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And, God, tell us the reason 

Youth is wasted on the young 

It's hunting season and the lambs are on the run 

Searching for meaning 

But are we all lost stars 

Trying to light up the dark? 

 

Who are we? 

Just a speck of dust within the galaxy 

Woe is me 

If we're not careful turns into reality… 

 

Gregg Alexander 

 

 
 
 



Resumo 
 
Petersen VAR. Polimorfismos em Aedes scapularis: Caracterização genética e 
morfológica de um dos vetores de filárias e arbovírus. [Tese (Doutorado em 

Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo; 2017. 
 

 A presente tese compreende 2 capítulos, dedicados à investigação de 
complexo de espécie e polimorfismo em Aedes scapularis. Como 
complementação das atividades acadêmicas, apresento na sessão anexo 
desta tese, 3 artigos científicos de minha autoria acerca do tema “culicídeos”. 

 No Capítulo 1 realizamos análises de complexo de espécies e 
polimorfismo molecular em Aedes scapularis, com espécimes da Mata 
Atlântica, Caatinga e Mata Amazônica e utilizamos como marcadores 
biológicos: gene Citocromo Oxidase Subunidade I (COI), DNA mitocondrial 
completo e Morfometria Geométrica alar (MG). Algumas amostras biológicas 
analisadas em trabalhos anteriores (de minha autoria ou alheios) tiveram de ser 
revisitadas nesta tese, porém em contexto mais abrangente. Encontramos um 
alto polimorfismo evidenciado por todos os marcadores populacionais nos 
mosquitos dos diferentes biomas estudados e diferentes níveis de estruturação 
populacional de acordo com o marcador empregado. Não foi possível observar 
estruturação populacional na análise do gene COI, uma leve estruturação 
populacional foi observada na MG da asa e uma alta estruturação populacional 
foi observada na análise filogenética dos genes mitocondriais codificadores de 
proteínas. Neste capítulo foi concluído que possivelmente Aedes scapularis 
não consiste de um complexo de espécies. 

No Capítulo 2 foi desenvolvido um resumo técnico dos procedimentos 
utilizados na análise e montagem de 37 genes do DNA mitocondrial de 
indivíduos da espécie Aedes scapularis para estudo de investigação de 
complexo de espécie e polimorfismo neste mosquito realizado no Capítulo 1. 
Foi possível montar os genes mitocondriais de 19 indivíduos, utilizando os 
programas “Mimicking Intelligent Read Assembly” e algoritmo “Mitochondrial 
Baiting and Iterative Assembly”. Foram encontrados 6 mosquitos fêmeas na 
qual foi amplificado o seu DNA e do mamífero picado, contudo foi possível 
realizar “filtragem” do DNA do mosquito em relação ao do vertebrado . 

Analisando a tese em conjunto, obtivemos duas conclusões principais: 
1) a espécie Aedes scapularis é genética e morfologicamente polimórfica em 
todos os ambientes estudados, 2) Não encontramos evidência de complexo de 
espécies neste mosquito, e então acreditamos que a espécie Aedes scapularis 
é uma única entidade taxonômica. 

 
Palavras-chave: Aedes scapularis. DNA mitocondrial completo. COI.  
Morfometria geométrica. Polimorfismo. Complexo de espécies. 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 
 
Petersen VAR. Polymorphisms in Aedes scapularis: Genetic and morphological 
characterization of one filaria and arbovirus vector. [Ph. D. thesis 
(Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo; 2017. 

. 
 

The present thesis comprises 2 chapters we dedicated to the 
investigation of species complex and polymorphism in Aedes scapularis. As a 
complement to the academic activities, I show in the attached section of this 
thesis, 3 scientific papers of my authorship on the theme "Culicidae".  

 In Chapter 1 we realized analysis of species complex and molecular 
polymorphism in Aedes scapularis, with specimens of the Atlantic Forest, 
Caatinga (Xerophytic sparse tropical scrub) and Amazonian Forest and using 
the biological markers: Cytochrome Oxidase Subunit I gene (COI), Whole 
mitochondrial DNA and Wing Geometric Morphometric (GM). Some biological 
samples analyzed in previous works (of mine or others) were reanalyzed in this 
thesis, but in a broader context. We found a high polymorphism evidenced in all 
the population markers in the mosquitoes of the different biomes studied and 
different levels of population structure according to marker used. It was not 
possible to observe population structure in the analysis of the COI gene, a 
weakly population structuring was observed in wing GM, and a high population 
structure was observed in the phylogenetic analysis of protein coding 
mitochondrial genes. In this chapter we concluded that probably does not occur 
species complex in Aedes scapularis. 

In Chapter 2 a technical summary of the procedures were used in the 
analysis and assembly of 37 mitochondrial DNA genes of Aedes scapularis to 
study the species complex and polymorphism in this mosquito realized in 
Chapter 1. It was possible to assemble the mitochondrial genes from 19 
individuals using the "Mimicking Intelligent Read Assembly" software and 
“Mitochondrial Baiting and Iterative Assembly" program. Were found 6 female 
mosquitoes in which their DNA and the mammalian DNA were amplified, 
however, it was possible to "filter" the mosquito DNA in relation to the 
vertebrate. 

Analyzing the thesis, we obtained two main conclusions: 1) The Aedes 
scapularis species is genetically and morphologically polymorphic in all the 
studied environments. 2) We not found evidence of a species complex in this 
mosquito, then we believe that the species Aedes scapularis, It is a single 
taxonomic entity. 
  
Keywords: Whole mitochondrial DNA. COI. Geometric morphometrics. 
Polymorphism. Species complex. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
1.1 Aspectos gerais da tese 
 

A presente tese está composta de 2 capítulos e foi desenvolvida dentro 
das normas descritas no Manual Vancouver (Parte IV), sugerido por este 
Programa de Pós-Graduação no item XII.2.2 presente no Novo Regulamento 
do Programa de Pós-Graduação para matriculados a partir de 12/04/2014. 
 
1.2 Questão nomenclatural da espécie Aedes scapularis (Ochlerotatus 

scapularis) 
 

Atualmente ocorre uma ampla instabilidade na taxonomia de culicídeos, 
pois novas ferramentas permitem novas perspectivas de estudo, o uso de 
técnicas tais como análises filogenéticas podem melhorar a tomada de 
decisões em classificações taxonômicas. Esta instabilidade taxonômica ocorre 
com vários culicídeos do gênero Aedes ou Ochlerotatus e a espécie objeto 
deste estudo, o mosquito Aedes scapularis também está em discussão em 
relação à classificação da sua nomenclatura.  Anteriormente utilizávamos a 
nomenclatura Ochlerotatus scapularis segundo Reinert et al. (2008) para este 
mosquito, contudo passamos a utilizar gênero Aedes para a espécie Aedes 
scapularis de acordo com Wilkerson et al. (2015). 
 Reinert et al 2008 estudaram 297 caráteres morfológicos de mosquitos 
do subgênero Ochlerotatus pertencentes ao gênero Aedes, encontrados em: 
ovos, larvas de quarto instar, pupas e adultos. Foram reunidos os 297 
caracteres morfológicos em análise de máxima parcimônia e foi observado que 
todos os mosquitos do subgênero Ochlerotatus eram pertencentes ao mesmo 
clado. Com base nos resultados obtidos, os autores proporam a elevação do 
subgênero Ochlerotatus para a categoria de gênero. Alguns anos após o 
estudo de Reinert et al. 2008, as análises filogenéticas estudadas por estes 
autores foram reavaliadas por Wikerson et al. (2015) e foi visto que as relações 
filogenéticas foram fracamente suportadas, pois foi observado que os rankings 
taxonômicos falharam na prioridade e outros critérios úteis de nomeação dos 
táxons. No estudo de Reinert et al. (2008) também foram consideradas mais as 
características taxonômicas da genitália masculina e feminina dos gêneros 
considerados Ochlerotatus e Aedes do que as relações cladísticas. 
Adicionalmente a isso, é possível que o polimorfismo das estruturas 
interindividuais da mesma espécie seja comum, principalmente na genitália, 
assim, basear-se em apenas alguns caracteres morfológicos pode gerar 
dúvida. Então com base nestas observações, Wilkerson et al. (2015) propôs 
que o gênero Ochlerotatus retorne a classificação de subgênero. Levando em 
consideração os estudos realizados por este autor, acreditamos que faz sentido 
e é melhor manter este gênero como era antes do estudo de Reinert et al. 
(2008).  

Além disso, buscamos artigos indexados que usam Ochlerotatus como 
gênero de scapularis, e o número de pesquisadores que utilizam Ochlerotatus 
em relação ao gênero Aedes é menor, como segue abaixo: 
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Tabela 1- Dados acessados a respeito da frequência dos gêneros Aedes e 
Ochlerotatus em sites de pesquisa acadêmica. Data de acesso: 2000 - 2016. 
 

Base de consulta Número de resultados 

Aedes scapularis Ochlerotatus scapularis 

Web of Science  47 34 

Google Scholar 394 215 

 
1.3 Aedes scapularis 
 

Aedes scapularis é um mosquito vetor de filárias e arbovírus com ampla 
distribuição na região Neotropical.  As larvas de Ae. scapularis se desenvolvem 
em poças d’água naturais em ambiente silvestre, contudo atualmente este 
mosquito está em incipiente adaptação às regiões urbanas. As larvas do 
mosquito Ae. scapularis são cada vez mais observadas se desenvolvendo em 
regiões rurais, semi- rurais e urbanas em recipientes artificiais como em latas 
de tinta e caixas d’água (Forattini et al., 1978; Forattini et al., 1997; Silva, 
2002). O fato de esta espécie adaptar-se ao ambiente urbano a faz um 
potencial risco à saúde pública, já que apresenta competência vetorial para 
agentes etiológicos de arboviroses (Forattini, 2002) e filarioses (Labarthe et 
al.,1998) como: vírus do Melao, vírus da Febre Amarela, Ilhéus e encefalite 
Equina Venezuelana, além do vírus do Rocio (Spence et al., 1962; Arnell, 
1976) e suspeita-se que este veicule também o verme Wuchereria bancrofti, 
(Forattini, 2002). Dentre estes agentes etiológicos, destaca-se a sua 
capacidade vetorial para o vírus Rocio, este é um vírus de RNA da família 
Flaviviridae e causa sintomas parecidos com os provocados pelo vírus da 
dengue: dor de cabeça, febre, dores pelo corpo e pode ocasionar a morte do 
paciente. Acredita- se que o mosquito Ae. scapularis foi o mais provável vetor 
do vírus Rocio no Vale do Ribeira, pois esta espécie foi a mais frequente 
encontrada no local, com alta antropofilia e além disso esta espécie apresenta 
competência vetorial comprovada em laboratório (Mitchell et al., 1986) 
Observou-se a partir de 1975, um aumento de casos de pessoas infectadas 
com o vírus do Rocio, esta condição teve continuidade nos anos seguintes, 
principalmente nos meses de alta pluviosidade, atingindo 13 municípios do 
Vale do Ribeira até o ano de 1978 (Iversson, 1977, 1980). Após o ano de 1978 
os casos diminuíram consideravelmente, mas no ano 2000, Romano-Lieber et 
al. (2000) constataram em inquérito sorológico, a presença do arbovírus na 
população de alguns bairros do Vale do Ribeira. Este mosquito também 
apresenta a capacidade vetorial para a filária Dirofilaria immitis, parasita de 
cães (Guerrero et al., 1992a) e possivelmente veicula as larvas desta filária na 
baixada litorânea do Rio de Janeiro (Lourenço-de-Oliveira et al.,1998).  

Durante o ano 2000 foi realizado por Vasconcelos et al 2001, um estudo 
de vigilância epidemiológica do vírus da Febre Amarela nos estados brasileiros: 
Amazonas, Bahia, Distrito Federal,  Mato Grosso, Minas Gerais, Pará, São 
Paulo e Tocantins. Neste estudo foi encontrado um “pool” de Aedes scapularis 
infectado naturalmente com vírus da Febre Amarela no estado da Bahia. Além 
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destes agentes etiológicos citados é possível que este mosquito apresente 
capacidade vetorial para alguns outros flavivírus como o da Dengue e Zika, 
pois este mosquito ocorre em regiões de epidemia destes vírus (Costa da Silva 
et al., 2017). 

Esta espécie além de apresentar capacidade e competência na 
veiculação dos diferentes agentes etiológicos citados, hoje também se sabe 
que este mosquito é genético e morfologicamente polimórfico. As implicações 
desta característica são explanadas a seguir. 

 
Figura 1- Aedes scapularis fêmea. Foto: Morais (2008) 

 

 
 
1.4 Importâncias do estudo de espécies polimórficas  
 

Espécies com alto polimorfismo podem apresentar plasticidade em 
adaptação para novos ambientes e suas novas condições. Um exemplo de 
como o alto polimorfismo genético e a microevolução podem atuar na 
adaptação de espécies aos centros urbanos está no mosquito Aedes aegypti. 
Aquele mosquito apresenta um alto polimorfismo genético em relação a outras 
espécies exóticas (115 alelos e Fst= 0.0358) e foi observado que sua 
frequência alélica foi variável ao longo de 14 meses estudados. Esta rápida 
microevolução pode envolver caracteres não neutros e afetar a suscetibilidade 
desses mosquitos aos inseticidas e repelentes químicos facilitando sua 
habitação em áreas urbanizadas (Louise et al., 2015).  

Espécies com potencial risco à adaptação e domiciliação devem ser 
pesquisadas, monitoradas e controladas para evitar a presença de mais um 
mosquito vetor urbanizado, como pode ser o caso do mosquito Ae. scapularis. 
Afinal este mosquito está atualmente em transição para o ambiente urbano e 
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este apresenta capacidade vetora, como já foi citado no item anterior (1.3), 
para várias arboviroses e filarioses. 

 
1.5 Polimorfismo em Aedes scapularis 
 

A espécie Ae. scapularis apresenta alto polimorfismo genético e 
morfológico. O primeiro trabalho voltado ao polimorfismo de Ae. scapularis foi 
desenvolvido por Arnell em estudo populacional deste mosquito realizado com 
em 1976, este autor encontrou diferenças no número de processos 
retrodirigidos (PRs) do filamento apical do gonocóxito (Figura 2) em um dos 
lados da genitália masculina (presença e ausência de PR) entre indivíduos de 
mesma população desta espécie e diferenças no tamanho da cobertura de 
escamas do escudo deste mosquito. Mais tarde, baseado nesses achados de 
Arnell, 1976, Forattini, 2002, sugeriu a hipótese de tal polimorfismo se tratar de 
complexo inicial de espécies em Ae. scapularis. Posteriormente, com base nos 
trabalhos de Arnell, 1976 e Forattini, 2002, foi desenvolvido durante trabalho de 
mestrado de Devicari, 2010 um estudo com populações do mosquito Aedes 
scapularis, na qual o objetivo era verificar a presença de complexo de espécie 
neste mosquito. Foram observadas neste estudo, variações interpopulacionais 
no formato alar e 21 haplótipos em apenas 48 indivíduos analisados. 
Equivalente polimorfismo genético e morfológico foi observado por Petersen, 
2012, neste mosquito. Foram observados 46 haplótipos em apenas seis 
populações analisadas (TRE, ITA, PET, PAR e BUT) e ampla variação no 
formato alar nestas mesmas populações. No trabalho desenvolvido por 
Petersen et al. 2015 foi observado um alto polimorfismo e não foi encontrado 
indício de complexo de espécies nas populações analisadas. Para continuar a 
investigação da presença de complexo de espécies e polimorfismo, foram 
realizados 2 trabalhos narrados em 2 capítulos desta tese. 
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Figura 2: A) Processo retrodirigido do filamento do claspete da genitália 
masculina (Reproduzido de Forattini, 2002) de Ac. scapularis. B) 
Ausência do processo retrodirigido. 

 
 

1.6 Adaptação do mosquito Ae. scapularis ao ambiente urbano 
 

Espécies polimórficas podem apresentar plasticidade em adaptação 
para novos ambientes e podem passar a transmitir agentes etiológicos que 
antes não transmitiam. Atualmente o mosquito Ae. scapularis está em transição 
entre os ambientes silvestres, semi-silvestres ou rurais para as áreas 
urbanizadas como em locais intra e peri-domiciliares e parques, se 
reproduzindo em recipientes artificiais. Em estudo de levantamento de fauna 
culicidiana realizado no Parque Ecológico do Tietê e em sua área periurbana, a 
espécie Aedes scapularis foi a mais encontrada tanto na mata do parque 
quanto na região peridomiciliar aos arredores do parque (Taipe-Lagos et al; 
2003). Durante um trabalho desenvolvido na cidade de São José do Rio Preto 
entre os anos de 2006 a 2007, a larva do mosquito Aedes scapularis foi a 
quarta espécie mais encontrada na região urbana do município (Dibo et al., 
2011). Em pesquisa de vigilância entomológica com a finalidade de verificar a 
presença de vírus da Zika realizada em Aracaju no ano 2016, foram visitados 6 
bairros e encontrados 2 exemplares intra-domiciliares de fêmeas de Aedes 
scapularis ingurgitadas com sangue humano em dois bairros urbanos (Costa-
da-Silva et al., 2017). É importante estudar esta espécie que está se adaptando 
ao ambiente urbano, pois devido ao fato de ser bastante plástica a faz um 
potencial risco à saúde pública, como mencionado no item 1.3. Para a 
investigação de espécies de importância epidemiológica, usualmente utiliza-se 
uma combinação de marcadores biológicos genéticos e morfológicos. Entre os 
marcadores que podem ser empregados nestes estudos estão: Morfometria 
geométrica alar e os Genes Mitocondriais Codificadores de Proteínas.  
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1.7 Morfometria Geométrica 
 
 A técnica de morfometria geométrica alar foi proposta por Bookstein, 
1997 e vem sendo cada vez mais empregada em estudos populacionais de 
mosquitos. A partir dos marcos anatômico da asa (localizados nas junções das 
nervuras alares) são tomadas as coordenadas posicionais e então é aplicada a 
sobreposição de procruste que corresponde a superposição das configurações 
dos marcos anatômicos. Após a sobreposição de procrustes é executada a 
estatística multivariada. Umas análises que podem ser empregadas para a 
descrição da forma alar é a análise de componentes principais, esta é uma 
análise da matriz de covariância das amostras. Outra análise é a de Variáveis 
Canônicas que trata-se de uma análise discriminante que parte do principio de 
grupos previamente identificados. Para a descrição do tamanho alar pode ser 
empregada a análise do tamanho dos centroides, este corresponde ao 
tamanho global da asa.  
 A técnica de morfometria geométrica alar pode ser utilizada como passo 
inicial para o estudo de complexo de espécies em mosquitos da Família 
Culicidade. Utilizando esta técnica foi possível distinguir 5 espécies 
pertencentes a um complexo no subgênero Nyssorrhynchus, na qual as fêmeas 
adultas deste subgênero são morfologicamente muito semelhantes (Calle et al., 
2002). Estes mosquitos são considerados os principais vetores de plasmódios 
nos trópicos. Através da morfometria geométrica alar em estudo realizado por 
Lorenz et al. (2012), foi possível a discriminação de espécies pertencentes ao 
complexo de espécies crípticas: Anopheles cruzii, An. bellator e An. 
homunculus. Estas três espécies do gênero Anopheles são vetoras de 
plasmódio no Brasil Estes mosquitos são morfologicamente muito semelhantes 
e podem ocorrem no mesmo habitat. 
 Além da discriminação de espécies a morfometria alar permite o estudo 
da caracterização intraespecífica do formato alar de mosquitos de diferentes 
populações, apresentando-se como um eficaz marcador de estruturação 
populacional. O conhecimento da estrutura populacional do mosquito vetor 
pode auxiliar em seu controle. Carvajal et al. (2016) em estudo com populações 
de Ae. aegypti  em área metropolitana de Manila, verificaram estruturação 
populacional deste mosquito mesmo considerando populações de locais 
próximos. Krtinic et al. (2016) em estudo de variação fenotípica alar de 
populações de Culex pipens rurais e urbanos, encontrou estruturação 
populacional espacial. 
 Utilizando a morfometria geométrica é possível explorar as variações 
morfológicas alares entre as populações e espécies, na qual pode ser 
considerado um importante marcador biológico em estudos de estruturação e 
investigação de complexo de espécies.  
 
1.8 DNA Mitocondrial  

 
O DNA mitocondrial é circular e apresenta uma organização bastante 

simples, este é composto por 37 genes e uma região codificadora rica em A+T. 
Devido a algumas particularidades o DNA mitocondrial é muito empregado em 
estudos de estruturação populacional, pois os genes mitocondriais são 
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compartilhados por todas as espécies, raramente sofrem recombinação, 
apresentam altas taxas evolutivas e as suas taxas de substituições 
nucleotídicas são altas. 

Até cerca de uma década atrás, somente parte do DNA mitocondrial era 
explorado em estudos populacionais. Poucos genes mitocondriais eram os 
mais empregados como marcadores biológicos devido ao seu polimorfismo, 
entre estes genes estavam: COI, COII, NAD5 e ND4 (Ashfaq et al., 2014; Zielk 
et al., 2015; Minard et al., 2017). O gene COI é um dos genes mais 
empregados em estudos populacionais e de variabilidade genética. Em estudo 
de estrutura populacional utilizando o gene COI, pode-se verificar as 
introduções populacionais de mosquitos vetores, estudo da filogenia das 
espécies de mosquitos, é possível estudar a dinâmica populacional e fluxo 
genético. Em estudo desenvolvido por Petersen et al. (2015), foi utilizado o 
gene COI para estudo de investigação de complexo de espécies em 
populações de Ae. scapularis e foi possível observar diferenças intra e inter 
populacionais neste gene em Ae. scapularis de cinco regiões de mata atlântica. 

 Atualmente, com o advento de novas tecnologias de sequenciamento 
genético, é mais fácil e rápido o sequenciamento de vários genes 
mitocondriais.  A tecnologia de “Next-Generation Sequencing” (NGS) permite 
realizar de forma mais rápida e eficaz o sequenciamento dos 37 genes 
mitocondriais de forma mais barata e rápida que a método de Sanger. 
Utilizando dados mais robustos, como os 13 genes mitocondriais codificadores 
de proteínas é possível se obter informações mais completas para a resolução 
de filogenias, estudo de estrutura populacional e de variabilidade genética. Em 
estudo realizado com os 13 genes codificadores de proteínas foi possível 
verificar diferenças entre as espécies do complexo Coronator e foi possível 
observar que estas espécies são monofiléticas (Demari et al., 2015).  

As diferenças genéticas populacionais que podem ser observadas no 
DNA mitocondrial, podem ser um indicativo ou um passo inicial para a 
investigação de complexo de espécies. Além disso, a investigação do 
polimorfismo nos mosquitos é importante principalmente se tratando de 
espécies vetoras de agentes etiológicos de doenças e que está em atual fase 
de adaptação ao ambiente urbano. 

 
1.9 Trabalhos que nós desenvolvemos na investigação de complexo e 

polimorfismo em Aedes scapularis  
 

No capítulo 1 foram conduzidas análises investigativas de complexo de 
espécies e polimorfismo morfológico e molecular em Aedes scapularis. O 
capítulo 1 foi uma continuação do estudo iniciado no mestrado de Petersen, 
2012 e no mestrado Devicari, 2010 que deu origem a um artigo publicado no 
periódico científico Parasites & Vectors, neste trabalho presente no Anexo A 
(Petersen et al., 2015) desta tese. Neste trabalho foi observado um alto 
polimorfismo genético no mosquito Ae. scapularis, contudo não foram 
encontradas evidências de complexo de espécies, tanto nas análises de 
Morfometria geométrica (MG) da asa e no gene Citocromo Oxidase 
Subunidade I (COI).  No capítulo 1 ampliamos as áreas de coleta do mosquito 
Aedes scapularis, que anteriormente foram apenas realizadas em Mata 
Atlântica. As amostras foram então coletadas em bioma de Caatinga (Poço 



 
 

24 
 

 
 

Redondo-SE) e em Região Amazônica (Ananindeua-PA). Além das áreas 
ampliadas foram amplificados 37 genes mitocondriais dos mosquitos deste 
estudo e empregados o gene COI e a técnica de MG como marcadores 
biológicos.  

O Capítulo 2 consta de um resumo técnico dos procedimentos utilizados 
na análise e montagem de 37 genes do DNA mitocondrial de 19 indivíduos da 
espécie Aedes scapularis e de como foi realizada a “filtragem” do DNA de 
alguns mosquitos em relação ao DNA amplificado do animal picado. O 
procedimento de montagem foi realizado para o estudo de polimorfismo e 
investigação de espécies de complexo conduzido no capítulo 1. 
 
1.10 Trabalhos complementares realizados – Anexos 
 

Ao final desta tese são apresentados 3 publicações científicas (anexos 
1-3) de minha autoria, que complementam minhas atividades acadêmicas 
acerca do tema “culicídeos”. No Anexo 1 consta de um artigo desenvolvido 
durante meu doutorado no ano de 2015, publicado na revista científica 
Parasites & Vectors. O artigo denominado “High morphological and genetic 
variabilities of Ochlerotatus scapularis, a potential vector of filarias and 
arboviruses” apresentou como objetivo a investigação de complexo de espécie 
e polimorfismo em Aedes scapularis.  

No Anexo 2 está o artigo “Assessment of the correlation between wing 
size and body weight in captive Culex quinquefasciatus” que também foi feito 
durante meu doutorado e publicado no periódico científico Revista da 
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical no ano de 2016. Este artigo versa 
sobre a investigação da correlação entre o tamanho da asa em relação ao peso 
seco de mosquitos adultos, para tal objetivo foi utilizado o mosquito Culex 
quinquefasciatus como modelo. O uso do valor do tamanho da asa no lugar do 
peso seco, como uma das formas para se avaliar o fitness do mosquito adulto 
pode facilitar na manutenção diária da colônia.  

Para investigar a hipótese levantada a respeito da ocorrência de 
complexo de espécie em Aedes scapularis, devido ao polimorfismo do 
processo retrodirigido na genitália masculina encontrado por Arnell em 1976 foi 
desenvolvido durante o meu doutorado, um trabalho contido no Anexo 3 desta 
tese. Este trabalho foi submetido e aceito no periódico “Bulletin Entomological 
Research” e apresenta a seguinte denominação: Polymorphism in male 
genitalia of Aedes (Ochlerotatus) scapularis Rondani, 1848. 
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2 Objetivos 
 
2.1 Objetivo geral  
 

Investigar a possível existência de complexo de espécies em Aedes 
scapularis e seu polimorfismo genético e morfológico em diferentes populações 
coletadas nos municípios: Poço Redondo-SE, Ananindeua-PA, São Paulo-SP, 
Tremembé-SP, Itaboraí-RJ e Pariquera- Açu-SP.  
 
2.2 Objetivos específicos: 
 

 Montar o genoma mitocondrial da espécie Aedes scapularis com base 
em 37 genes que sequenciamos.  
 

 Investigar se as amostras populacionais dos Biomas brasileiros de 
Caatinga e região de Mata Amazônica apresentam padrões de 
polimorfismo semelhantes às populações antes estudadas em biomas 
de Mata Atlântica; 

 
 Caracterização populacional utilizando os marcadores biológicos: 

Morfometria Geométrica, gene mitocondrial Citocromo Oxidase 
Subunidade I e DNA mitocondrial completo. 

 
 Verificar se existem outras espécies sob o nome Ae. scapularis em 

outras regiões do Brasil. 
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    3 CAPÍTULO 1- POLIMORFISMOS EM AEDES SCAPULARIS: 
CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA E MORFOLÓGICA DO VETOR DE 
FILÁRIAS E ARBOVÍRUS 

 
 Neste trabalho foi dada continuidade à investigação de complexo de 
espécies e ao estudo de polimorfismo em Aedes scapularis, iniciados por 
Petersen, 2012. Para realizar tal objetivo, foram estudados espécimes das 
regiões da Caatinga, Mata Amazônica e Mata Atlântica. Foram utilizados como 
marcadores biológicos: o DNA mitocondrial completo de 18 indivíduos, o gene 
mitocondrial isolado Citocromo Oxidase Subunidade I e Morfometria 
geométrica alar. Neste estudo, foram analisadas as populações coletadas no 
norte brasileiro durante o doutorado de Petersen 2017, nas cidades de Poço 
Redondo-SE (Caatinga), Ananindeua-PA (região de Mata Amazônica), como 
também foram reanalisados em novo contexto indivíduos de regiões de Mata 
Atlântica anteriormente coletados durante o mestrado de Petersen 2012 e no 
mestrado de Devicari, 2010 (mais detalhes olhar Apêndice 1) em: Tremembé-
SP (população TRE), São Paulo-SP (populações BUT e PET), Pariquera- Açu 
(População PAR), Itaboraí-RJ (ITA-RJ). 
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Polimorfismos em Aedes scapularis: Caracterização genética e 
morfológica do vetor de filárias e arbovírus 
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1. Laboratório de Parasitologia, Instituto Butantan. Av. Vital Brazil - 1500, São 
Paulo, SP, Brazil - 05503-000. 
2. Programa de Pós-Graduação Biologia da Relação Patógeno-Hospedeiro, 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo. Av. Prof. Lineu 
Prestes - 2415, São Paulo, SP, Brasil - 05508-900. 
3. Programa de Pós-Graduação em Medicina Tropical, Instituto de Medicina 
Tropical, Universidade de São Paulo. Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar - 470, 
São Paulo, SP, Brasil - 05403-000. 
 

3.1  Introdução 
 

O mosquito Aedes scapularis é amplamente distribuído pelas regiões 
das Américas, principalmente na América do Sul. Esta espécie apresenta 
capacidade vetora para uma série de agentes etiológicos de arboviroses e 
filarioses como: vírus do Melao, Ilhéus, encefalite Equina Venezuelana, vírus 
Rocio e da Febre Amarela. Este mosquito foi o provável vetor principal do vírus 
Rocio durante a década de 1970 no vale do Ribeira, vírus este causador de 
encefalite que levou muitas pessoas a morte e deixou muitos pacientes 
sequelados. Durante o ano 2000 foi realizado por Vasconcelos et al. (2001), um 
estudo de vigilância epidemiológica do vírus da Febre Amarela nos estados 
brasileiros: Amazonas, Bahia, Distrito Federal,  Mato Grosso, Minas Gerais, 
Pará, São Paulo e Tocantins. Naquele estudo foi encontrado um “pool” de 
Aedes scapularis infectado naturalmente com vírus da Febre Amarela no 
Estado da Bahia.  

A espécie Aedes scapularis é genética e morfologicamente polimórfica 
(Petersen et al., 2015), e em princípio, espécies polimórficas podem se adaptar 
mais facilmente a novos ambientes. Este fato está ocorrendo com esse 
culicídeo, pois esta espécie era considerada rural e silvestre, contudo 
atualmente está em transição destes ambientes para os urbanos, no interior 
das casas e em parques de grandes regiões metropolitanas (Taipe-Lagos e 
Natal; 2003; Dibo et al., 2011). Esta transição para o ambiente urbano pode ser 
um problema a saúde pública, pois esta espécie pode passar a vetorizar 
agentes etiológicos de arboviroses e filarioses nas cidades. Além disso, existe 
a possibilidade teórica de este mosquito ser ou vir a ser vetor secundário do 
vírus Zika, já que Ae. scapularis está cada vez mais presente em regiões 
urbanas com epidemia da febre do Zika e o vírus causador desta doença é 
filogeneticamente próximo ao vírus Rocio (Hayes, 2009; Ashraf et al., 2015). 
Além de esta espécie apresentar capacidade vetora para vários agentes 
etiológicos e estar cada vez mais presente em ambiente urbano, outro fator que 
reforça a necessidade de investigação do mosquito Aedes scapularis é o alto 
polimorfismo desta espécie e a hipótese de este táxon ser um complexo de 
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espécies como foi indagado em outros estudos (Forattini, 2002, Petersen et al., 
2015), ainda não foi descartada. 

Para proceder estudo de estruturação populacional e investigação de 
complexo de espécies em mosquitos podem ser empregados marcadores 
morfológicos e genéticos. Um dos marcadores moleculares mais utilizados 
atualmente em estudos de investigação de complexo são os genes 
mitocondriais, já em estudos morfológicos a Morfometria geométrica (MG) alar 
está cada dia mais empregada, devido a sua eficácia e baixo custo. Atualmente 
devido ao barateamento, aumento de acessibilidade e robustez dos dados 
gerados, o estudo do DNA mitocondrial completo está cada vez mais comum. 
O DNA mitocondrial é muito empregado em estudos de diversidade genética, 
estruturação populacional, investigação de complexo de espécies e estudos 
filogenéticos em mosquitos. Este é um marcador muito utilizado nestes 
estudos, pois apresenta características como: rápida evolução, riqueza de 
informações e falta de recombinação, é de herança exclusivamente materna 
(Harrison, 1989; Avise, 2004). A MG é uma técnica que utiliza de marcos 
anatômicos para a tomada de coordenadas posicionais e através de testes de 
estatística multivariada podem ser avaliadas comparativamente as variações 
da forma e do tamanho isométrico das asas.  

Com base nos resultados obtidos em estudos populacionais anteriores 
em Aedes scapularis, nos quais foi descoberto o alto polimorfismo neste 
mosquito e como ainda existem suspeitas da presença de complexo de 
espécies, propomos então no presente estudo, continuar o que foi iniciado no 
mestrado de Petersen, 2012, ou seja, a investigação de polimorfismo e 
complexo de espécies no mosquito Aedes scapularis. No presente trabalho 
então levantamos as seguintes perguntas: A espécie Aedes scapularis é 
igualmente polimórfica em outros biomas diferentes da Mata Atlântica? Outros 
biomas podem albergar outras espécies sob o suposto complexo Aedes 
scapularis? Para responder essas perguntas foram empregados os seguintes 
marcadores: gene mitocondrial COI, DNA mitocondrial completo e a MG. Além 
destes marcadores moleculares e morfológicos, também ampliamos os locais 
de estudo para bioma de Caatinga e de área de Mata Amazônica, tais locais 
foram escolhidos não apenas pela relevância epidemiológica, mas também 
porque são representativos de biomas diferentes (Amazônia e Caatinga) 
daquele já amostrados por trabalhos anteriores (Petersen et al., 2015; Devicari 
2010) (Mata Atlântica) (Anexo A e C). Ampliando a área de coleta e utilizando 
novos marcadores moleculares pretendemos responder às novas perguntas 
levantadas a respeito da espécie Aedes scapularis. 
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3.2 Materiais e métodos 
 
3.2.1 Coletas dos espécimes 
 

Neste trabalho, foram coletados mosquitos adultos fêmeas com o auxílio 
de aspiradores entomológicos. Estes mosquitos após sua coleta foram 
eutanasiados em freezer -20 oC, após este processo foi retirada a asas dos 
indivíduos coletados para a realização da técnica de morfometria geométrica 
alar. Depois da retirada das asas, os mesmos indivíduos foram mantidos em 
freezer -80 oC até a extração de DNA para a amplificação dos genes 
mitocondriais. Os locais de coleta foram: Ananindeua-PA (ANA), Poço 
Redondo-SE (PRE) e São Paulo-SP no horto do Instituto Butantan (BUT) 
(Figura 1 e Tabela 1). Juntamente a estes indivíduos coletados durante o 
doutorado de Petersen 2017, foram analisados indivíduos anteriormente 
coletados durante o mestrado de Petersen 2012 ou do mestrado de Devicari, 
2010 nas cidades (mais detalhes no Apêndice 1): Tremembé-SP (população 
TRE), Itaboraí-RJ (população ITA), São Paulo (populações BUT e PET) e 
Pariquera- Açu (população PAR). 
 
3.2.2 Análise morfométrica das asas 
 

Para a avaliação das análises referentes aos dados de Morfometria alar, 
usamos as asas direitas dos mosquitos. Os métodos de morfometria 
geométrica seguiram de forma semelhante aos empregados por Vidal et al. 
(2012) e Petersen V, 2015. As asas após remoção das escamas foram 
montadas com bálsamo do Canadá entre lâmina-lamínula para análise 
morfométrica. Imagens dessas asas foram capturadas através de câmera 
digital acoplada a um microscópio estereoscópico Leica S6. Foram analisadas 
ao menos 30 fêmeas de cada população a ser comparada. Sobre essas 
imagens, e com o auxílio do “software” TpsDig V.1.40 (QSC - James Rohlf), 
foram tomadas as coordenadas posicionais de cada um dos 18 pontos 
anatômicos sobre um plano cartesiano. Sobre esse dados foram computados 
os tamanhos dos centróides e os “relative warps” que são os componentes 
principais de forma, com o auxílio dos programas de computador TpsUtil 1.29, 
TpsRelw 1.39 (James Rohlf) e Statistica 11 (StatSoft). Os testes estatísticos 
empregados foram ANOVA para tamanho e análise discriminante e disparidade 
métrica para forma. Para a montagem do fenograma de similaridade 
morfológica utilizamos como grupo externo, uma população de Aedes aegypti 
coletada no município de São Paulo. 

A diversidade morfológica foi estimada utilizando a "quantidade de 
dispersão" dos indivíduos no morfoespaço das CPs. Essa dispersão foi 
calculada de forma semelhante à Petersen et al. (2015): pontos no 
morfoespaço de CPs (cada um correspondendo a um único mosquito) foram 
digitalizadas utilizando software TpsDig (como realizado para as asas), a fim de 
registrar as suas coordenadas de posição em um plano cartesiano imaginário. 
O tamanho do centróide de um conjunto de indivíduos (a população) foi 
calculado usando software TpsRelW. Tal tamanho do centróide foi então 
considerado como um indicador da diversidade morfológica (DM) de uma 
população. Para a realização das análises de formato e tamanho alar foram 
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utilizadas populações coletadas em Tremembé (TRE), Itaboraí (ITA), São 
Paulo com duas populações (BUT e PET) e em Pariquera-Açu, estas 
populações foram anteriormente trabalhadas no mestrado de Petersen 2012 e 
no mestrado de Devicari, 2010 (para mais detalhes olhar apêndice 1). 
 
3.2.3 Extração de DNA genômico  
 

O DNA genômico foi extraído de cada indivíduo utilizando o kit de 
extração DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, California, USA), seguindo o 
protocolo do produto.  Foram extraídos o DNA de indivíduos das populações 
ANA, PRE, BUT e ITA para as análise de DNA mitocondrial completo (19 
indivíduos), amplificação de uma região do gene 16S com cerca de 500 pb (19 
indivíduos) e amplificação do gene Citocromo Oxidase Subunidade I (COI) (42 
indivíduos), mais detalhes na Tabela 1- Os genes COI e região do gene 16S 
foram amplificados por Sanger separadamente do DNA mitocondrial completo 
amplificado em “Long- Range PCR”. O gene COI foi amplificado 
separadamente por Sanger para a obtenção de maior número de indivíduos 
com este gene amplificado, para as análises de estruturação populacional. 
Uma região de cerca de 500 pb do gene 16S foi amplificada separadamente 
para completar este gene também amplificado por “Long- Range PCR”, porém 
com uma região incompleta, pois para a amplificação dos genes mitocondriais 
totais em “Long- Range PCR” são utilizados primers palindrômicos que se 
iniciam no gene 16 S. Foram amplificados o DNA mitocondrial total de 19 
indivíduos para chegar a suficiência amostral a fim de ser respondida a 
hipótese de ocorrência de complexo de espécies em Aedes scapularis.  
 
3.2.4 Amplificação, purificação e sequenciamento do gene Citocromo Oxidase      

Subunidade I 
 

Os primers utilizados na amplificação do gene codificante para a enzima 
Citocromo Oxidase Subunidade I, são universais (LCO1490: 5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' para a fita forward e HC02198: 5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3' para a fita reverse) e foram 
publicados por Folmer et al. (1994) e empregados em Petersen et al. (2015). 
As reações de PCR para COI foram realizadas segundo as linhas gerais de 
Sambrook & Russell 2006. Foi utilizada uma reação contendo volume final de 
25 ml: foi adicionado o tampão para PCR 10 X (Invitrogen), 3 mM de MgCl2 (25 
mM) (Invitrogen), 0,4 mM dNTP (25 mM) (KapaBiosystems), 10 pmol de cada 
primer, 0,5 U  de Platinum ® Taq DNA Polymerase (5 U/μl) (Invitrogen) e 1 a 2 
μl de amostra do DNA extraído (cerca de 1/20 μl do total extraído de um único 
espécime). 

O ciclo de amplificação constituiu em: Temperatura inicial de 94 ºC por 3 
min, seguidos de 40 ciclos 1 min de 94 ºC, 55 ºC por 1 min, 72 ºC por 1 min, 
com um ciclo de extensão final de 72 ºC por 7 min por 40 ciclos. A amplificação 
foi checada por meio de eletroforese de gel agarose 1%. O produto da pcr foi 
purificado, utilizando o kit de purificação DNA PureLink ®  PCR Purification kit 
(Invitrogen, California, USA). A reação de sequenciamento foi utilizado 2 μl de 
BigDye, 1 μl de tampão 5X, 5 μM de primer e 40 ng de produto de PCR 
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purificado. A reação de sequenciamento ocorreu da seguinte forma: 96 ºC por 
1 min, 25 ciclos de 96 ºC por 10 s, 50 ºC por 5 s e 60 ºC por 4 min. 

O sequenciamento para os genes COI foi realizado em sequenciador 
automático ABI 3730, segundo protocolo padronizado pelo “Centro Genoma 
Humano da Universidade de São Paulo”. 
 
3.2.5 Amplificação e sequenciamento do DNA mitocondrial completo 
 

Para uma reação final de 50 µL (Oliveira et al., 2016) de “Long- Range 

PCR” adicionou-se 25 μl de GoTaq Long PCR Master Mix 2 x, 1,5 M de cada 

primer (HPK16Saa e HPK16Sbb), 1-2 I de DNA extraído e 50 l de água Milli-
Q®. Foram utilizados os seguintes primers degenerados e palindrômicos, com 
as sequências: HPK16Saa 5’ ATG CTA CCT TTG CAC RGT CAA GAT ACY 
GCG GC 3’ (Primer Foward) e HPK16Sbb 5’ CTT ATC GAY AAA AAA GWT 
TGC GAC CTC GAT GTT G 3’ (Primer Reverse), estes primers foram 
desenvolvidos por Hwang et al. (2001). Para a amplificação do DNA foram 
utilizadas as seguintes condições: 94 ºC  por 2 min, 94 ºC por 15 seg, 65 ºC por 
15 min em 10 ciclos, 94 ºC por 15 seg, 65 ºC por 15 min, 65 ºC por 10 seg em 
20 ciclos e 72 ºC por 10 min. 

As próximas etapas para a extensão e sequenciamento, foram 
realizadas pela empresa “Genotyping” Botucatu, São Paulo que foi contratada 
especificamente para tal. Nesta empresa foram realizadas as seguintes 
atividades: a) Quantificação do DNA total: nesta etapa foi utilizado o kit 
“Qubit® dsDNA BR Assay Kit em equipamento Qubit 2.0 Fluorometer; b) 
Tagmentação; c) Amplificação da PCR: Nesta etapa foi realizada a seguinte 
ciclagem para termociclador: o estágio 1 foi de 72  oC por 3min, nos estágios a 
seguir foram realizados 12 ciclos. O estágio 2 foi de  95 oC por 30 s, estágio 3 
foi de 95 oC por 10 s, estágio 4 foi de 55 o C por 30 s e o estágio 5 foi de 72 o C 
por 30 s. O estágio 6 foi de 72 oC por 5 min, no estágio 7 foi 10 oC. As reações 
de amplificação foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler 
(Applied Biosystems); d) Quantificação do DNA por PCR Real Time: o 
reagente utilizado foi KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit- 
Illumina/Universal); e) Aplicação da biblioteca de amostra no MiSeq. A 
cobertura da leitura das amostras variou de 30,4 a 71,8 hits. 
 

3.2.6 Amplificação, purificação e sequenciamento do gene 16S 
 

Os primers utilizados na amplificação do gene 16s foram (Kambhampati 
et al., 1995): 16SB: 5'-CCGGTT GAACTCAGATCA-3' para a fita forward e 
16SA: 5'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3' para a fita reverse. Para a 
amplificação do gene 16S do DNA mitocondrial foi utilizado uma reação final de 

25 l: foi adicionado o tampão para PCR 1X (Invitrogen), 0,75 l de MgCl2 (50 

mM) (Invitrogen), 0,5 l dNTP (10 mM) (KapaBiosystems), 0,25 l de cada 

primer (10 M), 0,125 l de Platinum ® Taq DNA Polymerase (5U /l) 

(Invitrogen) e 1 l do DNA extraído (1:20). O ciclo de amplificação constituiu 
em: Temperatura inicial de 95 ºC por 3 min, seguidos de 10 ciclos 30 s de 94 
ºC, 40 ºC por 1 min, 72 ºC por 1 min, seguido de mais 24 ciclos de 95 ºC por 30 
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s, 50 ºC por 1 min, 72 ºC por 1 min, mais 72 ºC por 7 min. A amplificação foi 
checada com eletroforese em gel de agarose segundo Sambrook et al. (1989). 
  Uma alíquota de cada material amplificado foi analisada por eletroforese 
em gel de agarose 1,0% em tampão TAE (0,04 M Tris; 0,05 M acetato de 
sódio; 0,01 M EDTA pH 8,0). A visualização do gel e dos dados para 
documentação foram efetuados no programa LabWorks do sistema de captura 
de imagens (Image Acquisition and Analysis Software) da UVP, Inc., CA, USA. 

O excesso de iniciadores, dNTP e os sais presentes nos produtos da 
PCR foram eliminados por precipitação com soluções de PEG/NaCl (20% 
polietilenoglicol 8000 (PEG)/ 2,5 M NaCl). Para isso foi adicionado aos tubos 
contendo os produtos amplificados volume igual de solução de PEG/ NaCl, 
permanecendo a mistura em incubação por 15 min a 37 ºC. Ao final deste 
período o material foi centrifugado a 13200 rpm, por 15 min à temperatura 
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes 
por centrifugação a 13200 rpm por 10 min a 4 ºC, com etanol 80%. O etanol 

residual foi eliminado por evaporação, o DNA foi dissolvido em 20 l de H20 
deionizada livre de nucleases e em seguida quantificado por análise 
eletroforética em gel de agarose 1,5%. Foi utilizado como referência, o 
marcador “Low mass DNA TM Ladder” (Invitrogen). 

As sequências nucleotídicas de cada região de estudo foram 
determinadas diretamente dos produtos amplificados, após purificação com 
solução de PEG/NaCl, empregou-se os oligonucleotídeos utilizados nas 

reações de PCR. Para uma reação final de 10 I adicionou-se: 2 l de tampão 

5 X Sequencing, 3,6 pmol do primer (foward ou reverse), 0,25-0.5 l de Big 
Dye, 10-50 ng de DNA e água ultra pura.  

As condições para esta reação foram as seguintes: 96 ºC por 15 seg, 50 
ºC por 15 seg e 60 ºC por 4 min, em 25 ciclos. Após o término da reação, os 
produtos de sequenciamento foram armazenados a –20 ºC ou imediatamente 
submetidos à etapa de purificação efetuada por cromatografia de gel filtração 
em colunas de Sephadex ® G50. As micro-colunas de Sephadex® G50 
(Medium size, GE-Healthcare-Pharmacia, Buckinghamshire, UK) empregadas 
na purificação dos produtos pós-sequenciamento foram preparados no 
laboratório. Para isto, 1g de Sephadex G-50 foi hidratada com 15 ml de água 
deionizada e mantida em repouso por 4 horas. Após este período o 
sobrenadante foi removido, adicionou-se novamente 15 ml de água deionizada, 

permanecendo a resina em repouso por no mínimo 4 horas. Cerca de 700 l de 
resina hidratada foram transferidas para microcolunas apoiadas em tubos de 
1,5 ml. A água intersticial foi eliminada por centrifugação por 2 min a 3000 rpm 
e à temperatura ambiente. Em seguida, as reações de sequenciamento foram 
aplicadas no topo das colunas e foram centrifugadas à temperatura ambiente 
por 2 min a 3000 rpm. Em seguida, os produtos foram secos em concentrador 
a vácuo por 5 min a 60 ºC e armazenados a -20 ºC por no máximo 7 dias ao 
abrigo da luz. As análises eletroforéticas foram realizadas no sequenciador ABI 
Prism 3130 pela empresa Genomic, São Paulo-SP. 
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3.2.7 Análise estatística do gene COI  
 

As sequências do gene COI foram alinhadas mediante uso do software 
ChromasPro 2.4. O número de haplótipos e sua diversidade foram estimados 
através do software DNAsp 5.0. Foram construídas redes de haplótipos para 
COI utilizando o modelo de parcimônia no software TCS 1.21. Para as análises 
do gene COI foram utilizadas também as amostras anteriormente coletadas em 
Tremembé (TRE), Itaboraí (ITA), São Paulo com duas populações (BUT) e 
(PET) e Pariquera-Açu (PAR), estas amostras foram anteriormente trabalhadas 
no meu mestrado ou no da Devicari M e estão depositadas no GenBank com 
número de acesso Genbank PopSet KM115416.1-KM115467.1  (Figura 1 e 
tabela 1). 

 
Figura 1- Mapa das amostras coletadas no Brasil: Ananindeua, Itaboraí, São 
Paulo, Pariquera-Açu e Tremembé. 

 
 
 

 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KM115467.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KM115467.1
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Tabela 1- Dados das amostras coletadas em diferentes cidades do Brasil: São 
Paulo, Itaboraí, Pariquera-Açu, Poço Redondo e Tremembé. *Amostras 
coletadas durante o mestrado de Devicari, 2010 ou Petersen 2012 (mais 
detalhes no Apêndice 1) 

 
Identificaç
ão da 
Amostra 

 
Município 

 
Localidad
e 

Númer
o das 
amostr
as 
(COI) 

Número 
das 
amostras 
(morfometr
ia) 

 
Númer
o das 
amostr
as 
mtDNA 
comple
to 

 
Coordena
das  
geográfica
s 

ANA* Ananinde
ua 

Parque do 
Instituto 
Evandro 
Chagas 

14 33 04 1021’59”S 
480 
22’20”O 
 

BUT* São 
Paulo 

Horto do 
Instituto 
Butantan 

10 39 06 23°32′44″
S 
46°43′39″
O 

PET* São 
Paulo 

Parque 
Ecológico 
do Tietê 

34 29 -  23° 
29′15″S 
46° 
31′90″O 

ITA* Itaboraí Pasto 36 30 05 22°44′51″
S  
42° 51′ 
21″O 

PAR* Pariquera
-Açu 

Fazenda  
Experimen
tal 

21 25 - 24°42′ 
37″S  
47°53′ 2″O 

PRE* Poço 
Redondo 

Grota do 
angico 

18 28 04 640 
44”67’S 
890 33” 
45’O 
 

TRE* Trememb
é 

Periferia 
da  
Cidade 

29 30 - 22°57′12″
S 
45°32′28″
O 
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3.2.8 Montagem e anotação dos genes mitocondriais 
 

As sequências de DNA mitocondrial foram montadas utilizando o 
software Mira 4 e MITObim Assembly (mais detalhes no Capítulo 2). Para 
conferir a qualidade das sequências montadas, estas foram visualizadas no 
software Tablet. Os genes mitocondriais foram anotados em software online 
MITOs Web Service. Os genes codificadores de proteínas (GCPs) foram 
verificados nos softwares Wise2 e ExpASy. 

Para realizar a estimativa do tamanho total dos genes mitocondriais 
codificadores de proteínas, para os genes que não foram montadas as regiões 
de codificação do aminoácido inicial e aminoácido de finalização, foi realizado 
uma comparação do gene incompletos do mosquito Aedes scapularis com os 
GCPs de mosquitos similares a estes previamente montados e depositados no 
Genbank. Para realizar esta comparação dos GCPs incompletos de Aedes 
scapularis, a fim de se estimar seu tamanho total, os GCPs incompletos deste 
mosquito foram alinhados com os GCPs completos das espécies: Aedes 
aegypti (EU352212.1), Aedes vigilax (KP995260.1), Aedes albopictus 
(AY072044.1) e Haemagogus janthinomys (KT372555.1).  
 
3.2.9 Análise das sequências de DNA mitocondrial completo 
 

Para o alinhamento das sequências de DNA mitocondrial, foi utilizado o 
software e avaliação da composição nucleotídica e de aminoácidos MEGA 7 
(Tamura et al., 2013). Para traduzir as sequências GCPs em sequências de 
aminoácidos foi utilizado o software online ExPASy. A riqueza nucleotídica (p) e 
haplotípica foram estimadas no software DNAsp 5 (Librado, Rozas, 2009). Para 
estimar o melhor modelo de substituição nucleotídica para cada gene, foi 
utilizado o software JModeltest 2.1.1 utilizando o “Critério de Informação 
Akaike” para a construção da árvore filogenética com todos os GCPs foi 
utilizado o método Bayesiano no software Mr Bayes 3.2.6 e o grupo de dados 
foi particionado por genes de acordo com  sua proteína codificante, sendo 
realizada uma corrida de 10.000.00 de gerações. Como grupo externo para a 
construção desta árvore filogenética dos GCPs, foram utilizados os genes dos 
mosquitos depositados no GenBank: Culex quinquefaciatus (GU188856.2), 
Haemagogus janthinomys (KT372555.1), Aedes albopictus (KR068634.1), 
Aedes aegypti  (EU352212.1) e Aedes vigilax (KP995260.1). Também foram 
selecionados alguns genes para a montagem de “genes tree” baseado em: 
número de haplótipos, riqueza haplotípica e as mutações não sinônimas. Os 
valores abaixo de 50 de probabilidade posterior não foram amostrados nas 
arvores filogenéticas dos GCPs e das “genes tree” construídas pelo método 
Bayesiano. 

Para calcular a razão de substituições sinônimas e não sinônimas dos 
genes codificantes de proteínas, foi utilizado o software calculador KaKs 
(modificado por Yang-Nielsen). Foi considerado para a estimativa de genes sob 
seleção negativa (seleção purificadora) a razão dN/dS < 1, para a para a 
estimativa de seleção positiva foi considerada a razão dN/dS > 1 (seleção 
adaptativa) e  para as mutações neutras foi considerada a razão dN/dS = 1. 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/164370713?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=30&RID=8WSJ4R5F016
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3.3 Resultados  
 
3.3.1 Morfometria geométrica 
 

A análise interpopulacional de variáveis canônicas derivado do método 
de morfometria geométrica alar das populações de ANA, PRE, PAR, ITA, TRE, 
PET e BUT revelou uma baixa estruturação populacional, pois existe 
intersecção entre as sete amostras estudadas. Apesar da aparente baixa 
estruturação populacional no morfoespaço (Figura 2), é possível melhor 
observá-la através dos valores das distâncias de Mahalanobis, onde estas 
distâncias foram significativas entre as sete populações deste estudo. As 
maiores distâncias morfológicas, ocorreram entre as populações de ITA e BUT 
(5,6241) e as menores entre PRE e PET (2,1225). Observando o fenograma 
construído pelo método de Neighbor Joining (Figura 3), baseado nas distâncias 
de Mahalanobis para verificar as similaridades morfológicas inter-populacionais 
analisadas, não foi possível verificar agrupamento das populações de acordo 
com sua localidade geográfica. Para testar a presença de correlação entre as 
variáveis localidade geográfica e distância fenética (distância de Mahalanobis) 
foi realizada uma análise de regressão entre essas variáveis, mas a correlação 
encontrada (Figura 4) não foi estatisticamente significativa, apresentando valor 
de p = 0,5. 
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Figura 2- Morfoespaço das variáveis canônicas a partir de dados referentes à 
forma alar das populações do Parque Ecológico do Tietê (PET), Itaboraí (ITA), 
Tremembé (TRE), Pariquera-Açu (PAR), Butantan (BUT), Poço Redondo (PRE) 
e Ananindeua (ANA) de fêmeas de Ae. scapularis. 
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Tabela 2- Valores das distâncias métricas (Mahalanobis) da forma alar para as 
populações de Ae. scapularis do Parque Ecológico do Tietê (PET), Itaboraí 
(ITA), Tremembé (TRE), Pariquera-Açu (PAR), Butantan (BUT), Poço Redondo 
(PRE) e Ananindeua (ANA) de fêmeas de Ae. scapularis. 

 BUT  ANA     ITA     PAR  PET TRE 

 
ANA 

 
4,3157 

     

 
ITA 

 
5,6241 

 
4,0802 

    

 
PAR 

 
3,3832 

  
3,7395 

  
4,8549 

   

 
PET 

 
4,0547 

   
3,5945 

   
3,2925 

   
3,1838 

  

 
TRE 

  
4,0346 

  
2,9902 

   
3,3532 

  
3,5250 

 
 2,4949 

 

 
PRE 

  
4,1422 

  
2,8460 

 
3,6830 

  
3,1424 

  
2,1225 

 
2,934 
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Figura 3- Fenograma construído com o método Neighbor joining a partir das 
distâncias de Mahalanobis das sete populações de Ae. scapularis: Parque 
Ecológico do Tietê (PET), Itaboraí (ITA), Tremembé (TRE), Pariquera-Açu 
(PAR), Butantan (BUT), Poço Redondo (PRE) e Ananindeua (ANA) 
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Figura 4- Análise de correlação entre as Distâncias fenéticas (distância de 
Mahalanobis) geradas por análise de variáveis canônicas da morfometria alar e 
distâncias geográficas 

 
 

O Qst global (índice de diferenciação morfológica intra-populacional) 
calculado foi alto, apresentado o valor de 0,53. Na análise interpopulacional de 
diversidade morfológica (DM) a população com maior DM foi a de TRE e as 
menores DMs foram vistos nas populações de ANA e PRE (Figura 5).  
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Figura 5- A) Componentes principais das sete populações de Ae. scapularis 
estudadas: do Parque Ecológico do Tietê (PET), Itaboraí (ITA), Tremembé 
(TRE), Pariquera-Açu (PAR), Butantan (BUT), Poço Redondo (PRE) e 
Ananindeua (ANA)  B) Diversidade morfológica alar das populações de Ae. 
scapularis.  

 

 
 

Com relação ao tamanho global da asa, verificamos que as populações 
dos locais de maior temperatura ambiente, foram as com presença de menores 
indivíduos: ITA, ANA e PRE (Figura 6). 
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Figura 6- Tamanhos dos centróides das populações de Ae. scapularis: BUT 
(Butantan), ITA (Itaborai), TRE (Tremembé), PAR (Pariquera-Açu), PRE (Poço 
Redondo) e ANA (Ananindeua) 
 

 
 
 
3.3.2 Análises do gene mitocondrial COI  
 

Foram analisados o gene COI do total de 162 indivíduos das populações 
de BUT (Butantan), ITA (Itaborai), TRE (Tremembé), PAR (Pariquera-Açu), 
PRE (Poço Redondo) e ANA (Ananindeua) (Tabela 1). Foram amplificados 
cerca de 600 pb deste gene e encontrados 68 haplótipos, deste total de 
haplótipos apenas 19 eram compartilhados entre pelo menos 2 indivíduos das 
populações analisadas. A diversidade haplotípica total foi de 0,98, a população 
mais polimórfica considerando o gene COI, foi a TRE (Tabela 3) e as 
populações menos polimórficas foram as de BUT e PAR. Não foi possível 
encontrar estruturação populacional, nem evidência de complexo de espécies, 
utilizando este gene, pois na análise da rede de haplótipos (Figura 7) e na 
análise filogenética bayesiana (Figura 8) dos haplótipos não ocorreu formação 
de “cluster” entre nenhuma das sete populações estudadas de Aedes 
scapularis. 
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Tabela 3- Análises de polimorfismo e diversidade haplotípica do gene COI para 
as populações de Ae. scapularis: BUT (Butantan), ITA (Itaborai), TRE 
(Tremembé), PAR (Pariquera-Açu), PRE (Poço Redondo) e ANA (Ananindeua). 
N= número de haplótipos, H (SD)= Diversidade haplotípica. 
 

 N Haplotipos únicos H H(SD) 

PET 34 5 16 0,8841 

ITA 36 8 18 0,9238 

TER 29 12 23 0,9704 

PAR 21 3 9 0,8476 

BUT 10 3 5 0,6667 

PRE 18 12 18 0,9940 

ANA 14 8 14 1,0000 
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Figura 7- Rede de haplótipos do gene Citocromo Oxidase Subunidade I das 
populações de Ae. scapularis: BUT (Butantan), ITA (Itaborai), TRE 
(Tremembé), PAR (Pariquera-Açu), PRE (Poço Redondo) e ANA (Ananindeua) 
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Figura 8- Topologia Bayesiana gerada da análise de distância genética dos 
haplótipos de COI das populações de Ae. scapularis: BUT (Butantan), ITA 
(Itaborai), TRE (Tremembé), PAR (Pariquera-Açu), PRE (Poço Redondo) e 
ANA (Ananindeua) 

 
 
 
3.3.3 Estrutura do DNA mitocondrial completo 
 
 Foram extraídos e montados o DNA mitocondrial de 19 indivíduos, 
porém consideramos 18 indivíduos para as análises, pois um dos espécimes 
apresentou montagem incompleta dos genes mitocondriais. 

O DNA do mosquito Aedes scapularis consiste de uma molécula em 
formato circular com extensão estimada de 15.560 kb, valor próximo aos de 
outros mosquitos da família Culicidae. Assim como ocorre com outras espécies 
da família Culicidae os 37 genes mitocondriais do mosquito Aedes scapularis 
estão classificados da seguinte forma (Figura 9): 13 genes codificantes de 
proteínas, 22 tRNAs, 2 genes rRNAs e uma região rica em bases A+T. A 
composição total de nucleotídeos da molécula de DNA mitocondrial completa 
foi a seguinte: T=39,8%, C=11,8%, A=37,8% e G= 10,6%.  

 
 
 
 



 
 

49 
 

 
 

Figura 9- Estrutura dos 37 genes mitocondriais e região rica em A+T 
 

 
 

A extensão dos 13 genes codificadores de proteínas mitocondriais foi de 
11.212 pb e a composição de AT% nesta região foi de 75.5%. Não foram 
montadas as regiões iniciais dos genes NAD2, COB, COI, NAD5, NAD3 e  
NAD1. A cadeia H codifica os genes NAD2, COI, COII, ATP8, ATP6, COIII, 
NAD3, NAD6 e COB e a cadeia L codifica os genes NAD5, NAD4, NAD4L e 
NAD1 genes.  

A região composta por RNAs apresentou a extensão de 1.435 pb 
apresentando a região de AT com composição de 79.2%. A Região ribossomal 
apresentou tamanho de 2.126 pb e foi encontrada uma grande a região não 
codificadora rica em AT que apresentou o tamanho de 780 pb com total de 
composição AT de 81,7%. A composição de AT total encontrado na espécie 
Aedes scapularis foi de 77.6%.  

A diversidade haplotípica foi alta nos genes COB, COI, NAD1 e NAD4, 
apresentando o valor de SD = 1,00. Os valores de número de haplótipos, 
haplótipos únicos e diversidade haplotípica variaram nas análises de COI 
isolado e COI amplificado junto aos genes mitocondriais totais, pois tanto os 
valores de indivíduos e populações variaram. Para as análises de COI isolado 
(Tabela 3) foram considerados 162 indivíduos das populações ITA, TRE, PAR, 
PET e BUT, já nas análises considerando o gene COI amplificado junto aos 
genes mitocondriais totais (tabela 4), foram considerados 18 indivíduos das 
populações de ANA, PRE, ITA e BUT.  

A diversidade nucleotídica em Ae. scapularis variou de 0,00424 a 
0,01582, foram considerados para esta análise o número de 7 indivíduos para 
cada gene das populações: ITA, ANA, BUT e PRE. Os genes que 
apresentaram os maiores valores de diversidade foram o NAD4 e NAD5 e a 
menor diversidade foi encontrada no gene NAD1 (Figura 10). Os valores de 
DnDs variaram de 0 a 0,01, nos 13 GCPs portando não encontramos 
evidências de pressão seletiva negativa. 

Os genes rRNAs foram observados 14 substituições nucleotídicas 
considerando os genes 12s e 16s e nos tRNAs foram encontradas apenas 16 
substituições em seus 22 genes. 
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Figura 10- a) Diversidade nucleotídica dos 13 genes mitocondriais codificantes 
de proteínas. b) Tamanho relativo do fragmento do gene analisado 
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Tabela 4- Análises de polimorfismo e diversidade haplotípica dos 13 GCPs do 
mosquito Aedes scapularis. N=número, H= número de haplótipos, H(SD)= 
diversidade haplotípica. 

  
N 

Haplotipos 
únicos 

        
      H 

 
H(SD) 

ATP6 15 9 12 0,9714 

ATP8 10 3 4 0,4909 

COB 11 11 11 1,0000 

COI 9 9 9 1,0000 

COII 13 5 7 0,7949 

COIII 15 3 7 0,8667 

NAD1 7 7 7 1,0000 

NAD2 8 6 7 0,9643 

NAD3 13 4 7 0,8681 

NAD4 11 11 11 1,00 

NADl 9 2 4 0,5256 

NAD5 13 1 12 0,9872 

NAD6 9 4 5 0,4500 
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Tabela 5- Número de substituições sinônimas e não sinônimas e sua relação 
DnDs na espécie Aedes scapularis. 

 Substituições 
sinônimas 

Substituições não 
sinônimas 

Dn/Ds 

ATP8 18 3 0,023 

ATP6 4 1 0,041 

COB 14 1 0,04 

COI 14 1 0.013 

COII 14 3 0,029 

COIII 21 0 0,18 

NAD1 0 3 0 

        NAD2 16 0 0 

NAD3 5 0 0 

NAD4 53 3 0,01 

NAD4l 0 1 0 

NAD5 44 3 0 

NAD6 7 4 0,38 

 
O melhor modelo de análise filogenética foi selecionado por “Akaike 

Information Criterion” fornecido pelo JModeltest. Na filogenia bayesiana dos 13 
genes codificadores de proteínas, foi possível observar que o clado formado 
por indivíduos da espécie Aedes scapularis foi fortemente suportado (bootstrap 
100) em relação às outras espécies de culicídeos (Figura 11). Também pode 
ser observada nesta filogenia a ocorrência uma alta estruturação populacional 
em ITA, PRE e ANA, contudo na população BUT, um dos indivíduos foi mais 
aparentado às demais populações analisadas e o outro se mostrou mais basal. 
Em outras palavras, a estruturação populacional evidenciada pela filogenia 
baseada nos genes foi correlata à origem geográfica das amostras, com 
exceção do indivíduo BUT7 (Figura 11). Os genes ATP6, NAD1, NAD5 e NAD6 
apresentaram ou altos números de haplótipos ou alta diversidade haplotípica 
(Tabela 4) ou altos números de substituições não sinônimas (Tabela 5), por 
esta razão foram selecionados para a construção das “genes tree” 
isoladamente. Em todas as quatro árvores montadas individualmente com 
estes genes, ocorreu a formação de clado de populações de Aedes scapularis 
com valor de 100% de probabilidade posterior em relação às outras espécies 
de culicídeos (Figuras 12, 13, 14 e 15): Aedes vigilax, Haemagagus 
janthinomys, Aedes aegypti, Aedes albopictus e Culex quinquefasciatus. 
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Diferentemente do que ocorreu na filogenia conjunta dos 13 genes (Figura 11), 
as filogenias isoladas para cada gene não mostraram agrupamento correlato à 
origem geográfica das amostras populacionais. 

Incidentalmente, ocorreu também amplificação de DNA de mamíferos, 
presumivelmente picados pelas fêmeas de Ae. scapularis (6 delas). Contudo foi 
possível realizar a filtragem das sequências de DNA dos mosquitos em relação 
ao DNA do hospedeiro (mais detalhes olhar Capítulo 2). O DNA dos mamíferos 
amplificados eram de Equus caballus e Homo sapiens, a similaridade dos 
genes montados de ambas as espécies foram confirmados no software online 
Blast N. 
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Figura 11- Topologia bayesiana gerada de análise dos 13 CGPs nas espécies 
Aedes scapularis, Ae. vigilax, Ha. janthinomys, Ae. aegypti, Ae. albopictus, Cx. 
quinquefasciatus. O comprimento 0,02 na figura corresponde a medida de 
distância.  
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Figura 12-  Topologia bayesiana gerada de análise do gene NAD5 nas 
espécies Aedes scapularis, Ae. vigilax, Ha. janthinomys, Ae. aegypti, Ae. 
albopictus, Cx. quinquefasciatus. O comprimento 0,02 na figura corresponde a 
medida de distância. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 



 
 

56 
 

 
 

Figura 13- Topologia bayesiana gerada de análise do gene NAD6 nas espécies 
Aedes scapularis, Ae. vigilax, Ha. janthinomys, Ae. aegypti, Ae. albopictus, Cx. 
quinquefasciatus. O comprimento 0,03 na figura corresponde a medida de 
distância. 
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Figura 14- Topologia bayesiana gerada de análise do gene ATP6 nas espécies 
Aedes scapularis, Ae. vigilax, Ha. janthinomys, Ae. aegypti, Ae. albopictus, Cx. 
quinquefasciatus. O comprimento 0,02 na figura corresponde a medida de 
distância. 
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Figura 15- Topologia bayesiana gerada de análise do gene NAD1 nas espécies 
Aedes scapularis, Ae. vigilax, Ha. janthinomys, Ae. aegypti, Ae. albopictus, Cx. 
quinquefasciatus. O comprimento 0,01 na figura corresponde a medida de 
distância. 
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3.4 Discussão 
 
3.4.1 Geometria alar 
 

Encontramos baixa estruturação populacional entre as sete populações 
analisadas: ANA BUT (Butantan), ITA (Itaborai), TRE (Tremembé), PAR 
(Pariquera-Açu), PRE (Poço Redondo) e ANA (Ananindeua), pois existem 
intersecções morfológicas entre todas estas populações analisadas. A 
presença de interseções nos grupos populacionais no morfoespaço das 
variáveis canônicas também demonstra que possivelmente esta espécie não se 
trata de um complexo de espécies, ao menos no que concerne a estes 
marcadores biológicos. Indivíduos de espécies diferentes, mesmo que 
filogeneticamente próximas, formam cluster com pouca ou nenhuma 
intersecção no morfoespaço, como foi observado por Lorenz et al. 2015 em 
estudo com populações de mosquitos morfologicamente semelhantes das 
espécies Anopheles bellator, Anopheles homunculus e Anopheles cruzii. 
Apesar das intersecções entre as populações estudadas aqui, algumas 
populações foram mais distantes que outras no morfoespaço das variáveis 
canônicas e considerando as distâncias de Mahalanobis. As maiores distâncias 
morfológicas quanto à asa foram observadas entre as populações de ITA e 
BUT, sugerindo também ausência de correlação entre distância genética e 
geográfica, o que pode ser melhor visualizado no dendograma construído a 
partir das distâncias de Mahalanobis (Figura 4). Podemos observar no 
cladograma construído pelo método de neighbour joining que as populações 
BUT e PET, ambas do município de São Paulo com apenas 40 km de distância 
geográfica entre duas, estão separadas neste gráfico, enquanto que 
populações distantes como PET e PRE estão no mesmo ramo. A ausência de 
correlação entre distância geográfica e distância morfológica da asa foi 
comprovada por teste de regressão realizado entre essas duas variáveis. 
Resultados semelhantes a esta ausência de correlação entre morfologia da asa 
e distância geográfica, foram observados em populações de Mata Atlântica 
estudadas por Petersen et al. (2015), Motoki et al. (2012) também não 
observou correlação entre essas duas variáveis em populações de Anopheles 
darlingi de cinco ecorregiões brasileiras. O mesmo foi observado por Vidal et al. 
(2012) em trabalho com populações de Aedes aegypti no estado de São Paulo.  

 Também não foi observada associação entre similaridade morfológica 
das populações analisadas, considerando os biomas estudados, pois, por 
exemplo, a TRE coletada em área de Mata Atlântica degradada é mais 
semelhante em relação a morfologia da asa à ANA que é de ambiente de Mata 
Amazônica e está a por volta de 3.000 km de distância de TRE. Esta falta de 
correspondência entre fenótipo e distância geográfica entre as populações 
pode ter decorrido de convergência evolutiva. Outro fenômeno que explicaria a 
semelhança da forma alar entre populações separadas por centenas de 
quilômetros pode ser a retenção ancestral da forma alar (Donnelly et al., 2002). 
Contudo não descartamos a possibilidade desta equivalência entre as formas 
alares entre populações distantes ser ocasionada por uma coincidência 
evolutiva, provavelmente devido a essas populações passarem por pressões 
ambientais semelhantes, mesmo aquelas de biomas com condições ambientais 
extremas como a população da Caatinga PRE. 
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Com relação à diversidade morfológica estudada entre as sete amostras 
de Ae. scapularis, as populações que apresentaram os menores tamanhos 
globais das asas, foram as populações ANA (Ananindeua-PA) e PRE (Poço 
Redondo-SE) (Figura 5). Possivelmente a baixa variabilidade morfológica de 
ANA e PRE não está ligada a efeitos de “bottleneck”, pois estas populações 
são geneticamente diversas de acordo com nossos resultados dos genes 
mitocondriais. 

Os resultados de tamanho global alar foram consistentes com outros já 
observado em estudos com esta variável (Aytekin et al., 2008; Phasomkusolsil 
et al.. 2011; Charlwood et al.,, 2012) em culicídeos, na qual o tamanho dos 
indivíduos é inversamente proporcional à temperatura dos locais que habitam. 
No estudo realizado por Charlwood et al. (2012) a temperatura explicou metade 
das variações observadas no tamanho alar nas populações de Anopheles 
funestus coletados em Moçambique.  

A morfometria alar descrimina variações interespecíficas no formato alar 
de espécies e populações de culicídeos, contudo quando se avalia a presença 
de espécies de complexo, esta análise deve ser combinada com mais 
marcadores biológicos, sobretudo os marcadores moleculares como foi 
realizado no presente estudo. Uma abordagem parecida com o presente 
estudo foi realizado por Goméz et al. (2013), estes autores utilizaram a técnica 
de MG e o gene COI para avaliarem os membros do complexo Albitarsis, estes 
autores não encontraram evidências da existência de mais de uma espécie 
deste complexo nas populações analisadas. 

O alto polimorfismo morfológico encontrado em Ae. scapularis chamou a 
atenção de Forattini, 2002, para a possível existência de complexo de espécie, 
contudo podemos verificar através dos dados do presente estudo que este 
polimorfismo é uma característica generalizada da espécie. Esta alta 
variabilidade que também se pronuncia em marcadores genéticos, pode 
auxiliar na adaptabilidade do mosquito a novos ambientes na região urbana. As 
semelhanças interpopulacionais concernentes ao formato das asas pela 
análise de Variáveis Canônicas e pelo método de Neighbour Joining nas sete 
populações de Ae. scapularis indicam que as populações do presente estudo 
não constituem um complexo de espécies.  
 
3.4.2 Citocromo Oxidase Subunidade I 
                                                                                                                                        

Encontramos um grande polimorfismo no gene COI, pois foram 
observados 68 haplótipos em 162 indivíduos analisados. A árvore de haplótipos 
construída com gene COI, não acusou cluster de indivíduos das mesmas 
populações analisadas, indicando baixa estruturação populacional. Semelhante 
resultado já foi observado em outra espécie de culicídeo Neotropical, pois 
Lorenz et al. (2014) estudando duas  populações de  Anopheles cruzii 
coletadas em região de planície e em região com maior altitude também 
encontrou um grande número de haplótipos: 68 haplótipos em apenas 96 
indivíduos analisados. Apesar do alto polimorfismo encontrado nestas 
populações de Anopheles, diferentemente das sete populações de Ae. 
scapularis, em que não foi encontrada estruturação populacional, nas 
populações de An. cruzii  foi observado estruturação populacional dos 
mosquitos coletados na planície em relação ao mosquitos coletados nas 
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regiões mais altas. Apesar do alto polimorfismo haplotípico observado nas 
populações de Aedes scapularis e em Anopheles cruzii (Lorenz et al., 2014) 
este polimorfismo não é muito comum em mosquitos da família Culicidae, tanto 
em outras espécies silvestres e principalmente considerando espécies urbanas 
exóticas. Kang et al. (2012), observou apenas 59 haplótipos em 305 indivíduos 
da espécie Anopheles sinensis, coletados em 20 localidades. Gutiérrez et al 
2010 também encontrou um baixo número de haplótipos em populações de  
Anopheles darling em cinco localizações da colômbia: 12 haplótipos em 88 
indivíduos. Em trabalho realizado por Paupy et al. (2012) foi encontrado apenas 
8 haplótipos em 127 indivíduos da espécie Aedes aegypti coletados em 
diferentes áreas metropolitanas da Bolívia. Encontramos um alto número de 
haplótipos no mosquito Ae. scapularis, apesar deste mosquito ser infectado 
naturalmente pela bactéria Wolbachia, e esta bactéria geralmente diminui o 
número de haplótipos em seus hospedeiros, como foi documentado por Morais 
et al., 2015 em estudo com mosquitos da espécie Culex quinquefasciatus. 

Assim como a rede haplótipos do gene COI a análise filogenética 
Bayesiana também não evidenciou nenhum agrupamento entre as populações 
analisadas. Portanto não foram encontradas evidências da existência de 
complexo de espécies em Aedes scapularis utilizando este marcador. 
Diferentemente dos nossos resultados, Lehr et al. (2005) em estudo de 
investigação de complexo de espécies utilizando o gene mitocondrial COI, 
conseguiram identificar quatro espécies dentro do complexo Albitarsis: An. 
albitarsis s.s., An. albitarsis B, An. marajoara, e espécie E. Scarpassa & Conn 
2006, em estudo com populações de Anopheles (Nyssorhynchus) oswaldoi 
encontraram 25 haplótipos no gene COI e nenhum compartilhado entre as 
populações estudadas. Estes autores observaram quatro subgrupos nesta 
espécie, as quais suspeitaram pertencer às espécies An. oswaldoi s. , An. 
konderi e os outros dois subgrupos às linhagens ou espécies dentro do 
Complexo Oswaldoi. 

Apesar de o marcador molecular COI não apontar a existência de 
espécies de complexo em Aedes scapularis, este marcador mais uma vez 
evidenciou alto polimorfismo. Os resultados encontrados nas análises 
realizadas com o marcador molecular COI corroboram os resultados 
encontrados em Petersen et al. (2015), sendo que apesar da ampliação das 
áreas de coleta no presente trabalho em relação às realizadas no artigo 
Petersen et al. (2015), para biomas antes não explorados, foi encontrado nas 
populações das áreas ampliadas alto polimorfismo e riqueza haplotípica como 
ocorreu com as populações coletadas em Mata Atlântica (PET, PAR, BUT, ITA 
e TRE) (Petersen et al., 2015). Nas populações de ANA (região de Mata 
Amazônica) e PRE (Caatinga) foram encontrados valores de diversidade 
haplotípica de 0,99 e 1,00 respectivamente, valores semelhantes aos 
encontrados nas populações coletadas em regiões de Mata Atlântica onde os 
valores mais altos variaram de 0,84 a 0,97. Este polimorfismo encontrado em 
diferentes regiões brasileiras nos três diferentes biomas (Mata atlântica, 
Caatinga e região Amazônica) pode ser devido ao fato de a espécie Aedes 
scapularis estar próxima ao seu centro de origem evolutiva na América do Sul. 
Os centros de origem são locais na qual a espécie se originou para sua 
posterior dispersão, nestes locais as espécies apresentam alta diversidade 
genética. De acordo com Briggs, 1981, os centros de origem “atuam como 
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centros de radiação evolutiva” e fornecem espécies para outras áreas que são 
menos eficazes no sentido evolutivo”. A espécie Aedes scapularis apresenta 
distribuição pelas Américas do Sul, Norte e Central, então possivelmente seu 
centro de origem é no Brasil ou em região próxima ao País, pois mesmo nas 
regiões de escassez de chuva e com altas temperaturas como a Caatinga, a 
população PRE deste local apresentou alto valor polimórfico. Provavelmente 
esta população de mosquitos (PRE) que habita a Caatinga, ambiente este de 
condições extremas são bastante plásticos para se adaptarem a essas 
condições ambientais. Outra interpretação que este alto polimorfismo sugere é 
de que apesar de Aedes scapularis ser de habitat de mata fragmentada que 
sofreu ação antrópica ou de ambientes com altas temperaturas e escassez de 
chuva, aparentemente este mosquito não sofreu o efeito “bottleneck” recente. 

O marcador genético COI não evidenciou presença de complexo de 
espécies, porém através dos resultados obtidos utilizando este marcador foi 
possível observar que a espécie Aedes scapularis é igualmente polimórfica em 
ambientes de Mata Atlântica e em biomas de Caatinga e área Amazônica.  
 
3.4.3 Caracterização e Polimorfismo 
 

A estrutura do DNA mitocondrial do mosquito Aedes scapularis é 
semelhante a de outros culicídeos, apresentando ordenação semelhante dos 
37 genes mitocondriais com os genes estruturados em: 13 genes codificantes 
de proteínas, 22 tRNAs, 2 genes rRNAs e uma região controladora rica em AT 
(Hardy et al., 2014; Hardy et al., 2016; Oliveira et al., 2016). A espécie de 
culicídeo mais próxima na composição e estrutura dos 37 genes foi o Aedes 
vigilax. O comprimento do DNA mitocondrial completo de Ae. scapularis 
(15.560 pb) é semelhante ao de outros mosquitos da família Culicidae como 
ocorre com as espécies: Culex tritaeniorhynchus com 15.123 pb, Cx. coronator 
com 15.573 pb, Cx. usquatus com 15.573 pb e Aedes vigilax com 15.877 pb.  

No presente estudo como já mencionado no item 3.4.2, o gene COI foi 
bastante polimórfico, na qual foi observado 68 haplótipos em 162 indivíduos, 
contudo este gene não apresentou a maior diversidade nucleotídica dos 13 
GCPs. Os genes com maiores diversidades nucleotídicas foram o NAD4 e 
NAD5. Em estudo realizado por Demari et al., 2016, o gene NAD5 também 
apresentou alto valor de diversidade nucleotídica, neste trabalho foi empregado 
o DNA mitocondrial completo, para a caracterização de espécies do complexo 
Coronator. Essa alta variabilidade encontrada nos genes mitocondriais 
possivelmente ocorre em outros genes relacionados à adaptação do mosquito 
Ae. scapularis aos ambientes urbanos, que podem influenciar na antropofilia, 
oviposição em recipientes artificiais ou duração do repasto sanguíneo ( Conn et 
al. 2015). 

Os valores de DnDs variaram de 0 a 0,001, portanto não encontramos 
indícios de seleção positiva atuando sobre os 13 GCPs deste mosquito, 
resultado este semelhante ao encontrado em espécies do complexo Kerteszia 
por Oliveira et al. (2016). Quando ocorre atuação de pressão seletiva negativa 
como foi encontrado nos 13 genes é comum a presença de alto número de 
frequência haplotípica baixa (Vadivalagan et al., 2016). Encontramos os genes 
ATP6, COII, NAD1, NAD4, NAD5 e NAD6 com os maiores números de 
mutações não sinônimas. Os genes ATP6 e NAD5 foram sugeridos por Demari 
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et al. (2015), como bons marcadores genéticos devido  suas elevadas 
proporções de variações não sinônimas.  

Semelhantemente a outros trabalhos desenvolvidos sobre 
caracterização do DNA mitocondrial completo em culicídeos (Demari et al., 
2015; Hardy et al., 2016), os genes rRNAs e tRNAs de Ae. scapularis, foram 
mais conservados que os GCPs, por esta razão estes genes não foram 
considerados nas análises filogenéticas do presente estudo. 

O alto polimorfismo encontrado nos GCPs em Aedes scapularis, mais 
uma vez corrobora com a hipótese de que o Brasil é o centro de origem da 
espécie Aedes scapularis ou que estamos próximos ao centro de sua origem 
ou de diversidade genética. Geralmente espécies mais antigas, ou seja, as 
populações situadas em seu centro de origem ou de diversidade são mais 
polimórficas que as populações mais recentemente introduzidas (Kambhampati 
et al., 1991; Grunwald & Flier, 2005; Lorenz et al., 2015). 
 
3.4.4 DNA mitocondrial completo- Investigação de possível complexo de 

espécies 
 

Diferentemente da ausência de estruturação populacional observada na 
análise isolada do gene COI, na análise filogenética bayesiana dos 13 GCPs, 
foi possível observar formação de cluster entre as populações de Aedes 
scapularis analisadas (Figura 11). Ocorreu estruturação populacional alta com 
100% de probabilidade posterior entre as populações de Ae. scapularis ITA, 
PRE e ANA indicando que há similaridade correlata à origem geográfica, a 
exceção foi a população BUT, na qual um dos indivíduos foi mais aparentado 
às demais populações deste mosquito e o outro indivíduo se mostrou mais 
basal. Apesar de um dos indivíduos ser mais diferenciado em relação às 
populações analisadas, o clado com as populações de Aedes scapularis foi 
fortemente suportado por 100% de probabilidade de ocorrência, indicando que 
os indivíduos analisados provavelmente pertencem à mesma espécie nominal 
Aedes scapularis. Todas as espécies analisadas (Aedes scapularis, Ae. vigilax, 
Ha. janthinomys, Ae. aegypti, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus) na 
filogenia bayesiana dos 13 GCPs, apresentaram distâncias genéticas altas com 
100% de probabilidade de ocorrência.  As análises filogenéticas bayesianas 
dos genes ATP6, NAD1, ND5 e NAD6 não indicaram a mesma estruturação 
populacional observada na filogenia com os 13 GCPs, pois os valores de 
suporte interno nas análises isoladas desses quatro genes variaram de 100% a 
valores menores de 50%. Este resultado demonstra que para a espécie Aedes 
scapularis a utilização de vários genes é melhor para o estudo de estruturação 
populacional, possivelmente devido ao alto polimorfismo intraespecífico que 
ocorre nesta espécie. 

A análise filogenética bayesiana dos 13 GCPs se mostra eficaz na 
ramificação de espécies morfologicamente similares consideradas de 
complexo. Demari et al. (2015) observaram suportes com valores de 100% de 
probabilidade posterior entre os clados das espécies do complexo Coronator 
analisadas: Cx. coronator, Cx. usquatus, Cx. usquatissimus, and Cx. camposi. 
A análise de mitogenoma é uma ferramenta importante na resolução de 
filogenia de algumas espécies, não resolvidas utilizando um ou poucos 
marcadores genéticos de origem nuclear ou mitocondrial. Williams et al. (2014) 



 
 

64 
 

 
 

demonstraram que foi possível resolver as relações filogenéticas dentro do filo 
Gastropoda utilizando as análises de Máxima verossimilhança e probabilidade 
bayesiana dos genes mitocondriais. Segundo pôde ser observado na filogenia, 
a espécie-irmã de Aedes scapularis é o mosquito Aedes vigilax, enquanto que 
a espécie Culex quinquefasciatus foi a mais distante entre as espécies 
analisadas. As populações de Aedes scapularis estão filogeneticamente 
próximas à espécie Haemagogus janthinomys, resultado este semelhante ao 
encontrado por Harbach, 2009, que considerou em seu estudo o mosquito 
Aedes scapularis como pertencente ao gênero Ochlerotatus, este resultado 
pode levantar uma discussão taxonômica a respeito deste mosquito. Porém 
este não é o propósito do presente estudo que tem como foco investigar a 
presença de complexo de espécies e polimorfismo em Aedes scapularis, 
consideramos à classificação taxonômica proposta por Wikerson et al. (2015) 
devido à robustez deste trabalho que reavaliou os estudos de Reinert et al. 
(2008) e propôs à redução do gênero Ochlerotatus à subgênero . 

Apesar da alta estruturação populacional que pôde ser observada na 
árvore filogenética de GCPs, esta árvore corrobora o dendograma fenético das 
asas construído com distâncias de Mahalanobis no sentido de que não ocorre 
relação entre bioma ou localidade geográfica com a proximidade genética das 
populações analisadas. Possivelmente entre as populações de biomas 
diferentes, mas geneticamente parecidas, como por exemplo, ITA (Itaboraí) e 
ANA (Ananindeua), onde a primeira é de ambiente de Mata Atlântica e a 
segunda de ambiente de Mata Amazônica, a similaridade genética observada, 
pode estar relacionada com o padrão de imigração, ocorrência de retenção 
ancestral ou coincidência evolutiva.  

Em todas as análises filogenéticas construídas pelo método Bayesiano 
dos 13 CPGs e dos genes NAD1, NAD5, NAD6 e ATP6 pôde ser observada 
que as distâncias genéticas entre os indivíduos das populações do clado  
Aedes scapularis é pequena em relação às distâncias genéticas das espécies 
Ae. vigilax, Ha. janthinomys, Ae. aegypti, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus 
consideradas nas análises filogenéticas. Este fato também corrobora a 
hipótese de que possivelmente não ocorre complexo de espécies em Aedes 
scapularis. 

Baseado nos resultados das relações filogenéticas das populações de 
Aedes scapularis de diferentes biomas analisados em relação às outras 
espécies de culicídeos, e na interpretação conjunta de todos os dados dos 
genes mitocondriais e das asas até o momento, este mosquito aparenta ser um 
único táxon. 
 
3.4.5 Amplificação de DNA ingurgitado pelo mosquito 
 

Ocorreu a amplificação do DNA do mamífero picado pelo mosquito em 6 
fêmeas de Aedes scapularis. Destes, 5 mosquitos estavam ingurgitados com 
sangue de Homo sapiens e um indivíduo estava ingurgitado com sangue de 
Equus caballus. Acreditamos que o sangue do mamífero amplificado não se 
trata de uma contaminação externa (com DNA da própria pessoa que manipula 
as amostras), já que não foi somente DNA humano amplificado, mas também 
DNA de cavalo nas populações de ITA. A população ITA foi coletada em região 
de pasto no interior da cidade Itaboraí-RJ, neste local havia a presença de 
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cavalos, onde este provavelmente foi a fonte de alimento dos mosquitos Ae. 
scapularis. Além disso, outro fator que reforça o descarte de possibilidade de 
contaminação externa é que não foram encontrados indícios de DNA de 
mamífero no DNA de mosquito machos amplificados. Foi possível separar o 
DNA do animal possivelmente picado em relação ao DNA do mosquito. Até 
então não havia registros na literatura relatando a amplificação de DNA do 
mamífero picado presente no sangue ingurgitado pelo mosquito durante seu 
repasto sanguíneo. Essa amplificação inespecífica provavelmente ocorreu 
devido à região em que os dois primers HPK16Saa e HPK16Sbb (Hwang et al., 
2001) foram desenhados (Mais detalhes Capítulo 2). 

 
3.4.6 COI, DNA Mitocondrial completo e Morfometria geométrica alar 
 

Os diferentes marcadores populacionais utilizados neste estudo 
indicaram diferentes níveis de estruturação populacional. O marcador genético 
COI, não revelou nenhuma estruturação populacional, com a Morfometria 
geométrica alar foi possível observar uma leve estruturação populacional e já 
com análise filogenética bayesiana dos 13 GCPs ocorreu uma alta estruturação 
populacional em três populações estudadas. Apesar destas diferenças 
relacionadas ao grau de especificidade ou estabilidade evolutiva destes 
marcadores populacionais utilizados no presente estudo, estes três marcadores 
mostraram um alto polimorfismo na espécie Aedes scapularis.  Estas diferentes 
respostas dos marcadores genéticos e morfológicos que ocorreu neste estudo 
é comum, pois as razões evolutivas entre os marcadores podem ser diferentes. 
A morfometria geométrica alar é sensível a processos microevolutivos, 
podendo ser considerado como um marcador preliminar de estrutura 
populacional, sendo frequentemente utilizada em estudos de caracterização 
populacional (Louise et al. 2015, Petersen et al. 2015) . Os 13 GCPs foram 
eficazes em evidenciar a estruturação populacional do mosquito Ae. scapularis, 
possivelmente devido a sua riqueza de informações. Considerando estas 
características dos marcadores biológicos, recomenda-se a combinação de 
marcadores para a investigação de espécies de complexo e estudos de 
estruturação populacional. 

O alto polimorfismo era esperado nas populações da Mata Atlântica, 
mesmo fragmentadas, pois este é o habitat natural deste mosquito, contudo foi 
verificado polimorfismo alto em populações de área de Mata Amazônica e de 
Caatinga. Estes achados a respeito do polimorfismo presente em todos os 
biomas estudados (Mata atlântica, Caatinga e Mata Amazônica) observado nas 
análises dos marcadores de Morfometria geométrica, COI e CPGs corroboram 
a hipótese de que o Brasil é o centro de origem dessa espécie ou que estamos 
próximos ao centro de origem. O alto polimorfismo característico da espécie 
Aedes scapularis possivelmente confere a este mosquito plasticidade para se 
desenvolver em ambientes com condições ambientais extremas como no 
bioma de Caatinga. Além disso, possivelmente sua plasticidade está auxiliando 
em sua adaptação do ambiente silvestre ou rural para o ambiente urbano. No 
ambiente urbano esse mosquito em contato com o vírus podem transmitir as 
arboviroses que circulam neste ambiente, caso apresente capacidade e 
competência vetorial. Uma vez que este mosquito já transmite algumas 
arboviroses entre estas alguns Flavivírus e atualmente fêmeas ingurgitadas de 
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Ae. scapularis já foram encontradas no interior de casas em regiões do Brasil 
com epidemia de vírus  Zika (Costa da Silva et al., 2017). 

Os marcadores populacionais utilizados neste estudo não sugeriram ou 
evidenciaram a presença de espécie de complexo em Aedes scapularis nos 
biomas de Mata Atlântica, Caatinga e Mata Amazônica. A maior evidência de 
que não ocorre complexo de espécies em Aedes scapularis neste estudo pôde 
ser observada nos robustos resultados decorrentes das análises realizadas 
com os GCPs mitocôndrias, pois os clados apresentaram altos valores de 
suporte para as populações deste mosquito em relação aos outros culicídeos: 
Aedes vigilax, Haemagagus janthinomys, Aedes aegypti, Aedes albopictus, 
Culex quinquefasciatus. Ademais, as distâncias genéticas e fenéticas 
observadas entre as populações não têm magnitude suficiente para nos fazer 
crer que há mais espécies sob o nome Aedes scapularis. 
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3.5 Conclusão 
 

Encontramos um alto polimorfismo genético e morfológico em todas as 
populações dos biomas de Mata Atlântica, Caatinga e Mata Amazônica. Os 
marcadores genéticos e morfológicos empregados neste estudo não 
evidenciaram a presença de complexo de espécies neste mosquito.  

A espécie Aedes scapularis ainda é bastante negligenciada apesar do 
risco que esta pode apresentar à saúde pública, pois esta espécie apresenta 
capacidade vetorial para algumas arboviroses e está em adaptação aos 
ambientes urbanos. Considerando estes fatos acreditamos que futuras 
investigações devem ser feitas nesta espécie a respeito de sua possível 
capacidade ou competência vetorial para as arboviroses emergentes. 
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3.6 RESUMO 
 
A espécie Aedes scapularis é distribuída por toda região das Américas, 

principalmente na América do Sul. Este mosquito está em processo de 
transição dos ambientes silvestres e rurais para os urbanos, fato este 
preocupante devido à sua capacidade e competência vetorial para vários 
agentes etiológicos de arboviroses e filarioses. Estudos anteriores voltados ao 
Ae. scapularis investigaram a presença de complexo de espécies neste 
mosquito na Mata Atlântica, ondes foi observado um alto polimorfismo genético 
e morfológico nesta espécie. Não foi encontrado indício de complexo 
taxonômico, contudo essa hipótese não foi descartada. Propusemos então 
continuar no presente estudo a investigação de complexo, polimorfismo e 
caracterização populacional neste mosquito, na qual pretendemos responder 
às seguintes questões: A espécie Aedes scapularis é igualmente polimórfica 
em outros biomas diferentes da Mata Atlântica? Em outros biomas o mosquito 
Aedes scapularis pode se apresentar como complexo de espécies? 

 Para cumprir com nosso objetivo empregamos os seguintes marcadores 
biológicos: Morfometria geométrica (MG) alar, gene Citocromo Oxidase 
Subunidade I (COI) e análise do DNA mitocondrial completo. Além disso, 
ampliamos as regiões de coleta (em meu mestrado apenas coletada em Mata 
Atlântica) para novos biomas: Caatinga e Mata Amazônica. As amostras 
populacionais analisadas foram: ANA (Ananindeua-PA), PRE (Poço Redondo-
PRE), TRE (Tremembé-SP), BUT e PET (São Paulo-SP), PAR (Pariquera-Açu) 
e ITA (Itaboraí-RJ).  

Encontramos diferentes níveis de estruturação populacional de acordo 
com o marcador biológico analisado: A estruturação populacional foi ausente 
na análise do gene COI, foi baixa quando consideramos a MG da asa e alta na 
análise filogenética bayesiana dos genes mitocondriais codificadores de 
proteínas (GCPs). Encontramos mais uma vez um alto polimorfismo em todos 
os marcadores empregados. Mais especificamente, as análises de variáveis 
canônicas das distâncias de Mahalanobis demonstraram intersecções entre 
todas as populações analisadas, demonstrando uma leve estruturação 
populacional. A rede de haplótipos do gene COI e sua análise filogenética 
bayesiana não evidenciaram presença de complexo de espécies em Ae. 
scapularis. Na análise filogenética bayesiana dos 13 GCPs formou-se um clado 
com populações de Ae. scapularis com 100% de probabilidade posterior de  de 
ocorrência. 

Não encontramos evidências de complexo de espécies nas análises dos 
marcadores MG, COI e DNA mitocondrial completo. Concluímos então que a 
espécie Ae. scapularis é genética e morfologicamente polimórfica, mas 
provavelmente esta espécie se trata de um táxon nominal único . 
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CAPÍTULO 2 - MONTAGEM DE GENOMA MITOCONDRIAL COMPLETO 
GERADO POR NEXT GEN SEQUENCING EM AEDES SCAPULARIS.  
 
 Este capítulo teve como objetivo demonstrar como foram montados 37 
genes mitocondriais sequenciados em Next Gen Sequencing (NGS) de 18 
indivíduos da espécie Aedes scapularis. Para alcançar tal objetivo foram 
utilizados os softwares “Mimicking Intelligent Read Assembly” (MIRA) e 
algoritmo de “Mitochondrial Baiting and Iterative Assembly” (MITObim) que 
permitem a montagem e mapeamento dos genes mitocondriais; 
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Montagem de genoma mitocondrial completo gerado por Next 
GenSequencing em Aedes scapularis. 
 
Vivian Petersen1 (vivianpetersen@usp.br), Lincoln Suesdek1,3 
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4.1 Introdução 
 

O DNA mitocondrial animal extracromosômico é relativamente pequeno, 
apresentando cerca de 15.000 kb de tamanho e sua estrutura está organizada 
em 37 genes: 2 genes para rRNAs, 13 para proteínas, 22 para tRNAs e  uma 
região não-codificadora que controla a replicação e transcrição do material 
genético da mitocôndria (Boore, 1999). Devido à rápida evolução, riqueza de 
informações e falta de recombinação, o DNA mitocondrial é muito utilizado em 
estudos de diversidade genética inclusive para investigação populacional e 
filogenética de várias espécies, mostrando-se uma poderosa ferramenta para a 
inferência de relações ancestrais (Demari-Silva et al., 2015; Lemos et al., 2015; 
Zhang et al., 2016). O filo Arthropoda é muito investigado em relação ao seu 
DNA mitocondrial, dentro da família Culicidae foram realizados estudos 
utilizando este conjunto de genes para a compreensão da estrutura 
populacional, pesquisa de espécies de complexo e em estudos filogenéticos 
(Behura et al., 2011; Hua et al., 2016). Com o desenvolvimento da tecnologia 
de Next-Generation Sequencing (NGS) para plataformas como Ion torrent, 
Illumina e Solid, o sequenciamento dos 37 genes pode ser realizado de forma 
rápida e eficaz e para seu “assembly” foram desenvolvidas ferramentas como 
“Mimicking Intelligent Read Assembly” (MIRA) e algoritmo “Mitochondrial 
Baiting and Iterative Assembly” (MITObim). Estes softwares permitem a 
montagem e o mapeamento de reads obtidos por NGS em sequências 
contínuas chamadas de “contigs”. Utilizando estes algoritmos é possível 
realizar montagens e mapeamento de sequências alvos completas do DNA 
mitocondrial de novo ou utilizar sequências referências previamente montadas 
como auxílio para montagem do contig estendido.   

O sequenciamento do DNA mitocondrial completo por indivíduo vem se 
tornado mais comum, pois devido à quantidade elevada de dados gerados, 
consegue responder melhor a algumas hipóteses biológicas em relação à 
utilização de apenas um ou alguns marcadores mitocondriais como: COI, ND4, 
COII. Uma vez que o DNA mitocondrial completo vem se tornando cada vez 
mais comum em estudos envolvendo mosquitos, propomos neste trabalho um 
resumo técnico sobre o procedimento de montagem e mapeamento dos 37 
genes mitocondriais sequenciados do mosquito Aedes scapularis, e como pode 
ser realizada a “filtragem” do DNA do mosquito infectado com o DNA do 
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“hospedeiro” sequenciado por NGS, pois encontramos junto ao DNA de 
mosquitos fêmeas o DNA de mamíferos, no qual acreditamos que estava no 
sangue do abdome do mosquito. 
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4.2 Materiais e métodos   
 
4.2.1 Métodos moleculares 
 
 Foram coletados 19 indivíduos a fim de aumentar as chances de 
representabilidade da espécie Aedes scapularis em 4 diferentes municípios do 
Brasil: Ananindeua-PA, Itaboraí-RJ, São Paulo-SP e Poço-Redondo-SE. Foram 
extraídos o DNA desses 19 mosquitos utilizando o kit de extração DNeasy 
Blood & Tissue (Qiagen, California, USA), seguindo o protocolo do produto. Em 
seguida foi realizada a primeira extensão do DNA pela técnica de PCR longo 
segundo Oliveira et al. (2015), utilizando os primers degenerados e 
palindrômicos: HPK16Saa 5’ ATG CTA CCT TTG CAC RGT CAA GAT ACY 
GCG GC 3 e HPK16Sbb 5’ CTT ATC GAY AAA AAA GWT TGC GAC CTC 
GAT GTT G 3’ (Hwang et al., 2001). Após esta primeira extensão foi feita a 
quantificação do DNA total utilizando o kit “Qubit® dsDNABR Assay Kit, logo 
depois ocorreu a etapa de Tagmentação e segunda amplificação da PCR. Em 
seguida foi realizada a Quantificação do DNA por PCR Real Time: o reagente 
utilizado foi KAPA-KK482 (Library Quantification Kit - Illumina/Universal) e 
Aplicação da biblioteca da amostra no MiSeq. 
 
4.2.2 Montagem e mapeamento dos genes mitocondriais 
 

As montagens e mapeamento dos 37 genes mitocondriais dos 19 
indivíduos da espécie Aedes scapularis foram realizadas em softwares que 
utilizam o sistema operacional Linux. A primeira etapa foi de visualizar e 
analisar a qualidade das amostras de DNA mitocondriais sequenciadas 
(arquivos Fastq) no software de interface gráfica Table (Milne et al., 2010). 
Após a verificação da qualidade das amostras foi iniciada a montagem e 
mapeamento dos “reads” em contigs em torno de 15.000 kb, que corresponde 
ao número aproximado do DNA mitocondrial completo em mosquitos (Demari 
et al., 2015; Hardy et al., 2015), para tal finalidade foram utilizados os softwares 
“Mira Assembly 4” e MITObim 1.8. Para a extensão “de novo” do DNA 
mitocondrial foram utilizados os seguintes parâmetros no programa Mira 
Assembly, antes editados no software de texto “GNU Emacs” (Stallman, 2007): 
 
PROJECT = NAME OF PROJECT 
JOB = GENOME, ACCURATE 
 
READGROUP = TEST_1 
AUTOPAIRING 
DATA = 178-14_S2_L001_R1_001.FASTQ  178-14_S2_L001_R2_001.FASTQ 
* 
TECHNOLOGY = SOLEXA 
PARAMETERS = -NW:CMRNL=WARN -NW:CAC=NO 
 
* Dado a ser analisado em formato fastq: arquivo R1 e R2. Foi utilizado como 
exemplo o indivíduo 178-14 da população de Belém, cujo os arquivos 
apresentam os seguintes rótulos R1= 178-14_S2_L001_R1_001 e R2= 178-
14_S2_L001_R2_001 

http://dl.acm.org/author_page.cfm?id=81100150601&coll=DL&dl=ACM&trk=0&cfid=877881918&cftoken=77523843
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Após a edição destes parâmetros foi realizado o seguinte comando no 

programa MIRA Assembly: 
 
MIRA MANIFEST  
 

Após a execução deste comando, foi verificado se o contig estendido 
apresentou o comprimento de 15.000 kb. Caso a extensão do DNA não tenha 
alcançado o comprimento 15.000 kb, foi utilizado o seguinte comando para a 
redução dos reads e assim facilitar a extensão da montagem do contig: 
 
sed -N '1,40000P' 178-14_S2_L001_R1_001.FASTQ > 
FEW_READS_R1.FASTQ 
 
sed -N '1,40000P' 178-14_S2_L001_R1_001.FASTQ > 
FEW_READS_R2.FASTQ 
 
Observação: 1,40000p- corresponde ao número de reads a serem analisados 
 
Em seguida, foi utilizado mais uma vez o seguinte comando: 
 
MIRA MANIFEST 
 

Para a junção dos arquivos de Fastq R1 e R2 para a etapa posterior da 
montagem foi executado o comando seguinte:  
 
CAT 178-14_S2_L001_R1_001.FASTQ 178-14_S2_L001_R2_001.FASTQ > 
FEWER_READS_JUNTO.FASTQ 
 

Logo após este comando os seguintes parâmetros foram editados no 
GNU Emacs e então executados no Mira Assembly 4: 
 
PROJECT = INITIAL-MAPPING-TESTPOOL-SALPINUS-MT 
 
JOB=GENOME,MAPPING,ACCURATE 
 
PARAMETERS = -NW:MRNL=0 -AS:NOP=1 SOLEXA_SETTINGS -
CO:MSR=NO 
 
READGROUP 
IS_REFERENCE 
DATA = CONTIG.FASTA 
STRAIN = NOME 
 
READGROUP = READS 
DATA = FEW_READS_R1.FASTQ FEW_READS_R2.FASTQ 
TECHNOLOGY = SOLEXA 
STRAIN = TESTPOOL 
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e então foi executado: MIRA MANIFEST.CONF  
 

No campo “data” dos parâmetros, foi utilizado um contig previamente 
montado como molde de referência para extensão da montagem e 
mapeamento dos genes mitocondriais. O contig de referência pode ser o maior 
contig montado da própria amostra previamente estendido no programa Mira 
Assembly ou pode ser utilizada uma sequência de DNA mitocondrial completa 
de mosquito depositada no GenBank. No presente estudo foram utilizadas 
como referência para a montagem das 19 amostras de DNA mitocondrial de 
Aedes scapularis, 4 sequências previamente montadas de DNA mitocondrial 
completo de culicídeos, depositados no GenBank. Foram selecionadas as 
amostras a seguir como referência, por pertencerem ao gênero Aedes e 
apresentarem proximidade filogenética com a espécie Aedes scapularis: Aedes 
vigilax (KP995260.1), Aedes albopictus (AY072044.1), Aedes aegypti 
(EU352212.1) e Aedes notoscriptus (KM676218.1). E em seguida foram 
executados os seguintes comandos no software MITObim: 

 
MITOBIM_1.8.PL -START 1 -END 10 -SAMPLE TESTPOOL -REF INITIAL-
MAPPING-TESTPOOL-SALPINUS-MT -READPOOL 
FEWER_READS_JUNTO.FASTQ -MAF INITIAL-MAPPING-TESTPOOL-
SALPINUS-MT_ASSEMBLY/INITIAL-MAPPING-TESTPOOL-SALPINUS-
MT_D_RESULTS/INITIAL-MAPPING-TESTPOOL-SALPINUS-MT_OUT.MAF 
 

Após a o uso deste comando, o software MITObim irá ampliar o contig 
anteriormente montado no software Mira 4 Assembly, através de algumas 
iterações (Tabela 1). Após a conclusão da montagem dos contigs, os 37 genes 
mitocondriais foram anotados automaticamente no software MITOS Web 
Server (Bernt et al., 2013).  

Todos os 37 genes montados foram verificados  no “Blastn”, aplicativo 
online vinculado ao GenBank onde foram observadas as taxas de identidade 
destes genes com os de outras espécies de mosquitos da família Culicidae 
depositados no GenBank. 
 
4.2.3 Filtragem das amostras de DNA de mosquito com DNA do hospedeiro 
 
 Para separar o DNA mitocondrial do mosquito do DNA mitocondrial do 
mamífero picado, foram realizados os mesmos procedimentos para a 
montagem dos 37 genes mitocondriais e foram utilizados os mesmos 4 moldes 
de referência empregados para a montagem e mapeamento dos demais 
mosquitos não-infectados como descrito no item 2.2. Para a montagem do DNA 
mitocondrial de Homo sapiens (Figura 1) separando-o do DNA mitocondrial do 
mosquito foram realizados os mesmo procedimentos do item 2.2, contudo foi 
utilizado como molde de referência para a montagem dos genes o contig de 
homo sapiens depositado no GenBank com número de acesso KX953877.1. O 
mesmo foi feito para a montagem do DNA mitocondrial de Equus caballus 
(Figura 2) presente em uma amostra de DNA mitocondrial de Aedes scapularis, 
contudo foi utilizado o contig com número de acesso JQ340140.1 no GenBank, 
como molde para a montagem dos genes mitocondriais 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790312003326
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1111812516?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=5E0AEFS5016
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Tabela 1- Número de Iterações utilizadas por amostra para alcançar a extensão 
correspondente do contig.* Mosquitos em que ocorreu a amplificação do DNA 
do mamífero picado. 

ID of sample Local da coleta Iterations Comprimento 

103-42 Itaboraí-RJ 4 11.219 

103-5 Itaboraí-RJ 4 13.488 

103-57 Itaboraí-RJ 9 14.147 

103-6* Itaboraí-RJ 1 10.738 

103-7* Itaboraí-RJ 1 4.827 

178-12 Ananindeua-PA 4 14.285 

178-25 Ananindeua-PA 10 8.224 

178-14 Ananindeua-PA 4 13.794 

178-24* Ananindeua-PA 1 11.063 

182-27* Poço-Redondo-SE 1 5.877 

182-34 Poço-Redondo-SE 3 14.039 

182-36 Poço-Redondo-SE 3 11.358 

182-38 Poço-Redondo-SE 1 14.224 

BUT-2 São Paulo-SP 16 13.987 

BUT-3 São Paulo-SP 6 14.582 

BUT-4* São Paulo-SP 1 12.944 

BUT-5 São Paulo-SP 1 12.630 

BUT-6 São Paulo-SP 1 9.454 

BUT-7* São Paulo-SP 1 14.135 
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Tabela 2- Posição de cada gene ao longo da extensão da mitocôndria e 
comprimento de cada gene de Aedes scapularis.  
 

Nome Comprimento 

Lisidina sintase  
69 

tRNA-Gln 
ligase 

69 

tRNA-Met 69 

NADH desidrogenase subunidade 2 987 

tRNA-Trp 
ligase 

69 

Cisteína-tRNA ligase 
tRNA-Cys 

67 

tirosina—tRNA ligase  66 

Citocromo oxidase subunidade 1 1509 

 
Leucina—tRNA ligase 

 
67 

Citocromo oxidase subunidade 2 675 

tRNA-Lys 71 

tRNA-Asp 70 

ATP sintetase F0 subunidade 8 
 

159 

ATP sintetase F0 subunidade 6 786 

Citocromo oxidase subunidade 3 340 

Glicina—tRNA ligase 67 

NADH desidrogenase subunidade 3 339 
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Tabela continuada 

Arginina—tRNA ligase 64 

Alanina—tRNA ligase 67 

Aspartato—tRNA(Asn) ligase 69 

Serina—tRNA ligase 67 

Glutamina-tRNA reductase 66 

Fenilalanina—tRNA ligase 67 

NADH desidrogenase subunidade 5 1686 

Histidina—tRNA ligase 66 

NADH desidrogenase subunidade 4 1335 

   NADH desidrogenase subunidade 4L 267 

     Treonina—tRNA ligase 66 

Prolina—tRNA ligase 67 

NADH desidrogenase subunidade 6 504 

Citocromo b 1108 

Serine—tRNA ligase 66 

NADH desidrogenase subunidade 1 909 

tRNA-Leu 68 

Subunidade ribossomal larga- RNA 1363 

Valina—tRNA ligase 72 

Subunidade  ribossomal pequena- RNA 792 
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4.3 Resultados e Discussão 
 

Foi possível montar genoma útil para reconstruções filogenéticas que 
propiciaram o estudo de complexo de espécies em Aedes scapularis (Capítulo 
1). A construção dos genes mitocondriais servirá como base para novos 
estudos envolvendo genética de culicídeos. Foi realizada a montagem dos 
genes mitocondriais de 19 mosquitos da espécie Aedes scapularis analisados 
(Tabela 2), utilizando DNA de referência de quatro espécies do gênero Aedes 
previamente sequenciadas e depositadas no GenBank. Foi utilizado um 
número grande de indivíduos para aumentar a representatividade para o 
estudo de estruturação, caracterização populacional e investigação de 
complexo de espécies. Foi possível amplificar mais de 10.000 kb em 15 
indivíduos do total analisado, contudo não foi possível realizar a montagem 
completa de todos 37 genes de todos os indivíduos analisados, contudo os 
softwares de mapeamento MIRA 4 e MITObim mostraram-se ferramentas 
eficazes para o desempenho desta tarefa. Devido a esta eficácia estes 
softwares são os mais utilizados atualmente em estudo de DNA completo para 
a montagem e mapeamento dos genes mitocondriais na família Culicidae 
(Demari et al., 2015; Lemos et al., 2015; Chu et al., 2016).  

Do total de indivíduos analisados foram encontrados 6 indivíduos 
“infectados” com DNA presente no sangue ingurgitado de seu organismo 
parasitado. Destes 5 mosquitos estavam ingurgitados com sangue de Homo 
sapiens e um indivíduo estava ingurgitado com sangue de Equus caballus. Foi 
possível separar o DNA do hospedeiro do mosquito em relação ao DNA do 
mosquito, utilizando o software MITObim e tendo como referência sequências 
de DNA de outras espécies de mosquito depositados no GenBank. Foram 
montados os 37 genes mitocondriais de Homo sapiens e Equus caballus 
(Figura 1) “filtrados” dos 6 mosquitos ingurgitados.  

Até então não havia registros na literatura relatando a amplificação de 
DNA do hospedeiro do mosquito presente no sangue ingurgitado pelo mesmo, 
utilizando os primers HPK16Saa e HPK16Sbb. Estes dois primers são 
universais para artrópodes, degenerados e palindrômicos (Hwang et al., 2000) 
e foram desenhados no gene 16S. Apesar de o gene 16S ser conservado em 
artrópodes (Boore et al., 1999), acreditamos que provavelmente a região onde 
os primers foram desenhados permitiu a amplificação dos genes mitocondriais 
das espécies Homo sapiens e Equus caballus. Hahn et al. (2013) demonstrou 
que é possível separar o DNA do ectoparasita do gênero Gyrodactylus 
presente na pele do peixe, do DNA do peixe amplificado. Aquele autor 
trabalhou com espécies do peixe teleósteo Thymallus thymallus e a truta arco-
íris Oncorhynchus mykiss e para separar o DNA do peixe do seu ectoparasita 
foi utilizado o software MITObim. Como molde de referência para o 
mapeamento do contig foi utilizado o genoma de quatro salmonídeos: salmão 
atlântico (Salmo Salar), do árctico (Salvelinus alpinus), o europeu (T. thymallus) 
e da truta arco-íris (O. mykiss). 
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Figura 1- A) Estrutura dos 37 genes mitocondriais de Equus caballus, 
separados do DNA mitocondrial de Aedes scapularis. B) Estrutura dos 37 
genes mitocondriais de Homo sapiens, separados do DNA mitocondrial de 
Aedes scapularis. 
 

 
 

A técnica de Next Gen Sequencing aumenta a velocidade e produção de 
grande volume de material de forma barata, rotineira, facilitando os estudos 
com DNA mitocondrial completo de diversas espécies. Atualmente já foram 
sequenciados os genomas mitocondriais completos de várias espécies de 
mosquito de importância médica como: Aedes aegypti (Behura et al., 2011), 
Aedes vigilax (Hardy et al., 2016), Anopheles gambiae (Beard et al., 1993), 
Anopheles bellator, Anopheles homunculus (Oliveira et al., 2016),  entre outros 
mosquitos. O aumento do número de dados gerados sobre estes mosquitos 
vetores, em estudos de caracterização genética e populacional, filogenia e de 
complexo de espécies pode auxiliar na vigilância e controle destes mosquitos 
evitando assim a propagação das doenças transmitidas pelos mesmos.  
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4.4 RESUMO 
 

A técnica de sequenciamento Next Gen Sequencing (NGS) facilita e 
barateia o desenvolvimento de estudos com genomas mitocondriais completos. 
Aliado a isso, foram desenvolvidos softwares “Mimicking Intelligent Read 
Assembly” (MIRA) e algoritmo de “Mitochondrial Baiting and Iterative Assembly” 
(MITObim) que permitem a montagem e mapeamento dos 37 genes 
mitocondriais de maneira eficaz e não exigem conhecimentos avançados na 
área de bioinformática. Devido à rápida evolução e riqueza de informações, o 
DNA mitocondrial é muito utilizado em estudos de investigação populacional e 
filogenética de várias espécies incluindo a família Culicidae. Devido à facilidade 
e aumento atual do desenvolvimento de estudos com DNA mitocondrial 
completo na área da Culicidologia, propomos neste trabalho demonstrar como 
pode ser feita a montagem e mapeamento de genes mitocondriais 
sequenciados por NGS e como é realizada a filtragem dos genes de mosquitos 
infectados com DNA do hospedeiro. Foram montados os genes mitocondriais 
de 19 indivíduos da espécie Aedes scapularis, para estudo de investigação de 
complexo de espécies e polimorfismo molecular deste mosquito. Em meio aos 
indivíduos analisados, foi amplificado em 6 mosquitos o DNA do hospedeiro 
picado, sendo foi possível separar o DNA mitocondrial do mosquito, do DNA 
mitocondrial amplificado do hospedeiro (Homo sapiens e Equus caballus) 
utilizando o software MITObim. Os estudos com DNA mitocondrial completo 
vêm aumentando na família Culicidae, e esta genotipagem auxilia no 
conhecimento sobre estrutura populacional, diversidade populacional, 
dispersão  da espécie e pode  indiretamente melhorar a vigilância 
epidemiológica de espécies vetoras. 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 
 

  A espécie Aedes scapularis é genética e morfologicamente muito 
polimórfica. Seu alto polimorfismo foi constatado nos diferentes marcadores 
biológicos empregados na presente tese: Morfometria geométrica alar, gene 
Citocromo Oxidase Subunidade I e DNA Mitocondrial Completo. Estes 
diferentes marcadores apresentaram vários níveis de sensibilidade em relação 
à estruturação populacional, variando de ausência de estruturação com o gene 
COI até detecção de alta estruturação populacional revelada pela análise de 
filogenia bayesiana dos 13 GCPs. Os resultados obtidos das análises 
individuais e conjunta de todos os marcadores utilizados nos capítulos 
trabalhados nesta tese, não confirmaram a suspeita de a presença de 
complexo de espécies em Aedes scapularis. Concluímos então que o mosquito 
Ae. scapularis é uma espécie que provavelmente compreende uma única 
entidade taxonômica. 
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APÊNDICE 1 
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1.2 Amostras trabalhadas nos capítulos 1 e 2 
  

Para o desenvolvimento dos capítulos 1 e 2 foram coletadas amostras 
populacionais de Aedes scapularis em biomas de Mata Atlântica, Caatinga e 
Região Amazônica. Estas amostras foram coletadas por Petersen V ou 
Devicari M entre os anos de 2009 a 2014 (tabela 1): 
 
1.2.1 ANA (Capítulo 1 e 2)-Ananindeua-PA  
 

Amostra coletadas durante o doutorado de Petersen V no horto do 
Instituto Evandro Chagas da cidade de Ananindeua-PA. A cidade de 
Ananindeua está a cerca de 19 km da capital Belém-PA. Este município é de 
clima equatorial, tipicamente úmido apresentando regiões de mata secundária 
em vários estágios, devido ao desmatamento para a plantação de espécies 
alimentícias (site da prefeitura 
http://www.ananindeua.pa.gov.br/#default.index.inicial) 

 
Figura 1- Visão aérea do Instituto Evandro Chagas. O instituto é cercado por 
grande área de mata de secundária. Fonte: www.google.com  

 
 
 
1.2.2 BUT-1 (Capítulo 1 e 2) e  BUT-2 (Capítulo 2) -Instituto Butantan  
 

A amostra BUT-1 foi coletada durante o mestrado de Devicari, M e a 
amostra BUT-2 foram coletadas durante o doutorado de Petersen V no Horto 
Oswaldo Cruz no Instituto Butantan em São Paulo. O horto do Instituto 
Butantan, está inserido em meio ambiente urbano, então a importância de 
incluir amostras deste local no estudo, pois podem auxiliar no entendimento do 
processo de domiciliação desta espécie. Este bosque apresenta espécies de 
culicídeos de vários gêneros: Aedes, Culex, Haemagogus, Psorophora e 
Toxorhynchites (Comunicação pessoal com Virginio, F e Lorenz, C). 

http://www.ananindeua.pa.gov.br/#default.index.inicial
http://www.google.com/


 
 

90 
 

 
 

 
Figura 3- Mata do horto inserido no Instituto Butantan-SP 
Fonte: www.google.com. 
 

 
 
1.2.3 ITA (Capítulo 1 e 2)- Itaboraí-RJ 
 

Amostra coletada durante o mestrado de Petersen, V (Petersen, 2012) 
no município de Itaboraí-RJ localizado a 40 km da capital Rio de Janeiro, esta 
cidade é composta por regiões de pastagens, brejos, mata de encosta e 
mangues. A mata se encontra fragmentada pelo município. 
 
Figura 3- Município de Itaboraí- RJ. Este município apresenta várias regiões 
com pasto. Fonte: www.google.com. 
 

 
 

1.2.4 PAR (Capítulo 2)- Pariquera- Açu 
 

Esta amostra foi coletada durante o mestrado de Devicari, M (Devicari 
2010) no município de Pariquera-Açu (SP), muitos estudos já foram realizados 
com os culicídeos nesta região. Este município foi afetado pela epidemia do 

http://www.google.com/
http://www.google.com/
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vírus Rocio na década de 1970. Nesta época o Ae. scapularis foi apontado 
como possível vetor do vírus nesta localidade e em todo Vale do Ribeira. 
Figura 4-  Município de Itaboraí. Esta cidade está dentro do Vale do Ribeira  
Fonte: www.google.com.                                                        
 

 
 
 

1.2.5 PET-1 (Capítulo 2) - Parque ecológico do Tietê 
 

As coletas neste local foram realizadas durante o doutorado de Petersen 
V. Localizado na zona leste da cidade de São Paulo fazendo divisa com 
Guarulhos, o parque ocupa uma região de 12 milhões de m2, região está 
coberta por mata atlântica. O local recebe ampla visitação pública, cerca de 
5.000 visitantes por mês. 
Este parque apresenta área de visitação pública e um centro de recepção de 
animais silvestres “C.R.A.S” que abriga cerca de 2.000 espécies. Entre estas 
espécies está a presença de araras, pássaros pretos, tucanos, papagaios, 
canários da terra, periquitos e coleirinhas, lagartos, jabutis, saguis, macacos-
prego, quatis, antas, catetos e gambás (site do C.R.A.S).  Algumas destas 
espécies podem ser reservatórios de arbovírus. 
Figura 5- Parque ecológico do Tiête. Dentro do parque podem ser observadas 
a presença de vários fragmentos de mata. Fonte: www.google.com. 
 

http://www.google.com/
http://www.google.com/
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1.2.6 PRE (Capítulo 1 e 2)- Município de Poço redondo- SE 
 

Amostra coletada durante doutorado de Petersen, V na “Grota do 
Angico”, região localizada no município de Poço Redondo-SE, próximo ao Rio 
São Francisco. Esta localidade apresenta bioma de caatinga, onde ocorre a 
presença de vegetação seca e arbustiva, apresenta alta temperatura, chuvas 
escassas e irregulares ao longo do ano (fonte). Atualmente ainda existem 
poucos trabalhos desenvolvidos na caatinga relacionados aos culicídeos, 
portanto, ainda não se sabe se as espécies deste ambiente de grande pressão 
apresentam alto polimorfismo. 
 
Figura 6 - Margem do Rio São Francisco na Grota do Angico- Poço Redondo-
SE. Fonte: www.google.com 

 
 

http://www.google.com/
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1.2.7 TRE (Capítulo 2)- Município de Tremembé 
 

Esta amostra foi coletada durante o mestrado de Petersen, V no 
município de Tremembé-SP, cidade do Vale do Paraíba, localizada a 133 km 
de São Paulo e 309 km do Rio de Janeiro. O município está cercado por 
morros, composto por várzeas e mata tipicamente secundária. O local 
escolhido para coleta dentro do município foi a chácara “Santa Madalena”, por 
apresentar abundância da espécie estudada. O local apresenta fragmento 
bastante modificado de mata em meio ao ambiente urbano. 

 
 
 
 

Figura 8- Vista aérea do município de Tremembé. A cidade apresenta vários 
fragmento de mata secundária ao seu redor. Fonte: www.google.com. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.google.com/
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Tabela 1- Dados das amostras já coletadas de Ae. scapularis, em seis 
localidades brasileiras. M.G= Morfometria geométrica; COI= Gene Citocromo 
Oxidase Subunidade I e DNA mitocondrial completo.*Amostras trabalhadas 
por Devicari, M durante o desenvolvimento de seu mestrado. + Amostras 
trabalhadas por Petersen V durante o desenvolvimento do mestrado. 

 

 

ID 

 

Município 

 

Coletor 

Número 
de 
amostras  
COI 

Número 
de 
amostras 
MG 

Número de 
amostras 
mtDNA 
completo  

 

Data da 
coleta 

 
Cordenadas 
geográficas 

BUT *  

São Paulo-SP 

Devicari, M 10 39 - Fev/2009  
23

0 
32”45’S 

46
0
 43” 39’O 

BUT 
+
 Petersen, V - - 06 Set/2015 

 
PET 

+
 

Petersen, V       34     29 -  
Abr/2011 

23
0 

29” 15’S 
46

0
 32” 90’O 

ITA
+
 Itaboraí-RJ Petersen, V 36 30 05 Mar/2011 22

0
 44”51’S 

42
0
 51”21’O 

PAR* Pariquera-SP Devicari, M 21 25 - Dez/2007 
Mar/2008 
Mai/2009 

24
0
 42” 37’S 

47
0
 53” 2’O 

TRE
+
 Tremembé-SP Petersen, V 29 30 - Nov/2010 22

0
 57”12’S 

45
0
 3” 28’O’ 

ANA
+
 

(doutorado) 
Ananindeua-PA Petersen, V 14 33 04 Ago/2014 1

0
21’59”S 

48
0
 22’20”O 

PRE
+
 

(doutorado) 
Poço Redondo-
SE 

Petersen, V 18 28 04 Mai/2014 64
0
 44”67’S 

89
0
 33” 45’O 
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 ANEXO A- High morphological and genetic variabilities of Ochlerotatus 
scapularis, a potential vector of Filarias and arboviruses. 
 

Este artigo foi desenvolvido durante meu doutorado no ano de 2015 e 
publicado na revista científica Parasites & Vectors. O artigo apresentou como 
objetivo a investigação de complexo de espécie e polimorfismo em Aedes 
scapularis. Este artigo foi elaborado com base nos resultados desenvolvidos 
por mim e pela Devicari M (Mais detalhes olhar Apêndice 1). As populações 
analisadas neste artigo (ITA, TRE, PAR, BUT e PET) foram reanalisadas 
durante meu doutorado juntamente as novas populações coletadas em 
Ananindeua- PA e Poço Redondo-SE. 
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ANEXO B- Assessment of the correlation between wing size and body weight in 
captive Culex quinquefasciatus 
 

Este artigo que foi desenvolvido durante meu doutorado e publicado no 
periódico científico Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical no 
ano de 2016. Este artigo versa sobre a investigação da correlação entre o 
tamanho da asa em relação ao peso seco de mosquitos adultos, para tal 
objetivo foi utilizado o mosquito Culex quinquefasciatus como modelo. O  uso 
do valor do tamanho da asa no lugar do peso seco, como uma das formas para 
se avaliar o fitness do mosquito adulto pode facilitar na manutenção diária da 
colônia 
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ANEXO C- Polymorphism in male genitalia of Aedes (Ochlerotatus) 
scapularis Rondani, 1848. 
 

Este artigo foi desenvolvido para investigar a hipótese levantada a 
respeito da ocorrência de complexo de espécie em Aedes scapularis, devido ao 
polimorfismo do processo retrodirigido na genitália masculina encontrado por 
Arnell em 1976. Este artigo foi publicado recentemente pelo periódico científico 
“Bulletin Entomological Research”. 
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