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RESUMO 

LORENZ, C. Emprego de técnicas morfométricas, espectrometria MALDI-TOF e 
sequenciamento genético para classificação e filogenia de Culicidae (Diptera). 
[Tese (Doutorado em Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2017. 

Os mosquitos (Culicidae; Diptera) compreendem um grupo monofilético, mas 
algumas relações dentro da família ainda não estão totalmente resolvidas. Existem 
lacunas significativas no conhecimento do grupo, principalmente para gêneros 
Neotropicais. O objetivo deste trabalho foi elaborar uma hipótese filogenética para os 
gêneros de Culicidae baseada nos já tradicionais caracteres de variabilidade 
genética e nos recém-agregados caracteres de perfil proteico evidenciados por 
espectrometria de massa (MALDI-TOF). Além disso, foi analisado como a forma da 
asa evoluiu ao longo do tempo nesses grupos. Foram analisadas 1.429 asas de 76 
espécies diferentes abrangendo 20 gêneros. Para análises genéticas, foram 
utilizadas sequências de oito genes nucleares e genomas mitocondriais de 21 
espécies. A Análise de Variáveis Canônicas agrupou todas as espécies do gênero 
Anopheles em um único conjunto; o mesmo foi observado para os representantes da 
tribo Sabethini. O formato alar mostrou-se um bom marcador taxonômico, já que as 
análises em cada tribo ou gênero foram capazes de revelar agrupamentos naturais. 
O landmark #1 (situado entre as veias R1 e RS da asa) foi o mais variável entre 
todos os gêneros de Culicidae. A magnitude da divergência morfológica parece 
seguir um padrão hierárquico, onde: subfamília > tribo > gênero > subgênero > 
espécie > população. Análises de MP, ML e AB usando genes nucleares 
convergiram para a mesma árvore, em que Anophelinae aparece como grupo irmão 
de todos os outros Culicinae. Em relação aos genomas mitocondriais, a topologia 
construída com esses dados revelou grupos bem suportados, sendo que alguns 
foram discordantes da filogenia atual da família. Os genomas mitocondriais em geral 
seguiram a mesma ordem gênica, exceto nos representantes da tribo Sabethini, 
onde houve uma translocação de dois RNAs transportadores; esse fato é inédito em 
Culicidae até o momento. Os genes CO1, NAD2 e NAD6 apresentaram alta 
diversidade nucleotídica, podendo ser empregados como marcadores para outros 
estudos. A razão entre mutações não-sinônimas e sinônimas revelou que o genoma 
mitocondrial dos Culicidae está sob forte seleção purificadora. Através da 
espectrometria MALDI-TOF foram identificados 24 biomarcadores nas espécies 
analisadas; a topologia fenética construída utilizando esses perfis proteicos não 
apresentou congruência com outros marcadores, mas podem ter potencial na 
identificação taxonômica das espécies. A tribo Sabethini apresentou agrupamento 
único tanto nas análises genéticas quanto morfológicas. De um modo geral a 
morfologia, a genética e os perfis proteicos não foram concordantes, e isso pode 
estar ocorrendo devido a (a) taxas evolutivas distintas entre eles, (b) algum 
marcador utilizado estar sob seleção positiva ou (c) canalização genética. Foi 
encontrado grande suporte para alguns grupos dentro de Culicidae, como 
Anophelinae e tribo Sabethini, sendo que o genoma mitocondrial mostrou ser uma 
ferramenta útil na reconstrução da história evolutiva dos mosquitos. 
 
 
Palavras-chave: Mosquitos. Morfometria Geométrica Alar. Genoma Mitocondrial. 
Evolução. Perfil Proteico. Translocação. Seleção Purificadora. 
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ABSTRACT 

LORENZ, C. Use of morphometric techniques, MALDI-TOF spectrometry and 
genetic sequencing for classification and phylogeny of Culicidae (Diptera). [Ph. 
D. Thesis (Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo; 2017. 

Mosquitoes (Culicidae; Diptera) comprise a monophyletic group, but some 
relationships within the family are not fully resolved. There are significant gaps in 
group knowledge, especially for Neotropical genera. The aim of this study was to 
elaborate a phylogenetic hypothesis for the Culicidae family based on the already 
traditional characters of genetic variability and in the newly added protein profile 
characters evidenced by mass spectrometry (MALDI-TOF). In addition, it was 
analyzed how wing shape evolved over time in these groups. We analyzed 1,429 
wings of 76 different species covering 20 genera. For genetic analysis, sequences 
from eight nuclear genes and mitochondrial genomes from 21 species were used. 
The Canonical Variate Analysis grouped all the species of the genus Anopheles into 
a single cluster; the same was observed for representatives of the Sabethini tribe. 
The wing shape proved to be a good taxonomic marker, because the analyzes in 
each tribe or genus were able to reveal natural clusters. The landmark #1 (located 
between the wing veins R1 and RS) was the most variable among all Culicidae 
genera. The magnitude of the morphological divergence seems to follow a 
hierarchical pattern, where: subfamily > tribe > genus > subgenus > species > 
population. Analyzes of MP, ML and AB using nuclear genes converged to the same 
tree, where Anophelinae appears as the sibling group of all other Culicinae. 
Regarding the mitochondrial genomes, the topology constructed with these data 
revealed well supported groups, and some were discordant to the current phylogeny 
of the family. Mitochondrial genomes generally followed the same genus order, 
except in the representatives of the Sabethini tribe, where there was a translocation 
of two transporter RNAs; this fact is unprecedented in Culicidae so far. The genes 
CO1, NAD2 and NAD6 presented high nucleotide diversity and could be used as 
markers for other studies. The ratio between non-synonymous and synonymous 
mutations revealed that the mitochondrial genome of the Culicidae is under strong 
purifying selection. Through MALDI-TOF spectrometry, 24 biomarkers were identified 
in the analyzed species; the phenetic topology constructed using these protein 
profiles did not show congruence with other markers, but may have potential in the 
taxonomic identification of the species. The Sabethini tribe presented a unique 
grouping in both genetic and morphological analyzes. In general, morphology, 
genetics and protein profiles were inconsistent, and this may be occurring due to (a) 
distinct evolutionary rates between them, (b) any marker used to be under positive 
selection or (c) genetic canalization. Great support was found for some groups within 
Culicidae, such as Anophelinae and Sabethini tribe, and the mitochondrial genome 
proved to be a useful tool in the reconstruction of the evolutionary history of 
mosquitoes 

 

Keywords: Mosquitoes. Wing Geometric Morphometry. Mitochondrial Genome. 
Evolution. Protein Profile. Translocation. Purifying Selection. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A família Culicidae 

 

         Os culicídeos, conhecidos popularmente como mosquitos ou pernilongos, 

compreendem um grupo monofilético (Wood, Borkent, 1989; Miller et al., 1997; 

Harbach, Kitching, 1998) e pertencem à ordem Diptera. São insetos nematóceros – 

apresentam antenas longas com mais de seis segmentos articulados - distinguíveis 

dos demais da ordem pela presença de escamas nas veias alares, caráter que não 

se encontra nem mesmo nas famílias Chaoboridae e Dixidae, que lhes são próximas 

(Forattini, 2002). São facilmente reconhecidos pela longa probóscide e pela 

presença de escamas na maioria das partes do corpo. Encontram-se distribuídos 

pelas regiões tropicais e temperadas, inclusive no Círculo Ártico (Harbach, 2007). A 

área Neotropical detém o maior nível de biodiversidade e endemicidade, já que 27% 

dos culicídeos são restritos a essa região biogeográfica (Ward, 1982; Forattini, 

2002). 

Atualmente são reconhecidas 3.555 espécies (Mosquito Taxonomic 

Inventory, 2017), mas pode existir um número três vezes maior do que este, já que 

muitos mosquitos podem ser membros de complexos ou formas isomórficas de 

outras espécies, além daqueles ainda desconhecidos pela ciência (Figura 1). 

Apenas cerca de 200 culicídeos, principalmente dos gêneros Anopheles, Aedes e 

Culex são vetores de patógenos que causam doenças em humanos, incluindo vírus 

(arboviroses), filárias (helmintíases) e protozoários. Essa relação entre mosquitos e 

saúde pública tem direcionado a maioria das pesquisas, com foco principalmente 

nas espécies com interesse médico (Reidenbach et al., 2009). 

         A família Culicidae tem origem antiga, provavelmente no período Jurássico 

(Edwards, 1932; Bertone et al., 2008), comprovado pelo registro fóssil de seu grupo-

irmão Chaoboridae (Borkent, 1993). Mas infelizmente os poucos achados fósseis 

não solucionam as relações evolutivas dentro da família (Reidenbach et al., 2009). 

Devido a sua importância médica, Culicidae é um dos grupos mais estudados entre 

os insetos. Ironicamente, apesar dos inúmeros estudos morfológicos e moleculares, 

pouco progresso foi feito em relação ao entendimento da história evolutiva da família 

(Harbach, 2007). 
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Figura 1 – Exemplos da diversidade dentro da família Culicidae. (A) Haemagogus 
janthinomys (Foto: Dr. Nicolas Dégallier); (B) Toxorhynchites spp. (Foto: Narelle Power); (C) 
Culex quinquefasciatus (Foto: James Gathany); (D) Sabethes spp. (Foto: S. Drechsel); (E) 
Anopheles albimanus (Foto: James Gathany); (F) Aedes aegypti (Foto: Muhammad Mahdi). 

 

 

1.2 Histórico da taxonomia da família 

 

A classificação tradicional dos Culicidae é morfológica e 

predominantemente gradista, sendo baseada nos estudos de Edwards (1932). 

Desse modo, os níveis taxonômicos conhecidos são grupos arbitrários baseados na 

interpretação subjetiva das similaridades morfológicas, sendo a grande maioria 

parafiléticos ou polifiléticos (Harbach, 2007). 

Havia uma dúvida quanto ao monofiletismo do grupo Culicidae (Wood, 

Borkent, 1989; Miller et al., 1997; Harbach, Kitching, 1998). Entretanto, três 

sinapomorfias anatômicas dos mosquitos adultos suportam o monofiletismo da 

família: presença de escamas eretas na cabeça (com várias perdas e reduções), 

aparelho bucal desenvolvido numa longa probóscide única e a presença de cerdas 

pré-alares (perdido em Hodgesia, Malaya e Sabethes) (Forattini, 2002). 

Os gêneros existentes dentro de Culicidae raramente são revisados por 

completo, então também existem várias questões não resolvidas sobre o status 

taxonômico de muitas espécies, principalmente com aquelas dos gêneros: Aedes, 

Armigeres, Coquillettidia, Culex, Mansonia, Mimomyia, Ochlerotatus, Psorophora, e 

Wyeomyia. Tratam-se de gêneros que abrigam espécies extremamente variáveis e 

A B C 

D E F 
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difíceis de identificar, justamente pelo compartilhamento de características 

morfológicas (Harbach, 2007). 

 

1.3 Cenário Atual 

 

Os métodos contemporâneos de classificação têm incorporado revisões 

importantes de grande parte dos gêneros e tribos baseados tanto na morfologia 

quanto em dados moleculares. A classificação atual divide a família Culicidae em 

duas subfamílias (Anophelinae e Culicinae), 11 tribos e no mínimo 44 gêneros 

(Reinert et al., 2006, 2009; Harbach, 2007). A Figura 2 foi retirada e modificada de 

Reidenbach et al. (2009) e representa uma das filogenias atuais mais abrangentes, 

utilizando seis genes nucleares e 81 caracteres morfológicos em 25 gêneros de 

Culicidae.  Entretanto, a maioria dos estudos atuais com culicídeos é limitada a 

poucos gênero ou grupos de espécies particulares de determinado país ou região. 

Existem lacunas significativas no conhecimento da taxonomia de Culicidae, pois se 

trata de um grupo muito extenso com uma quantidade enorme de espécies, inclusive 

algumas ainda não descritas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 - Árvore filogenética de inferência bayesiana construída com dados dos 

aminoácidos de seis genes e 81 caracteres morfológicos, amostrando 25 gêneros de 
Culicidae (modificado de Reidenbach et al., 2009). 
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Até os dias de hoje existem poucos estudos de filogenia molecular de 

Culicidae ao nível de gênero; a maioria é focada em níveis específicos. Todos esses 

estudos genéricos foram capazes de demonstrar, de acordo com a filogenia 

morfológica, que Anopheles é grupo-irmão dos outros gêneros amostrados 

(Besansky, Fahey, 1997; Miller et al., 1997; Mitchell et al., 2002; Shepard et al., 

2006). Um estudo abrangente foi o de Shepard et al. (2006) baseado na subunidade 

18S do DNA ribossomal de 39 espécies representando nove gêneros. Entretanto 

não foi possível resolver relações filogenéticas infra-genéricas com aquelas análises. 

Besansky e Fahey (1997) utilizaram o gene da proteína nuclear (white) para 

desvendar essas relações, que incluiu 13 espécies representando nove gêneros. 

Dessa forma, eles confirmaram a linhagem basal de Anophelinae e revelaram que 

Sabethini, Culicini e Aedini são grupos monofiléticos, demonstrando o potencial das 

sequências codificantes para reconstrução de relações filogenéticas dentro de 

Culicidae (Reidenbach et al., 2009).  

         Estudos de Sallum et al. (2000), Harbach e Kitching (2005) e Collucci e 

Sallum (2007) demonstraram os efeitos causados por diferentes interpretações das 

homologias, codificação dos caracteres e amostragem taxonômica sobre o resultado 

de uma reconstrução filogenética. Do mesmo modo, a escolha de fragmentos de 

DNA, interpretações da estrutura do gene, homologias, alinhamento, bem como 

erros no sequenciamento e escolha do método também têm efeitos importantes nas 

filogenias. Como ressaltado por Stevens e Schofield (2003), os genes podem ter 

histórias evolutivas distintas das dos organismos e por isso nem sempre a evolução 

dos marcadores moleculares é congruente com a evolução das espécies. É 

importante ressaltar que a diversidade encontrada em Culicidae deve ser muito 

antiga no tempo evolutivo; estudos de Reidenbach et al. (2009) demonstram que 

alguns gêneros como  Culex, por exemplo, divergiram há pelo menos 150 milhões 

de anos. Além disso, existem evidências de uma irradiação rápida em alguns táxons, 

como é o caso dos anofelinos do subgênero Kerteszia (Lorenz et al., 2015). Ambas 

as questões criam problemas para a reconstrução filogenética, tanto com base em 

morfologia como em genética.  
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1.4 Classificação dos Culicidae 

 

         A subfamília Anophelinae inclui 476 espécies formalmente descritas. Muitas 

espécies pertencem a complexos e esperam por nomenclaturas formais. A 

tradicional classificação desta subfamília inclui três gêneros: Anopheles 

(cosmopolita), Bironella (Australásia) e Chagasia (Neotropical). Análises 

filogenéticas com dados morfológicos e sequências de DNA mitocondrial, 

ribossômico e nuclear suportam fortemente o monofiletismo desta subfamília, e 

classificam Chagasia como ancestral de todos os outros anofelinos (Besansky, 

Fahey, 1997; Foley et al., 1998; Harbach, Kitching, 1998, 2005; Sallum et al., 2000, 

2002; Krzywinski et al., 2001a,b; Harbach, 2007). 

         Aedini é a maior tribo da família Culicidae, com cerca de 1.240 espécies 

reconhecidas. Belkin (1962) classificou essa tribo como grupo natural, mas notou 

que alguns membros também apresentavam afinidades com outros táxons mais 

superiores dentro de Culicidae. Espécies dessa tribo são polimórficas e muito 

difíceis de identificar o gênero, já que há grande compartilhamento de 

características. Dessa forma, combinações de várias características são necessárias 

para definir a maioria dos gêneros, subgêneros e espécies. 

         O monofiletismo da tribo Culicini nunca foi contestado. Ela inclui 789 

espécies classificadas em quatro gêneros: Culex (cosmopolita), Deinocerites 

(Neotropical), Galindomyia (Neotropical) e Lutzia (ausente no Paleártico ocidental e 

regiões Neárticas). A tribo Sabethini inclui 417 espécies distribuídas em 14 gêneros, 

principalmente Neotropicais, Orientais e regiões da Australásia. 

         Como síntese das principais informações sobre mosquitos que atualmente 

são adotadas, de acordo com Harbach (2007), pode-se citar: 

¬ A família Culicidae é monofilética, mas as relações entre os gêneros não estão 

resolvidas; 

¬ A subfamília Anophelinae é uma linhagem monofilética basal irmã dos demais 

Culicidae; 

¬ O gênero Anopheles não pode ser monofilético se considerado juntamente com o 

gênero Bironella; 

¬ As tribos Aedini, Culicini e Sabethini são monofiléticas; 

¬ Os gêneros Aedes e Ochlerotatus são tradicionalmente definidos como 

polifiléticos; 
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¬ O monofiletismo das demais tribos, gêneros, subgêneros e grupos de espécies de 

Culicidae ainda não foi testado, e suas relações filogenéticas são incertas; 

 

Apesar da importância médica e do longo histórico de pesquisas, a taxonomia 

dos Culicidae está longe de estar completa e o sistema de classificação existente 

não segue completamente sua história evolutiva (Belkin, 1962; Judd, 1996; Harbach, 

Kitching, 1998; Reinert et al., 2004, 2006; Harbach, 2007). A aplicação de métodos 

moleculares nas análises filogenéticas está revelando a limitação da classificação 

tradicional dos mosquitos baseada somente em características morfológicas. O 

principal problema não está em reconhecer grupos monofiléticos, mas sim em 

decidir qual é seu status taxonômico em relação aos outros táxons (Harbach, 2007). 

A seguir serão descritos alguns dos métodos atualmente utilizados para 

identificação de insetos, e que possuem particular utilidade nos casos de escassez 

ou pouca evidência de caracteres diagnósticos. Os métodos a seguir também têm 

aplicabilidade filogenética, como será esclarecido adiante. 

 

1.5 Sequenciamento de Genes 

 

A sistemática molecular de insetos tem complementado e reforçado os dados 

morfológicos e ecológicos, fazendo contribuições significativas para o entendimento 

dos processos evolutivos em insetos (Caterino et al., 2000). Entretanto, há várias 

controvérsias entre os sistematas na escolha de marcadores genéticos para 

construção de filogenias, o que explica o grande número de trabalhos usando genes 

diferentes. Essa situação problemática não é predominante em outros grupos, como 

vertebrados e plantas. Para ambos os grupos, geralmente há um reduzido grupo de 

marcadores aceitos como padrão, sendo usados globalmente para todos os táxons 

com o intuito de acumular dados similares (Caterino et al., 2000; GenBank, 2017). 

          A análise filogenética de um loco particular produz uma gene-tree (“árvore 

do gene”) que pode ou não concordar com a filogenia dos táxons (Avise, 1994; 

Doyle, 1997; Maddison, 1997). A incongruência entre as gene-trees e species-tree 

pode ser esperada sob certas circunstâncias, como: seleção diversificadora, 

transferência horizontal (incluindo hibridização), lineage sorting (coalescência antiga 

– manutenção de polimorfismo ancestral) e duplicação do gene seguido de extinção 

(Doyle, 1992; Maddison, 1997). Métodos específicos têm sido propostos para 
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resolver esses problemas, como utilizar múltiplas gene-trees para inferir a filogenia 

verdadeira das espécies (Page, 1998). 

A importância de se amostrar diversos genes nas reconstruções filogenéticas 

é bem reconhecida (Rannala, Yang, 2008). O DNA mitocondrial e o ribossomal 

nuclear são alvos convenientes devido aos sítios de ligação conservados para os 

primers e à facilidade de amplificação baseada em seu número de cópias elevado. 

Entretanto, ambos podem ser problemáticos para resolver relações filogenéticas 

profundas: o  DNA mitocondrial pode apresentar uma taxa elevada de mutações em 

alguns genes ou até mesmo ser modificado por bactérias simbiontes do organismo 

(Lin, Danforth, 2004; Hurst, Jiggins, 2005; Morais et al., 2012); o DNA ribossomal 

pode ser difícil de alinhar. Devido à crescente disponibilidade de genomas completos 

de mosquitos, os genes nucleares codificadores de proteínas representam uma 

alternativa viável, além de rica fonte de recursos largamente inexplorados 

(Reidenbach et al., 2009).  

         Genes nucleares ribossômicos e genes codificantes de proteínas diferem 

pouco nos padrões de substituição nucleotídica. É recomendado combinar ambos os 

marcadores, pois cada um possui vantagens distintas (Danforth et al., 2005). Os 

primeiros são os mais comumente utilizados em filogenias superiores de insetos 

(Whiting et al., 1997; Wiegmann et al., 2000; Dietrich et al., 2001; Giribet et al., 2001; 

Kjer et al., 2001; Wheeler et al., 2001; Belshaw, Quicke, 2002), mas em alguns 

casos eles podem apresentar problemas no alinhamento entre as sequências 

(Hickson et al., 2000). Genes nucleares codificadores de proteínas podem ser uma 

boa escolha para análises filogenéticas em insetos. As regiões codificantes desses 

genes são geralmente alinhadas com facilidade e sem ambiguidade. Baseado no 

genoma completo de Drosophila melanogaster, foram encontrados 13.379 genes 

codificantes para proteínas (Adams et al., 2000). Eles apresentam variadas taxas de 

substituição, que podem evoluir rapidamente – sendo boas escolhas para estudos 

de divergências recentes (ex: gene period, Regier et al., 1998) – ou serem mais 

estáveis – sendo boas escolhas para análises de divergências antigas (ex: RNA 

polimerase II, Shultz e Regier, 2000). Atualmente há poucos estudos combinando 

genes ribossomais com genes codificantes de proteínas para efetuar uma análise 

mais detalhada nos vários níveis filogenéticos em Culicidae (Danforth et al., 2005). 

 

 



26 
 

1.5.1 Genes mitocondriais 

 

Atualmente, os genomas mitocondriais completos estão ganhando 

popularidade na resolução de filogenias principalmente pela facilidade em 

sequenciar o genoma inteiro e pela habilidade em resolver relações filogenéticas 

mais basais do que outros genes (Saccone et al., 1999; Nardi et al., 2003; Cameron 

et al., 2004). Contendo 37 genes – 13 codificantes de proteínas, dois RNAs 

ribossomais e 22 RNAs de transferência – o típico genoma mitocondrial dos 

metazoários é circular e possui aproximadamente 15,000 bp, que pode ser 

facilmente amplificado por PCR utilizando uma combinação de primers universais 

(Cameron et al., 2012).  Além disso, vários estudos recentes têm demonstrado que o 

genoma mitocondrial é um dos marcadores mais informativos para resolver relações 

filogenéticas em insetos, incluindo Phasmatodea (Komoto et al., 2011), Orthoptera 

(Fenn et al., 2008), Hemiptera (Hua et al., 2008, 2009), Hymenoptera (Cameron et 

al., 2008; Dowton et al., 2009), Coleoptera (Song et al. 2010; Timmermans et al., 

2010), Diptera (Cameron et al., 2007) e Lepidoptera (Kim et al., 2011).  

Além dos dados de sequência nucleotídica, outras informações filogenéticas 

úteis também podem ser extraídas dos genomas mitocondriais, como variabilidade 

no tamanho gênico e intergênico (Schneider, Ebert, 2004), eventos de inserção e 

deleção (Rokas, Holland, 2000), e rearranjo de genes (Boore, Brown, 1998). A 

mitocôndria constitui um modelo ideal para estudar a evolução justamente devido a 

esse rearranjo no genoma, onde a ordem dos genes pode reter traços de relações 

filogenéticas (Boore et al., 1998). Além disso, o número de genes existente dentro 

do genoma mitocondrial (37 genes) é conveniente para estudos filogenéticos, já que 

não necessita de um tempo computacional muito grande para rodar as análises e 

permite conclusões estatisticamente confiáveis (Sankoff et al., 1992). 

 Outro argumento que favorece o uso do genoma mitocondrial para 

reconstruções filogenéticas é que o tamanho efetivo populacional desse marcador é 

menor quando comparado a um nuclear, por exemplo (cerca de 25% devido à sua 

haploidia e herança materna). Quanto menor for o tamanho efetivo populacional, 

maior é a probabilidade de a árvore do gene ser congruente com a árvore da 

espécie (Moore, 1995). Ao analisar 34 espécies de aves, Moore (1995) constatou 

esse fato principalmente em ramos filogenéticos longos, onde a probabilidade de a 

árvore-mitocondrial ser compatível com a árvore da espécie é cerca de 95%, contra 
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apenas 62% quando um gene nuclear é utilizado. Ele também observou que esse 

fato está diretamente relacionado com o grau de profundidade filogenética entre os 

organismos. 

 

1.6 Morfometria Geométrica Alar 

 

Como citado anteriormente, a caracterização morfológica de estruturas 

complexas e de variabilidade individual é difícil e sujeita à subjetividade, muitas 

vezes prejudicando as análises filogenéticas. Nesses casos é útil ter-se um método 

que permita a percepção e a quantificação dessas variações entre indivíduos, como 

a morfometria. Trata-se de um modelo matemático descritivo das dissimilaridades 

entre as formas geométricas de objetos. 

A morfometria geométrica, em especial, permite um estudo estatístico 

multivariado das estruturas biológicas (Monteiro, Reis, 1999), ou seja, considera 

simultaneamente várias características de uma estrutura corporal complexa. Nos 

insetos, a principal estrutura-alvo dessa análise são as asas, pois possuem uma 

estrutura bidimensional e as nervuras alares se cruzam formando pontos, ideais 

para comparações morfométricas. Há estudos na literatura que indicam ser possível 

separar espécies através da morfometria geométrica (Calle et al., 2002; Vidal et al., 

2011; Lorenz et al., 2012), o que nos leva a crer que também seria possível 

distinguir gêneros dentro de uma mesma tribo ou família. 

Para a análise da forma alar, geralmente faz-se uma sobreposição de 

Procrustes e posterior estudo de componentes principais (relative warps) e variáveis 

canônicas, que excluem a variação do tamanho isométrico e definem a variação real 

dos formatos nas asas (Monteiro, Reis, 1999). E para a descrição de tamanho alar 

utiliza-se o vetor tamanho do centroide, definido pela a raiz quadrada da soma dos 

quadrados das distâncias de cada ponto anatômico do centroide na configuração 

total (Rohlf, 1993). É uma estratégia para sintetizar o tamanho da asa numa única 

variável (Dujardin, 2008). 

Em Culicidae, futuramente os caracteres morfométricos alares poderão 

eventualmente auxiliar em estudos comportamentais, visto que as características 

das asas geralmente estão relacionadas a outras particularidades biológicas do 

mosquito, como eficiência no voo, produção de sons alares de corte pré-cópula e até 

fecundidade (Brogdon, 1994). Além disso, a morfometria alar é um método rápido, 
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barato e os dados provenientes de sua análise podem ser utilizados por outros 

profissionais da saúde em vigilância sanitária epidemiológica (Dujardin, 2008). 

Existem estudos na literatura que utilizam dados morfométricos para 

construção de filogenias (Zelditch et al., 1995, 1998; Swiderski et al., 2000; Guerrero 

et al., 2003), codificando características quantitativas em estados discretos. Isso é 

possível se houver um forte sinal filogenético (Cole, 2002) nos dados morfométricos, 

ou seja, se os táxons mais próximos apresentarem forma mais semelhante entre si 

do que os outros não-relacionados. A força desse sinal filogenético é refletida no 

grau de congruência entre o fenograma morfométrico e a árvore filogenética 

conhecida daquele táxon (MacLeod, Forey, 2002).  

 

1.7 Espectrometria de Massa – MALDI-TOF 

 

Outra abordagem que atualmente tem sido empregada para identificação de 

espécies é o perfil proteico total das espécies, principalmente evidenciado pela 

espectrometria de massa tipo MALDI-TOF. Inicialmente, a análise dos perfis 

proteicos era empregada para caracterização de colônias de bactérias. Na última 

década, ela tornou-se um método rotineiro para identificação desses microrganismos 

em laboratórios de diagnóstico (Sauer, Kliem, 2010). Em dois trabalhos pioneiros, o 

perfil proteico total também tem sido avaliado quanto ao seu potencial para 

identificar insetos. Campbell (2005) demonstrou que através de análises com 

MALDI-TOF é possível de distinguir espécies crípticas de Drosophila melanogaster. 

Da mesma forma, perfis proteicos espécie-específicos foram identificados em três 

espécies de gêneros diferentes de pulgões (Perera et al., 2005). Em um estudo 

recente, Feltens et al. (2010) também utilizou uma abordagem proteica para 

estabelecer relações filogenéticas entre 13 espécies de moscas Drosophila. 

Finalmente, Kaufmann et al. (2011) utilizou o MALDI-TOF para caracterização de 

Culicoides, obtendo resultados informativos. 

Todos esses estudos comprovam o potencial do uso de perfis proteicos 

evidenciados por MALDI-TOF para identificação de espécies/gêneros. Além de ser 

uma técnica rápida, simples e confiável, ela também tem um ótimo custo-benefício 

se comparada a outras técnicas de identificação proteica (Kaufmann et al., 2011). A 

utilização do MALDI-TOF para identificação de táxons resolveria problemas básicos 

da taxonomia, como exemplares degradados pelo tempo e características 
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taxonômicas muito subjetivas ou de difícil interpretação (Carpenter et al., 2008; 

Meiswinkel et al., 2008; Kaufmann et al., 2011). 

A técnica de espectrometria de massas é considerada uma das mais precisas 

da atualidade e serve para analisar as moléculas de maneira quantitativa e 

qualitativa. É possível obter com facilidade 5 ou 6 algarismos significativos na massa 

molar, com erros que chegam a apenas 0,001% em equipamentos de alta resolução 

(Ross et al., 1998). Durante os anos 80 foram desenvolvidos novos mecanismos de 

ionização em espectrômetros de massa para moléculas grandes e polares, como 

peptídeos e proteínas, o que permitiu que muitos problemas bioquímicos pudessem 

ser esclarecidos. 

Um espectrômetro de massa é formado basicamente de duas partes: o 

sistema de ionização das moléculas, responsável por vaporiza-las e carrega-las 

eletricamente, e o analisador de massa – o espectrômetro de massa propriamente 

dito – que separa os íons resultantes de acordo com a massa. 

A técnica de ionização MALDI (sigla em inglês para matrix-assisted laser 

desorption ionization) baseia-se na dessorção a laser das moléculas. O analisador 

de massa TOF (sigla em inglês para time-of-flight) lança as moléculas ionizadas e 

aceleradas em um tubo sob vácuo e sem campo elétrico para medida do seu tempo 

de “vôo” até um detector. Esse tempo de “vôo” é proporcional à massa molar da 

molécula; sendo assim, esse caracter pode ter significado evolutivo e 

consequentemente possibilidade de emprego na filogenia dos grupos. 

 

1.8 Problema Biológico 

 

 A filogenia dos Culicidae ainda não está totalmente compreendida. Existem 

lacunas significativas no conhecimento do grupo, principalmente para 

espécies/gêneros Neotropicais. Os caracteres morfológicos utilizados em taxonomia 

muitas vezes são subjetivos ou de difícil interpretação, prejudicando a análise de 

homologias em estudos filogenéticos. É desejável, portanto, que filogenias 

agreguem também dados moleculares, no intuito de minimizar esses problemas. 

Podemos obter benefícios da grande quantidade de sequências gênicas e da 

disponibilidade atual de espectrômetros de massa que permitem fina caracterização 

de moléculas espécie-específicas. Dessa forma propomos aqui elaborar uma 

hipótese filogenética para os gêneros de Culicidae baseada nos já tradicionais 
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caracteres de variabilidade genética, nos genomas mitocondriais e nos recém-

agregados caracteres de “perfil proteico” evidenciados por espectrometria de massa 

(MALDI-TOF). O resultado será comparado ao fenograma de morfometria 

geométrica alar com intuito de entender a evolução do formato da asa dentro do 

grupo. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais: 

 

¬ Elaborar hipótese filogenética para os principais gêneros de Culicidae Neotropicais 

baseando-se em perfis proteicos totais evidenciados por MALDI-TOF e sequências 

genéticas (nucleares e mitocondriais);  

 

¬ Entender a evolução da asa entre os gêneros de Culicidae por meio da 

morfometria geométrica, amostrando a diversidade encontrada na família; 

  

2.2 Objetivos específicos:  

 

¬ Comparar os métodos morfológicos e moleculares entre si, verificando 

incongruências e compatibilidades; 

 

¬ Comparar os resultados gerados aqui com a literatura mais aceita atualmente, com 

destaque para a posição filogenética dos principais gêneros Neotropicais; 

 

¬ Avaliar o potencial dos marcadores genéticos, morfológicos e proteicos na 

identificação e filogenia dos Culicidae; 

 

¬ Reunir dados genéticos existentes no GenBank dos gêneros da família Culicidae; 

 

¬ Montar e analisar o genoma mitocondrial dos principais gêneros Neotropicais de 

Culicidae com finalidade taxonômica e filogenética; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Coleta e Identificação dos Espécimes 

 

 Foram realizadas seis coletas em seis cidades brasileiras: Manaus/AM 

(3º05' S, 60º00' W), Monte Negro/RO (10º15’ S, 63º18’ W), Rio de Janeiro/RJ (22º55’ 

S, 43º12’ W), Frutal/MG (20º02’ S, 48º56’ W), Pariquera-Açu/SP (24°53’ S / 47°51’ 

W) e Campos do Jordão/SP (22º44’ S, 45º35’ W) (Figura 3). Em Manaus/AM e no 

Rio de Janeiro/RJ as coletas foram realizadas dentro da Reserva Florestal Adolpho 

Ducke e do Parque Nacional da Tijuca, respectivamente, mediante apresentação do 

termo de autorização SISBIO (Ministério do Meio Ambiente) número 38983-1 (Anexo 

1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Mapa do Brasil evidenciando os seis locais de coleta. Modificado de 
Instituto Geográfico Cartográfico, 2014. 

 

Os locais de coleta foram escolhidos por representarem a localidade-tipo das 

espécies amostradas, ou seja, localidades em que elas foram descritas pela primeira 

vez. Quando isso não foi possível, optou-se por escolher as localidades 

geograficamente mais próximas a essas regiões. As coletas foram realizadas entre 

os anos de 2013 e 2014, fazendo sempre o monitoramento pelo Instituto Nacional de 
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Meteorologia (INMET) para saber qual a época mais propícia para encontrar alta 

densidade de mosquitos nas regiões amostradas. Foram coletadas formas imaturas 

(larvas e pupas) no ambiente silvestre com a utilização de pipetas de plástico e 

bombas de sucção manual como proposta por Lozovei e Silva (1999). As formas 

imaturas foram armazenadas em potes plásticos contendo a água do local em que 

foram encontradas. As capturas dos adultos foram diurnas e crepusculares, visando 

amostrar o máximo da fauna local, com a utilização de aspiradores entomológicos e 

armadilhas de Shannon.  

No laboratório, as larvas foram mantidas em recipiente com água destilada, 

sendo alimentadas com ração de peixe (Tetramin ®) até atingir a fase de pupa. 

Nesse período todos os indivíduos ficaram submetidos à temperatura média de 25 

ºC e 80% de umidade relativa do ar, com fotoperíodo natural. Após emergir, os 

adultos eram identificados ao nível de espécie e quanto ao sexo com auxílio de 

chaves taxonômicas do livro do Forattini (2002) e Harbach (2007). Optou-se por 

seguir essa classificação de Culicidae proposta já que a maioria da literatura 

existente também segue tal classificação, e um dos objetivos do presente estudo é 

justamente comparar os resultados com essa literatura. Os mosquitos identificados 

foram mantidos secos em freezer a -80 °C. As asas direitas dos exemplares fêmeas 

foram retiradas e armazenadas para posterior montagem em lâminas de 

microscopia. 

 

3.2 Morfometria Geométrica Alar 

 

Foram utilizados os métodos descritos por Lorenz et al. (2012) para as 

análises de morfometria geométrica alar. As asas das espécies de Anopheles e 

Aedeomyia foram coradas com fucsina ácida, pois apresentavam muitas manchas e 

as nervuras eram muito claras, dificultando a marcação dos pontos. Para as demais 

espécies coletadas foi utilizado apenas um pincel com álcool para auxiliar na 

remoção das escamas da asa. Foram utilizadas asas de indivíduos fêmeas e apenas 

uma asa por indivíduo (preferencialmente a direita, mas quando esta estava 

danificada utilizava-se a esquerda, já que não houve assimetria em testes realizados 

a priori). A seguir as asas foram montadas entre lâmina e lamínula com bálsamo do 

Canadá.  
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As imagens foram capturadas pela câmera fotográfica digital Leica 320 

acoplada a um microscópio estereoscópico Leica S6. Com o auxílio do software 

TpsDig v.2 (Rohlf, 2005) foram tomadas as coordenadas posicionais de cada um 

dos 18 pontos anatômicos sobre um plano cartesiano (Figura 4). Sobre esses dados 

foram calculados os componentes principais (PCA), as variáveis canônicas (CVA) e 

o tamanho do centroide utilizando os programas TpsUtil 1.26 (Rohlf, 2004a), 

TpsRelw 1.36 (Rohlf, 2003) e MorphoJ 1.06 (Klingenberg, 2011). Para representar a 

distribuição dos indivíduos no morfoespaço foram plotados gráficos de dispersão de 

pontos ou histogramas utilizando o software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).  

 Para verificar o grau de similaridade entre as espécies, distâncias de 

Mahalanobis e de Procrustes foram calculadas utilizando o programa Morpho J 1.06. 

As distâncias geradas entre as amostras foram organizadas em tabelas e em 

seguida convertidas em fenogramas construídos pelo algoritmo de neighbour-joining 

com o auxílio do software Phylip (Felsenstein, 1995). Além disso, o pacote Mclust do 

software R foi utilizado para classificar os grupos de acordo com o Modelo de 

Mistura de Gaussianas, sem classificação a priori. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 4 - Acima, foto da asa de um exemplar de Anopheles. No meio, asa após 
coloração com fucsina ácida, evidenciando os marcos anatômicos utilizados. Abaixo, 
diagrama alar obtido com a ligação dos 18 pontos para as análises morfométricas. 
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3.2.1 Tamanho do Centroide 

 

 Os tamanhos dos centroides e a construção dos gráficos descritores dos 

centroides foram obtidos a partir dos softwares TpsRelw 1.36 (Rohlf, 2004b) e 

Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004), sendo utilizados nas comparações intra e 

interpopulacionais e interespecíficas das amostras. Para testar a normalidade das 

distribuições amostrais foi empregado o teste de Kolmogorov-Smirnov; e para 

comparações múltiplas dos tamanhos dos centroides utilizou-se a análise de 

variância ANOVA e teste post-hoc de Tukey-Kramer.  

 

3.2.2 Variáveis Canônicas 

 

 Por definição, as variáveis canônicas são variáveis latentes que sumarizam 

as diferenças entre as amostras classificadas a priori, sob uma perspectiva 

multivariada (Monteiro, Reis, 1999). Elas foram obtidas com os softwares MorphoJ 

1.02 e Statistica 7.0. Tabelas de relative warps (Rohlf, 2003) foram geradas no 

programa TpsRelw para cada comparação e utilizadas no Statistica para as análises 

canônicas. Entre as variáveis canônicas obtidas em cada comparação, foram 

consideradas para interpretação apenas a primeira e a segunda (VC1 e VC2), pois 

segundo Monteiro e Reis (1999) elas são as mais informativas. Para representar a 

distribuição dos indivíduos no morfoespaço de variáveis canônicas, foram plotados 

gráficos de dispersão de pontos ou histogramas. 

 Derivadas dessas análises, as distâncias de Mahalanobis foram calculadas 

através do software MorphoJ 1.02 para avaliar o grau de similaridade relativo entre 

as amostras. Testes de reclassificação também foram realizados para todas as 

comparações realizadas utilizando o programa MorphoJ. Nesse tipo de teste cada 

espécime é retirado da análise, uma nova classificação é realizada com os 

indivíduos restantes e em seguida esse espécime é reinserido para averiguar em 

qual grupo ele é classificado; trata-se de um teste com validação (cross-validated). A 

confiabilidade da reclassificação é representada com um valor percentual. 
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3.2.3 Comparação com a topologia genética 

 

 Para comparar as abordagens genéticas e morfológicas, as informações de 

forma alar provenientes dos 18 landmarks foram extraídas em componentes 

principais, sendo que foram considerados apenas os dois primeiros - aqueles 

responsáveis pela maior quantidade de variação. Posteriormente foi plotado no 

morfoespaço a média da variação alar encontrada para cada gênero amostrado; em 

seguida a filogenia construída com dados genéticos foi combinada com essas 

informações no espaço da forma. Desse modo é possível avaliar se os ramos da 

topologia genética se posicionam no mesmo espaço em que a forma alar é mais 

semelhante entre os gêneros. 

 

3.3 Busca de sequências no GenBank 

 

A obtenção in silico das sequências de DNA dos genes ribossomais e 

codificantes de proteínas de Culicidae foi realizada a partir de busca no GenBank do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequências de DNA 

obtidas foram alinhadas e editadas com o programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 

2007). Para testar preliminarmente o sinal filogenético de cada gene, foi utilizado o 

método likelihood-mapping (Strimmer, Haeseler, 1997) com o software Tree Puzzle 

5.2. Trata-se de um método gráfico para visualizar o conteúdo filogenético de um 

grupo de sequências alinhadas. Esse método baseia-se na análise, através da 

verossimilhança, de três topologias bem resolvidas que podem ser obtidas a partir 

de quatro sequências. Essas três topologias estão representadas nas pontas de um 

triângulo equilátero. Esse triângulo é particionado em várias regiões, sendo que as 

regiões das extremidades representam filogenias bem resolvidas. Se n sequências 

são analisadas, tal que n > 4, então cada subgrupo de quatro sequências é 

mapeado dentro do triângulo. O resultado dessa distribuição de pontos mostra se os 

dados são adequados para uma reconstrução filogenética ou não.  

Com o intuito de evitar adquirir sequências de DNA pouco confiáveis 

existentes no GenBank, já que trata-se de um banco de dados não-curado, optou-se 

por selecionar apenas aquelas relacionadas com algum artigo científico já publicado 

no PubMed (2017).  
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Como o objetivo principal do trabalho é resolver relações filogenéticas entre 

os gêneros de Culicidae, foram selecionadas sequências de apenas uma espécie 

representativa para cada respectivo gênero. Essa seleção foi feita priorizando as 

sequências com mais pares de base e foram resgatados apenas aqueles genes que 

já haviam disso sequenciados para quatro ou mais gêneros distintos. 

 

3.4 Genomas Mitocondriais 

 

3.4.1 Extração do DNA genômico 

 

 Foram utilizados 20 exemplares adultos conservados em freezer -80 °C 

para extração de DNA genômico e análises de DNA mitocondrial das seguintes 

espécies: Culex quinquefasciatus, Wyeomyia confusa, Psorophora saeva, 

Psorophora ferox, Ochlerotatus vigilax, Aedes aegypti, Aedes albopictus, Limatus 

flavisetosus, Mansonia amazonensis, Coquillettidia chrysonotum, Trichoprosopon 

pallidoventer, Uranotaenia geometrica, Haemagogus janthinomys, Anopheles cruzii, 

Anopheles darlingi, Toxorhynchites sp., Aedes fulvus, Sabethes undosus, 

Runchomyia reversa e Aedeomyia squamipennis (de acordo com a classificação 

proposta por Harbach, 2017). A extração de DNA foi feita individualmente para cada 

mosquito, de acordo com o método descrito a seguir: 

Aquelas amostras conservadas em freezer -80 °C foram maceradas em 

solução de homogeneização [Tris-HCl 10 mM (pH=7,5), NaCl 60 mM, EDTA 50 mM]. 

Aos homogeneizados foi adicionada a solução de lise [SDS 1,25%, Tris-HCl 0,3 M 

(ph=9,0), EDTA 0,1 M, sacarose 5%, proteinase K a 100 μg/ml]. Toda essa mistura 

foi incubada a 65 ºC durante 1 hora, para “lise” das células e para a ação da 

proteinase K (clivar as proteínas em peptídeos menores).  

Prossegue-se com uma incubação a 4 ºC durante 45 minutos e logo após 

uma centrifugação a 12.000 g a 4 ºC. Posteriormente, se formaram duas fases na 

mistura. O precipitado (peptídeos) foi descartado, e o sobrenadante (ácidos 

nucléicos e sais) foi transferido para outro microtubo e misturado com 2 volumes de 

etanol 100%, visando a precipitação do DNA. Após 5 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, as amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 g à 

temperatura ambiente, durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 

adicionou-se 1 ml de etanol 70% ao precipitado, submetendo a mistura a uma última 
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centrifugação à temperatura ambiente e 12.000 g por 5 minutos. O precipitado final 

foi seco e ressuspendido em 20 μl de H2O milli-Q (Millipore) para cada amostra, que 

foram armazenadas a -20 ºC. 

 

3.4.2 Amplificação e Purificação do DNA mitocondrial 

 

 O genoma mitocondrial de cada indivíduo foi amplificado utilizando o 

método de PCR (polymerase chain reaction) longa (Hwang et al., 2011). As reações 

foram preparadas utilizando as seguintes concentrações finais das soluções: 25 µl 

de GoTaq Long PCR Master Mix 2x (Promega, WI), 0,3 µM de cada um dos 

iniciadores (forward e reverse), 1-2 µl de DNA extraído e água estéril para completar 

o volume final de 50 µl de reação para cada tubo de 0,2 ml. Os iniciadores (primers) 

usados na amplificação do genoma mitocondrial foram publicados por Hwang et al. 

(2011): HPK16Saa: 5’ ATGCTACCTTTGCACRGTCAAGATACYGCGGC 3’ para a 

fita forward e HPK16Sbb: 5’ CTTATCGAYAAAAAAGWTTGCGACCTCGATGTTG 3’ 

para a fita reverse. O tamanho do fragmento final amplificado foi de 

aproximadamente 15.300 pb. O ciclo de amplificação geral do DNA se constituiu de: 

desnaturação inicial de 94 ºC durante 2 min, seguidos por 39 ciclos de 94 ºC durante 

15 s, 65 ºC por 20 s (annealing) e 65 ºC durante 15 min e um ciclo de extensão final 

de 72 ºC por 10 min. A única etapa que variou bastante de acordo com a espécie foi 

a temperatura de annealing, conforme observado na Tabela 1. Os amplicons de 

PCR foram purificados utilizando o kit comercial DNA Clean & Concentrator (Zymo 

Research, CA) e quantificados pelo fluorômetro Qubit 2.0 (Life Technologies, OR). 

 

Tabela 1 – Temperatura de annealing utilizada no PCR de cada espécie analisada. 

Espécie 
Temperatura de 

annealing da 
PCR 

Culex quinquefasciatus, Wyeomyia confusa, Psorophora saeva, 
Anopheles cruzii, Anopheles darlingi, Psorophora ferox, Ochlerotatus 
vigilax, Aedes aegypti, Aedes albopictus, Haemagogus janthinomys, 

Coquillettidia crysonotum, Trichoprosopon pallidoventer 

65 ºC 

Limatus flavisetosus, Mansonia amazonenses, Uranotaenia geometrica 62 ºC 

Aedes fulvus, Toxorhynchites sp 60 ºC 

Sabethes undosus, Runchomyia reversa, Aedeomyia squamipennis 55 ºC 
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3.4.3 Eletroforese em gel de agarose 

 

As extrações de DNA e as amplificações do genoma mitocondrial foram 

conferidas qualitativamente através de uma eletroforese em agarose, seguindo 

descrição de Sambrook et al. (1989). Ela foi realizada numa cuba transversal a 8V 

por cm de gel em TAE 1X como tampão de corrida, utilizando 2 µl do material 

amplificado, 1 µl de azul de bromofenol e 1 µl de gel red 1X. Um marcador de massa 

molecular (1 µl) foi usado como padrão de comparação. Os géis foram visualizados 

através de um foto-documentador digital UVP sob radiação ultravioleta de 300nm. 

 

3.4.4 Sequenciamento com Plataforma Illumina 

 

 Foi utilizado um sequenciamento de nova geração (Next Generation 

Sequencing) para obter os genomas mitocondriais dos mosquitos analisados. As 

bibliotecas foram construídas utilizando os produtos amplificados de PCR e o kit 

comercial Nextera XT DNA Sample Preparation (Illumina, IL). Para as reações de 

tagmentação, as amostras foram diluídas até atingir o volume final de 5 µl contendo 

0,2 ng/µl (ou seja, 1 ng de DNA total). Para normalização do processo, foi realizada 

uma quantificação do DNA por PCR Real Time utilizando o reagente KAPA-KK4824 

(Library Quantification Kit – Illumina/Universal). Por fim, as bibliotecas preparadas 

foram aplicadas e sequenciadas na plataforma Illumina MiSeq com o método paired-

end 250 pb.  

 

3.4.5 Montagem e assembly dos reads  

 

 Primeiramente, antes de começar a montagem propriamente dita, é 

necessário checar a qualidade dos reads. Para isso foi utilizado o software FASTQC 

(Andrews, 2010). Depois disso, as sequências dos genomas mitocondriais foram 

montadas utilizando os softwares Mira v4 (Chevreux, 2007), IDBA-UD (Peng et al., 

2012) e Newbler (Margulies et al., 2005). Para visualização foi usado o software 

Tablet (Milne et al., 2010) e para anotação dos genes mitocondriais foi utilizado o 

servidor online MITOS (Bernt et al., 2013). Os mapas circulares do DNA mitocondrial 
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foram desenhados utilizando o software MacVector v.14.0.3 (MacVector, NC) e 

editados com o Adobe Photoshop (Team, 2009).  

 

3.5 Análises Filogenéticas 

 

Em relação às análises filogenéticas, uma espécie da família Chaoboridae foi 

utilizada como outgroup devido à sua proximidade com os Culicidae: Chaoborus 

astictopus. Optou-se por utilizar essa espécie por similaridade ao estudo de 

Reidenbach et al. (2009), que utilizaram a mesma. Foram selecionadas as maiores 

sequências para serem representativas da espécie, e se houve mais de uma 

sequência com o mesmo tamanho, uma delas foi escolhida uma ao acaso. O 

alinhamento para cada gene foi obtido utilizando o algoritmo ClustalW (Thompson et 

al., 2002) dentro da interface MEGA 6.0, com parâmetros pré-definidos (alinhamento 

par a par = alinhamento múltiplo = gap opening penalty = 15 e gap extension penalty 

= 6,66). A concatenação de todos os genes foi feita com o SequenceMatrix 1.7.8 

(Vaidya et al., 2001). A melhor estratégia de particionamento dos dados (ou seja, se 

é melhor assumir uma única partição, particionar pela posição do códon ou por 

gene) foi inferida pelo software PartitionFinder v.1.1.1 (Lanfear et al., 2012). As 

análises filogenéticas foram realizadas de duas formas: (1) usando o alinhamento 

concatenado descrito (SM = análises de supermatrix) por máxima parcimônia (MP), 

máxima verossimilhança (ML) e análise bayesiana (AB); e (2) estimando uma árvore 

de espécies que engloba os genes analisados maximizando suas probabilidades 

(ST= species-tree) de acordo com uma análise bayesiana. A SM foi construída por 

MP com 1000 bootstraps no MEGA 6.0 e por ML com 1000 bootstraps no IQTree v 

9.6 (Mihn et al., 2013), utilizando a melhor estratégia de particionamento e 

respectivos modelos reversíveis selecionados pelo PartitionFinder. A SM também foi 

construída por AB utilizando o software BEAST v 1.8.0. Nesse último caso, foi 

utilizado o mesmo particionamento e modelos de ML, assumindo uma distribuição 

lognormal e taxas entre os ramos fixadas arbitrariamente a 1,0 (ucld.mean = 1,0). 

Para construção da ST, foi realizada uma nova execução do PartitionFinder no qual 

cada região gênica não-ligada foi separada. Depois do particionamento e seleção 

dos modelos, a ST foi confeccionada pelo BEAST v 1.8.0 com os parâmetros mais 

apropriados encontrados. Todas as corridas foram realizadas para 100.000.000 
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gerações duas vezes para verificar se houve repetibilidade e convergência entre as 

amostras. 

 

3.6 Espectrometria MALDI-TOF 

 

A preparação das amostras seguiu basicamente o protocolo de Kaufmann et 

al. (2011). O tórax dos exemplares foi mecanicamente removido com o auxílio de 

pinças e de uma lupa estereoscópica, já que a utilização do abdômen poderia gerar 

artefatos nos perfis proteicos, conforme descrito adiante. Para a extração de 

proteínas os mosquitos foram transferidos para tubos de 1,5 ml e macerados com 

pistilos autoclavados em 50μl de ácido fórmico 10%. Depois de uma centrifugação a 

4 ºC durante 15min, os sobrenadantes foram recuperados e submetidos a dois 

passos consecutivos de centrifugação a 14.000 rpm para remoção de detritos 

insolúveis. As proteínas foram purificadas a partir de 10 μl do sobrenadante 

utilizando o kit comercial ZipTipC18 ® (Millipore) de acordo com as instruções do 

fabricante.  

Alíquotas de 1 μl das soluções proteicas foram aplicadas numa placa de aço 

MALDI (Bruker Daltonics) e misturadas com 1 μl da matriz de ácido sinapínico (SA) 

diretamente na placa. A solução-matriz MALDI foi preparada com SA saturado 50% 

em acetonitrilo (ACN) e 0.1% de ácido trifluoroacético (TFA). As amostras foram 

desidratadas por alguns minutos antes de serem realizadas as análises com MALDI-

TOF; todas elas tiveram triplicatas para assegurar sua confiabilidade. Os perfis 

proteicos foram obtidos em um espectrômetro MALDI-TOF/TOF (Bruker, modelo 

Ultraflextreme™) e visualizados com o auxílio do software Launchpad 2.9 (Shimadzu 

Biotech). Os dados do perfil proteico de cada espécie foram inseridos numa matrix 

de similaridade (presença/ausência dos biomarcadores) para construção de um 

fenograma, utilizando o software TNT (Goloboff et al., 2000) e o algoritmo neighbour-

joining. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Coleta de Espécimes 

 

As larvas e pupas foram coletadas principalmente em bromélias, tronco de 

árvores, pequenos córregos, poças temporárias e alagadiços em pastos. Alguns 

exemplos de larvas coletadas estão na Figura 5. Em relação aos adultos, a maioria 

foi coletada com armadilha de Shannon em períodos crepusculares na borda da 

mata. Em cada cidade amostrada foram realizadas buscas exploratórias para 

encontrar o maior número possível de criadouros, visando sempre amostrar o 

máximo da fauna de Culicidae da região.  

Além do material obtido das coletas também foram empregados nas análises 

alguns exemplares de mosquitos provenientes das coleções do Instituto Butantan e 

da Faculdade de Saúde Pública. No total foram analisados 1.429 indivíduos, 

representando 76 espécies dentro de 20 gêneros distintos. Detalhes de cada coleta 

encontram-se na Tabela 2. Todos os exemplares foram identificados pelo biólogo 

Aristides Fernandes, utilizando características da larva ou do adulto e seguindo 

chaves de classificação propostas por Forattini (2002) e Wilkerson (2006). As coletas 

em Manaus/AM e Rio de Janeiro/RJ não forneceram muitos exemplares porque 

grande parte dos imaturos não sobreviveu ao transporte. As larvas, principalmente 

aquelas em estágio mais jovem (L1 e L2) são muito sensíveis a mudanças de 

temperatura e choques mecânicos (Forattini, 2002), e talvez seja por isso que muitas 

não sobreviveram.  
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GÊNERO SUBGÊNERO ESPÉCIE 
LOCAL DE 
COLETA 

COORDENADAS 
GEOGRÁFICAS 

IDENTIFICAÇÃO 
N 

(MG) 

N 

(DNA) 

N 

(EM) 

Anopheles  

Nyssorhynchus  Anopheles darlingi 

Exemplares 
doados pelo 
Instituto 
Butantan 
(Coletados 
em São 
Paulo) 

23º34’S/46º43’W 

Adulto 28 1 - 

Anopheles aquasalis Adulto 36 - - 

Kerteszia  

Anopheles cruzii Adulto 24 1 3 

Anopheles homunculus Adulto 24 - - 

Anopheles bellator Adulto 36 - - 

Culex 

Melanoconion  Culex sacchettae  Adulto 9 - - 

Culex  Culex quinquefasciatus  Adulto 16 1 - 

Phenacomyia  Culex corniger  Adulto 27 - - 

Aedes Stegomyia  
Aedes aegypti  Adulto 35 1 3 

Aedes albopictus  Adulto 35 1 - 

Coquillettidia Rhynchotaenia  Coquillettidia chrysonotum  Adulto 30 1 - 

Chagasia --- Chagasia fajardi Exemplares 
doados pela 
FSP-USP 
(Coletados 
no Acre) 

9º39’S/69º33’W 

Adulto 1 - - 

Lutzia Lutzia Lutzia bigoti Adulto 17 - - 

Culex 
Melanoconion  

Culex corentynensis  

Manaus/AM 3º05’S/60º00’W 

Larva/Adulto 5 - - 

Culex spissipes  Adulto 2 - - 

Culex  
Culex nigripalpus  Adulto 19 - 3 

Culex coronator  Adulto 16 - - 

Trichoprosopon --- Trichoprosopon pallidoventer  Adulto 2 1 - 

Psorophora Janthinosoma  Psorophora albigenu  Adulto 2 - - 

Haemagogus Haemagogus  Haemagogus capricornii  Adulto 1 1 - 

Johnbelkinia --- Johnbelkinia longipes  Adulto 10 - - 

Tabela 2 – Descrição das espécies analisadas. Foram utilizadas 76 espécies representando 20 gêneros de Culicidae existentes, de 
acordo com a classificação de Harbach (2007). Os indivíduos utilizados em todas as análises foram fêmeas. MG = morfometria 
geométrica, DNA = genoma mitocondrial e EM = espectrometria de massas MALDI-TOF. 
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Culex Microculex  

Culex aphylactus  

Rio de 
Janeiro/RJ 22º55’S/43º12’W 

Larva 3 - - 

Culex pleuristriatus  Larva 3 - - 

Culex carioca  Larva 6 - - 

Wyomyia Phoniomyia  Wyomyia pilicauda  Larva 7 - - 

Toxorhynchites Lynchiella  Toxorhynchites portoricensis  Adulto 3 1 - 

Anopheles Nyssorhynchus  

Anopheles albitarsis  

Frutal/MG 20º02’S/48º56’W 

Adulto 18 - - 

Anopheles deaneorum  Larva/Adulto 11 - - 

Anopheles strodei  Adulto 14 - - 

Anopheles triannulatus  Adulto 23 - - 

Aedeomyia Aedeomyia  Aedeomyia squamipennis  Adulto 13 1 - 

Culex Melanoconion  

Culex zeteki  Larva/Adulto 2 - - 

Culex vaxus  Larva/Adulto 12 - - 

Culex rabelloi  Larva 2 - - 

Uranotaenia Uranotaenia  Uranotaenia pulcherrima  Adulto 1 - - 

Ochlerotatus Chrysoconops Ochlerotatus fulvus Monte 
Negro/RO 

10º15’S/63º18’W 
Adulto 2 1 - 

Uranotaenia Uranotaenia Uranotaenia geometrica Adulto 2 1 - 

Anopheles Kerteszia Anopheles laneanus 
Campos do 
Jordão/SP 

22º44’S/45º35’W Adulto 8 - - 
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Anopheles 
Nyssorhynchus  

Anopheles oswaldoi  

Cananéia/SP 24º53’S/47º51’W 

Adulto 8 - 3 

Anopheles evansae Adulto 1 - - 

Anopheles  
Anopheles intermedius  Adulto 1 - - 

Anopheles fluminensis  Adulto 2 - - 

Coquillettidia Rhynchotaenia  

Coquillettidia venezuelensis  Adulto 17 - - 

Coquillettidia albicosta  Adulto 4 - - 

Coquillettidia albifera  Adulto 23 - - 

Coquillettidia hermanoi  Adulto 6 - - 

Culex 

Melanoconion  

Culex ribeirensis  Larva  15 - - 

Culex atratus  Larva 10 - - 

Culex palaciosi Larva 22 - - 

Culex oedipus Larva 2 - - 

Culex pilosus  Larva 2 - - 

Culex bastagarius  Larva 2 - - 

Culex  

Culex usquatus  Larva 17 - - 

Culex declarator Larva 16 - - 

Culex mollis Larva 10 - - 

Culex ensiformis 
Larva 7 - - 

 

Microculex  Culex imitator Larva 6 - - 
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Culex 

  

Cananéia/SP 24º53’S/47º51’W 

    

--- 

Culex ocellatus 
Larva/Adulto 2 - - 

    

 

    

    

    

Ochlerotatus 

Ochlerotatus  Ochlerotatus serratus Adulto 19 - 3 

      

      

 
 

     

 Ochlerotatus scapularis  Adulto 25 1 - 

Psorophora 
Grabhamia  Psorophora cingulata  Adulto 6 - 3 

Janthinosoma  Psorophora lutzii  Adulto 23 - - 

Psorophora Psorophora  

Psorophora ferox  Adulto 18 1 3 

Psorophora albipes  Adulto 20 - - 

Psorophora saeva  Adulto 4 1 - 

Haemagogus Conopostegus Haemagogus leucocelaenus Adulto 2 - - 

Limatus 
--- Limatus durhamii  Adulto 12 - - 

--- Limatus flavisetosus  Adulto 11 1 3 

Mansonia Mansonia  
Mansonia wilsoni  Larva/Adulto 2 - - 

Mansonia amazonensis  Adulto 1 1 - 

 --- Mansonia titillans Adulto 7 - - 

Sabethes Peytonulus  Sabethes undosus  Adulto 9 1 3 

Sallumia --- Sallumia hortator  Adulto 6 - - 

Runchomyia Runchomyia  Runchomyia reversa  Adulto 1 1 1 

Wyeomyia 
Prosopolepis Wyeomyia confusa Larva/Adulto 17 1 3 

Triamyia Wyeomyia aporonoma Larva/Adulto 5 - - 
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Figura 5 – Algumas das larvas coletadas para as análises, com detalhe para as estruturas 
presentes na cabeça. (A) Aedes sp., (B) Toxorhynchites sp., (D) Limatus sp. e (C), (E), (F) 

Culex sp. (Fotos: André Marsola Giroti) 
 

 Analisando os gêneros das espécies coletadas é possível observar que a 

grande maioria corresponde a Culex, sendo que para alguns gêneros houve 

somente um representante de cada espécie (Figura 6). Os métodos de coleta 

utilizados e a sazonalidade podem ter influenciado o número reduzido de alguns 

gêneros encontrados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Número de espécies coletadas para cada gênero. Os nomes estão de acordo 
com a classificação proposta por Harbach (2017). 

A B 

C D 

E F 
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4.2 Variação Morfológica Alar 

 

A primeira análise exploratória com os dados de formato alar foi a de 

Componentes Principais (Figura 7): nesta análise, é possível identificar a relação 

entre as características mais relevantes extraídas dos dados. Aqui foi possível 

agrupar alguns indivíduos de acordo com suas afinidades no formato da asa. As 

amostras foram separadas por gênero, e o primeiro componente principal foi 

responsável por 45,74% da variação encontrada. É possível observar dois grupos 

principais no morfoespaço: do lado esquerdo estão os Anopheles, Limatus e 

Wyeomyia e do lado direito estão o restante das espécies. Nota-se que no canto 

superior esquerdo estão alguns gêneros bem distintos dos demais. Trata-se de 

Toxorhynchites, Haemagogus e Uranotaenia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Análise de Componentes Principais dos 20 gêneros amostrados, 
utilizando 18 landmarks das asas. Os números entre parênteses representam a 

porcentagem de variação de cada componente. 
 
 
Posteriormente também foi realizado um agrupamento utilizando o pacote 

Mclust do R de acordo com o Modelo de Mistura de Gaussianas, estimando quais 

são os grupos mais prováveis que aparecem naquela amostra (Figura 8). 
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Similarmente à PCA, essa análise identifica uma organização dos padrões 

existentes em um conjunto de dados, encontra similaridades ou diferenças entre os 

padrões existentes e assim, deriva conclusões úteis a respeito dos dados. Foram 

encontrados oito grupos prováveis compondo a amostra, mas eles não têm relação 

com o real número de gêneros, subgêneros ou qualquer outro agrupamento 

taxonômico que compõe o total da amostra (20 gêneros). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Modelo de Mistura de Gaussianas utilizando o pacote Mclust. As elipses 
representam os grupos prováveis detectados nessa amostra (cores diferentes). 

 

 
 Também foram realizadas análises de Variáveis Canônicas (CVA) para 

descobrir um melhor padrão de agrupamento entre os gêneros (Figura 9). Ela leva 

em consideração as diferenças no formato alar intra e intergrupos, que são 

subdivididos a priori em gêneros distintos (ao contrário da Análise de Componentes 

Principais). Por isso há uma separação mais nítida dos conjuntos. 
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Figura 9 – Análise de Variáveis Canônicas dos 20 gêneros analisados evidenciando quatro 
grupos: (A) Subfamília Anophelinae, (B) Tribo Sabethini; (C) Tribos Culicini, Aedini, 

Mansoniini e Aedeomyiini e (D) Gêneros Toxorhynchites e Uranotaenia. 
 
 

 
 Para verificar se a variação do formato alar é evidente dentro de cada 

gênero ou tribo, foram feitas análises de PCA e CVA separadamente para cada 

grupo (Figuras 10, 11, 12 e 13). Em todas as análises realizadas, os gêneros ou 

subgêneros apresentaram grande diferença no formato alar, ficando evidente a 

separação em grupos distintos no morfoespaço de variáveis canônicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – PCA e CVA dos quatro subgêneros amostrados de Anopheles. 
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Figura 11 – PCA e CVA dos quatro subgêneros amostrados de Culicini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – PCA e CVA dos quatro gêneros amostrados da tribo Aedini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – PCA e CVA dos seis gêneros amostrados da tribo Sabethini. 
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 Após a sobreposição de Procrustes, foi realizado um alinhamento entre os 

extremos de diferenciação no formato alar entre todos os gêneros (Figura 14). Nota-

se que o landmark #1, situado entre as veias R1 e RS do rádio setorial da asa, é o 

mais variável entre todas as 76 espécies analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14 - Consensos alares alinhados após sobreposição de Procrustes mostrando os 
extremos de diferenciação entre os 20 gêneros amostrados. A seta indica o landmark #1, 

ponto com maior variação. 

 

 

 Para verificar a similaridade entre todos os grupos também foi construído 

um fenograma baseado nas distâncias de Procrustes, que leva em consideração as 

variações intra e interespecífica (Figura 15). Utilizando todos os 1.429 exemplares 

de Culicidae a tribo Sabethini aparece como grupo monofilético. 
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Figura 15 – Fenograma baseado na distância de Procrustes entre os 20 gêneros 
analisados. O grupo monofilético A representa a tribo Sabethini. 

 

 
 O formato alar dessas espécies pertencentes a tribo Sabethini está muito 

relacionado, e nesse caso, o padrão de venação alar parece ter um sinal filogenético 

(Cole et al., 2002). Para os outros gêneros, não houve correlação com as filogenias 

existentes, mas foi possível conhecer as relações de parentesco dos gêneros 

Johnbelkinia, Runchomyia e Sallumia, raramente estudados. 

 

 

4.3 Análises Genéticas 

 

4.3.1 Genes Nucleares 

 

4.3.1.1 Busca no GenBank  

 

 No total foram obtidas 95 sequências representando 16 gêneros de 

Culicidae, para oito genes nucleares distintos, entre eles: dois ribossomais (ITS2 e 

28S) e seis codificantes de proteínas (arginine-kinase, CAD, catalase, enolase, 

hunchback e white). Todas as sequências estão relacionadas a algum estudo já 

publicado e não foram produzidas neste presente estudo. Detalhes de cada 

sequência estão descritos na Tabela 3. 

A 
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Tabela 3 – Relação de todos os genes nucleares analisados representando 16 gêneros de Culicidae amostrados. Os números 

representam o código de acesso no GenBank. Para cada gene foram utilizadas sequências da mesma espécie. 

 

 
ITS2 28S Arginine-K CAD Catalase Enolase Hunchback White 

Aedeomyia  AF417834 GQ906806 GQ906830 GQ906855 GQ906879 GQ906902 AF318199 

Aedes AB548801 XM001653803 XM001657339 XM001660061 DQ440117 XM001653700 XM001651581 U73826 

Anopheles U36780 AF417805 GQ906807 KC167238 DQ986315 GQ906880 GQ906903 GQ906927 

Chagasia  AF311247      AF318194 

Coquillettidia   GQ906810 GQ906835 GQ906859 GQ906883 GQ906907  

Culex EU847224 HM807289 XM001849602 XM001848657 XM001848521 XM001842566 XM001863205 U73831 

Haemagogus   GQ906812 GQ906837 GQ906861 GQ906885 GQ906909 U73834 

Limatus   GQ906813 GQ906838 GQ906862 GQ906886 GQ906910 GQ906930 

Lutzia GU299699        

Ochlerotatus  HM150790 GQ906817 GQ906842 GQ906866 GQ906890 GQ906914 U73827 

Psorophora M95129  GQ906820 GQ906845 GQ906869 GQ906893 GQ906917 GQ906935 

Sabethes   GQ906821 GQ906846 GQ906870  GQ906918 U73835 

Toxorhynchites  AF417832 GQ906823 GQ906848 GQ906872 GQ906895 GQ906920 AF318193 

Trichoprosopon   GQ906824 GQ906849 GQ906873 GQ906896 GQ906921 GQ906937 

Uranotaenia   GQ906826 GQ906851 GQ906875 GQ906898 GQ906923 AF318209 

Wyeomyia   GQ906827 GQ906852 GQ906876 GQ906899 GQ906924 AY055811 

Gênero 

Genes 
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4.3.1.2 Teste do Sinal Filogenético  

 

Para verificar se os genes que obtivemos são adequados para uma 

reconstrução filogenética utilizamos o método likelihood-mapping (Strimmer, 

Haeseler, 1997). Trata-se de um método visual para verificar o conteúdo filogenético 

das sequências: quanto maior for a porcentagem nas pontas do triângulo significa 

que aquelas terão maior probabilidade de servir para gerar uma topologia bem 

resolvida. O triângulo é um gradiente de qualidade em que há três polos de 

excelência (vértices). Na Figura 16 observa-se que todos os genes testados tiveram 

uma alta porcentagem nas pontas em relação ao centro do triângulo; logo, possuem 

um sinal filogenético e em princípio poderão ser usadas nas reconstruções. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Likelihood-mapping dos genes (A) Arginine-kinase, (B) CAD, (C) Catalase, (D) 

28S, (E) Enolase, (F) Hunchback, (G) White e (H) ITS2. Nota-se que, em todos os casos, os 

valores das pontas dos triângulos sempre são muito maiores que os valores do centro. 

 

4.3.1.3 Informações das Sequências e Construção de Árvores 

 

 Os alinhamentos construídos com os oito genes analisados consistiram em 

7.359 caracteres totais, sendo que 3.389 foram variáveis e 1.992 foram 

parcimoniamente informativos (Tabela 4). Como esperado, a terceira posição do 

códon foi a mais variável entre todas. Análises sobre o teor de bases GC na 

composição dos genes combinados revelaram desvios significantes na 
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homogeneidade da terceira posição do códon, observados nos gêneros Anopheles, 

Chagasia, Culex e Psorophora (Tabela 5). 

 

Tabela 4 – Informações das sequências dos oito genes nucleares utilizados nas 
análises. 

Gene Alinhamento Sítios Variáveis 

Sítios  

Parcimoniamente  

Informativos 

28S 562 233 48 

CAD 1.452 645 510 

catalase 1.077 501 292 

enolase 702 232 165 

hunchback 957 452 333 

ITS2 351 320 104 

white 1.409 604 383 

arginine-K 849 402 157 

TOTAL 7.359 3.389 1.992 

 

 

Tabela 5 – Conteúdo GC (%) e heterogeneidade na primeira (#1), segunda (#2) e 
terceira (#3) posição do códon nos gêneros analisados. Os gêneros destacados em 
vermelho apresentaram desvio no conteúdo GC na terceira posição do códon. Para 
o gênero Lutzia foi analisado apenas o gene ribossomal ITS2. * p < 0,01 

Gênero Total #1 #2 #3 

Aedeomyia 54,0 53,7 40,7 67,9 

Aedes 50,1 51,9 39,6 59,0 

Anopheles* 60,7 56,2 41,2 84,8* 

Chagasia 60,4 67,7 44,5 69,1* 

Coquillettidia 51,5 53,0 39,1 62,4 

Culex* 57,1 53,6 39,7 77,8* 

Haemagogus 51,6 52,7 39,3 63,2 

Limatus 50,8 51,4 39,5 62,3 

Lutzia 56,1 - - - 

Ochlerotatus 52,4 53,1 38,9 65,4 

Psorophora* 53,8 53,0 39,1 70,3* 

Sabethes 48,5 51,4 38,7 55,7 

Toxorhynchites 50,2 52,5 39,5 58,9 

Trichoprosopon 48,4 51,1 39,4 54,7 

Uranotaenia 53,1 52,5 40,6 66,3 

Wyeomyia 48,9 50,8 39,9 55,9 
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 Foi construída uma árvore para cada gene nuclear analisado (gene trees), 

totalizando oito árvores. A topologia dessas árvores pode ser visualizada na Figura 

17, onde é possível perceber que a maioria delas revela um agrupamento diferente. 

Apenas o grupo Ochlerotatus + Haemagogus e a tribo Sabethini permaneceram 

juntos na maioria das topologias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Árvores de cada um dos oito genes nucleares analisados. 

 

 

Para as análises filogenéticas concatenadas, os melhores esquemas de 

particionamento para SM e ST e modelos evolutivos escolhidos para cada partição 

estão descritos nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Eles foram escolhidos com 

base no critério AIC (Akaike Information Criterion) (Hu, 2007). Entretanto, quando o 
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modelo mais apropriado não estava disponível no software MrBayes (ex: TvM), foi 

utilizado aquele mais similar disponível (ex: GTR). 

 

Tabela 6 – Melhor esquema de particionamento para análises de supermatrix (SM) e 
o melhor modelo evolutivo escolhido para cada partição. 

Genes Modelo 

ITS2, 28S HKY+G 

CAD_1st, white_1st, arginine-K_1st, 

catalase_1st, enolase_1st, hunchback_1st 
TrN-I 

CAD_2nd, white_2nd, arginine-K_2nd, 

catalase_2nd, enolase_2nd, hunchback_2nd 
F81 

CAD_3rd HKY+G 

white_3rd, arginine-K_3rd, catalase_3rd,  

enolase_3rd, hunchback_3rd 
HKY 

 

 

Tabela 7 – Melhor esquema de particionamento para análises de species tree (ST) e 
o melhor modelo evolutivo escolhido para cada partição. 

Genes Modelo 

28S HKY 

ITS2 HKY+G 

white_1st, arginine-K_1st K80 

white_2nd, arginine-K_2nd F81 

white_3rd, arginine-K_3rd HKY 

CAD GTR+G 

hunchback HKY 

enolase TvM+G 

catalase_1st, catalase_2nd F81 

catalase_3rd HKY+G 

 

 

 Os três algoritmos utilizados, MP, ML e AB, convergiram para a mesma 

árvore (Figura 18), onde Anophelinae aparece como grupo irmão de todos os outros 

Culicinae. O monofiletismo da família Culicidae, da subfamília Anophelinae e da tribo 

Sabethini tiveram suporte robusto em todas as análises distintas (Tabela 8). 
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Figura 18 – Topologia da melhor árvore inferida por análise bayesiana (AB) mostrando as 
relações entre 16 gêneros de Culicidae. Neste caso análises de SM e a ST resultaram na 

mesma topologia. Foram utilizados oito genes nucleares concatenados: ITS2, 28S, arginine-
K, CAD, catalase, enolase, hunckback e white. Os retângulos destacados em vermelho 

representam (de cima pra baixo): subgênero Anophelinae, tribo Aedini e tribo Sabethini. Os 
números associados a cada nó representam os valores de probabilidade posterior 

bayesiana. As letras associadas a cada nó estão descritas na Tabela 8, e representam os 
suportes bootstraps de MP e ML. A quantidade de alterações nos caracteres é representada 

pela barra de escala. 
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Tabela 8 – Valores de bootstrap ou probabilidade posterior inferidos pelas análises 
de MP, ML e AB dentro da família Culicidae, combinando oito genes nucleares e 
considerando ou não a terceira posição do códon (-3 e +3). As letras dos nós se 
referem à Figura 18. 

Nó 

Máxima Parcimônia 
(MP) 

Máxima Verossimilhança 
(ML) 

Análise Bayesiana 
(AB) 

-3 +3 -3 +3 -3 +3 AA 

A 100 100 100 100 1.0 1.0 1.0 

B 100 100 100 100 1.0 1.0 1.0 

C 45 57 55 60 0.5 0.6 0.6 

D 83 88 98 100 0.9 1.0 0.99 

E 49 55 49 57 0.6 0.6 0.59 

F 87 88 93 93 0.8 0.9 0.9 

G 81 80 80 83 0.8 0.8 0.8 

H 70 80 75 76 0.7 0.8 0.8 

I 80 83 85 91 0.9 0.9 0.89 

J 100 100 100 100 1.0 1.0 1.0 

 

 

4.3.2 Genomas Mitocondriais 

 

4.3.2.1 Organização e Características das Sequências 

 

 Para montagem dos genomas foram utilizados três softwares diferentes: 

Mira v4 (Chevreux, 2007), IDBA-UD (Peng et al., 2012) e Newbler (Margulies et al., 

2005). Com isso foi possível comparar a eficiência de cada um deles. A maioria dos 

genomas foi montada com o Newbler, já que o Mira não conseguiu obter um 

comprimento muito extenso das sequências com análises De Novo; quando havia 

um genoma de referência as montagens foram satisfatórias e todas convergiram 

para o mesmo tamanho (Tabela 9). Foram montados e anotados 20 genomas 

mitocondriais representando 16 gêneros diferentes de Culicidae. Também foi 

incluído nas análises um genoma mitocondrial de Culex pipiens proveniente do 

GenBank (número de acesso HQ724616), com 14.856 pb de comprimento. 
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Tabela 9 – Comparação entre os três algoritmos de montagem: Mira, IDBA_UD e 
Newbler para as 20 espécies analisadas. REF significa montagem utilizando um 
genoma de referência. 

Espécie Tipo de montagem Mira IDBA_UD Newbler 

Aedeomyia squamipennis De Novo 7.821 10.515 14.570 

Aedes aegypti REF 16.655 16.655 16.655 

Aedes albopictus REF 16.660 16.660 16.660 

Aedes fulvus De Novo 7.625 11.129 17.130 

Anopheles cruzii REF 15.450 15.450 15.450 

Anopheles darlingi REF 15.385 15.385 15.385 

Coquillettidia crysonotum De Novo 6.210 11.212 15.859 

Culex quinquefasciatus REF 15.579 15.579 15.579 

Haemagogus janthinomys REF 15.698 15.698 15.698 

Limatus flavisetosus De Novo 5.717 15.258 15.797 

Mansonia amazonenses De Novo 5.948 11.628 15.792 

Ochlerotatus vigilax REF 15.887 15.887 15.887 

Psorophora ferox De Novo 8.651 10.921 16.119 

Psorophora saeva De Novo 6.137 11.555 16.168 

Runchomyia reversa De Novo 5.660 9.450 14.537 

Sabethes undosus De Novo 5.577 9.153 14.928 

Toxorhynchites sp. De Novo 8.667 10.916 16.365 

Trichoprosopon pallidoventer De Novo 6.628 9.758 15.056 

Uranotaenia geometrica De Novo 6.341 11.304 15.784 

Wyeomyia confusa De Novo 8.158 10.124 14.993 

 

 

 Os genomas mitocondriais de todas as espécies analisadas de Culicidae 

consistiram em 37 genes funcionais no total: 22 RNAs transportadores, 13 genes 

codificantes de proteínas, 2 RNAs ribossomais (12S RNA ou “small RNA” e 16S 

RNA ou “large RNA”) e uma região controle rica em AT. O esquema geral 

representando o genoma mitocondrial das espécies pode ser observado na Figura 

19. A região controle AT mostrou bastante variação no seu comprimento entre as 

espécies, entretanto os demais genes permaneceram com o comprimento estável 

(Tabela 10). Os genes estão localizados tanto na cadeia H quanto na L, e houve 

sobreposição em alguns frames de leitura. A região controle AT está localizada entre 

os genes 12S ribossomal e o RNA transportador de isoleucina (I = Ile). 
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Figura 19 – Representação gráfica do arranjo e ordem gênica da maioria dos genomas 
mitocondriais dos Culicidae. Os RNAs transportadores estão indicados por letras de acordo 

com a abreviação da IUPAC_IUB para aminoácidos. A direção da transcrição dos genes 
está indicada pelas setas. Os genes em vermelho representam os codificantes de proteínas; 
em verde estão os ribossomais (subunidade menor e maior) e em cinza está representada a 

região controle rica em A-T. 
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Tabela 10 – Comprimento e composição AT dos genomas mitocondriais analisados. 
PCG: genes codificantes de proteínas; tRNA: RNA transportador; rRNA: RNA 
ribossomal. *A porcentagem de AT total considera apenas os genes codificantes de 
proteínas, os tRNAs e o rRNAs. 

Espécie 
Comprimento % AT 

Total Total PCG tRNA rRNA Controle A-T 

Aedeomyia squamipennis 14.570 10.911 1.489 2.159 755 76,5 

Aedes aegypti 16.655 10.968 1.491 2.147 1.708 79,1 

Aedes albopictus 16.660 10.995 1.482 2.148 1.699 79,9 

Aedes fulvus 17.130 10.950 1.488 2.175 2.234 78,0 

Anopheles cruzii 15.450 11.238 1.477 2.160 699 78,5 

Anopheles darlingi 15.385 10.977 1.477 2.148 715 78,1 

Coquillettidia crysonotum 15.859 10.962 1.478 2.158 753 78,0 

Culex pipiens 14.856 10.980 1.481 2.137 707 77,7 

Culex quinquefasciatus 15.579 10.971 1.481 2.146 693 78,2 

Haemagogus janthinomys 15.698 10.899 1.485 2.159 715 79,8 

Limatus flavisetosus 15.797 10.899 1.488 2.140 765 80,3 

Mansonia amazonenses 15.792 10.860 1.482 2.140 795 77,9 

Ochlerotatus vigilax 15.887 10.938 1.489 2.158 957 79,6 

Psorophora ferox 16.119 10.950 1.493 2.158 1.565 78,0 

Psorophora saeva 16.168 10.950 1.482 2.140 1.662 79,0 

Runchomyia reversa 14.537 10.632 1.488 2.158 699 77,5 

Sabethes undosus 14.928 10.879 1.479 2.140 718 79,0 

Toxorhynchites sp 16.365 10.841 1.491 2.158 725 78,7 

Trichoprosopon pallidoventer 15.056 10.839 1.485 2.160 751 78,8 

Uranotaenia geometrica 15.784 10.983 1.482 2.157 780 80,0 

Wyeomyia confusa 14.993 10.899 1.489 2.143 712 78,8 

 

 

 A ordem gênica foi a mesma para a maioria das 20 espécies de Culicidae 

analisadas, exceto para os representantes da tribo Sabethini (Limatus, 

Trichoprosopon, Runchomyia, Wyeomyia e Sabethes). Nesse caso, os RNAs 

transportadores de tirosina (GTA) e cisteína (GCA) aparecem em outro lugar, como 

demonstrado na Figura 20, sugerindo que ocorreu uma translocação desses genes 

dentro da mitocôndria. No genoma mitocondrial ancestral (Anopheles), esses tRNAs 

aparecem entre os genes CO1 e o tRNA-W (tca); no genoma dos Sabethini eles se 

encontram entre o tRNA-I (gat) e a região controle AT. 
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Figura 20 – Esquema mostrando a posição e orientação dos genes mitocondriais: (A) 
maioria dos Culicidae analisados aqui e (B) representantes da tribo Sabethini (Sabethes, 

Limatus, Wyeomyia e Trichoprosopon. As setas indicam o local da mudança dos tRNAs de 
cisteína (C) e tirosina (Y). A região controle AT foi omitida da representação. 

 

 Os 13 genes codificantes de proteínas não apresentaram íntrons e estavam 

dispostos nos dois sentidos: a cadeia H apresentou os genes NAD2, NAD3, NAD6, 

CO1, CO2, CO3, ATP6, ATP8 e CYTB; a cadeia L exibiu o NAD1, NAD4, NAD4L e 

NAD5. Analisando somente esses 13 genes, que serão empregados para as 

reconstruções filogenéticas, foi possível notar que os genes CO1, NAD2 e NAD6 

apresentaram alta diversidade nucleotídica em relação aos outros (Tabela 11). 

Conforme esperado, a terceira posição do códon foi a mais variável. Também foi 

calculada a razão entre as substituições não-sinônimas e sinônimas (dN/dS)  para 

verificar a ocorrência de seleção positiva nos genes. 

 

Tabela 11 – Informações sobre as sequências dos 13 genes mitocondriais 
codificantes de proteínas analisados, diversidade nucleotídica (π) e média da razão 
dN/dS para cada gene. Os genes destacados em vermelho apresentaram alta 
diversidade nucleotídica em relação aos outros. 

Gene Alinhamento Sítios Variáveis 
Sítios Informativos 

para Parcimônia 
 π dN/dS 

CO1 1.521 568  455 0,191 0,086 

CO2 681 291  218 0,132 0,171 

CO3 786 350  253 0,145 0,154 

ATP6 672 313  229 0,149 0,155 

ATP8 162 101  79 0,129 0,561 

CYTB 1.131 467  362 0,134 0,139 

NAD1 933 358  252 0,120 0,205 

NAD2 987 501  351 0,241 0,362 

NAD3 351 159  126 0,148 0,218 

NAD4 1.338 660  462 0,137 0,392 

NAD4L 288 129  94 0,130 0,325 

NAD5 1.731 812  562 0,133 0,351 

NAD6 516 319  246 0,175 0,387 
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 A diversidade nucleotídica também variou bastante dentro de cada gene 

das espécies analisadas (Figura 21). Os maiores níveis de polimorfismo foram 

encontrados na região controle A-T e os menores foram encontrados nos RNAs 

ribossomais. Também foi calculada a distância par-a-par entre as sequências de 

cada uma das 21 espécies analisadas (distâncias interespecíficas, portanto), pelo 

método de Maximum Composite Likelihood (Tabela 12). A maior distância (16%) foi 

verificada entre os gêneros [Anopheles x Aedeomyia] e [Coquillettidia x Aedeomyia]; 

a menor distância foi entre as espécies do gênero Culex (Culex pipiens x Culex 

quinquefasciatus) que não apresentaram divergências significativas nas sequências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 – Diversidade Nucleotídica ao longo do genoma mitocondrial dos Culicidae 
calculada utilizando a técnica de sliding window scale (janela de 300pb com cada passo de 
10pb). Os genes estão representados no retângulo abaixo, onde a cor vermelha representa 

os codificantes de proteína, a verde representa os ribossomais e a cinza mostra a região 
controle A-T. 
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Tabela 12 – Média da divergência nucleotídica calculada por Maximum Composite Likelihood dos 13 genes mitocondriais 

codificantes de proteínas para as 21 espécies analisadas (comparação interespecífica). Os valores estão em porcentagem. 

 

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

1. Aedeomyia 
                     

2. Aedes aegypti 14 
                    

3. Aedes albopictus 14 8 
                   

4. Aedes fulvus 14 8 8 
                  

5. Anopheles cruzii 16 13 13 12 
                 

6. Anopheles darlingi 16 12 12 12 10 
                

7. Coquillettidia 16 14 14 14 15 15 
               

8. Culex pipiens 14 10 10 9 12 12 14 
              

9. Culex quinquefasciatus 14 10 10 9 12 12 14 0 
             

10. Haemagogus 13 8 8 7 12 12 13 9 9 
            

11. Limatus 14 12 12 11 13 14 14 12 12 11 
           

12. Mansonia 15 12 12 12 14 14 14 12 12 11 13 
          

13. Ochlerotatus 14 8 8 6 12 12 14 8 8 7 11 11 
         

14. Psorophora ferox 14 9 9 8 13 12 14 10 10 9 12 12 8 
        

15. Psorophora saeva 14 9 9 8 12 12 14 9 9 8 11 11 8 6 
       

16. Runchomyia 15 13 12 12 14 14 14 12 12 12 10 13 12 13 12 
      

17. Sabethes 15 13 13 12 14 14 15 13 13 12 9 13 12 13 12 11 
     

18. Toxorhynchites 15 13 13 13 14 15 15 12 12 12 12 14 12 13 12 13 13 
    

19. Trichoprosopon 14 12 12 12 14 14 15 12 12 11 10 13 11 12 12 9 10 13 
   

20. Uranotaenia 14 12 10 10 12 12 14 10 10 10 11 12 10 11 10 12 12 13 12 
  

21. Wyeomyia 15 13 12 12 14 14 14 12 12 12 9 13 12 13 11 11 10 13 10 12 
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4.3.2.2 Análises Filogenéticas 

 

 Foram realizadas análises filogenéticas com os 13 genes mitocondriais 

codificantes de proteínas, já que mostraram ser bem variáveis e informativos para 

parcimônia. Os melhores modelos evolutivos escolhidos para cada gene estão 

descritos na Tabela 13. 

 

Tabela 13 – Melhor esquema de particionamento para análises de supermatrix (SM) 
e o melhor modelo evolutivo escolhido para cada gene mitocondrial. 

Genes Modelo 

CO1 TpM+I+G 

CO2 HKY 

CO3 TvM+G 

ATP6 TpM+G 

ATP8 HKY+G 

CYTB GTR 

NAD1 GTR+G 

NAD2 TiM+G 

NAD3 TpM 

NAD4 TvM+G 

NAD4L TpM+G 

NAD5 TiM+G 

NAD6 HKY 

 

 

 Foram realizadas análises de supermatrix, ou seja, com todos os 13 genes 

concatenados e particionados de acordo com o melhor modelo evolutivo. A topologia 

da árvore gerada por Análise Bayesiana pode ser observada na Figura 22. Todos os 

ramos tiveram alta probabilidade posterior, variando entre 0,959 e 1. Nesta filogenia 

os representantes das principais tribos ficaram agrupados: Coquillettidia e Mansonia 

(tribo Mansoniini); Aedes, Haemagogus, Ochlerotatus e Psorophora (tribo Aedini); e 

Limatus, Sabethes, Wyeomyia, Runchomyia e Trichoprosopon (tribo Sabethini). A 

subfamília Anophelinae aparece como monofilética e grupo-irmão de Culicinae, 

assim como na topologia construídas com os genes nucleares. A família Culicidae 

também aparece como grupo monofilético. 
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Figura 22 – Topologia da melhor árvore inferida por análise bayesiana (AB) mostrando as relações entre as 21 espécies de Culicidae. Foram 
utilizados nucleotídeos de 13 genes mitocondriais concatenados: CO1, CO2, CO3, CYTB, NAD1, NAD2, NAD3, NAD4, NAD4L, NAD5, NAD6, 

ATP6 e ATP8. Os retângulos destacados em vermelho representam (A) tribo Mansoniini, (B) tribo Aedini e (C) tribo Sabethini. Os números 
associados a cada nó representam os valores de probabilidade posterior bayesiana. A quantidade de alterações nos caracteres é 

representada pela barra de escala.
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4.4 Espectrometria MALDI-TOF 

 

 Com o objetivo de verificar se o sexo, tempo ou tipo de armazenamento dos 

exemplares coletados influencia nas análises de espectrometria MALDI-TOF, foi 

realizada uma padronização. Foram utilizados indivíduos de Aedes aegypti 

provenientes da colônia do Instituto Butantan/SP em cinco situações diferentes: (A) 

fêmea armazenada em álcool 70% por 24 h; (B) macho armazenado em álcool 70% 

por 24 h; (C) fêmea armazenada em álcool 70% por 30 dias; (D) fêmea armazenada 

a seco em freezer -80 ºC por 24 h; (E) fêmea alimentada com sangue e utilizada 

inteira para extração proteica. 

 O intuito era saber se fatores extrínsecos à análise poderiam influenciar no 

perfil proteico das espécies. A hipótese era de que diferentes tipos de 

armazenamento alterariam as proteínas presentes na amostra produzindo artefatos 

e, consequentemente, o padrão de picos observados no espectrograma. Os 

resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 – Perfil proteico de Aedes aegypti em cinco condições distintas: (A) fêmea 
armazenada em álcool 70% por 24h; (B) macho armazenado em álcool 70% por 24h; (C) 

fêmea armazenada em álcool 70% por 30 dias; (D) fêmea armazenada a seco em freezer -
80 ºC por 24h; (E) fêmea alimentada com sangue e utilizada inteira para extração proteica. 

A 

B 
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D 
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 É possível notar que o tempo e tipo de armazenagens diferentes alteram a 

intensidade dos picos, mas o padrão proteico dos indivíduos permanece equivalente. 

Isso é particularmente importante porque grande parte dos exemplares coletados 

está armazenada no álcool e em freezer -80 ºC. O sexo também não influenciou 

tanto esse perfil, já que os picos mais importantes evidenciados nas fêmeas também 

estão presentes nos machos. A única situação em que o padrão de picos mudou 

totalmente foi quando utilizamos o abdômen da fêmea alimentada com sangue para 

as análises (E). 

 Desse modo, utilizou-se apenas o tórax de indivíduos fêmeas adultos para 

as análises seguintes. Foram analisadas dez espécies distintas englobando oito 

gêneros e todos eles produziram perfis proteicos diferentes entre si, confirmando 

identidade específica. Na Figura 24 podem-se observar os vários picos com massas 

(eixo x) e intensidades (eixo y) distintas representando os biomarcadores 

(biomarkers) encontrados para cada indivíduo. 
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Figura 24 – Perfis proteicos evidenciados por espectrometria MALDI-TOF. (A) Wyeomyia 

confusa, (B) Sabethes undosus, (C) Anopheles cruzii, (D) Ochlerotatus serratus, (E) 

Psorophora cingulata, (F) Culex nigripalpus, (G) Psorophora ferox, (H) Anopheles oswaldoi, 

(I) Runchomyia reversa e (J) Limatus flavisetosus. 
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Posteriormente foi construída uma matriz de presença/ausência com os 24 

biomarkers encontrados para cada espécie (Tabela 14). 

 

Tabela 14 – Matriz com os 24 biomarkers encontrados através do MALDI-TOF para 
cada espécie. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E, finalmente, através da matriz foi possível construir um fenograma de 

similaridade entre os perfis (Figura 25). A relação observada entre as espécies não 

tem nenhuma relação com a filogenia ou fenograma gerados pelos dados genéticos 

nem morfológicos. 
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Figura 25 – Fenograma neighbour-joining evidenciando as relações entre dez espécies de 

Culicidae. Foram utilizados dados de perfis proteicos (24 biomarkers) obtidos através de 

espectrometria MALDI-TOF. 

 

4.5 Comparação entre os métodos genéticos e morfológicos 

 

 Feitas as análises morfométricas e genéticas, foi possível comparar ambas 

as abordagens com o objetivo de encontrar divergências e congruências. 

Primeiramente foram relacionados o fenograma alar e a topologia encontrada com 

os genes nucleares (Figura 26). Porém, para torná-los comparáveis, foram retirados 

os gêneros Johnbelkinia, Mansonia, Runchomyia e Sallumia do fenograma 

morfológico, já que não há dados genéticos para compará-los. Comparando as duas 

topologias, observa-se pouca congruência na relação entre os grupos; apenas os 

gêneros Limatus, Wyeomyia e Sabethes (tribo Sabethini) aparecem juntos em 

ambas. 
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Figura 26 – Comparação entre o fenograma obtido com as distâncias de Procrustes do 
formato alar e a árvore gerada com as sequências dos genes nucleares. Grupo em 

evidência são gêneros da tribo Sabethini. 
 

 

 Foi verificado também se o tamanho das asas dos mosquitos está 

relacionado com sua filogenia. Para isso, foi calculado o vetor tamanho do centroide, 

que estima a variação métrica na asa, e esses valores foram plotados num gráfico 

com a topologia encontrada usando genes nucleares (Figura 27) e mitocondriais 

(Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 – Tamanho do centroide (em logaritmo) dos gêneros analisados relacionado com 
a árvore dos genes nucleares. 
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Figura 28 – Tamanho do centroide (em logaritmo) dos gêneros analisados relacionado com 
a árvore dos genes mitocondriais. 

 

O resultado foi que não há correlação do tamanho da asa com a filogenia dos 

mosquitos, já que espécies grandes e pequenas apresentam relações de parentesco 

próximas (como Toxorhynchites e Aedeomyia, por exemplo). Por fim, as topologias 

genéticas aqui encontradas, tanto usando dados de genes nucleares quanto 

mitocondriais, foram plotadas no gráfico de Componentes Principais da asa, para 

relacionar as duas análises (Figuras 29 e 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 29 – Morfoespaço de Componentes Principais da asa relacionado com a topologia 
genética obtida com os genes nucleares. Os contornos da asa em vermelho representam o 

ancestral (Anopheles) e o azul representa cada gênero comparado. 
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Figura 30 – Morfoespaço de Componentes Principais da asa relacionado com a topologia 

genética obtida com os genes mitocondriais. Os contornos da asa em vermelho representam 
o ancestral (Anopheles) e o azul representa cada gênero comparado. 

 

 

 Analisando esses gráficos nota-se que há muita variação no formato alar 

em Culicidae, e fica evidente quando fazemos a sobreposição do formato alar 

ancestral (Anopheles) com os outros grupos. O landmark #1 é nitidamente o mais 

variável, sendo uma característica importante para distinguir os gêneros. As 

topologias genéticas não tiveram correlação com os Componentes Principais da asa 

de cada gênero, já que a árvore ficou totalmente distorcida em relação ao 

morfoespaço. 

 Por fim, a topologia gerada com os dados de MALDI-TOF foi comparada 

com a topologia genética (Figura 31), e o resultado foi a total incompatibilidade entre 

elas. Esses marcadores parecem contar histórias evolutivas bem diferentes. 
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Figura 31 - Comparação entre a árvore gerada com as sequências dos genes nucleares e o 
fenograma obtido dos biomarcadores proteicos com MALDI-TOF. Não houve nenhuma 

congruência entre elas. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A coleta e amostragem das espécies foram satisfatórias para representar os 

principais grupos Neotropicais. De acordo com Harbach (2007), existem 44 gêneros 

de Culicidae distribuídos no mundo, sendo que 24 deles estão presentes na região 

Neotropical. A coleta deste trabalho abrangeu 20 gêneros no total, representando 

84% da diversidade presente nesta região biogeográfica. Alguns dos gêneros 

coletados são exclusivamente Neotropicais, como Chagasia, Johnbelkinia, Limatus, 

Runchomyia, Sabethes e Trichoprosopon (Harbach, 2007). Tratam-se de gêneros 

raramente estudados, já que são silvestres e seu potencial epidemiológico é pouco 

conhecido. Analisando os gêneros das 76 espécies coletadas, é possível observar 

que a grande maioria é Culex, sendo que para alguns gêneros houve somente um 

representante de cada espécie. Isso está de acordo com a literatura, já que o gênero 

Culex é cosmopolita e abriga o maior número de espécies entre os Culicidae, cerca 

de 770 (Harbach, 2007). 

 

5.1 Morfometria Geométrica Alar 

 

 Em todas as análises realizadas, os gêneros ou subgêneros apresentaram 

grande diferença no formato alar, ficando clara a separação em grupos distintos no 

morfoespaço de Variáveis Canônicas. Até mesmo nas análises de Componentes 

Principais, onde só é possível identificar um padrão nos indivíduos quando ele é 

muito evidente, as subfamílias Anophelinae e Culicinae ficaram segregadas. Elas 

divergiram há cerca de 200 milhões de anos (Reidenbach et al., 2009), e ao que 

tudo indica, seu formato alar acompanhou essa diferenciação. Sendo assim, a 

morfometria geométrica se mostrou uma ferramenta útil na detecção de variações 

interespecíficas, e o formato alar também se mostrou um bom marcador para revelar 

padrões evolutivos mais basais, como separação de subfamílias, subgêneros e 

tribos. Outros estudos utilizaram essa técnica e foram capazes de separar espécies 

similares, muitas vezes filogeneticamente próximas (Calle et al., 2002; Henry et al., 

2010; Lorenz et al., 2012, 2015). Análises multivariadas, como a morfometria 

geométrica aqui empregada, geralmente revelam padrões e tendências não 

perceptíveis em outros tipos de análises.  
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 Nas análises de Variáveis Canônicas houve a formação de quatro grupos 

principais: (1) Anophelinae, (2) Sabethini, (3) Toxorhynchites/Uranotaenia e (4) todos 

os outros gêneros restantes. Isso quer dizer que o formato alar desses 

agrupamentos são mais semelhantes entre si. A asa geralmente é usada como 

marcador de processos microevolutivos (Dujardin, 2008; Vidal et al., 2011; Gómez et 

al., 2014; Lorenz et al., 2014); entretanto, como observado aqui, ela também parece 

ser um bom indicador de macroevolução nos grupos. Apesar disso, quando 

analisamos cada gênero ou subgênero separadamente (Figuras 10, 11, 12 e 13), 

podemos notar que há sobreposição dos grupos em alguns casos, como nos 

subgêneros Melanoconion e Microculex de Culex. Há várias explicações possíveis 

para tal fenômeno, como: (1) conservação do fenótipo alar entre os subgêneros 

devido à seleção natural, limitação evolutiva e/ou evolução correlacionada entre eles 

(Smith et al., 2011); (2) mecanismos de canalização que conservam o fenótipo de 

estruturas anatômicas importantes (Gibson, Wagner 2000; Debat, David 2001) ou (3) 

número amostral insuficiente para detectar algum padrão de variação. Essa última 

explicação parece ser menos provável, já que a grande maioria dos espécimes 

coletados foi do gênero Culex, e vários gêneros coletados estão bem representados. 

Sendo assim, a magnitude da divergência morfológica parece seguir um padrão 

hierárquico, onde: subfamília > tribo > gênero > subgênero > espécie > população. 

Ou seja, para discriminar indivíduos de tribos distintas a geometria da asa é mais 

eficiente do que para separar populações de uma mesma espécie, por exemplo.  

De um modo geral, as análises do formato alar revelaram um padrão 

específico de venação que pode ser atribuído às histórias evolutivas diferentes de 

cada grupo. Isso é suportado pelo alto índice de herdabilidade desse caráter. Vários 

estudos examinaram a herdabilidade da forma alar em Diptera e concluíram que 

pode chegar a 60% ou mais (Roff, Mousseau, 1987; Bitner-Mathé, Klaczko, 1999; 

Gilchrist, Partridge, 2001; Hoffman, Shirriffs, 2002; Jirakanjanakit et al., 2007), sendo 

que estudos genéticos quantitativos recentes forneceram evidências de forte 

determinismo genético para esse caráter (Iriarte et al., 2003; Breuker et al., 2006; 

Patterson, Klingenberg, 2007). Alguns landmarks foram mais variáveis que outros, e 

consequentemente mais úteis na identificação das espécies ou gêneros. A 

comparação do consenso alar após a sobreposição de Procrustes revelou que o 

landmark mais variável foi o #1, localizado na borda da asa entre as veias RS e R1. 

Esse marco anatômico é importante principalmente na diferenciação entre as 
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subfamílias Anophelinae e Culicinae. De acordo com Dujardin (2008), os landmarks 

da asa dos mosquitos são diferentemente afetados pelo mesmo estímulo, e a borda 

posterior pode sofrer alterações morfológicas dependendo da influência de fatores 

externos. Outros landmarks também apresentaram grande variação entre os grupos, 

principalmente o #14, #15 e #16, situados no centro da asa (Figura 14). Para 

algumas espécies, como do gênero Aedes sp. por exemplo, a asa é um órgão 

importante não somente para o voo, como também para sinalização sexual (Cator et 

al., 2010). Ainda é desconhecido se essas variações nos landmarks e no padrão de 

veias alares dentro de cada espécie tem algum papel ecológico ou comportamental, 

que influencie diretamente no voo ou cópula dos indivíduos. Mas, pelos achados 

deste trabalho, mesmo se existir alguma canalização funcional, essas variações pelo 

menos podem ser usadas para identificação dos grupos e subgrupos dentro de 

Culicidae, com alto índice de precisão. 

 Para verificar a similaridade entre todos os gêneros foi construído um 

fenograma baseado nas distâncias de Procrustes, que leva em consideração as 

variações intra e interespecífica (Figura 15). Utilizando todos os 1.429 exemplares 

nas análises apenas a tribo Sabethini aparece como grupo aparentado. Esse 

agrupamento corrobora dados genéticos e morfológicos existentes na literatura 

(Reidenbach et al., 2009). O formato alar dessas espécies está muito relacionado, e 

nesse caso, o padrão de venação alar pode apresentar um sinal filogenético (Cole et 

al., 2002). Esse resultado pode ser interpretado como um tipo de inércia evolutiva, já 

que as asas dos gêneros dessa tribo são notavelmente semelhantes. Esse fato é 

bastante surpreendente, dado que a tribo Sabethini divergiu há no mínimo 75 

milhões de anos (Reidenbach et al., 2009) o que permitiria grandes divergências na 

forma alar até mesmo por deriva genética. Os gêneros Chagasia e Anopheles 

permaneceram juntos, indicando que suas asas são mais similares entre si, assim 

como Psorophora e Ochlerotatus, representando a tribo Aedini. O gênero Lutzia, 

raramente estudado, apresentou o formato alar mais parecido com espécies de 

Culicini e Aedini; isso tem relação com sua posição filogenética, já que se trata de 

um gênero pertencente à tribo Culicini (Harbach, 2007). Entretanto, a maioria dos 

grupos formados não teve correlação com sua filogenia atual conhecida 

(Reidenbach et al., 2009); por exemplo, os gêneros Uranotaenia e Toxorhynchites 

aparecem como grupo-irmão de todos os outros gêneros ao invés de Anopheles, já 

que eles possuem as asas mais distintas entre todos os representantes da família. 



81 
 

 Em linhas gerais, o formato alar não tem a acurácia que as abordagens 

moleculares possuem, mas os resultados aqui apresentados demonstram que ele 

pode ser uma ferramenta muito útil para detectar padrões macroevolutivos e 

identificar agrupamentos em Culicidae de forma rápida e barata. Outros estudos na 

literatura também já comprovaram sua eficácia para resolver questões ecológicas ou 

taxonômicas (Calle et al., 2002; Lorenz et al., 2012, 2014, 2015; Gómez, Jaramillo, 

2013; Gómez, 2014). A identificação correta das espécies é essencial para 

reconhecer os vetores envolvidos na transmissão de patógenos e ajudar no 

desenvolvimento de estratégias para o controle (Forattini, 2002). Sendo assim, a 

morfometria geométrica alar pode ser combinada com outras técnicas ou ser usada 

em uma triagem inicial para reconhecimento dessas espécies e gêneros. Em relação 

ao seu uso para inferências filogenéticas é recomendável utilizá-lo com cautela, visto 

que para a maioria dos grupos abordados aqui ele não apresentou forte sinal 

filogenético. Nesta análise os dados morfométricos forneceram uma estimativa 

incongruente para a reconstrução geral da família Culicidae. Vários outros estudos 

também revelaram incongruências parciais ou completas entre árvores filogenéticas 

obtidas com dados genéticos e morfométricos (Courant et al., 1997; Marcus et al., 

2000; Pretorius, Scholtz, 2001; Cole et al., 2002; Milne, O'Higgins, 2002; Cardini, 

Elton 2008). Portanto, os dados morfométricos podem não ser indicadores confiáveis 

da filogenia dos grupos; especificamente em Culicidae, as asas devem ter uma 

evolução própria que segue parâmetros incompatíveis com outros marcadores. 

 

5.2 Genes nucleares 

 

 A utilização de genes nucleares para reconstruções filogenéticas já é bem 

difundida na literatura, mas geralmente são usados genes codificantes de proteínas 

(Brower, DeSalle, 1994; Soto-Adames et al., 1994; Besansky, Fahey, 1997). Nesse 

estudo, além desses genes, empregamos também dois genes ribossomais: o 28S e 

o ITS2. Devido à sua ubiquidade em todos os tipos celulares e sua constância 

estrutural, os genes ribossomais são comumente utilizados para construir filogenias 

em níveis superiores (Hills, Dixon, 1991; Olsen, Woese, 1993). Entretanto, quando 

testamos o sinal filogenético através do método likelihood-mapping (Strimmer, 

Haeseler, 1997), esses genes ribossomais apresentaram sinal mais fraco quando 

comparados com aqueles codificantes de proteínas (Figura 16). Isso pode indicar 
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que esses genes ribossomais evoluem numa taxa mais lenta do que os outros 

nucleares, que também pode ser observado pelo número de sítios informativos para 

parcimônia no gene 28S (apenas 48 sítios informativos numa sequência de 562pb). 

Em Drosophila, por exemplo, as espécies-irmãs do grupo melanogaster possuem 

sequências idênticas de 28S (Linares et al., 1991) mas são claramente distinguíveis 

utilizando genes codificantes de proteínas como o álcool-desidrogenase (Bodmer, 

Ashburner, 1984).  

 No total foram alinhados 7.359 caracteres totais dos genes nucleares, 

sendo que 3.389 foram variáveis entre os gêneros de Culicidae e 1.992 foram 

informativos para parcimônia. Esses resultados a respeito de sítios informativos são 

similares aos encontrados por Reidenbach et al. (2009) que analisaram seis genes 

nucleares codificantes de proteínas, mas em nosso estudo foram incluídos dois 

novos gêneros Neotropicais: Chagasia e Lutzia. O conteúdo GC nas sequências 

variou entre 48,4% (Trichoprosopon) e 60,7% (Anopheles), sendo que para alguns 

gêneros foi observada uma heterogeneidade de bases GC na terceira posição do 

códon. Grupos-irmãos como Anopheles e Chagasia apresentaram esse desvio, 

assim como gêneros não relacionados como Culex e Psorophora. Na molécula de 

DNA, o par GC está ligado por três pontes de hidrogênio, enquanto que o par AT 

está ligado somente por duas; sendo assim, o DNA com alto teor GC tende a ser 

mais estável que os demais (Yakovchuk et al., 2006). Essa diferença observada nos 

grupos pode ter sido originada através de seleção, viés mutacional ou sistema de 

reparo do DNA com recombinação enviesada (Birdsell, 2002). Sabe-se também que 

essa heterogeneidade na composição das sequências pode confundir os métodos 

de reconstrução filogenética (Lockhart et al., 1994). 

 Quando analisamos cada gene separadamente, de um modo geral, não foi 

possível recuperar inteiramente a filogenia da família Culicidae (Figura 17). A análise 

filogenética de um locus particular produz uma gene-tree que pode ou não concordar 

com a filogenia dos táxons (Avise, 1994; Doyle, 1997; Maddison, 1997). A 

incongruência entre as gene-trees e species-tree pode ser esperada sob certas 

circunstâncias, como: seleção diversificadora, transferência horizontal (incluindo 

hibridização), lineage sorting (coalescência antiga) e duplicação do gene seguido de 

extinção (Doyle, 1992; Maddison, 1997). Entretanto, cada um deles revelou 

agrupamentos específicos importantes, como: com o gene 28S foi possível agrupar 

os gêneros Anopheles + Chagasia (Anophelinae) e Aedeomyia + Toxorhynchites; 
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com o gene ITS2 agrupamos os gêneros Aedes + Psorophora (Aedini); com os 

genes arginina-K, enolase, white e hunchback os táxons Ochlerotatus + 

Haemagogus e todos os representantes da tribo Sabethini permaneceram 

agrupados; com o gene CAD eles também formaram esses agrupamentos, além de 

Uranotaenia + Culex; e com o gene catalase os gêneros Uranotaenia + Culex 

também ficaram juntos. Isso demonstra a importância de se usar vários genes 

combinados para recuperar a história evolutiva de um grupo, pois cada um deles 

pode revelar agrupamentos distintos. Tem sido sugerido que diferentes conjuntos de 

dados podem ter um sinal filogenético em comum recuperável apenas mediante uma 

análise em conjunto (Smith, 2000; Lee, 2009); além disso, a combinação de vários 

genes pode superar o sinal enganoso de um único gene (Wiegmann et al., 2000). 

Embora a verdadeira história filogenética dos organismos selvagens nunca possa 

ser totalmente conhecida, sabe-se que diferentes genes e diferentes regiões dentro 

de um mesmo gene evoluem com taxas distintas, podendo influenciar fortemente as 

reconstruções (Besansky, Fahey, 1997). Não é recomendado utilizar um único gene 

para inferir a história do grupo também devido à natureza estocástica da mudança 

genética, que pode incluir lineage sorting incompleto, e por causa dos eventos de 

seleção natural.  

 Nas árvores geradas com os genes hunchback e white o gênero 

Toxorhynchites aparece bem separado dos demais Culicidae. Isso é curioso porque 

nas classificações mais antigas (Edwards, 1932) esse gênero formava uma nova 

subfamília dentro de Culicidae: a Toxorhynchitinae, contendo apenas o gênero 

Toxorhynchites. Esse mosquito possui características bem peculiares e diferentes 

dos demais Culicidae, pois não é hematófago e sua larva é predadora de outras 

larvas menores (Steffan, Evenhuis, 1985). Apesar disso, vários estudos moleculares 

recentes suportam fortemente seu lugar dentro de Culicinae (Miller et al., 1997; 

Harbach, Kitching, 1998; Mitchell et al., 2002), demonstrando que apenas se trata de 

uma tribo bem especializada que compartilha caracteres com Aedeomyia e 

representantes da tribo Sabethini (Reidenbach et al., 2009).  

 Quando realizamos análises de ST e SM, utilizando todos os genes, notou-

se que os três algoritmos (ML, MP e AB) convergiram para a mesma árvore (Figura 

18), sendo que em todas elas: (1) a família Culicidae aparece como grupo 

monofilético; (2) a subfamília Anophelinae aparece como grupo monofilético e irmão 

de Culicinae; (3) as tribos Sabethini e Aedini aparecem como agrupamentos 
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monofiléticos com alto suporte; (4) Toxorhynchites + Aedeomyia, Ochlerotatus + 

Haemagogus e Uranotaenia + Culex são grupos bem suportados. Esses resultados 

confirmam as conclusões de Harbach (2007) e Reidenbach et al. (2009) sobre o que 

já era conhecido a respeito da filogenia dos mosquitos. Estudos envolvendo a 

subfamília Anophelinae já comprovaram seu caráter monofilético através de 

características moleculares (Krzywinski et al., 2001a,b) e várias características 

morfológicas distintas (Sallum et al., 2000). Neste estudo consideramos dois 

representantes dessa subfamília: Anopheles (cosmopolita) e Chagasia (Neotropical), 

que permaneceram juntos em todas as topologias. Outros estudos com caracteres 

morfológicos e moleculares afirmam que o gênero Chagasia é ancestral de todos os 

outros anofelinos (Foley et al., 1998; Harbach, Kitching, 1999; Sallum et al., 2000, 

2002).  

 O monofiletismo da tribo Sabethini, com seus representantes Neotropicais 

analisados neste estudo, teve alto suporte em todas as análises, como já observado 

em outros estudos (Judd, 1996; Harbach, 2000). O gênero Trichoprosopon aparece 

como irmão de Limatus + Sabethes + Wyeomyia, sendo que todas essas relações 

possuem alto valor de bootstrap (MP e ML) ou probabilidade posterior (AB). A tribo 

Aedini também foi fortemente suportada, sendo que utilizamos os representantes 

Psorophora, Aedes, Ochlerotatus e Haemagogus. Ambas as tribos aparentemente 

surgiram em momentos semelhantes: 115 e 112 milhões de anos atrás, 

respectivamente (Reidenbach et al., 2009) e foram diversificadas mais 

recentemente. Isso coincide com o período Cretáceo (145 – 66 milhões de anos 

atrás) e com o aparecimento das angiospermas, grupo de plantas cujo néctar é 

explorado como fonte de alimento dos mosquitos (Clements, 1992) e suas partes, 

quando preenchidas com água da chuva, são os únicos habitats ocupados pelos 

estágios imaturos de muitos grupos, principalmente da tribo Sabethini (Belkin, 1962; 

Reidenbach et al., 2009). 

 Apesar do alto suporte para vários grupos dentro da família Culicidae, as 

posições dos gêneros Lutzia e Coquillettidia foram fracamente suportadas pelas 

análises aqui realizadas. Estudos utilizando o gene ribossomal 18S propuseram 

Coquillettidia como grupo-irmão de Culex (Shepard et al., 2006), e outros utilizando 

genes codificantes de proteínas posicionaram esse gênero mais próximo da tribo 

Aedini (Reidenbach et al., 2009); entretanto, o suporte para todas essas inferências 

também foi baixo. Em relação ao gênero Lutzia, que aqui aparece como irmão de 
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Culex + Uranotaenia, outros estudos na literatura também discordam sobre sua 

posição filogenética. Navarro e Liria (2000) analisaram as peças bucais das larvas 

de sete subgêneros de Culex e propuseram que Lutzia seria um grupo-irmão mais 

basal de todos os subgêneros de Culex. Entretanto, utilizando marcadores 

moleculares como os genes CO1 e ITS2, Demari-Silva et al. (2011) e Vesgueiro et 

al. (2011) não concluíram a posição certa do gênero Lutzia entre os demais 

Culicidae. 

 Em suma, a utilização de genes nucleares codificantes de proteínas e 

ribossomais combinados forneceram suportes importantes para definir relações 

dentro da família Culicidae. Apesar de os nossos dados apresentarem algumas 

características distintas, como forte viés na composição GC das sequências de 

alguns gêneros e falta de sinal filogenético robusto em alguns genes (ITS2 e 28S), o 

resultado final gerou uma topologia bem suportada para a maioria dos grupos, como 

Anophelinae, tribos Aedini e Sabethini. A história evolutiva dos gêneros dentro de 

Culicidae recuperada com nossos dados corroborou outros estudos filogenéticos 

existentes (Harbach, 2007; Reidenbach et al., 2009). Sendo assim, os marcadores 

moleculares nucleares se mostraram eficientes em recuperar relações filogenéticas 

mais superiores, como entre gêneros, tribos e subfamílias. 

 

5.3 Genes mitocondriais 

 

 O uso de diferentes softwares para montagem dos genomas mitocondriais 

apresentou diferenças significativas na eficiência, já que o tamanho final das 

sequências foi diferente (Tabela 9). As montagens realizadas a partir de um genoma 

de referência foram menos afetadas pelo tipo de algoritmo utilizado, já que todas 

elas convergiram para o mesmo tamanho. Para o MIRA, uma taxa de cobertura 

muito alta (acima de 100x) pode ser um problema durante as montagens, já que 

pode haver formação de quimeras entre os reads ou erros durante o processamento 

(Chevreux, 2007). 

 Todos os genomas mitocondriais anotados apresentaram 37 genes 

funcionais no total, como nos outros Metazoa e espécies de Culicidae já estudados 

na literatura (Beard et al., 1993; Behura et al., 2011; Krzywinski et al., 2011; Logue et 

al., 2013). Houve sobreposição desses genes na cadeia H e L da mitocôndria, e a 

ausência de íntrons comprova que o DNA mitocondrial é bem compacto e funcional 
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nos insetos. O comprimento total das sequências variou de 14.537pb (Runchomyia 

reversa) até 17.130pb (Aedes fulvus), sendo que o comprimento dos genes 

codificantes de proteínas, rRNAs e tRNAs permaneceram estáveis entre as 

espécies. Aparentemente, essa tendência é resultante da conservação extrema dos 

produtos mitocondriais, estabelecida por fortes restrições funcionais (Meyer, 1994). 

Como a maioria das espécies analisadas aqui nunca havia tido seu DNA 

mitocondrial sequenciado, não foi possível estabelecer comparações diretas com 

outros estudos. Entretanto, observamos que o tamanho dos genomas mitocondriais 

de alguns gêneros encontrados aqui foi semelhante àqueles já existentes na 

literatura: para Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus (Behura et al., 2011), outros 

gêneros de Culex (Demari-Silva et al., 2015) e gêneros de Anopheles (Beard et al., 

1993; Krzywinski et al., 2011; Oliveira et al., 2016). A região controle rica em A-T foi 

aquela que mais variou entre as espécies (693pb a 2.234pb), sendo que apresentou 

o maior comprimento nos gêneros Aedes e Psorophora (Tabela 10), ambos 

pertencentes à tribo Aedini. Apesar da grande variação, essa região nos insetos é 

conhecida por conter sequências regulatórias responsáveis pela replicação e 

transcrição do genoma mitocondrial (Saito et al., 2005). Também foi calculada a 

proporção de bases AT no genoma mitocondrial inteiro: os valores apresentaram 

viés e variaram de 76,5% (Aedeomyia squamipennis) a 80,3% (Limatus 

flavisetosus), como observado em outros estudos com Culicidae (Behura et al., 

2011; Krzywinski et al., 2011; Demari-Silva et al., 2015). 

 A ordem gênica da maioria das espécies analisadas aqui foi idêntica e 

concordou com outros genomas mitocondriais de mosquitos descritos na literatura 

(Krzywinski et al., 2011; Oliveira et al., 2016). Entretanto, nas espécies pertencentes 

à tribo Sabethini (Limatus, Trichoprosopon, Runchomyia, Wyeomyia e Sabethes), 

houve uma mudança na ordem gênica tradicional e dois RNAs transportadores 

apareceram em outro lugar do genoma (Figura 20), sugerindo que ocorreu uma 

translocação desses genes dentro da mitocôndria. Esse fenômeno nunca foi 

reportado dentro dos Culicidae até o presente momento, e pode ser um evento 

evolutivo importante que ocorreu no ancestral dos Sabethini há pelo menos 75 

milhões de anos atrás (Reidenbach et al., 2009). Sendo assim, esta característica é 

mais uma autapomorfia do grupo. Há relatos na literatura de eventos de 

translocação com RNAs transportadores semelhantes a esse apenas em Hexapoda 

(Nardi et al., 2001). A grande maioria das translocações gênicas encontradas até 
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agora nas mitocôndrias dos insetos são úteis para reconstruções filogenéticas 

superiores (Boore et al., 1998; Boore, Brown, 2000), principalmente por seu caráter 

autapomórfico (Flook et al., 1995). Apesar disso, os resultados aqui encontrados 

sugerem que a ordem gênica pode ser importante também para definir relações 

filogenéticas mais baixas, como tribos dentro de uma mesma família. 

 A diversidade nucleotídica nos genes codificantes de proteínas variou 

bastante (0,12 a 0,24), sendo que os maiores valores foram reportados para os 

genes CO1, NAD2 e NAD6 (Tabela 11). Também houve variação na diversidade 

dentro dos genes individuais, como pode ser observado nas análises de sliding 

window scale (Figura 21). O gene CO1, amplamente empregado em estudos com 

Culicidae, é considerado um barcode universal para a identificação de espécies 

(Hebert et al., 2003), e isso explica a grande diversidade encontrada entre os 

gêneros distintos abordados neste estudo. Por outro lado, o significado funcional das 

mudanças nos genes NAD2 e NAD6 são desconhecidas. Esses genes codificam 

proteínas importantes da cadeia respiratória, e as subunidades transcritas a partir do 

genoma mitocondrial estão relacionadas com a bomba de prótons intramembrana 

(Brandt, 2006; Walker, 1992). Sendo assim, a princípio, as mutações nesse gene 

poderiam interferir na eficiência da translocação de prótons no processo. O fato 

dessas substituições serem toleradas indica restrições seletivas “relaxadas” nos 

sítios específicos das subunidades (Ingman, Gyllensten, 2007). 

 Os genes ribossomais da mitocôndria apresentaram diversidade 

nucleotídica baixa comparado aos outros mitocondriais, consistente com os padrões 

evolutivos de outros organismos (Pabijan et al., 2008; Montooth et al., 2009). 

Estudos em Drosophila (Cook, 2005) e Anopheles (Krzywinski et al., 2006) 

mostraram padrões de seleção negativa nesses genes ribossomais, já que algumas 

substituições podem alterar sua estrutura secundária. Desse modo, foi possível 

concluir que os genes ribossomais presentes na mitocôndria talvez não sejam muito 

informativos para reconstruções filogenéticas dos grupos. 

 De um modo geral, o genoma mitocondrial dos Culicidae está sujeito a 

algum tipo de evolução, seja ela mais lenta ou mais rápida. Para inferir se os genes 

mitocondriais estão sob algum tipo de seleção foi calculada uma média do índice 

dN/dS por gene, que variou de 0,086 (CO1) a 0,561 (ATP8). Isso sugere que existe 

uma seleção purificadora em curso nos genes codificantes de proteínas, já que 

todos os valores de dN/dS foram menores que 1. Essa razão dN/dS menor que 1 
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significa que as mutações sinônimas são favorecidas em relação às não-sinônimas, 

já que provavelmente são deletérias e causam sérios danos ao organismo. As taxas 

de mudança não foram homogêneas entre os genes, sendo que a força de seleção 

negativa foi mais acentuada nos genes CO1, CO2 e CYTB. 

 Em relação à taxa de divergência entre as sequências das espécies 

analisadas, os valores variaram de 6% a 16% (Tabela 12), sendo que as maiores 

distâncias foram observadas entre os gêneros [Anopheles x Aedeomyia] e 

[Coquillettidia x Aedeomyia]. Entre Culex pipiens e Culex quinquefasciatus não 

foram observadas diferenças significativas nas sequências do genoma mitocondrial. 

Segundo a classificação de Harbach (2007), o gênero Aedeomyia constitui sozinho 

uma tribo separada dos demais Culicidae: a tribo Aedeomyiini. Seu representante 

Neotropical é a espécie Aedeomyia squamipennis, incluída nas análises aqui 

realizadas. Ela possui várias diferenças morfológicas em relação aos outros 

mosquitos (Pereira et al., 2017), incluindo escamas brancas, negras e amarelas nas 

asas e também apresenta a morfologia dos ovos diferenciada (Petersen, Linley, 

2014). 

 As análises filogenéticas utilizando os 13 genes mitocondriais codificantes 

de proteínas concatenados apresentaram alto suporte para todos os nós (Figura 22). 

A probabilidade posterior verificada nas análises bayesianas variou entre 0,959 e 1. 

Os representantes das principais tribos ficaram agrupados: Coquillettidia e Mansonia 

(tribo Mansoniini); Aedes, Haemagogus, Ochlerotatus e Psorophora (tribo Aedini); e 

Limatus, Sabethes, Wyeomyia, Runchomyia e Trichoprosopon (tribo Sabethini). A 

subfamília Anophelinae apareceu como monofilética e grupo-irmão de Culicinae, 

assim como na topologia construídas com os genes nucleares. A família Culicidae 

também apareceu como grupo monofilético. Ao contrário da topologia gerada com 

dados nucleares, esta reconstrução apresentou: o gênero Aedeomyia agrupado com 

Uranotaenia ao invés de Toxorhynchites; o gênero Coquillettidia aparece mais 

próximo de Mansonia, ambos da tribo Mansoniini, e aparecem como grupo-irmão 

das demais tribos. Além disso, foi possível conhecer a posição filogenética de 

gêneros que não haviam sido abordados: Runchomyia e Mansonia. A espécie Aedes 

fulvus parece ser mais próxima de Haemagogus do que dos outros Aedes. 

Especificamente a tribo Aedini, que atualmente conta com 1.254 espécies (Mosquito 

Taxonomic Inventory, 2017), tem sido objeto de vários estudos para desvendar as 

relações entre seus representantes baseado em caracteres morfológicos de larvas e 
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adultos (Reinert et al., 2004, 2006, 2008). Embora esses estudos resultem em 

mudanças profundas dentro da classificação, a resolução filogenética é limitada. 

Com os resultados dos genomas mitocondriais foi possível perceber que talvez o 

gênero Aedes não seja monofilético, pela posição da espécie Aedes fulvus, ou que 

na verdade a classificação mais correta para esse táxon seja dentro do gênero 

Haemagogus. 

 Em suma, as topologias geradas com dados nucleares e mitocondriais 

apresentaram várias congruências e alguns pontos discordantes, especificamente 

em relação a algum gênero dentro de uma tribo. Padrões conflitantes entre árvores 

de genes têm sido amplamente reportados na literatura (Maddison, 1997; Nichols, 

2001; Degnan, Rosenberg, 2009), e podem ser atribuídos a vários processos 

biológicos como seleção natural ou deriva genética (Rieseberg et al., 1996). 

Diferenças no tamanho efetivo populacional e no tempo de fixação do caracter 

indicam que o lineage sorting incompleto seja mais provável de ocorrer em genomas 

nucleares do que em genomas mitocondriais (Krzywinski et al., 2011), podendo 

confundir as topologias. Sequências de genomas mitocondriais completos 

representando gêneros pouco estudados dentro de Culicidae poderão fornecer 

novas pistas importantes para o entendimento evolutivo da família. Além disso, o 

DNA mitocondrial apresentou genes muito variáveis que poderão servir como 

marcadores informativos para outros tipos de estudos em mosquitos, como 

estruturação populacional e biogeografia (Lorenz et al., 2014; Petersen et al., 2015). 

 

5.4 Espectrometria MALDI-TOF 

 

 Nas análises de espectrometria MALDI-TOF, durante a etapa de 

padronização, foi possível observar que o tipo e o tempo de armazenamento podem 

alterar significativamente a intensidade dos picos proteicos, tornando a detecção 

mais complicada. Esses parecem ser os fatores que mais prejudicaram a qualidade 

do espectro, apesar de não haver mudança qualitativa no perfil proteico em si 

(Figura 23). O melhor método de armazenamento varia conforme o estudo; Mathis et 

al. (2015) observou que espécimes de Phlebotomus perniciosus mantidos em 

nitrogênio líquido conservaram melhor seu espectro de massas do que aquelas 

amostras armazenadas em álcool 70%. Isso pode limitar muito o valor da 

espectrometria de massas para identificação dos insetos, visto que o álcool 70% é o 
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método mais amplamente utilizado pelos laboratórios e museus para 

armazenamento de exemplares. Outro estudo utilizando MALDI-TOF na 

identificação de pulgas (Sauer et al., 2008) revelou que o armazenamento das 

amostras em álcool pode alterar e influenciar os espectros comparados com 

amostras frescas ou congeladas, prejudicando a confiabilidade da identificação. As 

amostras proteicas armazenadas durante longos períodos de tempo no álcool 

podem ser precipitadas e diminuir sua solubilidade, o que pode acarretar na perda 

qualitativa e quantitativa dos espectros de massa (Feltens et al., 2010; Yssoulf et al., 

2015). Apesar disso, alguns estudos afirmam que é possível obter perfis confiáveis 

de amostras armazenadas em álcool (Englard, Seifter, 1990; Zellner et al., 2005). 

Desse modo, nota-se que não existe na literatura uma padronização dos métodos, o 

que torna ainda mais difícil utilizar a espectrometria MALDI-TOF como ferramenta de 

identificação em insetos. 

 O segundo parâmetro crucial que deve ser levado em consideração é a 

escolha das partes anatômicas do inseto que serão utilizadas para análises MALDI-

TOF. Os resultados aqui apresentados demonstraram que utilizar uma fêmea 

alimentada, com o abdômen repleto de sangue, pode influenciar drasticamente o 

perfil proteico da amostra. Ao contrário da biologia molecular, onde o genoma é o 

mesmo em todas as células, o repertório proteico dos artrópodes varia muito de 

acordo com a estrutura corporal (Hoppenheit et al., 2013; Yssoulf et al., 2015). 

Embora estudos pioneiros tenham utilizado o corpo inteiro do inseto, com os 

achados deste trabalho e de outros na literatura (Kaufmann et al., 2011; Müller et al., 

2013; Dvorak et al., 2014), recomenda-se excluir o abdômen das análises, 

principalmente pela influência do conteúdo estomacal e intestinal que podem variar 

bastante de acordo com a dieta de cada indivíduo. Entretanto, quando as análises 

de MALDI-TOF são realizadas no estágio larval dos mosquitos, a reprodutibilidade é 

maior utilizando o abdômen comparado ao uso do tórax e cabeça (Dieme et al., 

2014). Apesar disso, nesse estudo específico de Dieme et al. (2014), o perfil proteico 

dos abdomens de Ae. albopictus e An. gambiae foi altamente distinto, apesar da 

mesma dieta. 

 A espectrometria MALDI-TOF foi usada primeiramente para identificar 

colônias de bactérias (Volz et al., 1999), e uma das preocupações em utilizá-la para 

organismos multicelulares superiores foi justamente a complexidade e a variação 

existente entre os indivíduos da mesma espécie. As fontes potenciais dessas 
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variações podem incluir mudanças no desenvolvimento, organismos comensais ou 

patógenos presentes no corpo de inseto, dieta e diferenças sexo-específicas. Essa 

última parece ser menos provável, já que foram testados indivíduos machos e 

fêmeas neste trabalho e ambos produziram basicamente o mesmo espectro (Figura 

23). 

 Essa técnica detecta principalmente as proteínas e peptídeos com baixo 

peso molecular, variando de 2 a 20 kDa (Sandrin et al., 2013). Isso está de acordo 

com os resultados aqui apresentados, já que foram detectados 24 biomarcadores 

com peso molecular entre 5 e 14 kDa, sendo que cada uma das dez espécies 

analisadas apresentou um perfil de biomarcadores específico. O conjunto completo 

de proteínas não pode ser detectado por MALDI-TOF devido a várias razões: (1) o 

uso de agentes como a ureia durante a extração proteica não garante a 

solubilização de todas as proteínas presentes; especialmente em insetos, tem sido 

demonstrado que proteínas relacionadas à quitina podem ser resistentes à extração 

por métodos convencionais (Tellam et al., 1999; Campbell et al., 2008); (2) devido à 

seletividade no processo de ionização e aos limites dos detectores de íons, a técnica 

MALDI-TOF favorece principalmente proteínas menores que 20 kDa, com certa 

dependência da matriz que está sendo usada (Hortin, 2006); (3) ele possui uma 

sensibilidade limitada já que detecta apenas as proteínas mais abundantes 

presentes no organismo (Tyers, 2003; Feltens et al., 2010). Outra fraqueza dessa 

técnica é que seu algoritmo não leva em consideração a intensidade dos picos; ao 

invés disso ele transforma os dados de perfil proteico numa matriz binária (presença-

ausência). Isso pode resultar na subestimação dos picos mais proeminentes que 

representam as proteínas mais abundantes dentro do espectro (Feltens et al., 2010). 

Além disso, há sempre a possibilidade de que as proteínas menores detectadas no 

espectro na verdade sejam resultado da degradação de proteínas maiores, 

principalmente no caso de espécimes mal preservados. Sendo assim, em alguns 

casos, é recomendável utilizar proteínas maiores abundantemente expressas como 

biomarcadores confiáveis na identificação das espécies (Warscheid et al., 2003). 

 Em relação ao fenograma construído com os dados dos biomarcadores de 

cada espécie, não houve correlação com a filogenia dos grupos. As espécies 

Anopheles cruzii e Anopheles oswaldoi não se agruparam na mesma região do 

dendrograma, assim como Psorophora cingulata e Psorophora ferox ficaram em 

ramos distantes. Esses resultados indicam que o perfil proteico total das espécies 
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não parece ser apropriado para recuperar a história evolutiva da família Culicidae, 

como observado também em outros estudos (Karger et al., 2012; Yssoulf et al., 

2013; Dieme et al., 2014). Alguns trabalhos demonstram que a topologia do 

dendrograma construído com dados de MALDI-TOF na realidade pode refletir as 

condições de armazenagem dos espécimes ao invés de suas similaridades 

fenotípicas (Mathis et al., 2015). Apesar disso, outros autores demonstraram ser 

possível inferir relações filogenéticas usando perfis proteicos em outros insetos, 

como Drosophila (Feltens et al., 2010), Culicoides (Kaufmann et al., 2011) e 

carrapatos (Karger et al., 2012). Entretanto, esses autores utilizaram espécimes 

provenientes de colônias de laboratórios (exemplar fresco, mesma dieta, etc), sem 

levar em consideração as variações que podem existir nos espécimes coletados em 

campo. Sendo assim, recomenda-se cautela para não superestimar os resultados 

dessas análises utilizando espectros apenas de indivíduos de colônias (Mathis et al., 

2015). 

 Em suma, pode haver muitas razões – biológicas ou técnicas – pelas quais 

a espectrometria MALDI-TOF não se mostrou uma ferramenta útil para inferir a 

história evolutiva da família Culicidae. As condições de armazenamento e as 

estruturas corporais do inseto são fatores importantes que devem ser considerados 

na realização dessas análises. Apesar disso, os 24 biomarcadores moleculares aqui 

encontrados poderão servir como marcadores taxonômicos, já que todas as dez 

espécies analisadas apresentaram perfil proteico único. Isso pode ser resultado de 

genes diferencialmente expressos devido à evolução particular de cada grupo, ou 

até mesmo devido ao estado fisiológico do mosquito (Das et al., 2010; Félix et al., 

2010). É necessário desenvolver uma padronização na metodologia MALDI-TOF 

que possa ser utilizado tanto em exemplares de colônias quanto naqueles coletados 

em campo. 

 

5.5 Comparação entre os Métodos: Asa X DNA X MALDI-TOF 

 

As três abordagens diferentes aqui propostas não foram concordantes e 

revelaram histórias distintas para a família Culicidae. Comparando os componentes 

principais de forma alar e a topologia feita com genes nucleares (Figura 29) ou 

mitocondriais (Figura 30), observamos pouca congruência entre os marcadores já 

que a topologia aparece distorcida no morfoespaço. Essa falta de sincronia pode 
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estar ocorrendo devido a (a) taxas evolutivas distintas entre os marcadores 

moleculares e morfológicos; (b) a asa pode estar sob seleção positiva ou (c) 

canalização. É possível observar que há muita variação no formato alar em 

Culicidae, e fica evidente quando fazemos a sobreposição do formato alar ancestral 

(Anopheles) com os outros grupos. O landmark #1 é nitidamente o mais variável, 

sendo uma característica importante para distinguir os gêneros. Apesar das 

diferenças bem evidentes no formato alar das espécies, o padrão geral de venação 

alar é comum a toda família Culicidae (Wooton, 1992; Stark et al., 1999). A forma de 

um modo geral parece ser altamente conservada e possui uma “limitação 

filogenética” (Gilchrist, Partridge, 2001) para mudanças muito drásticas, isto é, a 

própria arquitetura gênica das espécies restringe as variações no formato alar. 

Quando comparamos o fenograma construído com as distâncias de 

Procrustes com a topologia genética, apenas os gêneros Limatus, Wyeomyia e 

Sabethes (tribo Sabethini) aparecem agrupados em ambas. Apenas neste caso, a 

forma da asa parece ter algum sinal filogenético, assim como visto em outros grupos 

(David, Laurin, 1996; Lockwood et al., 2004). Existem estudos na literatura que 

mostram ser possível associar a história evolutiva de um grupo ao formato de suas 

estruturas corpóreas. Houle et al. (2003) analisou espécies de Drosophila e gêneros 

próximos, encontrando resultados congruentes entre o formato da asa e genes 

específicos. Entretanto, nos resultados aqui obtidos observa-se pouca 

compatibilidade entre as duas topologias, já que apenas a tribo Sabethini aparece 

unida em ambas abordagens. Outros autores também revelaram incongruências 

parciais ou completas entre fenogramas morfométricos e filogenias moleculares 

(Courant et al., 1997; Marcus et al., 2000; Pretorius, Scholtz, 2001; Cole et al., 2002; 

Milne, O’Higgins, 2002; Cardini, 2003; Guill et al., 2003; Cardini, Elton, 2008; 

Panchetti et al., 2008). Essa divergência entre as árvores pode estar ocorrendo 

porque as taxas evolutivas dos genes analisados e das asas são diferentes, ou seja, 

esses marcadores estão evoluindo em velocidades distintas e por isso não revelam 

o mesmo padrão no cladograma. Mesmo utilizando todos os genes disponíveis no 

GenBank e todo o genoma mitocondrial, as topologias genéticas e morfológicas não 

foram convergentes. 

Em relação à espectrometria MALDI-TOF, os dados de perfil proteico de cada 

espécie não seguiram padrões conhecidos, seja de forma alar ou genético, sendo 

que espécies próximas dentro de um mesmo gênero, como Anopheles cruzii e 
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Anopheles oswaldoi, ficaram bem distantes na topologia construída. As proteínas 

também parecem evoluir de um modo diferente, não relacionado aos demais 

marcadores analisados. Trata-se de fenótipos com muitas modificações pós-

traducionais que podem desfazer ou confundir o sinal filogenético, se ele existir. Os 

dados de MALDI-TOF não foram adicionados à matriz juntamente com as 

sequências genéticas porque apresentaram pouca congruência e seguiram padrões 

desconhecidos para revelar a história dos grupos; poderiam causar mais ruído nas 

análises. Ainda assim, espera-se que os perfis descobertos aqui possam ser usados 

como marcadores taxonômicos para essas espécies, já que cada uma apresentou 

biomarcadores específicos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

¬ As análises filogenéticas de ML, MP e AB utilizando oito genes nucleares 

convergiram para a mesma árvore, revelando o monofiletismo da família Culicidae e 

da tribo Sabethini; 

 

¬ A topologia de arvore filogenética construída com dados nucleares corroborou a 

literatura mais recente, e continua se mostrando ineficiente para resolver algumas 

relações dentro de Culicidae; 

 

¬ A topologia de arvore filogenética construída com dados mitocondriais revelou 

grupos bem suportados, sendo que alguns foram discordantes da filogenia atual da 

família; 

 

¬ O formato alar mostrou-se um bom marcador taxonômico, já que as análises em 

cada tribo, gênero ou subgênero foram capazes de revelar agrupamentos naturais; 

 

¬ Para os Culicidae, o formato alar de um modo geral parece não apresentar sinal 

filogenético congruente com as topologias genéticas, devendo ser usado com 

cautela para inferir a evolução dos grupos; 

 

¬ A magnitude da divergência morfológica parece seguir um padrão hierárquico, 

onde: subfamília > tribo > gênero > subgênero > espécie > população; 

 

¬ O landmark #1, situado entre as veias R1 e RS do rádio setorial da asa, foi o mais 

variável entre todos os grupos de Culicidae; 

 

¬ Existe um forte viés A-T nos genomas mitocondriais de Culicidae; 

 

¬ Os genomas mitocondriais em geral seguiram a mesma ordem gênica, exceto nos 

representantes da tribo Sabethini, onde houve uma translocação de dois RNAs 

transportadores. Esse fato é inédito entre os culicídeos; 
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¬ Os genes CO1, NAD2 e NAD6 apresentaram alta diversidade nucleotídica, 

podendo ser empregados como marcadores informativos; 

 

¬ A razão entre mutações não-sinônimas e sinônimas revelou que o genoma 

mitocondrial dos Culicidae está sob forte seleção purificadora; 

 

¬ Os gêneros da tribo Sabethini formaram um agrupamento único tanto nas análises 

genéticas quanto morfológicas, além de apresentarem autapomorfias como 

translocação de genes mitocondriais; 

 

¬ Foram identificados 24 biomarcadores com significado taxonômico ou de diagnose 

específica utilizando espectrometria MALDI-TOF nas espécies analisadas; 

 

¬ Os perfis proteicos identificados por espectrometria MALDI-TOF não mostraram 

congruência com outros marcadores, mas podem ter potencial na identificação 

taxonômica das espécies; 

 

¬ A morfologia, a genética e os perfis proteicos não foram concordantes, 

possivelmente devido a (a) taxas evolutivas distintas entre eles, (b) algum marcador 

utilizado estar possivelmente sob seleção positiva ou (c) canalização genética ou 

morfológica; 
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