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RESUMO 

Cu/ex é o maior gênero da tribo Culicini, com 767 espécies descritas e inclui 

vetores de muitos arbovírus e filárias. Apesar disso, estudos sobre sua 

taxonomia e filogenia ainda são muito escassos. A identificação dos 

mosquitos, etapa fundamental para estudos epidemiológicos, ecológicos e 

genéticos, geralmente é feita com base nos caracteres morfológicos. 

Entretanto, muitas espécies de Cu/ex são morfologicamente semelhantes, 

dificultando a identificação correta. Atualmente, técnicas moleculares são 

utilizadas em estudos de evolução e na distinção de espécies. Dessa forma, 

sequências de ITS2 do DNAr de 15 espécies do gênero Cu/ex e uma do 

gênero Lutzia foram clonadas e sequenciadas, para examinar o nível de 

divergência genômica e verificar a aplicabilidade desse marcador em 

análises filogenéticas no grupo estudado. Três a sete clones por indivíduo 

foram sequenciados, gerando 144 sequências com comprimentos de 199 a 

339 pb. Foi gerada topologia de distância pelo método de Neighbour-joining 

(NJ), com p-distance não corrigido. A matriz de distância gerada evidenciou 

a presença de variação intragenômica e intra-específica. Dos 31 espécimes 

clonados e sequenciados, apenas um de Cu/ex (Cu/ex) mollis apresentou 

todas suas sequências idênticas (5 clones), enquanto um exemplar de Cu/ex 

( Cux.) coronator apresentou diferença na composição nucleotídica entre 

todos os seus clones (6 clones). Devido à presença de variabilidade 

intragenômica, optou-se por selecionar as cópias que seriam utilizadas nas 

análises de distância empregando a similaridade das estruturas secundárias 

do ITS2. Assim, foi possível eliminar as cópias mais divergentes e que 

apresentavam similaridade inferior a 75%. Apesar da heterogeneidade 

observada, as sequências geradas de indivíduos das mesmas espécies se 

agruparam e foi condizente com a atual classificação baseada em 

morfologia. A topologia de NJ indica a possível monofilia dos subgêneros 

Me/anoconion e Microculex. No entanto, indica também o parafiletismo do 

gênero Cu/ex em relação ao Lutzia e do subgênero Cu/ex em relação ao 

Phenacomyia. O posicionamento de Lutzia dentro do grupo formado por 

espécies do gênero Cu/ex indica que o atual status genérico do táxon não é 



sustentado pela análise de NJ do ITS2, assim, o mais apropriado seria 

Lutzia ser considerado subgênero de Cu/ex. O posicionamento de 

Phenacomyia dentro do grupo do subgênero Cu/ex indica que este táxon 

não pode ser considerado subgênero de Cu/ex. Apesar da variabilidade 

intragênomica, o ITS2 parece ser marcador adequado à soluções de 

questões taxonômicas de Cu/ex. 

Palavras-chave: Diptera, Cu/ex, ITS2, DNAr, filogenia, evolução em 

concerto 



ABSTRACT 

Cu/ex is the largest genus of the tribe Culicini with 767 described species and 

includes vectors of several arboviruses and filaria! worrns. Nevertheless, 

studies about their taxonomy and phylogeny are still scarce. The 

identification of mosquitoes is usually based on morphological characters. 

However, many species of Cu/ex are morphologically similar, making difficult 

their correct identification. Currently, molecular techniques have been used in 

both evolution studies and the species distinction, including those belonging 

to complex. Thus, sequences of ITS2 of rDNA from 15 species belonging to 

the genus Cu/ex and one of Lutzia were cloned and sequenced in order to 

examine the genomic divergences and verify the applicability of this marker 

in phylogenetic analysis in the study group. Three to seven clones per 

individual were sequenced, generating 144 sequences, ranging from 199 to 

339 bp. The topology was obtained using the Neighbor-joining method with 

uncorrected p-distance.The distance matrix obtained revealed the presence 

of intragenomic and intraspecific variation. Of the 31 specimens cloned and 

sequenced only one of Cu/ex (Cu/ex) mollis showed ali their identical 

sequences (5 clones), while one specimen of Cu/ex (Cu/ex) coronator 

showed differences in nucleotide composition between ali the clones (6 

clones). Due to the intragenomic varialility we selected the copies to 

distance analysis using the similarity of secondary structures of ITS2. lt was 

possible to delete the copies that were more varied and less than 75% of 

similarity. Despite the heterogeneity observed within the sequences obtained 

from individuais of the same species are grouped and it was consistent with 

the current classification based on morphology. The NJ topology indicates 

the possible monophyly of subgenera Melanoconion and Microculex. 

However, this topology also indicates the paraphylism of the genus Cu/ex 

related to Lutzia and subgenus Cu/ex related to Phenacomyia. The position 

of Lutzia in the same group of Cu/ex genus indicates that the generic status 

of this taxon is not supported by NJ analysis of ITS2 and, therefore, the 

correct would be Lutzia being considered a subgenus of Cu/ex. The position 

of Phenacomyia in the group of Cu/ex subgenus indicates this taxon can not 



be considered a Cu/ex subgenus. Despite the heterogeneity, the ITS2 seems 

to be an appropriate marker to solve taxonomic questions of Cu/ex. 

Keywords: Diptera, Cu/ex, ITS2, rDNA, phylogeny, concerted evolution 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações Gerais Sobre a Família Culicidae Meigen, 1818 

Os mosquitos são dípteros pertencentes à família Culicidae e formam 

táxon monofilético (HARBACH e KITCHING, 1998}. Suas primeiras espécies 

foram descritas em meados do século XVIII e alguns aspectos gerais de seu 

ciclo biológico também foram então conhecidos (CONSOLI e LOURENÇO-DE

OLIVEIRA, 1998}. Apresentam distribuição mundial, exceto em regiões 

permanentemente congeladas como é o caso do continente Antártico 

(FORATTINI, 2002}. 

O grupo desses insetos reúne grande número de espécies, sendo mais 

diverso e menos conhecido nos ambientes das florestas tropicais (HARBACH, 

2007}. Atualmente, são reconhecidas cerca de 3523 espécies (HARBACH, 

2009} distribuídas em duas subfamílias: Anophelinae e Culicinae. 

Tradicionalmente, a família era dividida em três subfamílias: Anophelinae, 

Toxorhynchitinae e Culicinae, como foi representado na primeira árvore 

evolucionária da família construída por ROSS (1951 }. Entretanto, em 1998 

HARBACH e KITCHING não reconheceram o status de subfamília de 

Toxorhynchitinae, considerando-a como tribo da subfamília Culicinae. 

1.2 Importância Epidemiológica dos Culicídeos 

Por muito tempo pensou-se que a única inconveniência causada pelos 

mosquitos era o incômodo gerado por suas picadas, sendo eles então 

simplesmente tolerados ou evitados. 
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O papel epidemiológico dos culicídeos como vetores biológicos, teria sua 

primeira comprovação com as observações de Manson (1879) para filariose 

bancroftiana (FORATIINI, 2002). Desde então, esses dípteros passaram a ser 

intensamente estudados e hoje é sabido que muitos deles estão relacionados à 

transmissão de agentes infecciosos ao homem e a outros vertebrados, gerando 

graves problemas de Saúde Pública ao redor do mundo. Dentre seus 

representantes, os pertencentes aos gêneros Anopheles, Aedes e Cu/ex são os 

principais vetores de agentes infecciosos responsáveis por doenças como a 

malária, dengue e filarioses, respectivamente. 

Menos de 150 espécies de mosquitos são causas indiretas de 

morbidade e mortalidade, mais do que qualquer outro grupo de organismos 

(HARBACH, 2007). Dentro do gênero Cu/ex, os mosquitos dos subgêneros 

Melanoconion Theobald, 1903 e Cu/ex Linnaeaus, 1758 são os que 

apresentam maior importância epidemiológica. 

No subgênero Melanoconion, a competência na transmissão de vários 

arbovírus tem sido demonstrada tanto pelo isolamento em mosquitos 

naturalmente infectados, quanto em testes de transmissão em laboratório 

(FORATIINI et ai., 1995). Assim, muitas espécies desse grupo são 

consideradas importantes vetores, principalmente do vírus da Encefalite Equina 

Venezuelana (VEEV) (WEAVER et ai., 2004). 

Em relação ao subgênero Cu/ex, na América do Norte, Cu/ex nigripalpus 

Theobald é considerado importante vetor do agente causador das encefalites 

Equina do Leste (VEEL), do Oeste (VEEO) e de São Luís (VESL). Na 

Amazônia brasileira, o vírus da encefalite São Luís (VESL) foi isolado das 

espécies Cu/ex coronator Dyar e Knab e Cx. declarator Dyar e Knab 

(VASCONCELOS et ai., 1991). 

Nas Américas, além de ter sido encontrado naturalmente infectado com 

vírus causadores de encefalites, Cx. (Cux.) quinquefasciatus Say é o principal 

vetor relacionado à filariose linfática humana, conhecida também como 
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elefantíase na sua fase sintomática mais avançada (CONSOLI e LOURENÇO

DE-OLIVEIRA, 1998). No Brasil, essa parasitose é causada exclusivamente por 

helmintos da espécie Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877), com focos de 

trasmissão ativa em Recife (PE) e Maceió (AL) (FONTES et ai., 1998, 2005). 

BRITO et ai. (1997) ao verificarem a susceptibilidade de populações de Cx. 

quinquefasciatus tanto de região endêmica (Maceió/AL) quanto de região não 

endêmica (Belo Horizonte/BH) para a infecção por W. bancrofti, alertaram para 

o potencial risco da dispersão deste agente para regiões nas quais a filariose 

nunca foi registrada ou já está erradicada, devido à migração de pessoas 

infectadas para áreas com a presença desse potencial vetor. 

No Brasil, a espécie também é considerada vetor potencial do Vírus do 

Nilo Ocidental (VNO) (NATAL e UENO, 2004). A infecção por VNO, um 

flavivírus, provoca mortalidade em aves domésticas, silvestres e equinos. No 

homem induz quadro febril, podendo evoluir para meningite aguda, encefalite e 

óbito. As aves são os hospedeiros e reservatórios naturais do VNO, fator que 

pode justificar a notável velocidade de disseminação do vírus (LUNA et ai. 

2003). O VNO foi isolado pela primeira vez em Uganda em 1937. Dispersou-se 

pela África, Europa e Ásia. Em 1999 foi registrada sua introdução em Nova 

Iorque, EUA. Em 2002 o vírus havia se espalhado por vários estados 

americanos e após algum tempo atingiu o Canadá e o México (NATAL e 

UENO, 2004). 

Além da importância epidemiológica, as fêmeas de Cx. quinquefasciatus 

apresentam alto grau de antropofilia. Esse comportamento prejudica a 

qualidade de vida da população humana pelo incômodo gerado principalmente 

no horário destinado ao repouso das pessoas. Assim, essa espécie vem sendo 

alvo de medidas de controle pelo Poder Público há décadas, com aplicações 

intensivas de produtos químicos e biológicos, além de obras de saneamento. 

Contudo, esse mosquito continua a proliferar-se no meio urbano. 

As frustradas tentativas de controle da malária em muitos países em 

desenvolvimento e não desenvolvidos, principalmente na África, também 
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ilustram a complexidade envolvida no controle tanto de populações vetoras 

quanto dos agentes infecciosos que elas transmitem. 

Segundo FORATIINI (1998), as mudanças ecológicas no ambiente e as 

de comportamento humano, atuam provocando pressão seletiva sobre os 

vetores biológicos. Como respostas a essa pressão, podem ser enumeradas a 

resistência aos inseticidas e a adaptação às transformações de origem 

antrópica (SERVICE, 1991 ). Estas respostas estão relacionadas à grande 

capacidade de reprodução e flexibilidade genômica dos mosquitos. A última, 

demonstrada não apenas pela resistência aos inseticidas mas também pela 

existência de complexos de espécies crípticas, algumas das quais parecem 

estar sofrendo especiação no processo de adaptação ao ambiente antrópico 

(BESANSKY e COLLINS, 1992). 

Diante disso, o desenvolvimento de novas tecnologias e estratégias 

eficazes para o controle e vigilância dos culicídeos tem representado um 

grande desafio à Saúde Pública, tornando-se crucial o incremento de 

informações bioecológicas, taxonômicas e genéticas relacionadas a esses 

mosquitos. 

1.3 O Gênero Cu/ex Linnaeus, 1758 

A monofilia da tribo Culicini nunca foi contestada. A tribo atualmente é 

dividida em quatro gêneros: Cu/ex, Deinocerites, Galindomyia e Lutzia. 

Recentemente, TANAKA (2003) elevou o subgênero Lutzia ao status de gênero 

da tribo Culicini. NAVARRO e LIRIA (2000) formalmente rebaixaram o gênero 

Deinocerites a subgênero de Cu/ex, mas esta classificação não foi amplamente 

aceita. 

Cu/ex é o maior gênero da tribo Culicini, com 767 espécies distribuídas 

em 26 subgêneros (HARBACH, 2009). Os representantes desse gênero variam 

de pequeno a grande porte e têm coloração geral marrom ou enegrecida. 
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Apresentam hábitos noturnos e crepusculares, mas algumas espécies podem 

praticar hematofagia durante o dia, quando o hospedeiro se encontra próximo 

aos seus abrigos e criadouros. As fêmeas depositam seus ovos em conjuntos, 

com aspecto de "jangada" que flutuam na superfície da água, exceto no caso 

de algumas espécies do subgênero Melanoconion. Seus criadouros variam 

muito conforme as espécies (CONSOLI e LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1998). 

Apesar de ser um dos maiores gêneros dentro da família Culicidae, no 

sentido taxonômico é um dos menos conhecidos. Poucas fêmeas do gênero 

detêm características morfológicas marcantes e pouco variáveis. Isso dificulta a 

identificação segura de espécies coletadas na forma adulto-fêmea, com base 

na morfologia externa (CONSOLI & LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1998). Outro 

agravante refere-se ao fato de que muitos mosquitos membros desse gênero 

pertencem a complexos de espécies morfologicamente semelhantes. Essas 

espécies normalmente apresentam poucas diferenças morfológicas, muitas 

vezes restritas a um único estágio de desenvolvimento. 

Nas Américas as espécies estão agrupadas em 14 subgêneros: Cu/ex 

Linnaeus, 1758; Melanoconion Theobald, 1903; Aedinus Lutz, 1904; Carro/lia 

Lutz, 1905; Neoculex Dyar, 1905; Micraedes Coquillett, 1906; Tino/estes 

Coquillett, 1906; Microculex Theobald, 1907; Anoedioporpa Dyar, 1923; 

Allimanta Casal & Garcia, 1968; Belkinomyia Adames & Galindo, 1973; 

Phenacomyia Harbach & Peyton, 1992; Nicaromyia Broche & Rodríguez, 2001 

e Phytotelmatomyia Rossi & Harbach, 2008. A maioria das espécies 

neotropicais pertence aos subgêneros Cu/ex e Melanoconion (FORATTINI, 

2002). 

Na literatura sobre a taxonomia do subgênero Cu/ex destaca-se o 

trabalho de BRAM (1967) , que apresenta uma revisão taxonômica do grupo e 

descrição de novas espécies. Segundo FORATTINI (2002), a falta de 

caracteres diferenciados em todos os estágios de desenvolvimento e nas 

estruturas da genitália masculina de muitas espécies pertencentes ao 
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subgênero Cu/ex, as exclui das chaves taxonômicas propiciando a 

aglomeração de representantes em algumas dicotomias. 

Quanto ao subgênero Melanoconion, sua história taxonômica foi bem 

documentada por SIRIVANAKARN (1983), que estabeleceu a divisão do grupo 

em 3 seções: Occelatus, Spissipes e Melanoconion. Porém, PECOR et ai. 

(1992) determinaram que a Occellatus não pertencia ao subgênero, que 

passou a ter apenas duas seções: a Melanoconion e a Spissipes. Esta 

classificação é adotada até hoje, no entanto, o grupo também apresenta muitos 

problemas quanto à identificação. De maneira geral, são poucos os estudos 

mesmo para a Seção Spissipes que encerra diversas espécies de interesse 

epidemiológico. Vale assinalar que a maioria dos estudos é focada em 

estruturas externas da genitália masculina (FORATTINI, 2002). 

1.4 O conceito de espécie 

A espécie representa enorme importância, uma vez que, sendo a menor 

unidade taxonômica, nela se concentram a análise e o estudo da sistemática e 

da biologia em geral (FORATTINI, 1996). No entanto, até o momento não há 

definição clara e incontestável quanto ao seu conceito. Dessa maneira, 

diversos critérios podem ser utilizados na definição de espécie. 

A maioria das espécies reconhecidas como tais pelos taxonomistas foi 

assim designada com base em critérios anatômicos e morfológicos. Esse 

critério é seguido até hoje e conceitua a assim chamada espécie morfológica 

ou morto-espécie. Mas o seguimento estrito da tipologia no tratamento da 

espécie, e o seu aspecto de imutabilidade constitui-se em impedimento para a 

aceitação das mudanças que fundamentam a evolução (FORA TTINI, 1996). 

Numa visão evolutiva, uma espécie sofre mudanças graduais à medida que ela 

se move no espaço e no tempo. 
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Dentre os diferentes conceitos de espécie, o biológico enfatiza o critério 

reprodutivo através da troca gênica entre os indivíduos da população. De 

acordo com esse conceito, espécies são grupos de populações naturais que se 

intercruzam e que se encontram reprodutivamente isolados de outros grupos 

(MAYR e ASHLOCK, 1991). Dessa forma, as populações podem ser 

fenotipicamente indistinguíveis mas, se não se intercruzarem, serão 

consideradas como espécies distintas, as chamadas espécies crípticas. 

No entanto, este conceito não se aplica a todas as situações reais da 

natureza sendo passível de críticas. Uma delas se refere à sua inadequação 

quanto à ocorrência das mudanças lentas que se dão na espécie ao longo do 

tempo. Havendo reprodução sexuada, o isolamento reprodutivo pode ser 

apenas parcial, existindo a possibilidade de hibridação. Estes híbridos tendem 

a ocorrer em áreas de recente instabilidade ecológica (WRIGHT e PAL, 1967). 

Conforme o conceito filogenético, a espécie recebe a definição de ser o 

menor grupo populacional de indivíduos, dentro do qual se poderá estabelecer 

uma ancestralidade, e que apresenta a possibilidade de ser identificado 

mediante combinação única de caracteres (ELDREDGE e CRACRAFT, 1980 

apudFORATTINI, 1996). 

1.5 Métodos de Identificação de Espécies 

Embora os culicídeos sejam uma das famílias mais estudadas de 

insetos, ainda há muitas dúvidas no campo da sistemática, filogenia e 

evolução. A pesquisa em mosquito tem sido aplicada e centralizada na 

identificação, biologia e controle das espécies responsáveis pela transmissão 

de agentes patogênicos (MILLER et ai., 1996). 
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Os métodos empregados na identificação de espécies incluem: 

cruzamentos experimentais; características morfológicas; citogenética e análise 

de cromossomos politênicos; tipagem de isoenzimas e, mais recentemente, 

técnicas diretas de análise do genoma (HILL e CRAMPTON, 1994; WALTON et 

ai., 1999). Estes métodos variam muito quanto ao custo; tempo e trabalho 

despendidos; quantidade, qualidade e tipo de conservação dos exemplares a 

serem analisados; tipo de informação gerada e aplicabilidade (HILL e 

CRAMPTON, 1994). 

Rotineiramente, mosquitos e outros insetos são identificados com a 

utilização de chaves taxonômicas, com base na dicotomia de caracteres 

morfológicos. Ao longo dos anos, isso levou à realização de estudos 

anatômicos detalhados, atingindo-se o diagnóstico das chamadas morto

espécies (FORA TTINI, 2002). 

Segundo FORATIINI (2002), o diagnóstico baseado em caracteres 

morfológicos possibilita as identificações iniciais de populações, que podem ser 

testadas mais detalhadamente por técnicas moleculares. Dessa maneira, 

várias espécies tidas anteriormente como únicas e homogêneas, provam ser 

constituídas por outras, isomórficas. Pois, entende-se que as populações 

passam por processos de especiação, alcançando níveis de isolamento 

reprodutivo, sem ainda ter atingido caracteres diferenciados morfologicamente 

(FORATIINI, 2002). 

Diferentes espécies dentro de um complexo podem exibir diferenças na 

ecologia, apresentar variações quanto à capacidade e competência vetoras, e 

diferentes respostas às medidas de controle. Assim, elucidação taxonômica de 

espécies pertencentes a complexos pode ajudar a resolver problemas na 

epidemiologia da transmissão de vários patógenos e nas medidas de controle. 

Atualmente os marcadores moleculares têm sido amplamente utilizados 

em Entomologia, com a finalidade de distinguir espécies crípticas, realizar 

estudos de genética de populações e filogenéticos, além de outras aplicações 
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(LINTON et ai., 2002; LABRUNA et ai., 2002; AYRES et ai., 2003; COOK et ai., 

2005; BAHNCK e FONSECA, 2006; HAJIBABAEI et ai., 2006; MARRELLI et 

ai., 2007; PAVAN e MONTEIRO, 2007; MATSON et ai., 2008, MIRABELLO e 

CONN, 2008). 

1.6 Taxonomia Molecular 

Em muitos casos os problemas de identificação morfológica, 

principalmente de espécies crípticas, foram resolvidos por métodos baseados 

em análises de sequências de DNA. As técnicas empregadas em taxonomia 

molecular são numerosas e bem diferenciadas quanto ao tipo de informação 

gerada e aplicabilidade (HILL e CRAMPTON, 1994). Sequências gênicas são 

ferramentas importantes para estudos de genética de populações 

(KAMBHAMPATI et ai., 1992a), identificação de espécies e detecção de 

espécies crípticas (COOK et ai., 2005; MARRELLI et ai., 2005), detecção de 

introgressão genética (BESANSKY et ai., 1994) e análises filogenéticas 

(BESANSKY e FAHEY, 1997; SALLUM et ai., 2002; HASAN et ai., 2008). 

Atualmente, as técnicas mais utilizadas para identificação de variações 

moleculares têm sido ensaios de hibridização, utilizando sequências espécie

específica e/ou pela amplificação de fragmentos de DNA, pela reação em 

cadeia da polimerase (PCR). Uma abordagem que foi amplamente utilizada 

para o diagnóstico de espécies de vários grupos de mosquitos é conhecida 

como "Random Amplified Polymorphic DNA" (RAPD-PCR). Esta técnica pode 

ser aplicada sem nenhuma informação molecular do genoma da espécie 

analisada (KAMBHAMPATI et ai., 1992b; WILKERSON et ai., 1993). 

Entretanto, um dos problemas dela é que os protocolos de RAPD-PCR, 

baseados em primers curtos, são de difícil reprodutibilidade em laboratórios 

com diferentes equipamentos e reagentes (COLLINS & PASKEWITZ, 1996), ou 

com DNA extraído e estocado por diferentes métodos (BLACK, 1993). 
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Por sua vez, as abordagens diretas envolvem a análise de sequências 

de DNA, nas quais se espera encontrar variações entre espécies próximas. 

Estas sequências são geralmente encontradas entre regiões repetitivas de 

DNA, uma vez que elas evoluem mais rápido do que genes de cópias únicas 

(HILL & CRAMPTON, 1994). Além disso, sequências em múltiplas cópias são 

mais fáceis de detectar em pequenas quantidades de DNA, tornando a técnica 

mais sensível. Um exemplo de tal sequência é o DNA nuclear ribossômico 

(DNAr), que está presente no genoma nuclear de mosquitos com 

aproximadamente 500 cópias (MACLAIN & COLLINS, 1989; PASKEWITZ et 

ai., 1993). 

Apesar de HEBERT et ai. (2003) terem sugerido um sistema global de 

bio-identificação animal com o emprego de sequências da subunidade I do 

gene citocromo oxidase (COI) do DNA mitocondrial, como "código de barras" 

para cada táxon, muitos pesquisadores usam diferentes marcadores. Assim, o 

DNAr é empregado para a identificação de espécies e de complexos de 

espécies crípticas de diferentes grupos de insetos (BEEBE et ai., 1999; 

YOUNG e COLEMAN, 2002; STAGE et ai., 2007; MATSON, et ai., 2008; 

DORN et ai., 2009). 

1.7 O DNA Ribossômico 

O DNA ribossômico é a sequência de DNA responsável pela síntese de 

uma classe de moléculas essencial para a fisiologia celular, os RNAs 

ribossômicos (rRNAs). Eles interagem de modo específico com as proteínas 

ribossômicas para formar as subunidades dos ribossomos que atuam na 

síntese de proteínas. As sequências de DNAr ocorrem em número variado nos 

diferentes organismos. Nos eucariotos, essas cópias estão organizadas em 

série (tandem) e agrupadas em uma ou mais regiões cromossômicas (GORAS, 

2001 ). Em Drosophila essas cópias podem chegar a mais de 1.000. 
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Figura 1 - Esquema do cistron ribossOmico em eucariotos. Genes 185, 5.85 e 285, 
codificam para os componentes do ANA ribossOmico. Espaçadores internos 
transcritos, IT51 e IT52. Espaçador externo transcrito (ET5) e espaçador intergênico 
(IG5). 

De forma geral, cada unidade de repetição do DNAr eucarionte possui 

uma organização conservada (Figura 1 ), sendo constituída por: 1) um 

espaçador intergênico não transcrito (IG5) que é altamente variável; 2) um 

espaçador externo transcrito (ET5), que é transcrito em uma sequência que 

contém a extremidade 5' da molécula precursora do RNAr; 3) três regiões 

transcritas, cada uma delas com as respectivas sequências. que codificam para 

três genes ribossômicos: 5.85, 185 e 285 (regiões altamente conservadas); 4) 

dois espaçadores internos transcritos (IT51 e IT52) (COLLIN5 e PA5KEWITZ, 

1996). Os dois espaçadores internos transcritos fazem parte da unidade 

transcricional, mas não são incluídos no ANA ribossômico final e são apenas 
' 

utilizados na maturação da transcrição primária, permitindo que as três 

subunidades codificadoras sejam processadas. 
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As múltiplas cópias do DNAr tendem a se homogeneizar devido ao 

mecanismo da evolução em concerto, mantendo um baixo nível de variação 

intra-específica e intragenômica. Atualmente, acredita-se que a 

homogeneização de genes e famílias gênicas nos grupos seja o resultado dos 

processos de crossing over desigual, conversão gênica, deslizamento de fitas 

de DNA durante a replicação e amplificação (LIAO, 1999). 

Graças à evolução em concerto, o ITS2 é amplamente utilizado em 

estudos filogenéticos e para a distinção de espécies próximas em diversos 

grupos de organismos (SALLUM et ai., 2002; FOLEY et ai., 2007; DORN et ai., 

2009). 
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2 JUSTIFICATIVA 

Com 767 espécies descritas, Cu/ex é o maior gênero da tribo Culicini 

(HARBACH, 2009). No entanto, a literatura sobre sua taxonomia, sistemática e 

filogenia é relativamente escassa. Este problema é refletido na dificuldade de 

identificação de grande parte das espécies do grupo, uma vez que poucas 

fêmeas apresentam características morfológicas marcantes e pouco variáveis, 

além de muitas pertencerem a complexos de espécies morfologicamente 

semelhantes. A maior parte dos estudos deste grupo está relacionada às 

espécies com importância epidemiológica. Estudos sobre espécies sem 

comprovada implicação vetorial também são poucos. Este fato contribui para a 

identificação imprecisa de espécies vetoras, uma vez que representantes de 

ambos os grupos podem ser morfologicamente semelhantes. 

A correta identificação das espécies é etapa fundamental para estudos 

ecológicos, biológicos, epidemiológicos, de capacidade vetora (SALLUM e 

FORATIINI, 1996), e até mesmo para estudos de filogenia molecular. Em 

estudos de capacidade vetora, por exemplo, isolamentos de vírus de mosquitos 

coletados na natureza constituem uma evidência preliminar do envolvimento da 

espécie no ciclo de transmissão. No entanto, para que uma espécie não seja 

erroneamente incriminada como vetora há problemas, como erros na 

identificação entomológica, que devem ser considerados (TURELL et ai., 

2001 ). 

Atualmente, sequências de DNA são amplamente utilizadas para 

distinção de espécies próximas e para inferências tilogenéticas (PHUC et ai., 

2003; BAHNCK e FONSECA, 2006; BESANSKY e FAHEY, 1997). Estes 

estudos contribuem para o estabelecimento de uma classificação natural dos 

organismos baseada na sua evolução, ajudam na solução de problemas da 

epidemiologia da transmissão de doenças veiculadas por esses culicídeos e 
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nas medidas de controle das populações vetoras. Isso porque, mesmo 

espécies muito próximas, pertencentes a complexos, apresentam diferenças 

ecológicas e de comportamento (COLLINS e PASKEWITZ, 1996), podendo 

apresentar variações quanto à capacidade vetorial e à resposta às medidas de 

controle. Nesse sentido, o segundo espaçador interno transcrito (ITS2) do 

DNAr é constantemente empregado na filogenia e distinção de espécies 

próximas de culicídeos, inclusive as crípticas (SALLUM et ai., 2002; MARRELLI 

et ai., 2005; DIJADID et ai., 2007; FOLEY et ai., 2007). 

A primeira abordagem molecular na investigação das relações entre 

mosquitos Cu/ex foi realizada por MILLER et ai. (1996). Os autores utilizaram 

os espaçadores ITS1 e ITS2 do DNAr para inferir as relações entre 14 espécies 

do gênero Cu/ex. Desde então, poucas espécies de Cu/ex foram estudadas 

com o uso da biologia molecular, sendo as pertencentes ao complexo pipiens 

as mais bem representadas devido à sua importância epidemiológica e vasta 

distribuição mundial (SEVERINI et ai., 1996; BAHNCK e FONSECA, 2006; 

KASAI et ai., 2008). 

Diante do apresentado, o presente estudo investigou a variabilidade 

intragenômica, intra-específica e interespecífica entre algumas espécies do 

gênero Cu/ex utilizando o marcador molecular ITS2 do DNAr, com o objetivo 

primário de aprimorar o conhecimento taxonômico do grupo, uma vez que a 

maioria das espécies aqui analisadas, nunca havia sido estudada 

molecularmente. 
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3 OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

• Verificar a aplicabilidade do ITS2 em taxonomia molecular de Cu/ex e 

Lutzia; 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Caracterizar a região do ITS2 do DNAr de 15 espécies de Cu/ex e 

Lutzia bigoti Bellardi; 

• Caracterizar a variabilidade intragenômica, intra-específica e 

interespecífica de espécies de culicídeos pertencentes aos gêneros Cu/ex e 

Lutzia. 

• Estimar o status taxonômico de Lutzia em relação ao Cu/ex; 

• Estimar o status taxonômico de Phenacomyia em relação ao Cu/ex; 

• Verificar a presença de complexos de espécies crípticas em Cu/ex. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Coleta e Procedência dos Espécimes 

O estudo foi realizado com a colaboração da Professora Maria Anice 

Mureb Sallum, do Departamento de Epidemiologia da Faculdade de Saúde 

Pública - USP, responsável pela doação dos exemplares de mosquitos 

utilizados neste trabalho. 

Larvas e pupas de mosquitos foram coletadas no período que 

compreende de 2005 a 2008, em 14 localidades de quatro estados brasileiros. 

Os imaturos foram levados ao laboratório e mantidos até a obtenção dos 

adultos. As sequências de ITS2 foram caracterizadas, sempre que possível, a 

partir de machos adultos. As exúvias das larvas, pupas e as genitálias 

masculinas dos adultos usados para a extração de DNA foram montadas entre 

lâmina e lamínula em bálsamo do Canadá e empregadas para a identificação 

das espécies. Em seguida, o material foi codificado e rotulado, sendo 

depositado na Coleção de Referência da Faculdade de Saúde Pública como 

vouchers. Os respectivos adultos foram conservados individualmente em etanol 

1 00% a -80°C, até o momento da extração do DNA para a realização deste 

trabalho. As informações sobre espécies, número de indivíduos, suas 

localidades e coordenadas geográficas estão listadas na Tabela 1 . 

4.2 Extração do DNA Genômico 

O DNA genom1co dos mosquitos foi extraído individualmente com a 

utilização do kit comercial "DNeasy Blood & Tissue kit" (QIAGEN), conforme as 
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orientações do fabricante. Todos os tampões foram fornecidos pelo fabricante. 

Cada exemplar de mosquito, sem a genitália masculina, foi colocado em um 

tubo de microcentrífuga tipo eppendorf de 1 ,5 ml e macerado com o auxílio de 

um pistilo em 180 IJI de tampão de lise ATL Eamark. Foram adicionados 20 IJI 

de proteinase K e a solução foi incubada por 1 hora a 56°C, sendo "vortexada" 

a cada 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 IJI de tampão AL, e a 

solução foi novamente homogeneizada após a adição de 200 IJI de etanol 

100%. 

Todo o conteúdo do tubo foi transferido para uma coluna com a 

membrana "DNeasy Mini spin", acoplada ao tubo coletor de 2 ml e centrifugada 

a 8.000 rpm por 1 minuto. Para a realização da primeira lavagem do DNA 

aderido à membrana, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor. Foram 

adicionados 500 IJI de tampão AW1 e a amostra centrifugada por 1 minuto a 

8.000 rpm. Na segunda lavagem foram utilizados 500 IJI de tampão AW2, 

seguida de centrifugação a 14.000 rpm por 3 minutos. Foram realizadas duas 

eluições do DNA aderido à membrana da coluna, em microtubos separados. A 

primeira, em 200 IJI de tampão AE com incubação de 1 minuto à temperatura 

ambiente e centrifugação por 1 minuto a 8.000 rpm. A segunda eluição foi 

conduzida em 100 IJI de tampão AE, seguida de centrifugação por 1 minuto a 

8.000 rpm. Os tubos com o DNA da primeira e segunda eluições foram 

identificados e armazenados a -20°C. 

4.3 Amplificação do DNA 

A amplificação da região do IT82 do DNAr foi realizada pela reação em 

cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction- PCR) com a utilização dos 

primers 5.88 (5' ATC ACT CGG CTC GTG GAT CG 3') e 288 (5' ATG CTT 

AAA TTT AGG GGG TAG TC 3'), desenhados a partir de regiões conservadas 

que flanqueiam a região do espaçador de interesse (DJADID et ai., 2007). 



Tabela 1 - Espécies estudadas, código dos espécimes, sexo, localidades e coordenadas geográficas. 

Espécie 

Cu/ex (Cux.) coronator Dyar e Knab 

Cu/ex (Cux.) usquatus Dyar 

Cu/ex (Cux.) mollis Dyar e Knab 

Cu/ex (Cux.) chidesteri Dyar 

.. Cu/ex (Cux.) do/osus Lynch 
=~ 
~ ~ Arribai zaga 
"'o ,,.IJI 
!!:!o
cmO 
r>ot:i!: 
C mO 
~; ~ Cu/ex (Cux.) nigripalpus Theobald 
me !."'I 
~o·!. 
~!::r; 
'D c:.:Jl Cu/ex (Cux.) quinquefasciatus Say 
JloQ) 
c:r-
õ~ 

Cu/ex (Cux.) declarator Dyar e Knab 

Espécime 

A_coro_CJ 

B_coro_ES 

C_coro_VP 

3_usquaSP 

4_usquaSP 

l_moii_SP 

J_moii_SP 

5_chid_VP 

M_dolo_VP 

N_dolo_VP 

O_nigr_SP 

P_nigr_SP 

Q_quin_SP 

R_quin_SP 

S_quin_RS 

T_quin_RS 

W_deci_SP 

Y_deci_SP 

Sexo Localidade 

éJ São Paulo, Campos do Jordão, Pico do ltapeva 

éJ Espírito Santo, Unhares, Chapadão do XV 

éJ São Paulo, Aparecida do Norte, Bairro Ponte Alta 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Pariquera-Mirim 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Pariquera-Mirim 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Sítio Galiléia, Riacho com pedras 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 

éJ São Paulo, Pindamonhangaba, Pico do ltapeva, Estrada do 

Instituto Agronômico 

éJ São Paulo, Pindamonhangaba, Pico do ltapeva, Estrada do 

Instituto Agronômico 

éJ São Paulo, Pindamonhangaba, Pico do ltapeva, Chácara Saint 

C la ire 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 

~ São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 

éJ Rio Grande do Sul, Bento Gonçalves, Bairro Borgo 

éJ Rio Grande do Sul, Bento Gonçalves, Bairro Borgo 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 

éJ São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 

Coordenadas 

22045'50"5, 45°30'87'W 

1 9020.917'5, 4()0()7.1 03W 

22°50'34,4"5, 45°14'45,6"W 

24°43.975'5, 47°49.502W 

24°43.975'5, 47°49.502W 

24°44.814'5, 47°56.927W 

24°43'0"5, 47°52'60"W 

22°57'35,1"5, 45027'08,6"W 

22°57'35, 1"5, 45°27'08,6"W 

22°45'26,8"5, 45°30'49,5"W 

24°43'0"5, 47°52'60"W 

24°43'0"5, 47°52'60"W 

24°43'0"5, 47°52'60"W 

24°43'0"5, 47°52'60"W 

29009'28.90"5, 51°30'43.55"W 

29009'28.90"5, 51 °30'43.55"W 

24°43'0"5, 47°52'60"W 

24°43'0"5, 47°52'60"W 

continua 
UJ 
UJ 



Tabela 1- Continuação 

Espécie Espécime Sexo Localidade Coordenadas 

Cu/ex (Cux.) bidens Dyar U_bidnsVP t3 São Paulo, Aparecida do Norte, Bairro Ponte Alta 22o5Q'34,4"5, 45°14'45,6"W 

Cu/ex (Mcx.) imitatorTheobald D_imit_ES t3 Espírito Santo, Santa Teresa 1 9055'54,46"5, 40<>35'41,61"W 

E_imit_VP t3 São Paulo, Pindamonhangaba, Pico do ltapeva, Fazenda Saint 22°45'31, 7"5, 45030'55,8"W 

Claire 

Cu/ex (Mel.) zeteki Dyar F_zetk_SP ~ São Paulo, Pariquera-Açu, Pariquera-Mirim, Mata B 24°43.975'5, 47°49.502'W 

Cu/ex (Mel.) dyius Root G_dyiusSP t3 São Paulo, Pariquera-Açu, Pariquera-Mirim, Mata A 24°43.975'5, 47°49.502'W 

H_dyiusES t3 Espírito Santo 19°11'53,0"5, 39057'13,0"W 

Cu/ex (Mel.) ybarmis Dyar Z_ybar_ES t3 Espírito Santo 1 9011'53,0"5, 39057'13,0"W 

Cu/ex (Mel.) caude/li (Dyar e Knab) V_caud_SP t3 São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 24043'0"5, 47°52'60"W 

X_caud_SP t3 São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 24°43'0"5, 47°52'60"W 

Cu/ex (Phc.) corniger Theobald 1_corniSP t3 São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 24°43'0"5, 47°52'60"W 

2_corniSP t3 São Paulo, Pariquera-Açu, Bairro Vila Maria 24°43'0"5, 47°52'60"W 

Lutzia (Lut.) bigoti (Bellardi) K_bigotSP ~ São Paulo, Serra da Cantareira 23°26'12,44"5, 46°38'05,09"W 

L_bigotPR ~ Paraná, São José dos Pinhais 25°33'14,48"5, 49014'08,69"W 
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A reação de amplificação foi conduzida em volume final de 25 ~1, 

contendo de 3 a 10 ~I de DNA genômico (1.a eluição), 2,5 ~I de 10X PCR 

buffer (Fermentas), 1,25 mM de MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP (Fermentas), 

1 O picomoles de cada iniciador, 8% de DMSO, 1 ,25 U de Taq DNA 

Polimerase (Fermentas) e água ultrapura (Distiled Water DNAse, RNAse 

Free -lnvitrogen) para completar o volume total. A amplificação foi realizada 

em termociclador "MyCycle Thermal Cycler" (810-RAD), programado para 

desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, 34 ciclos com desnaturação a 

94°C, anelamento a 55°C e extensão a 72°C, cada fase com duração de 30 

segundos, e extensão final a 72°C por 20 minutos. 

4.4 Eletroforese e Purificação dos Produtos de PCR 

Alíquotas de 3 111 dos produtos de PCR, com 1 111 de tampão de 

amostra 6x, foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1 .5%. 

Após eletroforese a 80 v, por 45 minutos, o gel foi corado em solução de 

brometo de etídeo (0,5 IJg/ml) (SAMBROOK et ai., 2001) por 20 minutos, 

visualizado em transiluminador SYNGENE (Synoptics Ltd.) com luz 

ultravioleta, seguido de captura de imagem com câmera UVP-Biolmaging 

Systems, e foto documentação pelo programa LABWorks™. Como marcador 

de peso molecular para verificação do tamanho das bandas das sequências 

amplificadas, foi utilizado o Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas). 

Os produtos amplificados foram purificados com isopropanol. A cada 

reação de PCR foi adicionado 1 volume de isopropanol, em seguida a 

solução foi homegeneizada por inversão e incubada a 37°C por 5 minutos. 

Após 8 minutos de centrifugação a 13.000 rpm, o sobrenadante foi 

descartado e o DNA precipitado lavado duas vezes com etanol 75% gelado 

(-20°C). As amostras permaneceram a 37°C em banho seco até secarem, o 

DNA ressuspendido em 15 ~I de água ultrapura (lnvitrogen) e armazenadas 

a -20°C. 
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4.5 Clonagem 

4.5.1 Ligação 

Os fragmentos de ITS2 amplificados foram inseridos em plasmídeo 

vetor pTZ57RIT do sistema "lnsTAclone™ PCR Cloning Kit" (Fermentas). A 

reação de ligação foi conduzida em volume final de 1 O !JI, contendo 4,5 !JI de 

produto de PCR purificado, 1 !JI de vetor pTZ57RJT, 2,5 !JI de tampão de 

ligação SX e 2 IJI de enzima T4 DNA ligase. Cada reação foi incubada à 

temperatura ambiente por 1 hora e mantida a 4°C overnight. Na manhã 

seguinte a reação foi armazenada a -20°C, até o momento da 

transformação. 

4.5.2 Transformação 

Para o processo de transformação, os 1 O !JI de cada ligação foram 

adicionados a 50 !JI de bactéria competente E. co/i linhagem DHSa 

(lnvitrogen), e mantidos em banho de gelo por 25 minutos. Em seguida foi 

realizado choque térmico a 42°C em banho-maria por 2 minutos e as 

amostras foram recolocadas no gelo por mais 5 minutos. Foram adicionados 

250 1-11 de meio de cultura LB (Lennox LB Broth Base, lnvitrogen) líquido, e 

as bactérias foram levadas ao shaker por 1 h e 30minutos, a 37°C, com 

agitação constante a 200 rpm. 

4.5.3 Preparação das placas e plaqueamento 

Foram preparadas placas com meio de cultura LB-ágar (Lennox L 

Agar, lnvitrogen) com adição de ampicilina (1 00 mg/ml), e tratadas com 

IPTG (100 mM) e XGal 2% (20 mg/1 ml de dimetilformamida), para o cultivo 
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das bactérias transformadas. As placas com as alíquotas de 80 IJI e 1 00 IJI 

de bactérias da mesma transformação foram semeadas em diferentes 

placas e mantidas na estufa a 37°C overnight. 

4.5.4 Seleção das colônias 

As colônias azuis foram desprezadas e pelo menos 1 O colônias 

brancas de cada ligação foram selecionadas aleatoriamente, sempre que 

possível. Cada colônia branca foi pescada com auxílio de uma alça calibrada 

estéril e descartável, colocada individualmente em tubos tipo eppendorf (1 ,5 

ml) identificados e contendo 20 IJI de água ultrapura para serem empregadas 

na colony PCR. 

4.6 Co/ony PCR 

A colony PCR foi a técnica escolhida para a obtenção das sequências 

de ITS2 clonadas em E. co/i, por ser relativamente rápida e eficiente. Para a 

PCR das colônias foram utilizados os primers M13/pUC F (5' GTA AAA CGA 

CGG CCA GT 3') e M13/pUC R (5' CAG GAA ACA GCT ATG AC 3'), 

específicos para regiões do plasmídeo que flanqueiam o inserto. 

A reação de amplificação foi conduzida em volume total de 25 IJI, 

contendo de 3 a 5 IJI de colônia, 2,5 IJI 1 OX PCR buffer (Fermentas), 1 ,25 

mM de MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP (Fermentas), 1 O picomoles de cada 

iniciador do vetor de clonagem, DMSO a 8%, Taq DNA Polimerase 

(Fermentas) e água ultrapura (lnvitrogen) para completar o volume total. A 

amplificação foi realizada em termociclador "MyCycler Thermal Cycler'' (810-

RAD) com ciclagem para desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, 34 

ciclos com desnaturação a 95°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 

30 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, e extensão final a 72°C por 3 



38 

minutos. Os produtos da co/ony PCR foram visualizados em gel de agarose 

a 1 ,5%, corado com brometo de etídeo (0,5 llg/ml) após eletroforese. 

Os produtos foram purificados com isopropanol, conforme protocolo 

descrito anteriormente, para posterior quantificação em gel de agarose. 

Como marcador de peso molecular foi utilizado o Low DNA Mass Ladder 

(lnvitrogen). A visualização das bandas no gel para cálculo do peso 

molecular aproximado foi feita em transiluminador UV, seguida de captura de 

imagem. 

4. 7 Sequenciamento 

Para o sequenciamento dos clones foram utilizados os mesmos 

primers (M13/pUC F e M13/pUC R) do vetor empregados na colony PCR. 

Todas as reações de sequenciamento foram conduzidas pelo método de 

Sanger (1977), sequenciamento pela terminação em cadeia pelos 

didesoxirribonucleosídeos trifosfatados, com utilização do fluoróforo Big 

Dye® Terminator v3.1 (PE Applied Biosystem, Warrington, UK). As amostras 

de DNA foram sequenciadas em ambas as direções. Cada reação foi 

conduzida em volume final de 15 JJI, contendo de 20 a 50 ng de DNA dos 

produtos purificados da co/ony PCR, 3 JJI Tampão Sx, DMSO a 10%, 3,2 

pmoles de cada iniciador (em reações separadas), 1 JJI de Big Dye® 

Terminator v3.1 e água ultrapura (lnvitrogen) para completar o volume final. 

A reação foi conduzida em termociclador "MyCycler Thermal Cycler'' (BIO

RAD) por 25 ciclos com desnaturação a 96°C por 15 segundos, anelamento 

a 50°C por 15 segundos e extensão a 60°C por 4 minutos. Após a PCR o 

DNA foi precipitado para remoção de sais e componentes do kit não 

incorporados. Os 15 lll de reação foram homogeneizados com 1 00 lll de 

solução de acetato de sódio (3 M) com etanol 1 00% e incubados no gelo por 

15 minutos. A seguir, foram centrifugados por 30 minutos, a 4.000 rpm, à 

temperatura ambiente. Todo o conteúdo do tubo foi descartado e foram 
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adicionados 200 J.ll de etanol 70% gelado, sem "vortexar''. As amostras 

foram novamente centrifugadas por 30 minutos a 4.000 rpm, à temperatura 

ambiente, e todo o sobrenadante desprezado. Os tubos com o DNA 

precipitado foram mantidos a 95°C por aproximadamente 1 minuto, até 

secarem completamente, protegidos da luz em papel alumínio e 

armazenados a -20°C até o sequenciamento. Após a precipitação, as 

amostras foram encaminhadas ao Serviço de Sequenciamento de DNA 

(SSDNA) do Departamento de Bioquímica - IQUSP, para a análise 

fluorescente das sequências em sequenciador automático modelo ABI 

PRISM® 3100 Genetic Analyzer/HITACHI. Foram sequenciados de 3 a 7 

clones por indivíduo. 

4.8 Alinhamento e Análise das Sequências 

Todas as sequências de ITS2 obtidas, incluindo as porções do gene 

5.88 e do 288, foram editadas com o uso do programa Chromas Lite v. 2.01, 

a partir da comparação entre as fitas senso e antisenso para eliminação de 

erros de leitura do sequenciamento. A fita consenso de cada clone foi 

submetida à busca por similaridade pelo programa "Basic Local Alignment 

Search Tool" (BLASTN) (ZHANG, 2000), disponível no banco mundial de 

dados genéticos para confirmação da região amplificada. Em seguida, cada 

sequência foi submetida à análise no site ITS2 database (SCHULTZ et ai., 

2006; SELIG et ai., 2008) com o uso da ferramenta "ITS2 annotatiori' 

(KELLER et ai., 2009) para determinação exata da região do ITS2 e das 

porções do 5.88 e 288. Para o alinhamento múltiplo das sequências foi 

utilizado o programa Clustal X v. 2.0 (LARKIN et ai., 2007), com penalidades 

1 O e 5 para os parâmetros "gap opening' e "gap extensiori', 

respectivamente. Para o grupo externo foram utilizadas sequências 

disponíveis no GenBank de três espécies: Psorophora (Janthinosoma) ferox 
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(Von Humboldt) (M95129), Aedes (Aedimorphus) vexans Meigen 

(EF539857) e Aedes (Stegomyia ) aegypti Linnaeus (AY512670). Na 

tentativa de minimizar erros de alinhamento, esse foi realizado aos grupos, 

em etapas sucessivas. Primeiro todos os clones das espécies dos 

subgêneros Microculex, Melanoconion e (Cu/ex + Phenacomyia + gênero 

Lutzia) foram alinhados separadamente. Em seguida, os clones previamente 

alinhados do subgênero Meanoconion foram realinhados com base no 

alinhamento do grupo Microculex. A seguir, os clones alinhados do grupo 

(Cu/ex+ Phenacomyia + Lutzia) foram realinhados com base no alinhamento 

anterior (Microculex. + Melanoconion). Finalmente, o grupo externo 

previamente alinhado foi realinhado ao grupo interno. 

As variações intragenômicas, intra-específicas e interespecíficas das 

sequências foram estimadas no programa "Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis" (MEGA) v. 4.0 (TAMURA et ai., 2007) a partir de análises das 

respectivas matrizes de distância com modelo p-distance não corrigido. 

Como parte da análise intra-específica foi realizada ainda uma busca por 

similaridade entre as sequências disponíveis no GenBank, com o uso da 

ferramenta "FASTA search" no BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Biast.cgi). Como na maioria dos casos houve 

variação de clones por indivíduo, sempre que possível foram utilizadas as 

duas sequências clonadas mais frequentes por espécie, ou quando da 

impossibilidade de definir as sequências mais frequentes, duas variantes 

foram selecionados aleatoriamente para a busca. 

Após a remoção das sequências repetidas e novo alinhamento, aos 

grupos como descrito anteriormente, foi construída uma árvore de distância. 

Assim, do total de 144 sequências clonadas, 99 foram utilizadas para gerar 

uma topologia pelo método de Neighbour-joining (NJ) (SAlTOU e NEI, 1987), 

com p-distance não corrigido, pelo programa "Phylogenetic Analysis Using 

Parsimony*" (PAUP) v. 4.0 (SWOFFORD, 2003). 
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4.8.1 Seleção dos clones pela estrutura secundária 

Devido à alta variabilidade intragenômica observada em alguns 

indivíduos, a topologia de NJ apresentou ambiguidades. Assim, com o intuito 

de minimizar as ambiguidades e obter topologia com melhor definição dos 

agrupamentos, adotou-se critério para seleção das sequências pela 

estrutura secundária do DNAr. 

Primeiro, pelo menos duas sequências de cada indivíduo foram 

utilizadas para a obtenção das estruturas secundárias com a ferramenta 
11Model" disponível no site ITS2 database (SCHUL TZ et ai., 2006; SELIG et 

ai., 2008), para o conhecimento e comparação do padrão das estruturas 

geradas. 

Diante da variabilidade interespecífica no padrão espacial das 

estruturas, principalmente entre os diferentes subgêneros, realizou-se uma 

busca pelo melhor modelo de estrutura secundária entre as espécies 

estudadas. Para isso, uma sequência de cada espécie, com a estrutura em 

formato Vienna obtida com o programa "DNA Folding" (ZUKER, 2003), foi 

utilizada como molde para o estabelecimento de homologia com os demais 

clones usando a ferramenta 11Homology Modelling" (WOLF et ai., 2005). 

Após a obtenção do molde consenso (5a_chidVP), todos os clones 

referentes ao mesmo exemplar de Cu/ex chidesteri foram testados como 

molde para verificar se este clone ainda permaneceria como o melhor 

modelo. Realmente, o clone 5a_chidVP foi o que apresentou melhor 

cobertura em relação à todas as espécies. Desta forma, a seleção dos 

clones para a nova árvore de NJ foi realizada com o programa 11Homology 

Modelling" (WOLF et ai., 2005), tendo como molde o clone 5a_chidVP e os 

seguintes parâmetros estabelecidos: matriz de identidade, transferência das 

hélices com similaridade >75% e penalidades 1 O e 5 para "gap opening' e 

"gap extensiori', respectivamente. Para assegurar alto desempenho na 

predição do modelo, foi estabelecida similaridade >75%, 
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para que a estrutura só fosse transferida se mais de 75% de todos os pares 

de bases de cada hélice pudessem ser adotados. A lista com a classificação 

dos modelos obtidos para cada clone com os valores de transferência de 

cada hélice e energia, é apresentada no Anexo 1 . Apenas os clones com 

modelo de alta qualidade (high quality model >75%) foram selecionados. 

Devido à alta variabilidade entre os subgêneros Microculex e Melanoconion 

em relação ao Cu/ex, nenhum representante dos dois subgêneros 

apresentou modelo de alta qualidade. Assim, o mesmo critério de busca do 

melhor modelo foi aplicado separadamente para o grupo destes subgêneros. 

O clone F4_zete_SP da espécie Cu/ex (Me/.) zeteki foi selecionado 

como molde e a lista dos modelos obtidos para os demais clones é 

apresentada no Anexo 2. Apenas as sequências com modelo de alta 

qualidade foram selecionadas, exceto no caso dos clones de Microculex. Por 

não terem apresentado nenhum exemplar com modelo de alta qualidade, 

neste subgênero foram selecionados apenas os clones que obtiveram 

valores >75% pelo menos para duas das quatro hélices da estrutura. Sendo 

excluídos apenas os exemplares D3_imit_ES, D4_imit_ES e D5_imit_ES, 

conforme o Anexo 2. 

Após a seleção dos clones, o alinhamento foi editado manualmente 

no programa MacCiade versão 4.0 (MADDISON e MADDISON, 2000). 

Embora pouca alteração tenha sido feita por conta da elevada variabilidade 

intra e interespecífica, foi gerada nova árvore de NJ apenas com os 

diferentes clones por indivíduo (variantes) como descrito anteriormente. 
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5 RESULTADOS 

Foram clonados produtos de PCR de 31 indivíduos pertencentes aos 

subgêneros Microcu/ex, Melanoconion, Cu/ex e Phenocomyia e ao Lutzia 

(Lutzia) (Tabela 1 ). O número de clones sequenciados por indivíduo variou 

de três a sete, perfazendo um total de 144 clones sequenciados. 

Os comprimentos dos fragmentos de ITS2 clonados, incluindo 41 pb 

da porção final do gene 5.8S e 41 pb da porção inicial do 28S do DNAr, 

variaram de 281 a 421 pb. A maior sequência (421 pb) foi observada em 

Cu/ex quinquefasciatus (Q_quin_SP) e a menor (281 pb) em Cx. imitator 

Theobald (D_imit_ES). A média do conteúdo GC entre todos os clones foi de 

51%. 

5.1 Variação lntragenômica 

Dentre os 31 espécimes analisados, 9 (J_moii_SP, U_bidnsVP, 

P _nigri_SP, W_deci_SP, H_dyiusES, Z_ybar_ES, V_caud_SP, K_bigotSP e 

L_bigotPR) não apresentaram variação no tamanho dos fragmentos 

clonados dentro de cada indivíduo. No entanto, desses, apenas o exemplar 

Cu/ex mollis Dyar e Knab (J_moii_SP) não apresentou variação quanto à 

composição nucleotídica entre seus clones. As diferenças nos comprimentos 

dos fragmentos são resultados de inserções ou perdas de nucleotídeos 

(indel) na região do ITS2. Não foram observados indéis no 5.8S e 28S. Os 

clones de Cx. dolosus Lynch Arribalzaga (N_dolo_ VP) apresentaram 

diferenças de até 16 pares de bases. 

O número total de clones e suas "variantes" (clones diferentes) por 

espécime, o tamanho dos fragmentos de ITS2, a média das distâncias (p-



Tabela 2- Variabilidade das sequências de ITS2 entre todos os clones do mesmo indivíduo. 

Espécimes N.0 clones Comprimento ITS2 Média p-distance não Média frequência (%) Média substituição 
(variantes) (pb) corrigido Nucleotídica nucleotídica 

T c A G ti tv R 
A_coro_CJ 6 (6) 384-386 0,016 24,2 28,5 22,9 24,4 4 2 2,4 

B_coro_ES 3 (2) 380-386 0,004 24,6 28,7 22,5 24,2 1 o 
C_coro_VP 5 (5) 382-388 0,017 24,1 28,7 23,0 24,2 5 2 2,7 

3_usquaSP 5 (5) 376-379 0,005 23,9 28,7 23,0 24,4 2 o 4,0 

4_usquaSP 5 (2) 376-380 0,006 24,2 28,3 22,9 24,7 2 1 2,0 

l_moii_SP 5 (4) 363-367 0,012 24,5 27,6 24,6 23,3 3 2 1,7 

J_moii_SP 5 (1) 374 o 25,4 27,8 24,1 22,7 o o 
U_bidnsVP 4 (3) 359 0,005 24,8 29,0 22,8 23,4 2 o 
5_chid_VP 5 (4) 368-370 0,005 23,6 29,4 24,8 22,2 1 1 0,7 

M_dolo_VP 5 (2) 365-367 0,008 24,1 28,7 23,8 23,3 3 o 
N_dolo_VP 7 (3) 350 - 366 0,009 24,8 28,6 23,1 23,5 3 4,5 

O_nigr_SP 5 (5) 359-362 0,013 24,1 28,2 25,3 22,5 4 o 11 ,O 

P _nigr_SP 5 (2) 362 0,002 23,9 28,2 25,5 22,4 o 1 

Q_quin_SP 5 (4) 418-421 0,005 21 '1 29,8 25,2 24,0 2 o 
R_quin_SP 4 (3) 406-417 0,013 21,3 29,7 24,9 24,1 4 1 4,3 

S_quin_RS 6 (4) 414- 420 0,007 20,9 30,0 25,1 23,9 3 o 
T_quin_RS 5 (2) 415-418 0,007 20,8 29,9 25,2 24,0 3 o 
W_deci_SP 5 (3) 368 0,004 23,9 29,1 23,5 23,4 1 o 3,0 

Y_deci_SP 3 (2) 365-369 0,011 23,8 29,3 23,6 23,4 3 1 5,0 

D_imit_ES 5 (3) 281 -286 0,039 27,0 27,7 25,2 20,1 8 3 2,4 

continua 



Tabela 2- Continuação 
Espécimes N.0 clones Comprimento ITS2 Média p-distance não Média frequência (%) Média substituição 

(variantes) (pb) corrigido nucleotídica nucleotídica 
T c A G ti tv R 

E_imit_VP 5 (2) 293-295 o 26,3 28,0 26,2 19,4 o o 
F_zetk_SP 5 (3) 288-289 0,005 27,3 26,4 25,6 20,7 o 0,4 

G_dyiusSP 3 (3) 290-294 0,012 27,8 26,3 25,4 20,5 1 2 0,7 

H_dyiusES 5 (2) 287 0,004 28,4 25,3 27,0 19,3 1 o 
Z_ybar_ES 3 (2) 300 0,009 26,6 27,8 25,4 20,2 3 o 
V_caud_SP 5 (4) 287 0,023 28,2 25,4 27,3 19,2 5 1 4,3 

X_caud_SP 5 (3) 287-288 0,017 28,4 24,7 27,6 19,2 4 7,0 

1_corniSP 5 (3) 360-361 0,003 26,6 26,3 25,2 21,9 1 o 
2_corniSP 3 (2) 350-358 0,006 25,4 26,9 24,7 23,0 2 o 
K_bigotSP 4 (2) 358 0,002 23,7 29,5 24,2 22,6 1 o 
L_bigotPR 3 (2) 360 0,002 23,5 29,8 24,2 22,5 1 o 
Notas: 
Ti = taxa de transições 
Tv =taxa de transversões 
R= Tiffv 
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distance) entre as sequências clonadas, a média da composição 

nucleotídica e das taxas de substituição entre os clones do mesmo indivíduo 

estão apresentados na Tabela 2. Os dados mostram que apesar do 

exemplar Cu/ex imitator (E_imit_ VP) ter apresentado distância zero (0%) 

entre todas as sequências de seus clones, a maior média de distância 

entre todos os clones por indivíduo foi observada na mesma espécie, no 

exemplar coletado no Espírito Santo (D_imit_ES) com 3,9%. A distância 

média entre os dois espécimes, de São Paulo e do Espírito Santo, foi de 

5,4%, a partir da comparação de todos os clones agrupados por indivíduo 

(matriz não apresentada). 

Tabela 3- Variabilidade intragenômica, entre as sequências de ITS2 de todos os 
clones e das variantes selecionadas eela estrutura secundária, do mesmo indivfduo. 
Espécimes Comprimento Todos clones Variantes ITS2 (pb) 

N.o Média p-distance N.o Média p-distance 
clones não corrigido variantes não corrigido 

A_coro_CJ 304-302 6 0,019 5 0,023 
B_coro_ES 298-304 3 0,002 2 0,003 
C_coro_VP 300-306 5 0,022 5 0,024 
3_usquaSP 294-297 5 0,007 5 0,007 
4_usquaSP 294-298 5 0,007 2 0,009 
l_moii_SP 281 -285 5 0,009 4 0,007 
J_moii_SP 292 5 o 1 o 
U_bidnsVP 277 4 0,004 3 0,005 
5_chid_VP 286-288 5 0,009 4 0,009 
M_dolo_VP 283-285 5 0,011 2 0,018 
N_dolo_VP 268-284 6 0,011 2 0,019 
O_nigr_SP 277-280 5 0,014 5 0,014 
P _nigr_SP 280 5 0,002 2 0,004 
Q_quin_SP 336-339 5 0,007 4 0,009 
R_quin_SP 324-335 4 0,011 3 0,015 
S_quin_RS 332-338 6 0,009 4 0,013 
T_quin_RS 333-336 5 0,009 2 0,015 
W_deci_SP* 
Y_deci_SP 283-287 3 0,014 2 0,021 
D_im"_ES 199 2 o 1 o 
E_imit_VP 211 -213 5 o 2 o 
F_zetk_SP 206-207 5 0,002 3 0,003 
G_dyiusSP 208-212 3 0,016 3 0,016 
H_dyiusES 205 5 0,006 2 0,010 
Z_ybar_ES 218 3 0,009 2 0,014 
V_caud_SP 205 5 0,029 4 0,032 
X_caud_SP 205 4 0,020 2 0,040 
1_comiSP 279 4 0,002 2 0,004 
2_comiSP 268-276 3 0,007 2 0,011 
K_bigotSP 276 4 0,002 2 0,004 
L_bigotPR 278 3 0,002 2 0,004 

Notas: • exemplar excluído das análises devido à seleção pela estrutura secundária. 
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A tabela 3 mostra os dados referentes à variabilidade intragenômica 

após a seleção das sequências (apenas do ITS2) pela estrutura secundária 

da molécula. De maneira geral, observou-se discreto aumento nos valores 

das médias das distâncias em comparação aos dados da Tabela 2, exceto 

no caso de Cu/ex imitator (D_imit_ES) que passou a apresentar média de 

distância zero devido à exclusão de 3 sequências. 

5.2 Variação lntra-específica 

Tabela 4 - Variabilidade das sequenc1as de ITS2 entre todos os clones 
selecionados (pela estrutura secundária) e entre as variantes dentro da mesma 
eseécie. 
Espécie (n.0 espécime) Comprimento Todos clones Variantes 

ITS2 (pb) 
N.o Média N.o Média 

cb1es pdslarce var&ltes pdslarce 
rã:> c:nrr9:b rã:> c:nrr9:b 

ex. (eux.) coronator(3) 298-306 14 0,019 12 O,Q19 

ex. (eux.) usquatus (2) 294-298 10 0,007 7 O,Q10 

ex. (eux.) mol/is (2) 281-285 10 0,012 5 0,011 

ex. ( eux.) bidens ( 1) 277 4 0,004 3 0,005 

ex. ( eux.) chidesteri ( 1) 286-288 5 0,009 4 0,009 

ex. (eux.) dolosus (2) 268-285 11 0,017 4 0,020 

ex. (eux.) nigripalpus (2) 277-280 10 0,009 7 0,012 

ex. (eux.) quinquefasciatus (4) 324-339 20 0,009 13 0,010 

ex. ( eux.) decfarator ( 1) 283-287 3 0,014 2 0,021 

ex. (Mcx.) imitator(2) 199-213 7 0,038 3 0,050 

ex. (Mel.) zeteki ( 1) 206-207 5 0,002 3 0,003 

ex. (Mel.) dyius (2) 205-212 8 0,030 5 0,037 

ex. (Me/.) ybarmis (1) 218 3 0,009 2 0,014 

ex. (Me/.) caudelli (2) 205 9 0,027 6 0,030 

ex. (Phc.) comiger (2) 268-276 7 0,006 4 0,008 

Lt. (Lut.) bigoti (2) 276-278 7 0,003 4 0,004 

A partir da análise das matrizes de distância por espécie, a Tabela 4 

apresenta o número de exemplares por espécie, o tamanho dos fragmentos 
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de ITS2 (sem as porções 5.8S e 28S), o número total de clones 

selecionados pela estrutura secundária com suas médias de distâncias e o 

número de variantes por espécie com suas médias de distâncias. 

Considerando-se apenas as espécies com mais de um indivíduo clonado, 

Lutzia (Lut.) bigoti apresentou a menor média de divergência entre todas as 

sequências selecionadas dentro da espécie (0,3%) e entre suas variantes 

(0,4%). Cu/ex imitator apresentou as maiores médias de distâncias, 3,8% 

(entre todos os clones selecionados) e 5% (entre as variantes selecionadas). 

Na matriz de distância com p-distance não corrigido, confeccionada a 

partir da seleção e separação apenas das variantes por indivíduo (Tabela 5), 

observou-se maior divergência (7, 1 %) entre os espécimes de Cu/ex imitator 

(D_imit_ES e E_imit_ VP) e 3,3% em Cu/ex dyius Root (G_dyiusSP e 

H_dyiusES). Em ambos os casos, entre espécimes de diferentes localidades 

(São Paulo e Espírito Santo). Cu/ex caudelli (V _caud_SP e X_caud_SP) 

apresentou distância de 1,4% e as demais distâncias entre exemplares da 

mesma espécie foram abaixo de 0,7%, com distância zero (O) entre os 

indivíduos de Cu/ex mollis (l_moii_SP e J_moii_SP), Cx. quinquefasciatus 

(Q_quin_SP, R_quin_SP, S_quin_SP, T _quin_SP) e Lutzia bigoti (K_bigotSP 

e L_bigot_PR). 



Tabela 5- Matriz de distância (p-distance não corrigido) entre os grupos de variantes selecionadas pela estrutura secundária, dentro de 
cada indivíduo. As amostras estão abreviadas conforme a Tabela 1. 

1. E_imit_VP 
2. D_imit_ES 
3. F _zetk_SP 
4. H_dyiusES 
5. G_dyiusSP 
6. Z_ybar_ES 
7. V _caud_SP 
8. X_caud_SP 
9.1_moii_SP 
10. J_moii_SP 
11. M_dolo_VP 
12. N_dolo_VP 
13. U_bidnsVP 
14. Y_declaSP 
15. O_nigr_SP 
16. P _nigr_SP 
17. 5_chid_VP 
18. K_bigotSP 
19. L_bigotPR 
20. A_coro_CJ 
21. C_coro_VP 
22. 3_usquaSP 
23. 4_usquaSP 
24. B_coro_ES 
25. 1_comiSP 
26. 2_comiSP 
27. Q_quin_SP 
28. S_quin_RS 
29. R_quin_SP 
30. T _quin_RS 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

0.071 
0.220 0.278 
0.228 0.266 0.050 
0.233 0.278 0.051 0.033 
0.228 0.272 0.041 0.029 0.017 
0.239 0.264 0.077 0.072 0.089 0.079 
0.240 0.266 0.076 0.071 0.088 0.077 0.014 
0.429 0.423 0.380 0.365 0.357 0.353 0.389 0.388 
0.429 0.423 0.380 0.365 0.357 0.353 0.389 0.388 0.000 
0.407 0.401 0.364 0.349 0.341 0.337 0.378 0.378 0.022 0.022 
0.413 0.407 0.364 0.349 0.341 0.337 0.377 0.375 0.016 0.016 0.006 
0.415 0.408 0.365 0.350 0.342 0.338 0.387 0.386 0.053 0.053 0.037 0.037 
0.413 0.407 0.364 0.349 0.341 0.337 0.386 0.385 0.054 0.054 0.038 0.038 0.005 
0.414 0.408 0.378 0.363 0.354 0.350 0.393 0.392 0.064 0.064 0.048 0.048 0.053 0.054 
0.410 0.404 0.374 0.359 0.350 0.346 0.389 0.388 0.058 0.058 0.042 0.042 0.047 0.048 0.006 
0.402 0.396 0.372 0.357 0.349 0.345 0.388 0.386 0.056 0.056 0.040 0.040 0.052 0.053 0.030 0.024 
0.391 0.385 0.368 0.353 0.344 0.340 0.383 0.381 0.038 0.038 0.022 0.022 0.034 0.035 0.038 0.032 0.030 
0.391 0.385 0.368 0.353 0.344 0.340 0.383 0.381 0.038 0.038 0.022 0.022 0.034 0.035 0.038 0.032 0.030 0.000 
0.405 0.399 0.382 0.362 0.353 0.349 0.391 0.389 0.038 0.038 0.035 0.029 0.041 0.042 0.045 0.038 0.037 0.019 0.019 
0.404 0.397 0.380 0.363 0.354 0.350 0.389 0.388 0.035 0.035 0.031 0.025 0.037 0.038 0.041 0.035 0.033 0.015 0.015 0.005 
0.406 0.400 0.380 0.359 0.350 0.346 0.389 0.388 0.041 0.041 0.038 0.031 0.043 0.044 0.047 0.041 0.039 0.022 0.022 0.005 0.006 
0.401 0.394 0.384 0.356 0.354 0.349 0.389 0.388 0.042 0.042 0.038 0.032 0.044 0.045 0.048 0.042 0.040 0.022 0.022 0.006 0.007 0.006 
0.404 0.397 0.380 0.359 0.350 0.346 0.389 0.388 0.038 0.038 0.035 0.029 0.041 0.042 0.045 0.038 0.037 0.019 0.019 0.003 0.004 0.003 0.003 
0.410 0.404 0.380 0.365 0.355 0.353 0.396 0.394 0.077 0.077 0.061 0.061 0.053 0.054 0.064 0.058 0.050 0.045 0.045 0.051 0.047 0.054 0.054 0.051 
0.407 0.401 0.377 0.362 0.351 0.349 0.393 0.391 0.080 0.080 0.064 0.064 0.057 0.058 0.067 0.061 0.053 0.048 0.048 0.054 0.051 0.057 0.058 0.054 0.003 
0.41 o 0.397 0.391 0.385 0.376 0.369 0.409 0.407 0.115 0.115 0.099 0.099 0.098 0.099 0.103 0.096 0.082 0.083 0.083 0.090 0.086 0.092 0.093 0.090 0.103 0.103 
0.41 o 0.397 0.391 0.385 0.376 0.369 0.409 0.407 0.115 0.115 0.099 0.099 0.098 0.099 0.103 0.096 0.082 0.083 0.083 0.090 0.086 0.092 0.093 0.090 0.103 0.103 0.000 
0.41 o 0.397 0.391 0.385 0.376 0.369 0.409 0.407 0.115 0.115 0.099 0.099 0.098 0.099 0.103 0.096 0.082 0.083 0.083 0.090 0.086 0.092 0.093 0.090 0.103 0.103 0.000 0.000 
0.41 o 0.397 0.391 0.385 0.376 0.369 0.409 0.407 0.115 0.115 0.099 0.099 0.098 0.099 0.103 0.096 0.082 0.083 0.083 0.090 0.086 0.092 0.093 0.090 0.103 0.103 0.000 0.000 0.000 
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5.3 Variação lnterespecífica 

Na busca por similaridade (BLASTN) entre as sequências 

selecionadas (duas por espécie) e as disponíveis no GenBank, houve 

cobertura de 1 00% em todos os casos. No entanto, dentre as espécies 

estudadas, só há sequências de Cu/ex (Cux.) quinquefasciatus e Cx. (Cux) 

nigripalpus Theobald depositadas no GenBank. Nestes casos, além da 

cobertura de 1 00%, a similaridade entre a sequência selecionada para a 

busca e a encontrada no banco de dados foi de 100% (T4_quin_RS x 

GenBank:U22124.1) e 98% (Q1_quin_SP X GenBank:U22128.1) para ex. 
quinquefasciatus, e 98% para Cx. nigripalpus (P1_nigr_SP x 

GenBank:AF521663.1 e 05_nigr_SP x AF521663.1) . Quando comparada a 

sequência de Cx. quinquefasciatus do espécime de São Paulo com o 

mesmo clone do GenBank, com o qual o exemplar do Rio Grande do Sul 

apresentou 100% de similaridade, observa-se 96% de similaridade entre as 

sequências. A distância "p" entre as sequências T4_quin_RS e Q1_quin_SP 

foi 0,4% (considerando as porções 5.8S e 28S). 

Como relatado anteriormente, observou-se heterogeneidade no 

tamanho dos fragmentos de ITS2 clonados. Considerando apenas a região 

do ITS2, a espécie representante do subgênero Microculex (Cu/ex imita to() 

apresentou as menores sequências (199 a 213 pb), enquanto as espécies 

pertencentes ao subgênero Cu/ex, os maiores fragmentos (277 a 339 pb). 

Em Melanoconion o comprimento variou de 205 a 213 pb, em Phenacomyia 

de 268 a 276 pb, e em Lutzia bigoti, a variação foi de 276 a 278 pb. 

Conforme os dados da matriz de distância com p-distance não 

corrigido entre as variantes por espécie (Tabela 6), a menor distância entre 

sequências de diferentes espécies foi observada entre Cu/ex declarator Dyar 

e Knab e Cx. bidens Dyar (0,5%) e entre Cx. coronator e Cx. usquatus 

(0,5%). Dentro do subgênero Melanoconion a menor diferença foi observada 

entre Cu/ex ybarmis Dyar e Cx. dyius (2,2%). Cu/ex caudelli apresentou a 

maior diferença em relação a todas as outras espécies do subgênero, com 
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7,7% de distância em relação a Cx. zeteki Dyar, 7,8% em relação a Cx. 

ybarmis e 8,2% em relação a Cx. dyius. 

Tabela 6 - Matriz de distância (p-distance não corrigido) entre os grupos de 
diferentes haplótipos de cada espécie. As amostras estão abreviadas conforme 
a Tabela 1. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
1. Cx. imitator 
2. Cx. zeteki 0.239 
3. Cx. dyius 0.245 0.051 
4. Cx. ybarmis 0.243 0.041 0.022 
5. Cx. caudelli 0.248 0.077 0.082 0.078 
6. Cx. mollis 0.427 0.380 0.360 0.353 0.389 
7. Cx. dolosus 0.408 0.364 0.344 0.337 0.377 0.019 
8. Cx. bidens 0.412 0.365 0.345 0.338 0.387 0.053 0.037 
9. Cx. declarator 0.411 0.364 0.344 0.337 0.386 0.054 0.038 0.005 
10. Cx. nigripalpus 0.411 0.377 0.357 0.349 0.392 0.062 0.046 0.052 0.053 
11. Cx. chidesteri 0.400 0.372 0.352 0.345 0.387 0.056 0.040 0.052 0.053 0.029 
12. Lt. bigoti 0.389 0.368 0.347 0.340 0.382 0.038 0.022 0.034 0.035 0.037 0.030 
13. Cx. coronator 0.402 0.381 0.357 0.349 0.389 0.037 0.030 0.039 0.040 0.041 0.035 0.018 
14. Cx. usquatus 0.403 0.381 0.354 0.347 0.389 0.041 0.035 0.043 0.044 0.046 0.040 0.022 0.005 
15. Cx. corniger 0.407 0.379 0.357 0.351 0.394 0.079 0.063 0.055 0.056 0.064 0.051 0.046 0.051 0.056 
16. Cx. quinquefasciatus 0.406 0.391 0.379 0.369 0.408 0.115 0.099 0.098 0.099 0.101 0.082 0.083 0.088 0.092 0.103 

5.4 Topologia Neighbor-joining (NJ) 

A grande variabilidade entre as sequências das espécies estudadas 

levou à obtenção de um alinhamento ambíguo. A inclusão de muitas 

inserções/delações e as substituições nucleotídicas dificultou a identificação 

de sítios homólogos. 

Diante da dificuldade e impossibilidade de edição manual do 

alinhamento, apenas a árvore de NJ foi gerada a fim de examinar a 

variabilidade entre as sequências clonadas. Mesmo com o alinhamento 

ambíguo, foram feitas tentativas para produzir uma árvore filogenética pelo 

método de Máxima Parcimônia com o programa "Phylogenetic Analysis 

Using Parsimony*" (PAUP) v.4.0. Porém, o programa só chegou a um 

determinado ponto da análise, não conseguindo finalizar a busca pela árvore 

mais parcimoniosa. 

A árvore de distância foi obtida pelo método de Neighbour-joining (NJ) 

com base nos dados da matriz de distância das variantes das sequências 
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clonadas (com as regiões do 5.8S e 28S), com p-distance não corrigido. O 

suporte dos grupos obtidos foi estimado pelo método de bootstrap, com 

1.000 réplicas. Na topologia de NJ (Figura 2) os clones gerados de 

indivíduos distintos de um mesmo táxon se agruparam. 

No subgênero Cu/ex, Cu/ex nigripalpus + Cx. chidesteri Dyar, Cu/ex 

dec/arator + Cx. bidens e Cx. mollis + Cx. dolosus formaram grupos 

próximos com suporte de bootstrap de 1 00% para os dois primeiros grupos e 

99% para o último. A posição do grupo das espécies do complexo Coronator 

(Cu/ex usquatus e Cx. coronato() também foi sustentada pelo valor elevado 

de bootstrap {100%). Apenas Cu/ex quinquefasciatus não se agrupou ao 

conjunto dos demais táxons do subgênero, ocupando um posicionamento 

como grupo vizinho aos demais. 

Na topologia de NJ, Lutzia e Phenacomyia ficaram posicionados 

dentro do gênero Cu/ex. Os subgêneros Melanoconion e Microculex 

formaram grupos distintos, porém geneticamente próximos. Dentre as 

espécies do subgênero Melanoconion, Cu/ex dyius e Cx. ybarmis formaram 

grupos próximos. Em Cu/ex imitator a grande variabilidade intragenômica em 

um de seus exemplares (D_imit_ES) foi refletida na árvore. Assim, na 

tentativa de minimizar essas ambiguidades na topologia, uma segunda 

árvore de NJ foi gerada a partir de sequências selecionadas pela 

similaridade das estruturas secundárias (Figura 3). 

A segunda árvore de NJ (Figura 3) apresentou uma sutil diminuição 

das ambiguidades, observada pela melhor definição dos táxons terminais 

principalmente no caso de Cu/ex imitator e Cx. usquatus. No entanto, a 

alteração mais notável foi a modificação do posicionamento de Lutzia, que 

na primeira topologia estava entre Cu/ex ( Phc.) corniger e o grupo dos 

representantes do complexo Coronator ( Cx. coronator + Cx. usquatus) e que 

passou a compartilhar o mesmo grupo formado por Cx. mollis, Cx. dolosus, 

Cx. bidens, Cx. declarator, Cx. nigripalpus e Cx. chidesteri, embora em 

ambos os casos o suporte de bootstrap tenha sido baixo, 54% e 56% 

respectivamente. 
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Figura 2 - Árvore de NJ gerada com as variantes de ITS2 de quinze espécies do 
gênero Cu/ex e uma do gênero Lutzia. A árvore foi construída pelo método de NJ, 
p-distance não corrigido, bootstrap de 1000 réplicas (%) e enraizada com as 
sequências do GenBank de Ae. vexans (EF539857), Ps. ferox (M95129) e Ae. 
aegypti (AY512670). 
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Figura 3 - Árvore de NJ gerada com as variantes de ITS2 selecionadas pela estrutura 
secundária. Apenas as estruturas com modelo de alta qualidade (>75%) na tranferência das 
hélices, usando a ferramenta "Homology Modelling" (WOLF et ai., 2005) foram 
selecionadas. A árvore foi construída pelo método de NJ, p-distance não corrigido, bootstrap 
de 1000 réplicas (%) e enraizada com as sequências do GenBank de Ae. vexans 
(EF539857), Ps. ferox (M95129) e Ae. aegypti (AY512670). 
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6. DISCUSSÃO 

O segundo espaçador interno transcrito (ITS2) do DNAr é 

constantemente empregado em filogenia e distinção de espécies próximas 

de culicídeos. Contudo, maior atenção é dada às espécies vetoras, 

principalmente da subfamília Anophelinae (MARRELLI et ai., 2005, 2006; 

ALAM et ai., 2007a e 2007b; DJADID et ai., 2007; HWANG, 2007). 

A primeira abordagem molecular na investigação das relações entre 

mosquitos Cu/ex foi realizada por MILLER et ai. (1996). Os autores 

utilizaram os espaça dores ITS 1 e ITS2 do DNAr para inferir as relações 

entre 14 espécies pertencentes a quatro subgêneros de Cu/ex 

(Melanoconion, Neoculex, Cu/ex e Lutzia). Desde então, poucas espécies de 

Cu/ex foram estudadas com o uso da biologia molecular, sendo as 

pertencentes ao complexo pipiens as mais bem representadas devido à sua 

importância epidemiológica e vasta distribuição mundial (SEVERINI et ai., 

1996; BAHNCK e FONSECA, 2006; KASAI et ai., 2008). Em relação ao 

subgênero Me/anoconion, destaca-se o trabalho realizado por NA VARRO e 

WEAVER (2004) na investigação das relações filogenéticas entre nove 

espécies dos grupos Vomerifer e Pedroi, pertencentes à seção Spissipes, 

utilizando sequências do ITS2. A escassez de espécies estudadas pôde ser 

comprovada durante a etapa de busca de sequências de ITS2 disponíveis 

no banco público de dados genéticos GenBank, durante a execução do 

presente trabalho. 

Assim, um dos objetivos deste estudo foi caracterizar a variação 

intragenômica, intra-específica e interespecífica de espécies de culicídeos 

pertencentes ao gênero Cu/ex e uma do gênero Lutzia, a fim de contribuir 

para o melhor conhecimento do grupo. 

Uma vez que a atual classificação dos culicídeos divide a tribo Culicini 

em quatro gêneros (Cu/ex, Deinocerites, Galindomyia e Lutzia), o 
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posicionamento de Lutzia dentro do gênero Cu/ex na topologia de NJ (Figura 

3) foi conflitante à classificação atual. No entanto, esse posicionamento de 

Lutzia foi corroborado pelos resultados obtidos em topologias geradas a 

partir do marcador COI do DNAmt (SILVA, 2009 dados não publicados). 

Em 1903, THEOBALD estabeleceu Lutzia como gênero distinto da 

espécie mexicana, Cu/ex bigoti. EDWARDS (1932) rebaixou Lutzia ao status 

de subgênero de Cu/ex e os autores seguintes adotaram esta classificação. 

TANAKA et ai. (1979) observaram que as modificações morfológicas de 

Lutzia eram mais distintas do que aquelas apresentadas em outros 

subgêneros de Cu/ex, julgando que seria mais razoável considerar o táxon 

como gênero. Em 2000, NAVARRO e LIRIA inferiram as relações 

filogenéticas entre sete subgêneros de Cu/ex e um de Deinocerites, por 

análises de parcimônia baseadas em caracteres das peças bucais das 

larvas. As árvores obtidas pelos autores indicaram a posição basal de Lutzia 

e sua relação de grupo-irmão com o grupo monofilético formado por 

espécies do gênero Cu/ex. Este resultado corroborou a classificação 

tradicional de BELKIN (1962), na qual Lutzia é tratado como linhagem 

especializada que compartilha similaridades e ancestral comum com os 

subgêneros de Cu/ex. A topologia obtida por MILLER et ai. (1996), pela 

análise de sequências do DNAr, também corroborou as análises 

apresentadas por NAVARRO e LIRIA (2000). Assim, em 2003, TANAKA 

elevou Lutzia ao status de gênero da tribo Culicini, seguindo as sugestões 

de TANAKA et ai. (1979). 

Apesar disso, as análises moleculares com o espaçador ITS2 e gene 

COI sugerem que as modificações morfológicas observadas nos estudos 

anteriormente mencionados, não seriam suficientes para sustentar a atual 

posição de Lutzia como gênero de Culicidae. Assim, o mais apropriado seria 

a permanência da classificação de EDWARDS (1932), na qual Lutzia é 

considerado subgênero de Cu/ex. 

A topologia também mostrou que o posicionamento do subgênero 

Phenacomyia dentro do grupo dos representantes do subgênero Cu/ex, com 



57 

suporte de bootstrap do ramo de 90%, também foi conflitante à atual 

classificação, não corroborando os resultados de NA VARRO e LIRIA (2000). 

Apesar disso, os resultados de ITS2 mais uma vez foram corroborados pelas 

análises filogenéticas baseadas no marcador COI do DNAmt (SILVA, 2009 

dados não publicados) que indicaram o parafiletismo do subgênero Cu/ex, 

dado que Phenacomyia se posicionou no mesmo clado do subgênero Cu/ex 

nas três topologias obtidas pelos métodos de Máxima Parcimônia, Máxima 

Verossimilhança e Análise Bayesiana. As espécies incluídas no subgênero 

Phenacomyia pertenceram ao gênero Cu/ex até 1992 quando HARBACH e 

PEYTON observaram uma escova maxilar diferenciada em larvas de Cu/ex 

( Cux.) lactator Dyar e Kanb. Considerando que as diferenças na estrutura 

maxilar são de natureza supra-específicas, os autores propuseram que 

Cu/ex lactator pertenceria a um novo subgênero. Estudando mais a fundo as 

larvas da espécie, demonstraram a presença de sinapomorfias que 

distinguiam Cu/ex /actator, juntamente com sua espécie-irmã Cx. corniger, 

de todos os outros membros de Cu/ex. Por esse motivo, Cu/ex corniger e Cx. 

lactator foram considerados membros de linhagem filogenética distinta do 

subgênero Cu/ex. Os autores reconheceram Cu/ex ( Cux.) airozai Lane como 

membro da mesma linhagem filogenética com base em caracteres dos 

adultos e validaram o subgênero Phenacomyia. Porém, os resultados das 

análises moleculares com o espaçador ITS2 e gene COI sugerem que 

Phenacomyia não é subgênero de Cu/ex. 

Com um valor de bootstrap de 96% (Figura 3), os subgêneros 

Microculex e Melanoconion formaram um agrupamento, dentro do qual 

existem grupos distintos suportados por bootstrap de 100% (Figura 3). A 

topologia de NJ obtida por MILLER et ai. (1996) (Figura 4), com os 

espaçadores ITS1 e ITS2 indicou maior afinidade entre os subgêneros 

Neoculex e Melanoconion. Como no presente estudo não foram analisadas 

espécies de Neoculex, não foi possível corroborar o resultado de MILLER et 

ai. (1996). No entanto, pode-se supor que os subgêneros Melanoconion, 

Microculex e Neocu/ex possam formar grupo monofilético dentro do gênero 
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Cu/ex. Obviamente, a hipótese terá de ser testada, com amostras e 

marcadores que permitam avaliar o monofiletismo do agrupamento. 

MelanoçOnion 

Neoculex 

100 Lutzla 

....!!. Piplans Group (OW) 

Sltiens Group (OW) Culex 

79 -
Plpiens Group (NW) 

Figura 4 - Relações filogenéticas de quatro subgêneros (14 espécies) de Cu/ex 
utilizando os espaçadores ITS1 e ITS2 do DNAr (modificado de MILLER et ai., 
1996): árvore de NJ enraizada em Melanoconion (bootstrap > 50% são 
apresentados). 

A seleção das sequências pela estrutura secundária excluiu algumas 

ambiguidades presentes na topologia original (Fig. 1 ), permitindo melhor 

interpretação dos dados obtidos (Fig. 3), principalmente no caso de Cu/ex 

(Mcx.) imitator. Cu/ex imitator, única espécie de Microculex analisada neste 

estudo, apresentou a maior divergêngia intra-específica, 7,1% (Tabela 5) 

entre os exemplares de São Paulo (E_imit_ VP) e do Espírito Santo 

(D_imit_ES). Esta alta diferenciação, ao lado das variações morfológicas 

encontradas nas exúvias das pupas de espécimes de SP e ES, parece 

indicar que os dois exemplares possam pertencer a espécies distintas de um 

complexo. A pupa de um indivíduo de Cu/ex imitator do mesmo local de 

coleta do espécime do Espírito Santo analisado molecularmente, apresentou 

caracteres típicos da espécie: mancha escura nos seguimentos 11, 111 e IV 
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(Figura 5 - A) e padrão da disposição das cerdas 2, 3, 4 e 5 do seguimento 

11, enquanto o exemplar de São Paulo não apresentou mancha e possuía 

outro padrão de disposição das cerdas (Figura 4 - B). Os resultados das 

análises utilizando o marcador COI também indicaram alta variação intra

específica para esses exemplares (SILVA, 2009 dados não publicados), 

corroborando com a hipótese morfológica de que estes indivíduos possam 

pertencer a táxons distintos de um complexo de espécies. 

A 

-
-• .1 

Figura 5- Exúvia de pupas. A) Cu/ex imitator (Espírito Santo) , com indicação da 
mancha escura nos segmentos 11 , 11 e IV, e do padrão de distribuição das cerdas 2, 
3, 4 e 5 do segmento 11. B) Cu/ex imitator (São Paulo) , sem mancha e com outra 
disposição das cerdas do segmento 11. 

No subgênero Melanoconion, Cu/ex zeteki e Cx. caudelli formaram 

grupos distintos bem suportados pelo valor de bootstrap de 100% (Figura 3). 

Já o posicionamento das sequências de Cu/ex ybarmis e Cx. dyius não 

condiz com a identificação morfológica, uma vez que não foram observadas 

variações de caracteres morfológicos entre os dois exemplares de Cx. dyius 

que apresentaram divergência intra-específica maior (3,3%- Tabela 5) que a 

interespecífica (2 ,2% em relação a Cx. ybarmis - Tabela 6). Pela topologia 

observa-se que há maior proximidade entre as sequências dos exemplares 

Cu/ex dyius de São Paulo (G_dyius_SP) e Cx. ybarmis do Espírito Santo 

(Z_ybar_ES) , do que entre o primeiro e Cx. dyius do Espírito Santo 
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(H_dyius_ES), com distâncias de 1 ,7% e 3,3%, respectivamente (Tabela 5). 

Esses dados permitem levantar a hipótese de que um dos métodos de 

identificação, o molecular ou o morfológico, não está refletindo a real 

identidade das unidades taxonômicas referentes à Cx. dyius. Em relação ao 

método molecular, o equívoco pode estar na questão da natureza do 

marcador utilizado. A alta variabilidade intragenômica indica que a evolução 

em concerto não atuou de forma eficiente na homogeneização das 

sequências do ITS2. Assim, a alta variação intra-específica pode ser 

resultado da comparação de sequências provenientes de clusters parálogos, 

com diferentes níveis de evolução. Por outro lado, alguma característica 

morfológica não considerada importante para a diferenciação das espécies, 

na realidade, pode ser diagnóstica, ou ainda, pela alta semelhança e 

dificuldade de separação das espécies Cu/ex dyius e Cx. aliciae Duret, o 

exemplar de Cx. dyius (G_dyius_SP) seria, na realidade, Cx. aliciae. 

Segundo ROZEBOOM (1950), no subgênero Melanoconion a dissecção da 

placa lateral do edeago e o exame em aspecto lateral, são essenciais para a 

identificação. Dyar (1928) considerou Cx. dyius Root como sinônimo de Cx. 

e/evator Dyar e Knab. Porém, ROZEBOOM (1950) considerou Cu/ex dyius 

espécie válida. Em Cx. dyius, a placa lateral do edeago apresenta forma 

delgada com uma ponta longa, larga e romba, formando um ângulo mediano 

e com pequenos dentes na margem apical (LANE, 1953). Em Cu/ex aliciae 

essa mesma estrutura é muito semelhante, com ângulo mediano e ápice 

serrilhado DURET (1953). Em Cx. ybarmis, no entanto, a placa lateral do 

edeago apresenta-se bem diferenciada, com três pontas (LANE, 1953). 

Assim, sugere-se a utilização de outros marcadores moleculares para o 

esclarecimento dos resultados obtidos. 

Conduzindo um estudo filogenético com representantes dos grupos 

Vomerifer e Pedroi do subgênero Melanoconion, NAVARRO e WEAVER 

(2004) também encontraram divergêngia intragenômica nos exemplares 

analisados, com variação de 0-0,5%. A variação intra-específica variou de 0-

3,3% entre exemplares da mesma localidade e 0-4,5% entre aqueles de 

localidades diferentes. 
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Em relação ao subgênero Cu/ex, a topologia (Figura 3) apresentou 

três grupos principais: 1) formado exclusivamente pelas sequências de ex. 
quinquefasciatus (bootstrap 1 00%); 2) Complexo coronator + Phenacomyia 

(bootstrap 61 %); 3) Cu/ex mollis, Cx. dolosus, Cx. bidens, Cx. declarator, Cx. 

nigripalpus, Cx. chidesteri + Lutzia (bootstrap 56%). Apesar do suporte de 

bootstrap ter dado boa sustentação apenas ao grupo de sequências de Cx. 

quinquefasciatus, dentro dos demais grupos pôde-se observar que os ramos 

comuns às duas espécies terminais de cada grupo também foram 

suportados por valor elevado de bootstrap, 97% para Cu/ex mollis + Cx. 

dolosus e 1 00% para Cx. bidens + Cx. declarator, Cx. nigripalpus + Cx. 

chidesteri e Cx. coronator + Cx. usquatus. 

As espécies pertencentes ao complexo Cu/ex coronator ( Cx. 

coronator e Cx. usquatus) apresentaram distância de 0,5%. Esta baixa 

divergência interespecífica é corroborada pela grande similaridade 

morfológica entre as duas espécies. Cu/ex coronator se distingue de Cx. 

usquatus, e de todos os outros membros do complexo, pela presença de 

duas a três cerdas fortes acompanhadas por um conjunto de cerdas curtas 

localizadas no ápice do gonocoxito da genitália masculina. Em Cu/ex 

usquatus as cerdas são muito longas, atingindo pelo menos a porção 

mediana do gonóstilo.(BRAM, 1967). Cu/ex bidens e Cx. declarator também 

apresentaram 0,5% de divergência, confirmando a grande semelhança entre 

as espécies. Neste caso, os caracteres distintivos e diagnósticos são os 

dentes da divisão lateral da placa lateral do edeago, que em Cu/ex 

declarator são robustos, curvados, com margens convexas e ápice rombo. 

Em Cu/ex bidens os dentes são longos, retos e pontiagudos (BRAM, 1967). 

A baixa distância (2,9%) entre Cx. nigripalpus com Cx. chidesteri 

corroborou a proximidade morfológica das duas espécies. Cu/ex chidesteri é 

similar a Cu/ex nigripalpus por possuir espinhos espatulados na margem 

lateral do décimo esternito, enquanto que o caráter distintivo é o processo 

externo curvado e direcionado lateralmente (BRAM, 1967). 



62 

Cu/ex mol/is e Cx. dolosus apresentaram distância de 1 ,9%. Embora 

em ambos os casos tenham sido observadas algumas variações 

morfológicas entre os exemplares da mesma espécie, a divergência intra

específica foi muito baixa, zero e 0,6%, respectivamente. 

LLc 
-

-

Lutzla 

Phenacomyla 

Cx. dolo.su.s 

Cx. nigrip•lpu.s 

Cx. ooron•tor 

Carro/lia 

Deinocerltes 

Anoedioporpa 

Afelanoconion 

Microculex 
Figura 6 - Relações filogenéticas de alguns Culicini com base nas estruturas 
morfológicas das peças bucais das larvas (modificado de NA VARRO e LIRIA, 2000): 
consenso estrito das duas árvores mais parcimoniosas das análises de MP de 18 
espécies. 

O posicionamento de Cx. quinquefasciatus dentro de Cu/ex sugere 

que essa espécie forma grupo monofilético dentro de Cu/ex, que inclui as 

demais espécies do complexo Pipiens. A topologia obtida por NA VARRO e 

LIRIA (2000) (Figura 6), com base em dados morfológicos das estruturas 

bucais das larvas, foi muito semelhante. Os autores analisaram as relações 

filogenéticas de dezoito espécies pertencentes a oito gêneros da tribo 

Cu/ex 
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Culicini, incluindo as espec1es Cu/ex quinquefasciatus, Cx. dolosus, Cx. 

nigripalpus e Cx. coronator pertencentes ao subgênero Cu/ex. No clado do 

subgênero Cu/ex, Cu/ex quinquefasciatus formou grupo-irmão ao clado 

composto pelas outras três espécies, corroborando a topologia obtida com 

ITS2. 

De maneira geral, exceto pelos casos de Lutzia e Phenacomyia, na 

tolpologia de NJ apresentada, os agrupamentos das sequências das 

diferentes espécies de Cu/ex corroboraram a classificação atual. No entanto, 

a variabilidade intragenômica, intra-específica e interespecífica dos clones 

impediu a realização de uma análise filogenética, pois prejudicou etapa 

fundamental para a fidedignidade de qualquer análise evolutiva, o 

alinhamento das sequências. 

Na reconstrução de qualquer filogenia, a preocupação primordial é a 

homologia, ou seja, apenas caracteres homólogos (com mesma 

origem/ancestral) devem ser comparados entre as diferentes espécies. 

Entretanto, em termos moleculares os genes ou sequências não 

codificadoras homólogas podem ser geradas por dois processos: pela 

duplicação e pela divergência genética. No caso das sequências geradas 

por duplicação, caso das sequências do DNAr, elas são chamadas 

parálogas. Já as sequências que passam a ter histórias evolutivas 

independentes a partir de um evento de especiação, são chamadas de 

ortólogas. Assim, sequências parálogas são ideais para estudar eventos de 

duplicação genética em famílias de genes, enquanto sequências ortólogas 

são apropriadas para reconstrução filogenética de grupos taxonômicos 

(RUSSO, 2001 ). 

Apesar disso, o espaçador ITS2 mesmo apresentando cópias 

parálogas, é amplamente utilizado em estudos de distinção de espécies e de 

filogenia. Na família Culicidae a maior parte desses estudos é realizada com 

os mosquitos do gênero Anopheles (MARINUCCI et ai., 1999; MARRELLI et 

ai., 2005, 2006; ALAM et ai., 2007b; HWANG, 2007; CALADO et ai., 2008). 

Esse fato só é possível devido ao fenômeno da "evolução em concerto", que 
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embora ainda não seja completamente compreendido, tende a 

homogeneizar as múltiplas cópias do ITS2 dentro de cada indivíduo. 

Contudo, recentes estudos têm demonstrado diferentes níveis de 

homogeneização das sequências dentro dos indivíduos, sugerindo que altos 

níveis de divergência prejudicam as análises filogenéticas (BEEB et ai., 

1999; Li e WILKERSON, 2007; BEZZHONOVA e GORYACHEVA, 2008; 

BOWER et ai., 2009). 

MILLER et ai. (1996) conduziram uma análise filogenética com 14 

espécies do gênero Cu/ex a partir dos marcadores ITS1 e ITS2, utilizando o 

método de Máxima Parcimônia e análise de distância pelo método de NJ 

com o modelo Kimura 2-parâmetros. Os resultados também mostraram 

heterogeneidade entre as sequências de um mesmo indivíduo, em alguns 

casos. Ao analisarem separadamente as relações entre as populações do 

complexo Cu/ex pipiens por uma árvore de NJ não enraizada, verificaram 

certa concordância entre os agrupamentos e reconhecimento dos táxons Cx. 

quinquefasciatus e Cx. pipiens. Porém, algumas divergências em relação à 

interpretação clássica sobre o complexo foram observadas. Por exemplo, 

clones de um mesmo indivíduo de Cx. pipiens da população da Virgínia 

ficaram posicionados no clado predominantemente referente à Cx. 

quinquefasciatus. Além disso, um clone do mesmo espécime de Cx. 

quinquefasciatus de Belize ficou posicionado no clado de Cx. pipiens da 

Virgínia, enquanto o outro clone do mesmo indivíduo se agrupou no clado 

com Cx. quinquefasciatus da Flórida. Desta forma, os autores sugeriram que 

o polifiletismo das sequências de ITS clonadas dos espécimes do complexo 

pipiens analisados, contraria a teoria da evolução em concerto invalidando o 

uso do marcador ITS para análises filogenéticas de táxons que apresentam 

heterogeneidades. Apesar disso tudo, de maneira geral as árvores 

produzidas pelos autores corroboraram a taxonomia tradicional, da mesma 

forma como foi relatado neste estudo. 
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7. CONCLUSÕES 

• O posicionamento do gênero Lutzia dentro do agrupamento formado por 

espécies do gênero Cu/ex na topologia de NJ sugere que o atual status 

genérico do táxon não foi sustentado pelas análises do ITS2. 

• A separação das espécies dos subgêneros Melanoconion, Microculex e 

Cu/ex corrobora a atual classificação ao nível subgenérico. 

• Apesar da variabilidade intragenômica e intra-específica, no subgênero 

Cu/ex os agrupamentos obtidos corroboram a similaridade morfológica entre 

as diferentes espécies. 

• Os resultados das análises do ITS2 demonstraram que a presença de 

variabilidade intragenômica dificulta o uso do marcador em estudos 

filogenéticos e de genética de populações, pois impede o estabelecimento 

de homologias. 

• Cu/ex (Mcx.) imitator e Cx. (Me/.) dyius apresentaram os maiores valores 

de divergência intra-específica. No caso de Cu/ex imitator, isso pode indicar 

que os exemplares coletados no Espírito Santo e em São Paulo pertencem a 

táxons distintos de um complexo de espécies. 

• Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que estudos mais 

aprofundados utilizando outros marcadores moleculares, serão fundamentais 

para a busca de respostas sobre as incertezas quanto à identificação, 

cl~ssificação e evolução do gênero Cu/ex. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Embora a topologia de NJ gerada possa apresentar alguma distorção 

devido à heterogeneidade das sequências, por motivos ainda não totalmente 

esclarecidos, os dados apresentados aqui não foram muito discrepantes 

quanto à classificação atual do grupo. 

Pelo caráter descritivo do trabalho, uma vez que a grande maioria das 

espécies analisadas nunca havia sido estudada molecularmente, os táxons 

que levantaram dúvidas significativas quanto à identificação e 

posicionamento na topologia indicam um caminho para futuros estudos 

morfológicos e moleculares. 

Por fim, cabe ressaltar que as informações de diversas áreas do 

conhecimento (taxonomia, sistemática, ecologia, biologia e biogeografia), 

devem ser confrontadas e consideradas na busca por uma classificação 

mais natural do grupo em estudo. 
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ANEXO 1 

Template: Sa_chid_ VP 

Model Transfer Energy Na me 

high quality model /100/1 00/100/ -78.32 5a chid VP 

high quality model 1811911771 -10.95 A6 coro CJ 

high quality model 19011 001751 -28.S3 N3 dolo VP 
high quality model 19011 001791 -2S.S2 U3 bidenVP 
high quality model 19011 00177 I -2S.22 U2 bidenVP 
high quality model 19011 001841 -S1.62 01 nigr SP 

high quality model 11 0011 001981 -74.22 Se chid VP 
high quality model 181 11 0017SI -0.76 Q2 guin SP 
high quality model 1811911771 -10.9S A2 coro CJ 
high quality model 1811100181 I -21.67 CS coro VP 
high quality model 18111001771 -24.96 MS dolo VP 
high quality model 19011 OOI7SI -28.S3 N2 dolo VP 
high quality model 19011 001861 -S7.42 03 nigr SP 
high quality model 181 11 00177 I -22.1S IS moll ~p 
high quality model 11 0011 0011 001 -78.32 Se chid VP 
high quality model 19011 001831 -22.76 01 guin SP 
high quality model 18111001771 -22.1S 12 moll SP 
high quality model 1811100181 I -24.66 M2 dolo VP 
high quality model 181191181 I -16.77 C2 coro VP 
high quality model 19011 001831 -S4.74 04 nigr SP 
high quality model 1811911771 -10.95 A1 coro CJ 
high quality model 19011 001861 -S7.72 02 nigr SP 
high quality model 19011 0011 001 -73.92 Sb chid VP 
high quality model 19011 001791 -22.90 14 moll SP 
high quality model 181 11 001791 -18.81 A3 coro CJ 
high quality model 18111 00177 I -24.96 M4 dolo VP 
high quality model 181 11 00177 I -1S.37 C3 coro VP 
high quality model 1811911791 -13.81 83 coro ES 
high quality model 19011 00177 I -2S.22 U1 bidenVP 
high quality model 19011 001791 -2S.S2 U4 bidenVP 
high quality model 19011 001831 -22.76 Q4 guin SP 
high quality model 181 11 0017SI -21.82 N4 dolo VP 
high quality model 181/91/811 -16.S7 A4 coro CJ 
high quality model /90/1 00/75/ -28.S3 N1 dolo VP 
high quality model /81/91/81 I -17.47 81 coro ES 
high quality model 181/91/79/ -13.81 82 coro ES 
high quality model /81/91/77/ -10.0S AS çoro CJ 
high quality model /90/1 00/79/ -23.0S 13 moll SP 
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high quality model 1811100181 I -24.66 M3 dolo VP 
high quality model 19011 001831 -22.76 03 guin SP 
high quality model 11 0011 0011 001 -78.32 5d chid VP 
high quality model 1811911751 -7.51 C4 coro VP 
high quality model 19011 001791 -23.05 11 moll SP 
high quality model 18111001751 -21.82 N5 dolo VP 
high quality model 18111001811 -21 .67 C1 coro VP 
high quality model 18111 001751 -21.82 N7 dolo VP 
high quality model 19011 001831 -22.76 05 guin SP 
high quality model 19011 00181 I -54.13 05 nigr SP 
high quality model 1811100181/ -24.66 M1 dolo VP 
high quality model /81/1 00/841 -32.71 L 1 bigotPA 
high quality model /9011 00/751 -24.22 Y2 decl SP 
high quality model /1 00/1 00/79/ -24.50 J5 moll SP 
high quality model /81/1 00/84/ -31 .01 K3 bigotSP 
high quality model /81/1 001791 -4.02 S1 guin AS 
high quality model /9011 00/81 I -16.41 T1 guin AS 
high quality model /81 11 00/751 -0.76 T3 guin AS 
high quality model /1 0011 001791 -24.50 J3 moll SP 
high quality model 1901100/81 I -16.27 A1 guin SP 
high quality model /90/100/81/ -16.27 A2 guin I2P 
high quality model /1 00/1 00/791 -24.50 J4 moll ~P 
high quality model 181 11 00/791 -2.04 A4 guin SP 
high quality model /90/91181/ -7.80 S3 guin A12 
high quality model /90/1001811 -16.27 A3 guin SP 
high quality model /81/91/751 -3.85 4d usguaSP 
high quality model 190/1 00/81/ -16.41 T5 guin AS 
high quality model 181/91/83/ -17.20 3c usguaSP 
high quality model /81/1 00/77/ -22.53 Y3 decl SP 
high quality model 181191/81 I -15.50 4b usguaSP 
high quality model /90/1 00/791 -24.90 2c corniSP 
high quality model 181 11 00/751 -0.76 T4 guin AS 
high quality model 181/1 001791 -4.02 S6 guin AS 
high quality model /81 11 00184/ -32.71 L3 bigotPA 
high quality model 181 11 00184/ -34.11 K2 bigotSP 
high quality model 181 11 00183/ -28.81 L2 bigotPA 

high quality model 19011 001771 -23.60 1a corniSP 
high quality model 181 11 001771 -11.29 S2 guin AS 
high quality model /81/91/81/ -15.73 3b usguaSP 
high quality model 181191181 I -15.73 3e usguaSP 
high quality model /90/1 00/77 I -23.60 1e corniSP 
high quality model /9011 001861 -57.72 P3 nigr I2P 
high quality model /9011 001861 -57.72 P5 nigr SP 
high quality model /81/1 0017 5/ -0.76 S4 gyin AS 
high quality model /1 00/1 00/79/ -24.50 J1 moll SP 
high quality model 181/1 00/791 -4.02 S5 guin AS 
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high quality model 181191181 I -15.50 4a usguaSP 
high quality model 19011 001861 -57.72 P1 nígr SP 

high quality model 18111001751 -0.76 T2 guín AS 

high quality model 19011 00177 I -23.60 1c corníSP 

high quality model 19011 001791 -22.00 2a corníSP 

high quality model 11 0011 00/79/ -24.50 J2 moll SP 

high quality model 181191181 I -22.63 3a usguaSP 

high quality model 190191/791 -20.70 2b corníSP 

high quality model 19011 00/77 I -23.60 1b corníSP 

high quality model 1811911811 -15.73 3d usguaSP 

high quality model 19011 001861 -57.72 P2 nígr SP 
high quality model 1811911811 -15.50 4c usguaSP 

high quality model 19011 001861 -57.72 P4 nígr SP 

high quality model 181 11 00177 I -22.53 Y1 gecl SP 

high quality model 1811911811 -15.50 4e usguaSP 

high quality model 181 11 001841 -34.11 K4 bígotSP 

high quality model 181 11 001841 -31.01 K1 bígotSP 

No hígh qualíty model /54183/151 F2 zete SP 
No hígh quality model 181166/201 E4 ímít VP 

No high quality model /81/66120/ E1 ímít VP 

No hígh quality model 154183120/ F3 zete SP 

No hígh qualíty model 154/83120/ F1 zete SP 

No hígh quality model /54/831151 F5 zete SP 

No high quality model /72/1 001751 N6 dolo VP 

No high qualíty model /81/58/51 03 ímit ES 

No high quality model 172191/241 G1 d~íusSP 

No high quality model /72/58/9/ 02 ímít ES 
No hígh quality model /81/66/20/ E3 ímít VP 
No high quality model 172158191 01 imit ES 
No high qualíty model /81/58101 04 imit ES 

No high quality model 181/58151 05 ímit ES 

No high quality model 1721911261 G2 d~iusSP 
No high quality model /54/83/20/ F4 zete SP 
No high qualíty model /81/66120/ E2 imit VP 
No high qualíty model /72191/301 G3 d~íusSP 
No hígh quality model /81166/201 E5 imit VP 

No high quality model /54191/91 H4 d~íusES 

No high quality model /9011 00173/ 1d corníSP 

No high quality model 181/91122/ Ps ferox 

No high quality model /9011 00/73/ W5 decl SP 

No high quality model 181/91/28/ Z3 ~bar ES 
No high quality model 190/91/73/ W1 decl SP 

No high quality model /90/1 00/73/ W3 decl SP 

No high qualíty model /54/91/13/ V5 caud SP 

No high quality model /54/91/9/ H5 d~iusES 
No hígh quality model /81/91/151 Z2 ~bar ES 
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No high quality model /90/1 00/73/ W2 decl SP 

No high quality model /90/1 00/73/ W4 decl SP 

No high quality model /54/91/13/ V4 caud SP 

No high quality model /54/91/9/ H3 dyiusES 

No high quality model /54/91/9/ H1 dyiusES 

No high quality model /72/91/15/ V2 caud SP 

No high quality model /54/91/13/ V1 caud SP 

No high quality model /72/91/15/ X4 caud SP 

No high quality model /54/91/13/ X2 caud SP 

No high quality model /72/91/15/ X3 caud SP 

No high quality model /54/91/15/ X1 caud SP 

No high quality model /63/91/22/ Ae aegypti 

No high quality model /54/91/9/ H2 dyiusES 

No high quality model /90/83/24/ Ae vexans 

No high quality model /72/91/15/ XS caud SP 

No high quality model /72/91/15/ V3 caud SP 

No high quality model /81/91/15/ Z1 ybar ES 
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ANEXO 2 

Template: F4_zete_SP 

Model Transfer Energy Na me 

high quality model /100/100/100/100/ -62.00 F4 zete SP 

high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -30.00 X2 caud SP 

high quality model /100/100/85/100/ -30.00 V1 caud SP 

high quality model /1 00/1 00/82/1 00/ -33.1 o X4 caud SP 

high quality model /100/1 00/82/100/ -33.10 V2 caud SP 

high quality model /100/100/85/100/ -32.60 H1 d~iusES 

high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -30.00 V4 caud SP 

high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -33.90 H3 d~iusES 
high quality model /100/100/88/100/ -26.90 Z1 ~bar ES 
high quality model /1 00/1 00/82/1 00/ -33.1 o V3 caud SP 
high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -21.30 G3 d~iusSP 
high quality model /1 00/1 00/82/1 00/ -16.10 G1 d~iusSP 

high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -30.00 V5 caud SP 

high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -32.60 H5 d~iusES 
high quality model /1 00/1 00/88/1 00/ -26.90 Z2 ~bar ES 
high quality model /1 00/1 00/82/1 00/ -15.80 G2 d~iusSP 
high quality model /100/100/82/100/ -33.1 o X5 caud SP 
high quality model /100/100/100/100/ -53.40 F5 zete SP 
high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -32.60 H2 d~iusES 
high quality model /1 00/1 00/80/1 00/ -10.60 Z3 ~bar ES 
high quality model /1 00/1 00/1 00/1 00/ -59.90 F1 zete SP 
high quality model /1 00/1 00/1 00/1 00/ -59.90 F3 zete SP 
high quality model /1 00/1 00/82/1 00/ -33.10 X3 caud SP 
high quality model /1 00/1 00/85/1 00/ -33.90 H4 d~iusES 
high quality model /100/1 00/1 00/1 00/ -53.40 F2 zete SP 

No high quality model /1 00/70/62/66/ 04 imit ES 

No high quality model /1 00/1 00/68/66/ E1 imit VP 

No high quality model /1 00/1 00/60/33/ E4 imit VP 

No high quality model /1 00/1 00/85/66/ X1 caud SP 

No high quality model /100/70/62/66/ 05 imit ES 

No high quality model /1 00/70/62/66/ 03 imit ES 
No high quality model /1 00/1 00/68/66/ E2 imit VP 
No high quality model /83/80/65/0/ 02 imit ES 

No high quality model /1 00/1 00/60/33/ E3 imit VP 
No high quality model /1 00/1 00/68/66/ E5 imit VP 

No high quality model /83/80/65/0/ 01 imit ES 
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