa a necessidade de um maior investimento de recursos destinados a
obtencao ndo s6 do sequenciamento genémico completo da espécie objeto de estudo
do presente trabalho, mas também a do outro principal vetor para VFA no pais (Hg.
janthinomys) (Abreu et al., 2019b), para a qual também n&o se dispdem de dados de

referéncia.

Contudo, mesmo diante do cenario adverso, anteriormente mencionado, o
marcador foi exitoso em caracterizar a estruturagcdo das populacbes do Hg.

leucocelaenus, provando de fato ser uma 6tima alternativa para estudo com genética
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de populacdes, cuja a espécie alvo ndo possua 0 genoma completamente
sequenciado.

Uma outra limitacdo, pode estar relacionada as coletas de espécimes imaturos,
mais especificamente, aquela oriunda do municipio de Miracatu, local onde foi
realizada uma Unica coleta. Deste modo, existe uma grande chance de os individuos
obtidos constituirem uma Unica prole e, portanto, nossos resultados desta area nao

estariam refletindo de forma fidedigna a variabilidade genética de sua populacao.

Referente aos resultados obtidos por meio da analise da estrutura da paisagem
em microescala, baseado em dados de coletas de mosquitos (Wilk-da-Silva et al.,
2020 - ANEXO 2), foi possivel verificar espécies com potencial envolvimento na
transmissdo do VFA, tais como Aedes scapularis e Psorophora ferox, exibindo
elevada abundancia. Esse resultado conduz para um possivel envolvimento destas
espécies no espalhamento do virus na area amostrada, principalmente, se levarmos
em conta, a elevada circulacdo do virus no local, confirmada pela ocorréncia da alta
mortandade de Bugios, e a baixa abundancia do Hg. leucocelaenus, ainda que este
tenha sido registrado em todas as areas amostradas, bem como uma auséncia de
espécimes de Hg. janthinomys/capricornii. Ao passo que, nas analises em macro
escala, baseadas em registros de epizootias (Wilk-da-Silva et al., 2022 - ANEXO 1),
foi possivel identificar um padrao de deslocamento temporal do virus da febre amarela
associado as diferentes classes de uso de solo e a distancia geografica dos locais de
registro das epizootias, sendo ainda observada uma maior permeabilidade nas bordas
florestais (150 metros) em interface com as seguintes areas nucleos: Agua,
Agricultura, Formac&o néo Florestal e Silvicultura, enquanto areas nicleo como Agua,
Agricultura, Urbana e areas de Floresta, e a interface entre estas duas ultimas
formando importantes barreiras para a circulagcdo do VFA. Sugerindo dessa forma,
gue o processo de fragmentacdo florestal tende a aumentar a velocidade de
espalhamento de patdgenos, enquanto a conservacdo de florestas tem um efeito
oposto. Portanto, demonstrando assim, a relevancia destes dois trabalhos para uma

melhor compressédo do padréo de circulacdo do VFA no estado de Séao Paulo.
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6. Concluséao

Foi possivel verificar uma nitida estruturacdo das populacdes amostradas no
presente estudo, com os espécimes da mesorregido de Sdo José do Rio Preto
exibindo uma maior proximidade genética entre si, quando comparada as demais
mesorregides.

As populagbes de S&o Paulo e Mairipord, amostradas a partir do PEC,
evidenciaram sinais de um possivel evento de expansédo populacional.

As populacbes de Sao José do Rio Preto, Balsamo e Pindamonhangaba exibiram
0s maiores valores de diversidade genética (indices theta S e 1), na comparacao
com as demais.

As populacdes amostradas nas mesorregides Vale do Ribeira, Vale do Paraiba e
Metropolitana exibiram uma maior proximidade genética, com uma maior
dissimilaridade em relacédo aquelas amostradas na mesorregidao de S&o José do
Rio Preto, corroborando dessa forma com o padrao de isolamento por distancia
observado, e sugerindo um maior fluxo génico entre estas primeiras.

A disperséo dos espécimes de Hg. leucocelaenus pode estar associada ao grau
de conexao da paisagem, a exemplo do proprio padrdo de espalhamento do VFA
observado no estado de S&o Paulo, no qual o virus exibiu uma maior mobilidade
nas bordas florestais, juntamente como a presenca de rodovias proximas a estes
ambientes.

A composicdo de espécies potencialmente envolvidas na transmissdo do VFA
variou em funcdo da composicdo e configuracdo da paisagem observada nos
distintos locais amostrados.

As diferencas observadas nos padrdes de distribuicdo e abundancia de culicideos
sugerem que outras espécies além do género Haemagogus e Sabethes, a
exemplo da Pshorophora ferox e Aedes scapularis, podem estar contribuindo para
o espalhamento e manutencédo do VFA nas areas amostrada.

Foi demostrado que fragmentos de floresta (bordas florestais) sdo mais
permedveis para a dispersdo do VFA, ao passo que, areas nucleo de floresta e
areas construidas oferecem resisténcias intermediaria e elevada,

respectivamente.
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O padrao de dispersao temporal do VFA entre os municipios amostrados no estado
de S&o Paulo pode ser melhor explicado quando a resisténcia da paisagem é
adicionada ao efeito da distancia geografica entre os locais.
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Keywords: Man-made changes to the landocape play a crucial role in altering the epidemiclogic patternn of infactious
Sybvatic yellow feves diceazes, mainly a0 a result of pathogen cpillover. Sylvatic yellow fever iz ideally suited to modeling of thiz
Haemagogus leucocelaenis phenomencon as the risk of tranomizsion of the disease 2z well ag its circolation and dispersal are associated with
:::F forest fragmentation_ In this study we investigated the 1ds 1 of yellow fever wirus [YFV) by
‘meana of confirmed cazes of epizootics in h i in litiez in the state of 530 Pauls whers
there wao no © dation for v ion in 2017. We analyzed the resi to di | azzociated with

different clasoes of land use and the geographic distances betwesn the different locations where epizootico were
recorded. The model that best explained the temporal dispersal pattern of ¥YPV in the study area indicased that
thin was influenced by the grographic distance between collection locations and by the permeability of the forest
edges (150 m) at the interface with the following core areas: Water, Agricultural, Non-Forest Formation and

Forestry. Water, Agricultural, Urban and Porest core areas and the interfaces between the latter two formed

important barriers to circulation of the virus. Theoe fndi indi

that fragm ion of v ion tends to

decreaze the time taken for pathogens to opread, while conservation of forest areas hao the opposite =ffect.

1. Introductlon

As the emergence and spread of zoonotie dizeases become increas-
ingly common, the risk of epidemics and pandemics becomesz ever
greater, requiring more integrative and transdisciplinary approaches in
the search for solutions to izsues related to human, animal and ecosys-
temz health az advocated by the One Health concept
(Destoumienx-Garzdn et al , 2018; Buregveya et al, 2020). Emerging
infectious dizeazes place a zsignificant burden on the global economy and
public health worldwide. The main infectiouz agentz are bacteria
(54.3%) and viruses (25.4%) (Jones et al., 2002). In the casze of viruses,
‘most of those that have the potential to cauze zignificant epidemics are
of zoonotie origin; most notable are arthropod-borne wiruses (arbowi-
ruses), which ean cauze arboviral diseases and adversely affect human
health worldwide (Mayer ez al, 2017k

Arbovirus spillover into human populations is the result of various
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emerging forces, including two key factors: social behavior and changes
to the natural environment. The former involves characteristics azzoci-
ated with the gecgraphic expansion of human populations, e.g., the
increazed amount of international travel and trade, which are consid-
ered to play a significant role in the emergence and reemergence of
arboviral diseases as viruses are introduced to new areas or even as a
rezult of viruzes spreading from a particular area (Maver et al, 2017
An example of the latter is changes in land uze, which can in turn lead to
habitat fragmentation. Thiz iz reflected not only in the incidence and
abundance patterns of potential vector mosquitees (Zittra et al., 2017),
but also in interaction mechanisms between hostz, vectors and patho-
gens (Zohdy et al.,, 2019).

In thiz regard, it iz worth highlighting the recent reemergence of
yellow fever (YF) of unprecedented magnitude in Brazil in the last de-
cades. The outbreak that occurred in 2014 iz ztill active, with 2276
human cazes recorded to date and 2978 laboratory-confirmed epizootics
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(05, 2021, 2020, 2019), the probable cauze being human expansion
combined with environmental changes (FPozzaz er al, 2018).

Yellow fever iz an infectious dizease that iz endemic to tropical and
subtropical countries in Africa and South and Central America. It iz
caused by yellow fever wiruz (YFV), a member of the genus Flavivirus,
family Flaviviridae, which eireulates in the wild between non-human
primates (NHPz) and mesquitoez in family Culicidae, particularly
genus Hoemagogus in South and Central America and Aedes (subgenera
Diceromyia and Stegomyia) on the African continent (Chippaux and
Chippaux, 2013; Monath and Vasconcelos, 2015). There are estimated
to be 208,000 cases annually, and the severe form of the disease affects
78,000 people every year, the majority in Africa (Garske et al., 2004).

In Brazil, the sylvatic cycle of ¥F (in which humans are infected
sporadically when they enter forest areas) iz endemic to the Amazon
region; howewer, sylvatic YF zpreads through epizootic waves to the
Midwest, South and Southeast regions. The urban cycle of the dizeaze
(transmitted between humans by Aedes aegypti) has not been observed in
Brazil since the 1940z (Monath and Vazconcelos, 2015; Possasz et al.,
201E).

Recently, Abreu et al (2020), in a study carried out during the ree-
mergence of YFV in Southeast Brazil, did not find signz of spillover to
urban areaz. Meverthelezz, the zame rezearch group had previously
found that the wirnz had persizted in the zame region of the Atlantic
Forest for at least three consecutive wansmission periods (2016-2017,
2017-2018 and 2018-2019) without the need for it to be reintroduced.
The authors warned of a posszible scenario in which the dizeasze ree-
merged seasonally, mainly where Atlantic Forest fragments are cloze to
urban areas {Abrew et al., 2019).

Some recent studiez have shown the importance of forest edge den-
sity for YFV circulation and disperzal, most notably thoze by [lacqua
ecal (20210 and Pristet al. (2021) based on Atlantie Forest and Cerrado
fragments. The former found an increazed rizk of human cazez and
epizootics azsociated with vegetation cover thresholds of 30% - 709 and
forest edge density >80 m,/ha, while the latter found that the virus uses
mainly forest edge environments (< 100 m wide) at interfaces with
agricultural areas and highways for dispersal.

Landscape ecology iz a multidisciplinary field focused on under-
standing the spatial pattern and heterogeneity of the landzcape, az well
as itz characterization over time, changes that have occurred in the
landzcape and their canzes and consequences, which in turn providez
important information for management and policy-making (Hersperger
et al., 2021). The spatial hetercgeneity of landscapes iz a determining
factor for the dispersal partern of organiams (Pérez-Espona et al., 2008),
and one way of estimating landscape funectional connectivity iz by
constructing reziztance maps, which can be uzed to reprezent the re-
lationships between the flow of organizms and landscape characteristics
(Spear et al, 2010).

Uzing landscape functional connectivity, the prezent study therefore
sought to identify poszible aszociations between land uze characteristics
and YFV dizperzal patternz bazed on a case study of the temporal
dizplacement of epizootics in the state of 530 Paunlo in the year 2017,
during the last zylvatic outbreak (2016 - 2020). We tested the hypotheziz
that forest edgesz favor disperzal of the vimz whereaz Forest core areas
afford some degree of registance and that this factor, when considered
together with geographic distance between locations where epizootics
ocour, can better explain the temporal YFV dizpersal pattern through
Adantic Forest fragments as the events are temporally dependent.

2. Material and Methods
2 1. Charocterisation of the Study Area

The study area covers the first twenty municipalities affected by YFV
in 2017 in an area of the state of 530 Paulo, Brazil, where there was no
recommendation for vaccination. Some of the municipalities are in the
two main metropolitan regionsz of the state, which have an at-risk
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population of 15,023,398 according to an IBGE estimate (2021} (Fig. 1
and Table 51).

The state of S3c Paulo extends over 248,219 .43 km?® (24.8 million
ha) and haz an estimated population of 46,649,132, with a population
denzity of 166.25 inhabitants/km® (IBGE, 2021). In the last 30 Vears,
land use in the state has undergone far-reaching changes, an example
being the replacement of areas given over to pasture with plantations of
semi-perennial crops like sugarcane, mainly in order to zatsfy new
worldwide demand for biofuels. Modernization and the use of new
technigques have led to qualitative and quantitative changes in the new
arrangement of agricultoral and livestock farming land in the state
(Angelo and Ghobril, 2017). Gurrently, the spatial arrangement in the
state iz az follows: agricultural zector — 17,778,910 ha (71.6%); area
with vegetation— 5,577,114 ha (22.5%), of which 3.9 million ha iz made
up of Atlantic Forest and 163,574 ha of Cerrado; area without vegetation
— BB0,768 ha (3.54%); and water bodiez — 582,619 ha (2.34%) (Map-
Biomas, 2020; SOSMA, 2020).

2.2 Data on epizootics

During 2017, the state of S3o Paulo confirmed a total of 437 epizo-
otic events in NHP: according to data obtained from the Ministry of
Health (under the law on accezz to information, ref no.
25820004039202025). Because the records contain only the centroid of
the municipality where each event occurred, additional information was
requested from the Prof. Alexandre Vranjac Center for Epidemiologic
Surveillance (CVE) at the 530 Paulo State Department of Health. This
resulted in 45.3% (n=211) of the exact geographic coordinates of the
reports of epizootics being recovered. Subzequently, only those records
corresponding to the period after the wirus emerged in the municipality
of Ampare (13/3/2017) in the Campinas mesoregion (IBGE, 2016) and
those corresponding to the Metropolitan 53¢ Paulo and Macro Metro-
politan 530 Paulo mesoregions during 2017 were selected as a way of
investigating a possible relationship berween the temporal dizsplacement
of YFV and landzcape structure.

2.3 Network analysis

Metwork analyziz allows connection patterns (links) to be identified
bazed on units (nodes) that form a particular network and can therefore
reprezent the connectivity between the nodes that make up the network
(Opzahl et al., 2010). The technique can be used to develop a conceptual
maodel, making it zuitable for uze in a wide range of scientific flelds
(Ames et al, 2011; Martinez-Lopez et al, 2009). In the present study,
once the data had been obtained, a network was built in which the
geographic coordinatez of the first YF ewvent in each municipality
sampled were considered a node (n=20) and the connections to subse-
quent events were considered links (n=190). For example, the initial
event (in Amparo) was connected to 19 subsequent events (epizootics
that occurred in the study period and area om dates after the imitial
event), while event number 2 (in Monte Alegre do Sul) was connected to
18 subzequent events and so on. In our network model, we azzumed that
all the municipalities can be connected spatially to each other given that
the maximum distance between them iz 103 km and that mosquitoes can
cover long distances by passive dispersal (Verdonschot and Besse-lo-
totzkava, 2014]), in zome cazes az much az hundredz of kilometers
(Huestiz et al_, 2019).

Henee, by considering that each epizootic event could generate all
the other subzequent events, we were able to determine the temporal
dizplacement pattern of ¥FV in the study region asz a function of the
geographic distance between events and the resiztance aszociated with
land uze.

2.4, Resizstance Matrices

To understand how landzcape structure affeces dispersal of the virus,
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en/help/main/10. "/mdcx html).

resistance surface matrices were built using the Brazilian Foundation for tas-e-mapas/bases-cartograficas-continuas,/15759-brazil. html), 5) Non-
Sustainable Development (FBDS) land use map (https://www ibds.org. Forest Formation - Native bushy or herbaceous vegetation and 6)
br/). The FBDS base map has a total of six land use classes: 1) Forest Forestry - Eucalyptus sp. or Pinus sp. plantations. The map was created by
Formation - Tree vegetation native to the Atlantic Forest with a means of supervised classification based on RapidEye images from 2013
continuous canopy; 2) Water - Continuous water surface; 3) Human- (scale 1:10,000).

impacted Area - Areas without any native vegetation cover; 4) Built A total of seven surface resistance models were proposed, each of
Area - Areas with buildings (https://www.ibge gov.br/geociencias/car which represents a hypothesis about how land use can affect YFV

Table 1
Matricea and ponding resi values assigned to land use clasoes.
Matrices Landscape Use Class
Water  Agricultural Urban  Forest  Natural Forestry  Forest Forest Edge Forest Forest Forest
Non- Edge adjacent to Edge Edge Edge
Forest e P 1 © .
to Water to Urban Nataral to
Non- Forestry
Forest
Resistance Matrix 500 500 500 50 300 100 1 1 500 1 50
values 1
Matrix 500 500 500 100 300 100 1 1 500 1 50
2
Matrix 500 500 500 300 300 100 1 1 500 1 50
3
Matrix 500 500 500 50 300 100 1 1 1 1 1
4
Matrix 500 500 500 50 300 100 500 500 500 500 500
5
Matrix 500 500 500 100 300 100 1 1 1 1 1
&
Matrix 500 500 500 100 300 100 500 500 500 500 500
7
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propagation time in the study region (Table 1). Our premize was that
each type of land use, including edge areas and core areas, has different
permeability to YFY. The choice of permeability values was bazed on our
group's field experience and advice from YF specialistz, but in all
mafrices more permeable areaz had a low resistance (1), while lesz
permeable areas had a high resistanee (500). To identify the interfaces
berween the forest edges and all the other types of land uze, 150 m
buffers in both directions were created around the forest areas. Thiz
diztance was defined bazed on reports of He 7 leucocel 1, the
main zylvatic YFV wector in the Southeast of Brazil (Vasconceloz, 2010),
from our group's cellection efforts at the edges of Atlantic Forest frag-
ments. Theze showed that most of the individoalz (69%) had been
collected at distances of no more than 150 m within the forest (Wilk--
da-Silva B, unpublizhed data).

A new land use map was then created with forest edges and their
interfaces with all other land wses, and thiz waz used as the basiz to
create a resistance matrix. Resistance values (1 - 5000 were assigned to
each land uze clazz, where 1 correzponded to low rezistance and 500 to
high reszistance, in order to identify poszible influences on the
dizplacement pattern of YFV between the municipalities that recorded
epizootics in NHPz during the study period, when the virus was circu-
lating. In order to determine the temporal dizsplacement of YFV between
the areaz, a peer-to-peer diztance matrix made up of the differences in
dayz between the first records of epizootics in each municipality waz
built (Supplementary Material - Table £1).

A surface resistance matrix (Matrix 1, bazed on our research group’s
field experience and adwvice from YFV specialistz - the study working
hypotheziz) was constructed considering different permeabilities both
for the core land uze classes and for the contact surfaces between Forest
core areas and the respective adjacent land uze classes (forest edges), the
latter being more permeable than the former (Table 1), regardless of the
type of adjacent land use. A further two matrices (Matrices 2 and 3) were
prepared based on Matrix 1, and intermediate (100) and high (300)
resistance values were used for the Forest core class. Our premisze waz
based on the “dilution effect”, according to which the greater the species
richness, the lower the chance of hosts and wectors coming into contact
(Oztfeld and Keesing, 2000; Schmidt and Ostfeld, 2001). Hence, cir-
culation of YFV could face a certain degree of resistance.

Mext, the flow values obtained from the matrices were uzed with the
geographic distances benween the locationz of the epizootics (both
predictor wariables) and the difference in days obszerved between the
events (the response variable) to build generalized linear mixed (GLM)
models. After the GLM models with the best fit and empirical support
were chozen, four other surface rezistance matrices (Matrices 4, 5, 6 and
7} were built so as to azzign to the edge areas a value corresponding to
totally permeable (1) or resiztant (500, maximum value). The idea
behind this last value wasz that the forest edges would act as barriers to
circulation of YFV and therefore contradict our working hypothesiz
[Tahble 1).

25 Dara analysis

To understand how landzcape structure affects YFV dizperzal time,
flow valoes based on landscape connectivity were determined with
Circuitscape (Anantharaman et al., 2020) using the surface resistance
matrices as input. These values were then used in GLM meodels with
negative binomial errorz (log link function) constructed with the Ime4
(Batez et al, 2015), ImerTest (Kuznetsova et al, 2017) and bbmle
(Bolker et a., 2017) packages in the R computing environment.

The values in the matrix containing the differences in days between
the datez on which the epizootic was reported in each municipality were
used as the rezponse variable, and the flow values berween the sampled
locations and the gecgraphic distances (km) as the predictor variables.
The links (connections) between municipalities were included in the
maodels az a random effect (random variable). A model containing only
“geographic distance' as predictor variable waz uzed for the baze model
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as virus disperzal time iz directly influenced by the distance between the
areas. Seven models were subzequently built uzing the flow valuesz ob-
tained from the resiztance matrices az an added fixed effect to determine
whether thiz improved the distance model fit (Table 2Z). Finally, the
statistical significance of each of the fixed effect termsz in the model with
the best fit was determined. The information-theory approach based on
the Akaike information criterion (AIC) was applied to select the most
plauzible statistical models. The models with the smallest AIC were
conzidered the bezt, and AAIC <2 was adopted as the cutoff to select
models with more empirieal support. The strength of evidence in favor
of each model was evaluated using Akaike weightz (Burmham and
Anderzon, 2002).

All the analyziz was carried out with AreGIS 105 (httpa:/Swww.ar
cgiz.com/), Circuitzcape (Anantharaman et al, 2020) and R 35 (R
Development Core Team, 20019).

3. Resultz

The epizootic events included in the study (n=211) were zeparated
by on average 74 days and 29 km_ Of the models tested, the Distance +
Marmrix 2 had the best fit with the temporal virus disperzal partern bazed
on the 20 municipalities studied (greatest empirical support and
strength of evidence - AAIC = 0, Weight = 0.4423). Thiz model inclnded
an additive effect of geographic distance berween the locations where
the epizootice occurred and a resistance matrix in which the forest edges
were more or lezs permeable according to the adjacent land use together
with a Forest core area with intermediate reziztance. The model suggests
that both an increase in geographic distance and an increase in resis-
tance azzociated with land uee leads to an increase in the number of days
before the first YF report in the municipalitiez (Fig. 2). Matrix 2, which
was uzed in this model, iz based on the following resistance values:
maximum value (500} for Water, Agricultural and Urban core areas; a
high value (300} for Mon-Forest Formations; and an intermediate value
(100} for Forest and Forestry. Forest edges were assigned different
permeability values depending on the adjacent core land wze: 1 for forest
edges close to Water, Agricultural and MNon-Forest Formations; 500 for
edges adjacent to Urban; and 50 for edges adjacent to Forestry (Table 1,
Fig. 3b). Fig. 3a shows the map of flows obtained with matrix 2. More
intenze flows are thown in darker red. A greater predominance of flows
can be zeen in the northwestern part of the zmudy area.

The zecond model with the best fit (Distance + Matrix 1) differs from
the previous one only in terms of the resiztance of the Forest core areaz,
which iz lower (50) than in the first model (AAIC = 0.1, Weight =
0.4125), showing that thiz model is equally plausible. This indicates that
landzcapes with greater edge density as a result of forest fragmentation
facilitate YFV dizperzal and therefore contribute to circulation of the
wirmz when sylvatic ¥F reemerges in areas of the Atlantic Forest.

4. Dizcussion

The model that best explained the temporal partern of epizooties in
the study area was the one based on the resiztance matrix with more
permeable forest edges and intermediate resistance for the Forest core
areas az well as the geographic distance between the sampled locations
where epizootics had been reported. The resiztance matrix in thiz model
contained maximum resistance values for Water, Urban and Human-
impacted core areas; a high value for Non-Forest formation; and inter-
mediate values for Forest and Forestry. The areas that interfaced with
Forest and the other core areaz (forest edgez) had permeable values for
adjacent claszes Water, Agriculture and Mon-Forest formation; low
wvalues for the interface with Forestry; and maximum resiztance for
Urban.

Forest fragment: play an important role in the circulation and
maintenance of YFV by maintaining populationz of NHPs (Bicca--
Marques ec al., 2020), primary vectors (Hoemagogus janthinomys and Hg
leueocelaenus) (de Abreu et al, 2019) and other potential wvectors
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Table 2
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Models tested and their parameters (fixed effects) listed according to their degree of fit. A matrix of the differences in days for the firot report of ¥PV in the munic-

ipalities studied was used ao the response variable.
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Fig. 2. Relationship between the land use and thic di
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+ Matrix 2) and the matrix of the difference in days for the firot report

of ¥F in the municipalities atudied. The prediction here is based anly on the slopes of the Fxed effect tesms in the model.

(Cardoso et al, 2010; Couto-Lima et al, 2017; Gunha et al., 2020;
Moreno et al, 2011; Segura and Castro, 2007). In additicn, the pe-
ripheral areas of these fragments, or forest edges, help to maintain
population: of Hy leucocelzenus (becausze of itz ecological plasticity to
environments subjected to human disturbances) (Lopes, 1997; Silva and
Lozovei, 1999; Castro et al., 2010) and exhibit different distribution and
abundance patternz of other potential wector species (Wilk-da-Silva
et al, 2020). These spaces have been shown to facilitate it of

YFW (Friztet al, 2021) and to represent a risk for tranamission of sylvatic
YF (lacgua et al., 2021) in areas of the Atlantic Forest ([lacqua et al.,
2021; Prist et al, 2021).

However, our resultz suggest that these fragments exhibit different
responses depending on the adjacent area. For example, interfaces be-
‘tween forests and water surfaces exhibited permeability to the virus,
whereas interfacez between forestz and urban areas zhowed maximum

e values. Core areaz consisting of water surfaces are
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characterized by the presence of forest formations known as “gallery
forests", in which both the main YFV vectors (Haemagogus janthinontys
and Hg Lk 1 ) and species potentially associated with trans-
mission of this virus can be found (Lira-Vieira et al., 2013). In contrast,
the juxtaposition of urban areas and forests has a direct impact on the
compogition of the flora, leading to a reduction in its richness (Melliger
et al, 2018). This in turn is reflected in the patterns of mosquito
occurrence and abund as by the ab of Hg. leucocelaenus
in urban spaces (Montagner et al., 2018).

Although our results indicate different values for resistance to cir-
culation of YFV in the core areas, most of the areas, such as Water,
Agriculture and Urban, had maximum values. This would suggest that
the conditions needed fordispersalonFVmabsemandmanheym

y d to vector ecology. In the case of urban areas, the spatial
conﬂgurauonofdusemdnoresultm L of vegetation
in their midst, forming islands of vegetation in which sylvatic vectors
such as those of genus Haemagogus are absent or present in low abun-
dance (Medeiros-Sousa et al, 2017). This in turn corroborates the
probable absence of YFV circulating in urban centers (Monath and
Vasconcelos, 2015).

Areas given over to agriculture can become places where h

N

1fra

map (Matrix 2) bazed on land use and respective values attributed to each class. The map was created in ArcGis version 10.2 (hetp:

core areas (Forest and Forestry), the value for the former is in agreement
with the dilution effect, according to which the greater the species
richness, the less the chance of hosts and vectors of a particular pathogen
coming into contact (Ostfeld and Keesing, 2000; Schmidt. and Ostfeld,
2001). This highlights the importance of conserving these areas to
ensure the integrity of the landscape and avoid the risk of pathogen
spillover to human populations (Plowright et al.. 2021). At the same
time, xtslgnalstheneedforabemerundexstandmgofthe interdepen-
dence b humans, and the environment so that sufficient
information for mitigation can be g; d when 5'd
following the One Health approach (SBuregyeva et al, 2020). The
resistance value for Forestry may be related to the different responses of
mosquito species to the environment. For example, Young et al. (2021)
observed differences between mosquito communities along a gradient
extending from inside a palm plantation to inside a forest on the island of
Borneo. However, the same study failed to identify differences in the
bund, of Aedes alb the locations. Interestingly, in-
dividuals of this species found in the Atlantic Forest have been chown to
be susceptible to YFV infection (Couto-Lima et al., 2017).

The fact that forest edges were permeable to YFV, as suggested by the

and mosquitoes interact, particularly when one iders the p

p study, together with the possibility that the virus may persist in

of different mosquito communities (Zittra et al., 2017) associated with
human activities in these locations. An example of this is the seasonal
hiring for sugarcane hawmng an activity which despite making use of
new technol still h labor (Prizt et al, 2016). Never-

theless, ourﬂndmgsmgsestﬂntm!hespeﬂﬂc case of YFV areas such as
these may not favor dispersal of the virus.

With regard to the intermediate resistance values for the remaining

At forest fra for two or three seasonal periods after it is
introduced (Abreu et al | 2019), illustrates the epxdenuologlc role forest
fragments and corridors play in both dispersal and
virus.

ce of the

Currently, habitat fragmentation is one of the main causes of biodi-
wersity loss (Haddad et al.. 2015). Fragmented areas can also favor the
emergence and gence of infecti di in h pop-

ulations, primarily as a result of the exposure of humans to the




B. Wilk-do-Biva ot al.

pathogens in these areas. (Zohdy et al., 2019). The high degree of
fragmentation of native vegetation in the Atlantic Forest biome (Joly
eral, 2014) can lead to zpillover of ¥FV to human populations, causing
an increaze in prevalence az a result of the greater density of NHP=
{Mbora and McPeek, 2009) and changing pathogen-host dynamics in-
side the vegetation fragments (Zohdy et al., 20190

The YF outbreak in the Atlantic Forest had a major impact on public
health and tranzmission of the dizeaze and occurred becauze the virus
found a perfect scenario in which to expand itz geographic distribution.
Although the Atlantic Forest biome iz considered a biodiversity hotspot,
itz forest cover has been reduced to 28% of itz original extent and iz
highly fragmented {(Rezende et al., 2015). Habitat shrinkage haz been
shown to lead to a higher concentration of howler monkeyz, one of the
main YFV hostz in South America (Bicca-Margues et al, 2020). Forest
fragmentation can lead to a greater primate density, which ean in turn
canze YFV to become more prevalent (Mbora and McPeek, 2009).
Deforestation can therefore lead to forest patches in which primate hoses
are concentrated, favoring the vector mosqui (Hg. leucocel in
particular) and leading to ¥YFY spillover to humans.

Spillover events involving pathogens found in the wild, such as ¥YFV,
have increased two- to threefold in the last decade compared with 40
years earlier (Carroll et al., 2013; Morse et al, 2012). These events are
VEry common in tropical areaz becausze of the high species richness in
such areas and are usually associated with namral environments that
have been turned ower to agriculture and livestock breeding (Johnzon
et al, 2020). Generally, the species that manage to survive in these
environments are precizely those thar carry pathogens and are known to
be hosts and vectors of dizeages (Gibb et al., 2020).

Recently, we hawve zeen thiz happen with the Ebola (EBOV) epidemic
in Western Africa in 2014 (Pandey et al., 2014) and the YF epidemic in
Brazil in 2016 amd 2018 (Faria et al, 2018). The emergence of
SARE-CoV-2 (Guarner, 2020} in a tropical forest in Southeast Azia was
probably the result of a similar procezs.

The mechanizm underlying the (relemergence of viral infections of
zoonotic origin {e.g., EBOV, YFV, SARS-CoV-2) in human populations iz
linked to anthropogenic losz of biozphere integrity, ezpecially in tropical
forests (Dobzon et al, 2020). It is reazonable to surmize that theze
emergences may be aszociated with what we here call “viral start-up
microcosmoses”, which reprezent locations with the necessary charac-
reriztics for virus maintenance, transmission and geographic expansion.
Hence, an understanding of the patterns and procezzes that govern YFV
maintenance and dizplacement and give rize to these microcosmaoses iz
of fundamental importance in the implementation of more effective
prevention and control measures to reduce the risk of reurbanization of
thiz wiruz in Brazil and other South American countriez.

One of the main limitations of the present study may be related to the
area zampled zince it eovers only a small part of the Atantic Forest in the
state of 3ao Paulo and, consequently, does not represent the whole area
where transmizzion of YFV cccurs. Further stodies covering a larger area
should therefore be carried out.

5. Conclusion

Thiz study suggests that forest fragments (edge areas) are more
permeable to YFV, that Forest core areas offer intermediate resistance to
dizperzal of the viruz and that built-up areas offer greater reziztance. The
temporal pattern of YFV dizplacement between different municipalities
in the ztate of 530 Paulo can be better explained when landseape resis-
tance iz added to the effect of geographic distance.
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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 Sao Paulo, Brazil.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards:

The landscape’s structure can pllyarelem:ml&tn epldemic patterns of arboviruses, Influencing factors such as

mutytn arthropod vectors and vertebrate hosts, besides promoting al-

.J.H h

these organlsms. In the Amerlcas, yellow fever (YF)

Syhmiic yellow fever abundance, movement, and di
Hzemagogs leumcelsenns terations in the mie of p

Mnﬂyﬂmqﬂuﬂuyde, In which the virus circulates In sylvatic areas among non-human primates, being

transmitted by mosquitoes of the Haosmagogus and Sabethes genera. In this study, we Investigate some aspects of
the landscape in relation to diversity and abundance of culicld specles sssoclated with YF transmission. Studles
were performed In the Cantareira State Park, a remnant of the Atlantic Forest located In Greater Metropolitan
$80 Paulo, Brazll, where the YF vins clroulated recently with dozens of deaths In howler monkeys (Almeotto

in additien to reported human cases. Mosqult

| )

were carrled out monthly from February

guaribal,

2015 to Aprl 2017, memcdhm&mtmwwum battery-powered asplmtor (12-volt bat-
tery), CDC, and Shannon traps for adults, and suctlon samplers and entomological spoons in breeding sites o
collect Immature forma 703 mosquitoes belonging to 12 specles of the Asdinl and Sabethinl tribes were col-

lected. Aedes scapularis and Psomphora ferox exhibited higher abund

while Hoemagogue lacocelaenus, the

main vector of YF In 540 Pauls state, showed lower abundance In all sampled areas. The site with longer edge
between forest area and anthroplc area presented more richness and abundance of YF vector species, while the
site with larger forest cover area and shorter edges between forest and anthmophe areas exhibited an inverse
pattern. Statistically significant differences were observed between the composition of potental YF vector
specles among the Investigated sites. Although Hg lasocelreme occurred In all sampled sites, the different

patterns of distribution and als

dance of other mosquitoes such as Asdes scapularis and Psorgphora ferox suggest

that these specles may be involved in the transmission of sylvatk YF in the study area.

1. Introduction

Yellow fever (YF) is an endemic infectious disease in tropical and

| countries in Africa and South Amerjca. Estimated annual

burden is about 208,000 cases, and the severe form can affect 78,000

people, with most cases oceurring in Africa (Garshe et al, 2014). The

etidlogical agent of YF is the yellow fever virus (YFV) of the Flavivirus

genus (Flaviviridee family), mainly transmitted by mosquitoes of the

Haemagogus and Aedes genera in South America and Africa, respec
tively (Monath and Vasconcelos, 2015).

Regions of West, East, and Central Africa still experience YF
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E-mall address: ramonwllkiinsp br (R Wilk-da-Slva)
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outhreaks involving the urban transmission eycle, where YFV is trans-
mitted between humans by Aedes (Stegomyia) aegypti mosquitoes. In
addition, an intermediate (rural) and a sylvatic transmission cycle of
YFV havealso been observed in these areas, including various species of
Aedes mosquitoes and bumans and non-human primates (NHPs). In
South and Central America, YF only oceurs in the sylvatic cyde, where
humans are infected accidentally by sylvatic mosquitoes in forest areas
(Monath and Vasconcelos, 2015),

Changes in landscape patterns by anthropic activities can play a
significant role in the modification of epidemic patterns of infectious
diseases, mainly affecting the abundance and movement of arthrapod
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wectors and vertebrate hosts, besides promoting changes in the contact
rates among these organisms (Lambin et al., 2010) Such landscape
alterations involve the suppression and fragmentation of natural vege-
tation, leading to loss of local biodiversity (Haddad et al., 2015). Ad-
ditionally, this scenario can drive an elevation in mosquito populations,
including some disease vectors (Worris, 2004), given the changes in
abiotic (microdimatic) (Clements, 1992) and biotic factors (competi-
tion and predation levels) (Tsurim et al,, 2013; Freed et al., 2014), both
directly associated with the mosquitoes’ development cycle. Further-
more, environmental changes can promote an increase in availability of
blood sources, such ashumans and other vertebrates, contributing to an
increase in the abundance of some mosquito species, as observed with
Hoemagogus {Conopostegus) leucoceloenus in South and Southeast Brazil
during the YF outbreak in 2008 and 2009 (Gomes et al, 2010} In
addition, environmental changes have been suggested as key processes
in the rapid spread of YF in recent outbreaks in Brazil (Possas et al,
2018), with 778 confirmed cases (262 deaths) from 2016 to 2017 and
1376 cases (483 deaths) from 2017 to 2018 (MS, 2018).

The last sylvatic YF outbreak In S50 Paulo State started in 2016 with
two human cases confirmed in the northwest region of the State, fol-
lowing 293 epizootic events in NHPs. In early 2017, YFV struck a region
with no prior recommendation of vaccination, However, prompt action
by health services with ring vaccination avoided many YF cases until
December that year, when the outbreak underwent rapid expansion.
The record number of epizootic events persisted throughout the year
2017, reducing in cold months, and the YFV dispersal proceeded
southward towards Greater Metropalitan Sao Paulo (GMSP), with about
21 million inhabitants (Emplasa, 2018). In October 2017, the first cases
of YF were recorded in GMSP, following an epizootic outbreak in NHP
in Alberto Lifgren State Park (ALSP), located in the city of Sao Paulo.
About four months later, the first sutochthonous human case was re-
ported in a resident in the vicinity of the Cantareira State Park (CSP)
(SES-SP, 2019).

The dispersal pattern of YFV in 530 Paulo state indicates the
northern area of S50 Paulo dity as the probable route of the virus' in-
troduction in the city (Fioravanti, 2018). This area is characterized by
remnants of Atlantic Forest, including one of the warld's largest urban
forests (CSP), formerly home to one of the largest populations of howler
maonkeys (Alouatin guariba clamitans), in addition to Callicebus nigrifons,
Sapajus nigritus, and Callithrix (Trevelin et al., 2007). The introduction
of YFV was later confirmed after the emergence of a YF epizootic, which
quickly decimated the local howler monkey population in ALSP and
CSP (SMA, 2018). Previously, in 2016, our research group had already
wummofmmmmmusmﬁm

uitoes, potential YF vectors, in a survey of mosquito biodiversity
(Dtptm Culicidae) in CSP (Mucei et al., 2016). At the time, we issued
an alert that this area was the probable route for YFV introduction in
the city of Sao Paulo,

Given the importance of the Cantareira State Park as one of the
main routes for YFV introduction in the city of So Paulo, the current
study focused on key aspects of the landscape in different areas of the
CSP in relation to biodiversity patterns and abundance of Hg. leucoce-
laerus, as well as other potential YF vectors.

2. Material and methods
2.1. Charucterization of study aren

Cantareira State Park (CSP) is located in the core zone of the Green
Belt Biosphere Reserve in the city of 530 Paulo, covering parts of four
municipalities in Greater Metropolitan S0 Paulo (Sdo0 Paulo,
Mairipora, Cajeiras, and Guarulhas), and has 7916.52 hectares of total
area with a 90.5-km perimeter (SMA, 2009). The local climate is me-
sothermal and humid with wet summers and dry winters, with average
annual precipitation of 1322 mm (Cwa of the Kippen-Geiger system)
(Kottek et al, 2006), where some aress present remarkable
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microclimatic modulation according to topography, forest cover, wind,
and pollutant dispersion. The natural vegetation of CSP is characterized
by dense montane ombrophilous forest associated with plateau semi-
deciduous forest elements. The vegetation presents several stages of
regeneration, with a predominance of intermediate stages and a few
significant patches with advanced and climax stages (ShA, 2009). Re-
lated to the biodiversity of vertebrate species, the CSP presents: 97
species of mammals; 233 species of birds; 28 species of amphibians; 20
spedies of reptiles, and 10 species of fishes (SMA, 2009),

Three areas were selected for entomological collections, with dif
ferences in proportion of forest cover, degree of conservation and an-
trophic use inside and around the CSP (urban spaces, gated commu-
nities, and recreational clubs). The Bica Trail (23°27.2375,
46'33.089'W) is located in the southern partof the CSP and presents the
highest degree of changes in vegetation, being situated on the edge of a
tramsition with a consolidated urban area. This trail is about 1400 m
long, with an average altitude of 750 m, and is the place where park
visitors usually go hiking. The park’s administrative area (23°27.0625,
46'38.143W) exhibits an intermediate degree of changes in vegetation.
It is located at a higher altitude than the Bica Trail (average height
900 m) and consists of a space with daily cireulation of employees, with
fewer wvisitors, The area features artifidal lakes, and its vegetation is
regenerated, with epiphytes and lianas, in addition to open and built
areas. The Pinheirinho Trail (23°24.624'5, 46°37.205'W) exhibits fewer
changes to the vegetation. The trail is about 4000 m long and islocated
at an average altitude of 1100 m. This area features natural streams,
preserved forest (25-30 m of canopy) with underwood elements, and
abundant epiphytes and lianas; visitation is intense, especially on
weekends. The space is characterized by the presence of upscale gated
communities (SMA, 2009) (Fig. 1)

2.2, Collection of specimens

Manthly collections of mosquitces were perfarmed from February
2015 to April 2017 (collection license number 447403, Ministry of the
Environment of Brazil). The adult collections were both diurnal and
nocturnal. Diurnal collections were performed from Movember 2015 to
April 2007 with CDC light traps using €02 bait at each sampling point
(one in level of ground —about 1.5 m —and another in level of canopy)
(Fig. 2a and b) and an operating period from 1400 h to 18:00 b, in
addition to use of a battery-powered aspirator (12-valt battery) for
20 min. Nocturnal collections were performed from Felruary 2015 to
April 2017 using CDC traps with CO2 bait installed in the same sam-
pling points of the diumnal collections and the operating period from
1800 h to 06:00 h. Besides this technique, Shannon's traps were em-
ployed to collect mosquitoes for two hours beginning at twilight
(Fig. 2c). Collections of immature forms were performed from February
2015 to April 2017 (between 0800 h and 14:00 h), and specimens were
obtained through suction samplers used in tree holes and exposed
bamboo internodes, besides entomological spons in puddles and arti-
ficial breeding sites. Both adult and immature forms were captured
once a month, from 08:00 h to 06:00 b, totalizing approximately 20
days of collection effart.

2.3. Descriptors of the landscape

A buffer of 500 m around the sampling points was determined to
calculate the landscape metrics. Each point was georeferenced and
plotted on the map of Atlantic Forest biome remmants in the city of Sao
Paulo (a 1:50,000-scale orthophoto mosaic, available at hitp:/ /mapas.
sosma.org br/dadas/) (Figs. 1 and 3). Classification of elements in the
landscape was based on the CSP management plan (SMA, 2009) and
aerial maps (https://wwenw. bing com /maps). Landscape elements were
classified as: forest area with intermediate and high degrees of con-
servation (FA); consolidated wban area (CUA), anthropic area asso-
ciated with forest area (AAF); lake areas (LA); the edge between FA and
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Pig. 1. Location of sampled areas (n Cantareira State Park (red outline) and their landscapes in a 500-m radius around each collection point; plant cover s
highlighted in light green, while urban areas are dotted. The map was constructed using QGIS v2.18.17 (http:/ /www.ggls.org).

CUA; and the edge between FA and AAF (Table 2). All analyses were
performed with QGIS 218 (http://www.qgis.org) and Fragstats 4.2
(https://www.umass edu/landeco/research/fragstats/documents/
fragstats_documents.html), The landscape classification and quantifi-
cation were later used to compare abundance, richness, and compasi-
tion patterns of the mosquitoes potentially associated with YF trans-
mission in the sampled areas. The study defined potential YFV vectors
as the species reparted by Mucci et al. (2016) in the same locations.

2.4. Statistical analysis

To investigate differences between the composition of YFV vectors
presented at each site was used a permutational multivariate analysis of
variance based on Bray-Curtis dissimilarity indices matrix.
(Anderson, 2001; Bray and Curtis, 1957). This analysis allows fitting a
linear model by partitioning distance matrices among sources of var-
iation and can be used to test if two or more sites have similar species
compaosition. The significance test was performed using F-tests obtained

from 1000 permutations. In addition, a similarity percentage analysis
(SIMPER) based on the decomposition of Bray-Curtis dissimilarity index
(Clarke, 1993) was used to determine the contribution of individual
species to the overall dissimilarity between investigated sites. Statistical
analyses were conducted with the R software, version 3.5
(R Development Core Team, 2019) using the vegan package
(Oksanen et al., 2019).

3. Results

Considering only the Aedini and Sabethini tribes, 703 mosquitoes
were collected, belonging to 12 species. Of this total, Aedes scapularis
and Psorophora ferox were the most abundant species, while
Haemagogus leucocelaenus, the main vector of sylvatic YF in Sdo Paulo
state, was present in all sampled areas, but it was less abundant. The
mosquito species considered the main vector of Yellow Fever Virus in
Brazil, Haemagogus janthinomys/capricornii, was not observed in this
study. In relation to species of genus Sabethes at least three were

Fig. 2. Types of traps used In the collection of mosquitoes. a — CDC light trap in level at canopy; b — CDC light trap at Jevel ground and ¢ — Shannon trap.
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Tahble 1
Number of adult specimens, Immature forms, and richness by sampled area.

Species Code Collecion area Tatal number of specimens

A Bica Trail Pinhsirinho Trail

DA NA I DA NA I DA NA I TA s
Ardes fhodmiilic spl 1 4 L] 8 F L] 0 E 0 % o
Aedes cropulanis sp2 L] 44 L] 7 154 o 1 a3 o 1|9 L
Ardes sorabs sp3 1] 1 L] o o L1} 2 1 o 4 LU
Andes wrrens spd 1] 14 L] 4 1m L1} 7 16 o 52 L
Aeies aegypti =gl L L L o 1 2 0 L] - 1 57
Acles allbopic bus spb o 4 a L] 1 L L 4 E -3 a9
Harmagoges beum celormes spr 1 z 1 [i] 4 a [i] 3 5 b il (7]
P areplhor feroe sp8 [ 3 [ 3 s 0 61 24 3 a3 3
Sabrifies undas, fabrid fignotus sp? 1] 1] 1] 1 o L1} 1 1 o 3 L]
Sabeth e purpurens spld 1 1 1] 1 o L] 5 10 E 1a 3
Sabethe melanomymphe spll o o o L L Q 1 L L 1 L
Sabethe =p spll o o o L L L L 1 L 1 L
Tatal 3 75 9 32 207 an ™ 146 123 541 162
Number of species richnes a 9 12

DA — Diurnal Adults; NA — Nocturnal Adults; [ - Immature Forms, TA — Total Adults and T1 — Total Immature Forms.

detected, with Sabethes purpures as the most frequent (Table 1).

Among the species collected during the diurnal period, Psorophora
Jferox was the most abundant, with 64 specimens (56.6%) out of 113
individuals, representing approximately 80% of the total individuals
callected in the Pinheirinho Trail and 9% in the Bica Trail (Fig. 4b).
Concerning the nocturnal period, Aedes scapulanis was the most abun-
dant species, with 281 specimens (65.6%) out of 428 individuals, re-
presenting approximately 74% of the total individuals collected in the
Bica Trail, 59% in Administration Sector and 56% in the Picherinho
Trail (Fig. 4a). As for immature forms, Hg leucocelnenus, Ae aegypt,
and Ae. albopicts were collected in larger numbers, with 60, 57, and 39
individuals, respectively (Table 1), Immature forms of Hg. leucocelnenus
were found in tree holes and exposed bamboo internodes. While Ae.
oegypti and Ae. albopictus specimens were found predominantly in ar-
tificial breeding sites, some individuals were collected in epiphytic
bromeliads and exposed bamboo internodes.

The area with the highest proportion of forest cover and highest
degree of conservation, Pinheirinho Trail, exhibited greater species
richness and abundance in the diurnal collections of adult mosquitoes,

with a predominance of Ps. ferox. In the same area, immatures forms
were collected in larger numbers, with a predominance of Hg. leucoce-
loenus, Ae oegypti, and Ae albopictus (Table 1). Concerning nocturnal
caollections, the largest abundance of adult mosquitoes was observed
along the Bica Trail, the area with the lowest proportion of forest cover
and lowest degree of conservation (Fig. 4€). All sampled areas had a
predominance of Ae scapularis during the nocturnal collections (Fig. 4e,
¢ and f). The species H. leucocelnenus was also observed in all sampled
areas during the nocturnal collections, of which three specimens were
collected in crepuscular time (between 18:00 h and 19:00 h) in
Shannon trap, while other six specimens were collected by CDC's raps
throughout the night (Table 1),

As shown in Table 2, Pinheirinho Trail, the area with the greatest
richness (12 species) and abundance of potential sylvatic YF vectars
(347 individuals), exhibited the langest edge between forest area and
anthropic area associated with forest (Edge AF x AAF) (5948 m of
length), in addition to no edge between forest area and consolidated
urban area (Bdge AF X CUA). Mearwhile, the sampled area located in
the park's administrative facilities, where we observed the lowest
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Fig. 4. Proportion of specles dominance based on the three sampled areas In the Cantareira State Park. Nocturnal collectlons: a, ¢, e and g Cantarelra State Park,
Pinhelrinho Trall, Blea Trall and Administration, respectively. Diurnal collections b, d and f, Cantareira State Park, Pinhelrinho Trall and Biea Trall, respectively. spl
- Aedes fhnviailly sp2 - Aedes scapudaniy spd - Aedes serraes; spd - Aedes terreng sp5 - Aedes aegyptl spb - Aedes albgplens; sp7 - Hoemagogus lewcocelgenus; spl -
Psarophon ferax; spQ - Sobedes umdosws, fobel/lgnons; spl0 - Sohethes purpwrenes spll - Sabethes melanomymphe, spl2 - Sabethes sp. The park's ad minlstrative area was
removed of analysls of diurnal collectlons, due to lts low sampling (only three during the entire perlod).

Tahla 2

Landscape metrics in a buffer of 500 m from the central polnt n each sampled
area. FA. Forest area with Intermediary and advanced degrees of plant con-
servation; CUA — Comnsolldated wrban area, AAF - Anthrople area asoclated
with forest area (bullt and recreatlonal areas Inside the park and high-rise
apartment complex). LA — Lake areas, Edge FA x CUA - Edge length between
forest area and consolldated urban area and Edge FA x AAF - Edge length be-
tween forest area and anthrople area assoclated with forest area.

Collection ares FA CUA AAF L& Edge FA x Edge FA x
CUA AAF
m) (@) @) (@) (m) {m)
ADM 74124 10729 610 1041 1730 1310
BICA 60479 28371 £ 17,890 2014 4305
PINH 64260 0 LS 0 1] 5548

richness (8 species) and abundance (87 individuals), has a shorter edge
between forest area and anthropic area assodated with forest (1310 m
of length).

The permutational multivariate analysis of variance to adult mos-
quitoes collected during the diurnal period showed a statistically sig-
nificant difference (F = 4.665% p = 0.001) in species composition
between the investigated environments. In relation to adult mosquitoes
callected during the nocturnal period, a statistically significant differ-
ence (F = 1,9907; p = 0.026) species composition between sites was

Tahle 3

Permutational multivariate analysk of varlance based on Bray-Curtls dissim-
llarity indices matrix. The significance test was performed wing F-tests based
on sequential sums of squares from 1000 permutations of the raw data.

Dinermal collections {adult masguitoes)

degress of sms af me=an F Reguored pvaluz
freedam seuaT e seuaTes
Sites 1 La7ad La7ad 46659 02059 0001
Residualz 18 5703 03168 0.7941
Tatal 19 71816 1
Noctumal colledions {adult mosguitoes)
degres of sums of me=n F Raguored pwvaluz
freedam ] T 5] TS
Sites 2 14052 07026 L9907 00797 0026
Residuals 46 162345 03529 09203
Tartal 48 17,6358 1
Tatal asdults and immatures
degress of sums of me=an F Reguored pvaluz
fresdam o] AT ] AT
Sites 2 L&aas 08443 iFa7 00838 0002
Residualz 52 18.472 03552 09162
Tatal 54 21606 1
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Table 4
Analysts of similarity p ge (SIMPER) showing the contribution of different mosquito specles to the overall Bray-Curtls dissimilarity index. For each pair of
compared sltes are presented the four most Important specles.
Companed e Species A o overall ity Comuistive contribotion (%)
(decompesition of Bray-Cortis index)
Pinheiricho Trad and Bica Trad ferax 0338 0368
Ardes scopuianis 0138 0518
Arde albopicss 0136 0668
Arde flanviasilic 0106 0781
Pinheiricho Trad and Bica Tradl (nociomal colledtions)  Aedes scapadarnis 029y 0338
Proraphara ferax 0138 0498
Ards torems 0112 0623
Arde flaviailis 0105 0743
Trail and A ation (noctormsl Arde coapuianis 0294 oasy
collsctions) Ards terens 0158 0546
Peoarnphors fanr 0145 ors
Sobeihes purpures 0076 0816
Bica Tradl and A Ards 0362 0443
Ards torems 0138 62l
Arde flaniasilic 0113 0762
A albopicars 0091 0878
Pinheiricho Trai and Bica Tradl (total adults and Arde coapaidaris 0218 0242
immatres) Prorophara feax 0139 0399
Hamagogus laocdmmus 0128 D542
Arde aggyp o1 0668
P Trall and A afion (botal adolts and = Aeds soopuianis 019 0216
immaitur es) Psarophora foax 0156 0393
Hammagogus [surncdamuc (0.130 0541
Arde albopicss 0102 0657
Bira Trail and Administration (total adolis and Arde st 0302 0380
immator es) Arde albapicis o1 0530
Arde flaviailis 0105 0653
Ards torems 0104 0784

observed. Considering the total of adult and immature mosquitoes a
statistically significant difference (F = 2.3767; p = 0.002) in species
composition between sites was also observed (Table 3), The SIMPER
analysis points out that Ae scapularis and Ps. ferox were the species that
most contributed to the differences found in species composition based
on the Bray-Curtis dissimilarity index (Table 4).

4, Discussion

The main vector of sylvatic YFV, Hg leucoceloenus, was found in low
abundance throughout the study period. Peak biting activity in this
species tends to occur between 10:00 h and 15:00 h; however, almost
all adult specimens of this mosquito collected in the current study were
obtained from traps set at night, indicating an uncommon pattern for
these mosquitoes. The occurrence of this species in all sampled areas
indicates that differences found between site landscape metries used in
this study probably did not influence the species” occurrence,

Sobethes genus tends to be foind more often in preserved forest
areas (Dorvillé, 1995}, The Pinherinho Trail, characterized as the most
preserved forest area in this study, apparently provides wider micro-
habitat variability and availability for this group, which influenced the
number of observed species from this genus.

Among the most abundant species, Pz ferox eshibited higher
abundance associated with areas with longer edges between forest areas
and anthropic areas, in the vicinity of gated communities located inside
the CSP, while Ae. scapuloris was more abundant in areas with longer
edges between forest areas and consolidated urban areas. Our data thus
suggest a possible adaptive advantage for this species as a function of
the edge effect. However, Ps. ferox apparently experiences lower suc
cess in areas with higher contrast of the landscape, when compared to
Ae scapularis. The fact that both species have been found naturally
infected with YFV in Southeast Brazil (Moreno et al, 20115 Abreu et al.,
2019) and the apparent pattern of abundance associated with edge
length obgerved in this study suggest an eco-epidemiological scenario in
which Ps. ferox and Ae scopularis may be acting to spread YFV between

forest fragments. As demonstrated, mosquitoes have a flight range of
25 m—6 km (Verdonschot and Besse-Lototshaya, 2014), A longer fight
range, in addition to this species’ abundance pattern, might constitute a
relevant factor in the dynamies of YFV spread, with an estimated dis-
placement of four kilometres a day (Fioravante, 2018).

Concerning other species in this study, the observed variations in
abundance between sampled aress suggest a possible response pattern
influenced by intrinsic characteristics related to the species’ ecdlogy. In
this sense, although less modified natural areas tend to have a high
number of sylvatic YF vectars, their abundance and presence depend on
how their populations respond to differences in emwironmental dis-
turbances, Therefore, our data suggest and reinforce the relevance of
knowledge and monitoring of abundance, richness, and composition of
mosquito species invalved in the transmission of sylvatic YF, as support
for decision-making in prevention and control programs.

The increase in species diversity of mosquitoes related to increases
in forest cover proportions and degrees of conservation in the sampled
areas can be associated with greater variety and availability of natural
breeding sites and food sources; on the other hand, smaller and more
disturbed fragments are subject to reduced availability and variety of
natural larval habitats (Loaiza et al, 2017; Medeiros-Sousa et al,
2007)

In relation to species dominance during nocturnal collections, Ae.
scapularis ocourred in large numbers throughout the study and ex-
hibited high abundance in all sampled areas. lis presence in diverse
areas has been observed in previous studies, evidencing its wide in-
cidence both in sylvatic areas and around human dwellings
(Forattini et al., 2000; Guimaries et al., 2000).

Psorophora ferox was the predominant species diring the diumal
caollections. Although this species accounted for about 80% of the total
diurnal adult mosquitoes collected along the Pinheirinho Trail, the area
with the most preserved forest area in the CSP, it did not show similar
abuindance on the Bica Trail, the area with the least forest cover and
conservation. Psorophora ferox has been observed in dense forest areas
(Guimardes et al., 2000) and gallery forests, or vegetation formed along
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rivers (Lira-Vieira et al, 2013), usually found in larger quantities in
low-vegetation strata and with females that do not show a predilection
for specific blood sources, biting humans and other vertetrates ac-
ecarding to their availability (Forattini, 2002; Lira-Vieira et al, 2013}

To date, Ae aegypti is the only proven domiciled species responsible
for transmitting YFV in urban areas in South America (Klitting et al,
2018). In our study, this species was found unexpectedly in both dis-
turbed and intact forest areas. Although the Pinheirinho Trail was the
sampled area with the highest degree of conservation, all the collected
specimens in our study were found in artificial breeding sites (bottles,
cans, and bowls with stored water) localized at the beginning of the
trail, near residential areas, as well as along a roadway with consider-
able pedestrian and vehicle traffic. This observation reinforces the as-
sociation of Ae aggypti with the presence and proximity of humans.

Aedes albopictus was one of the most frequently collected species in
immature forms and was also observed in its adult form in all sampled
areas, although with low numbers. This species displays wide dis-
tribtion, occurring in both rural and whan areas, and has been found
in a wide variety of natural and artificial breeding sites (Higa, 2011}. In
addition, Ae albopictus populations in Rio de Janeiro, Brazil, located in
the Atlantic Forest, areas with recent YFV circulation, were shown to be
highly competent in transmitting this virus in laboratory tests (Couto-
Lima et al., 2017}

In the present study, Hg. leucocelnenus, the main vector of sylvatic
YFin the South of Brazil (Vasconcelos, 2010} oecurred in all sampled
areas. The results thus corroborate previous studies (Lopes, 1997;
Silva and Lozovel, 1999 Gomes et al, 2010), suggesting the species”
ecalogical plasticity in disturbed areas, with its specimens found in
Atlantic Forest fragments with different degrees of comservation and
surrounding land use (Alencar et al., 2016). Concerning its contribution
to the dreulation and maintenance of YFV in the sampled areas, and
considering both total collected specimens and recent YFV activity in
the Cantareira State Park, evidenced by high mortality of NHPs with
some 144 deaths in the region including the CSP (SES-SP, 2019), our
data suggest that this vector alone is not able to sustain local YFV
transmission. In this sense, we hypothesize the invalvement of other
culicids in YFV transmission in CSP, such as Ae. scopularis and Ps. ferox,
which showed high abundance in this study.

5. Conclusion

The observed differences in patterns of distribution and abundance
of culicids in the present study suggest that besides mosquitos of
Haemagogus and Sabeth species from other genera such as Ae.
mpﬂw#ammﬁmmmnmwhmammm&
yellow fever virus in sylvatic areas. Furthermore, it was observed that
uzmnwﬁuoncfm@ﬂauymwmmwddewiu:diﬁumt

landscape compositions and configurations. The alarming number of
epizootics recorded in the Cantareira State Park, besides evidence of the
wide circulation of YFV in the last YF outbreak, reinforces the im-
portance of stidies on mosquito fauna associated with the transmission
of pathogens along with elements of the landscape associated with
vector richness, composition, and abundance, Additionally, studies fo-
clising on natural infectivity and vector capacity are necessary to better
understand the role of these potential vectors in the dynamics of YFV
cireulation.
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ANEXO 3. Configuracao da paisagem obtida por meio de buffers de 5.700 metros, ao redor dos pontos de coleta, baseados na distancia maxima de dispersao
da espécie Haemagogus leucocelaenus (Causey et al., 1950).



