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“Nada na biologia faz sentido exceto à luz da evolução.”

Theodosius Dobzhansky
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RESUMO

Reconstruir a história evolutiva de um grupo biológico é uma forma de melhor compreender

como se deu sua evolução e radiação temporal e também levantar novas hipóteses sobre os as

adaptações e condições associadas às mudanças evolutivas sobre os fenômenos biológicos que

atuam sobre as espécies. O objetivo do presente estudo foi obter informações sobre a família

Culicidae através da reconstrução filogenética utilizando diferentes abordagens com base nos

genomas mitocondriais de 122 espécies. O conjunto de dados foi formado por mitogenomas

de mosquitos coletados e/ou sequenciados por nós e por mitogenomas disponibilizados no

banco de dados do NCBI. Os genomas foram montados utilizando o programa MITObim 1.6

e anotados no MITOS2 webserver. Realizamos quatro tipos de análise diferentes: genes

particionados, genes concatenados, proteínas concatenadas e genoma completo. Para gerar as

árvores utilizamos o programa BEAST 1.8.4 com os padrões de duas corridas independentes

de 500 milhões de gerações cada. A partir desse estudo obtivemos dois genomas

mitocondriais completos para as espécies de Mansonia wilsoni e Coquillettidia hermanoi e

outros cinco genomas rascunho para outras espécies. Além disso, o posicionamento de táxons

com posicionamento incerto foram revistos e trouxemos novos conhecimentos acerca

daqueles pouco explorados na literatura até então.

Palavras-chave: Filogenia, Culicidae, Genoma mitocondrial, Bioinformática



ABSTRACT

Reconstructing the evolutionary history of a biological group is a way to more completely

understand its evolution and temporal radiation as well as raise new hypotheses about natural

constraints that act on species and adaptations to the natural environment. The aim of this

study was to obtain information on the Culicidae family through phylogenetic reconstruction

using different approaches based on the mitochondrial genomes of 122 species. The dataset

consisted of mosquito mitogenomes collected and/or sequenced by us and mitogenomes

available in the NCBI database. The genomes were assembled using the MITObim 1.6

program and annotated on the MITOS2 webserver. We carried out four different types of

analysis: partitioned genes, concatenated genes, concatenated proteins and complete genome.

To generate the trees we used the BEAST 1.8.4 program with two independent runs of 500

million generations each. From this study we obtained two complete mitochondrial genomes

for the species Mansonia wilsoni and Coquillettidia hermanoi and another five draft genomes

for other species. In addition, the positioning of uncertain taxa has been revised and we have

brought new knowledge about those little explored in the literature until now.

Keywords: Phylogeny, Culicidae, Mitochondrial genome, Bioinformatics
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O PRESENTE TRABALHO ESTÁ APRESENTADO NO FORMATO DE ARTIGO

REQUERIDO PELA REVISTA GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY, CUJAS

NORMAS PARA SUBMISSÃO SE ENCONTRAM NO ANEXO A.

Filogenômica mitocondrial revela novas relações entre as espécies e clados incertos

dentro da família Culicidae

RESUMO: O uso de marcadores moleculares para a reconstrução filogenética vem sendo

aplicado para o estudo de diversos organismos devido a sua facilidade em recuperar

informações, diferenciar espécies e estabelecer o posicionamento filogenético de espécies

pouco estudadas ou com limitado conhecimento evolutivo. Porém, realizar reconstruções

evolutivas com base em um ou poucos marcadores mitocondriais pode gerar resultados

limitados e em uma filogenia com poder de resolução devido a saturação temporal ao longo

de milhões de anos de evolução (acúmulo excessivo de mutações e perda do sinal

filogenético). Propomos este estudo para posicionar espécies ainda não estudados do ponto de

vista filogenético e posicionar táxons de difícil resolução através de análises filogenômicas da

família Culicidae utilizando mitogenomas completos que foram sequenciados nesse estudo ou

recuperados de banco de dados. Quatro análises foram realizadas, (1) genoma completo, (2)

nucleotídeos particionados por gene, (3) nucleotídeos concatenadas, e (4) proteínas

concatenadas. Com esse estudos conseguimos obter 7 novos mitogenomas, Mansonia wilsoni,

Coquillettidia hermanoi, Culex taeniopius, Aedes angustivittatus, Culex erythrothorax,

Limatus durhamii, e Wyomyia smithii. Aqui pudemos testar e mostrar que o uso de genomas

completos contendo centenas de marcadores filogenéticos informativos pode ter um impacto

considerável nos resultados filogenéticos e dar diferentes perspectivas no assunto.

1. INTRODUÇÃO

O genoma mitocondrial é uma molécula de DNA circular presente nos organismos

eucarióticos sendo composto por 37 genes. Treze genes codificadores de proteínas, 22 RNAs
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transportadores e 3 RNAs ribossomais. Mitogenomas são usados amplamente no campo da

taxonômica e filogenética devido suas características, como a hereditariedade exclusivamente

materna e por consequência ausência de recombinação, um número grande de cópias, e por

conta da ausência de um mecanismo de reparo de DNA carreando mais mutações em

comparação com o genoma nuclear (Cameron, 2014). Um marcador molecular que se mostra

bastante eficiente e amplamente usado em uma gama de estudos, seja para animais

vertebrados como para invertebrados, é o gene Citocromo C Oxidase subunidade 1 (COX 1)

(Tavares e Baker 2008; Trivedi et al., 2016). Seguindo o grande desenvolvimento das

tecnologias de sequenciamento durante os últimos anos, a quantidade de mitogenomas

aumentou, permitindo a resolução de relações complexas e conflitantes graças aos caracteres

moleculares do genoma mitocondrial. Contudo, algumas relações filogenéticas ainda não

foram estabelecidas para muitas espécies e/ou são difíceis de entender e apresentam

resultados conflitantes na literatura. Então, para conseguir alcançar resultados corretos e

confiáveis, obter uma quantidade maior de caracteres moleculares que cobrem diferentes

taxas evolutivas se torna importante para reavaliar e posicionar novas espécies no contexto

evolutivo filogenético.

O grupo taxonômico chamado de Culicidae é uma família da ordem Diptera que

possui alta importância médica e veterinária em inúmeros países devido a atuação como

vetores de patógenos como o vírus causador da febre amarela ou malária (Consoli e

Lourenço, 1994; Fecchio et al., 2017). As espécies de mosquitos pertencentes a essa família

são muito abundantes, principalmente nos países de clima tropical e subtropical, onde

conseguem se reproduzir com mais facilidade. Atualmente essa família engloba duas

subfamílias, a Culicinae, que possui a maior quantidade de táxons tendo 38 gêneros no total, e

a subfamília Anophelinae que é considerada mais primitiva e com três gêneros no total. Em

uma família tão diversa, é natural que existam grupos mais estudados do que outros dentro de

uma subfamília ou tribo, porém isso cria um viés de conhecimento com ênfase em espécies

com maior impacto na população humana. Para as espécies com menor impacto existe uma

ausência generalizada de conhecimento molecular e filogenético baseado nesse dado. Com a

ampla discussão sobre o nível de classificação dos táxons deste grupo a partir do uso

extensivo das técnicas moleculares aplicadas em estudos filogeneticos, a nomenclatura das

espécies está em constante análise (Judd 1996; Foster e Walker, 2019; Lorenz et al., 2021).

Porém, conhecimento taxonômico e filogenético sólido é de suma importância em todos os

grupos de organismo, não somente para uma boa e clara comunicação dentro da comunidade

científica em todas suas áreas, mas também para trazer uma base correta para os estudos do



14

seu papel vetorial e adaptações que permitem a transmissão de patógenos para vertebrados

(Thomson et al., 2018).

Diante disso, esse estudo foi realizado com a finalidade de verificar os

posicionamentos de espécies pouco ou ainda não estudadas do ponto de vista filogenético

molecular e resolver posicionamentos incertos dentro da árvore dos Culicidae baseado nos

genomas mitocondriais completos.
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

A família Culicidae possui mais de 3 mil espécies e pertence à ordem Diptera do

grande filo Arthropoda. Estas espécies possuem um par de asas e um par halteres. Os

culicídeos são mais conhecidos como mosquitos, pernilongos ou muriçocas a depender da

região do Brasil. Os mosquitos apresentam dimorfismo sexual, onde as fêmeas são bem

caracterizadas pelas suas antenas pilosas e os machos com antenas com uma pelugem mais

rasa. Os mosquitos compõem um grupo de animais holometábolo, isso porque apresenta

quatro estágios de vida durante seu ciclo: ovo, depois o estágio de larva, pupa, e por último

estágio adulto. Durante as fases de ovo, larva e pupa é necessário a presença de corpos de

água para a sobrevivência e desenvolvimento até a fase alada adulta. De um modo geral, as

fêmeas se alimentam de sangue, que é fundamental para a maturação dos ovos, enquanto a

maior parte dos machos se alimentam apenas de substâncias açucaradas como néctar e seiva.

A distribuição geográfica desses animais no globo terrestre é quase que completa, onde

conseguem ocupar os mais diversos ecossistemas, sendo menos prevalentes em regiões muito

frias como nos Pólos e Antártica (Consoli e Lourenço, 1994). Devido a sua ampla distribuição

e certa facilidade de se reproduzir e ocupar inúmeros espaços eles são encontrados em certa

abundância e facilidade por quase toda ocupação humana, o que infelizmente é problemático

e perigoso. Devido ao fato que muitas das espécies dessa família possuírem a capacidade de

transmitir patógenos para os seres humanos e também para animais não humanos. A gama de

patógenos que os mosquitos conseguem vetorizar é diversa, como o Vírus da Dengue

(DENV), Vírus da Febre do Nilo Ocidental (WNV), Vírus da Febre Amarela(YFV), Vírus da

Zika (ZIKV), mas também podendo vetorizar protozoários como Plasmodium, ou nematoide

com o gênero Wuchereria. É estimado que mais de 1 milhão de pessoas morram por ano por

conta de doenças causadas pelos patógenos transmitidos por esses vetores, sendo de grande

relevância médica (OMS, 2020).

A mitocôndria é uma organela essencial para a sobrevivência e manutenção dos

organismos devido sua função respiratória e energética nas células. No inícios dos anos 60, o

artigo que descrevia pela primeira vez a presença de material de DNA na mitocôndria foi

publicado sendo o início do que seria uma extensiva dedicação de estudos a esse

compartimento celular tão importante (Nass e Nass, 1963). O genoma mitocondrial é um

genoma circular bem conservado entre os grupos biológicos, e que possui características

diferentes do genoma nuclear, ao começar pela sua hereditariedade que é exclusivamente

materna (Gissi et al., 2008). Além disso, devido ao grande número de mitocôndrias que uma
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única célula pode ter, o número de cópias desse DNA é bem maior comparado às cópias do

material genético nuclear. A quantidade exata de cópias pode variar de acordo com cada tipo

celular, onde a maioria das células possuem no mínimo 1.000 cópias, mas também existe o

caso do ovócito maduro que possui mais de 100.000 cópias desse genoma.

O DNA mitocondrial (mtDNA) é composto por 37 genes, 13 polipeptídeos (atp6,

atp8, cob, cox 1–3, nad1–6, nad4L), dois RNA ribossômicos (rrnS, rrnL) e 22 RNAs

transportadores. Além disso, o mtDNA não possui íntrons e possui uma taxa de mutação em

torno de 10 vezes maior em comparação ao DNA nuclear, podendo trazer informações

relevantes sobre um organismo ou o histórico de uma população em uma janela temporal mais

curta que o nuclear (Nussbaum et al., 2016; Galtier et al., 2009). Todos esses fatos

combinados torna os mitogenomas exelentes marcadores moleculares, e explica o extenso uso

deles em inúmeros estudos nos últimos 40 anos.

Devido ao seu grande número de cópias, o amplificação e sequenciamento do mtDNA é

de fácil obtenção comparado com outros marcadores moleculares. Depois da sua descoberta

nos anos de 1960, no ano de 1988 a primeira mutação patogênica do mtDNA foi detectada

(Holt et al.,1988; Wallace et al., 1988). A partir disso, o potencial do genoma mitocondrial

começou a ser explorado onde até os dias atuais é utilizado como um marcador molecular

utilizado por uma abrangente variedade de estudos. A classe Insecta é um grupo que se

beneficiou e continua se beneficiando fortemente do ponto de vista sobre sua classificação,

onde temos estudos, por exemplo, que focam em estudar a ecologia e a biodiversidade dos

insetos a partir do genoma mitocondrial, além de estudos centrados em genética e dinâmica

das populações em uma passado distante e mais recente (Shao e Barker, 2006; Dong et al.,

2021). O número de estudos filogeneticos do grupo dos insetos utilizando mitogenomas

continua crescendo, e ao longo dos anos foram registradas resoluções de classificações

problemáticas e novos entendimentos através do uso desse tipo de dado (Ramírez-Ríos et al.,

2016; Song et al., 2019). O estudo de Cameron et al. (2006) utilizou mitogenomas para

explorar e resolver relações dentro da ordem Diptera, uma ordem diversa e com uma grande

quantidade de dados disponíveis, e obteve resultados robustos com boa resolução e suporte

utilizando estratégias de partições diferentes.

O estudo de Rodrigues et al (2017) concluiu que utilizar o gene mitocondrial COX 1 é

uma ferramenta confiável para realizar a distinção entre Trypanosoma cruzi e espécies do

mesmo gênero próximas a ela, além de identificar bem os principais genótipos do T. cruzi. De

uma forma geral, o uso de mtDNA é fortemente ligado à área da taxonomia e filogenética,

sendo usado para desvendar e/ou melhorar o estudo de grupos de animais diversos, tanto
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vertebrados, como invertebrados. Na classe dos Insetos existem exemplos onde estudos

evolutivos ao usarem genoma mitocondrial conseguiram corroborar o posicionamento de

táxons antigos já explorados através de outras fontes de dados, demonstrando a sua robustês

no posicionamento de espécies (Simon e Hadrys, 2013; Carapelli et al., 2006). Um exemplo é

o estudo de Plazzi et al (2011), onde ele e seus colaboradores sequenciaram quase que por

completo o genoma de duas espécies do gênero Bacillus da ordem Phasmatodea e realizaram

uma análise filogenética que obteve resultados que estão em harmonia com a literatura prévia

(Plazzi et al., 2011). Apesar do genoma mitocondrial ser na sua forma geral bem conservado

em termos de ordem gênica, já foi identificado em alguns grupos biológicos de vertebrados

casos de rearranjos gênicos (Montaña-Lozano et al., 2022). Essas modificações também

podem ser utilizadas para estudar as relações filogenéticas dos organismos apesar de serem

comparativamente mais raras que mutações de nucleotídeo único (Boore e Brown, 1998;

Boore, 1999).

Através da obtenção do genoma mitocondrial completo é possível realizar e testar

diferentes abordagens para uma inferência filogenética. É possível, por exemplo, retirar a

região não codificante (Fenn et al., 2008). Assim como também avaliar o potencial da região

controladora para seu uso em estudos evolutivos (Zhang e Hewitt, 1997). O genoma não

evolui de maneira igualitária, é um processo heterogêneo onde vamos ter diferentes taxas

evolutivas, frequência de bases e padrões de substituição para cada gene (Bradley et al., 2005;

Lanfear et al., 2014 ). Diante dessa problemática, uma abordagem muito comum é realizar

partições, ou dos genes, ou das proteínas traduzidas, e assim analisar de forma separada tendo

um modelo de substituição mais adequado aplicado para cada partição (Lanfear et al., 2014;

Kainer e Lanfear, 2015). A escolha do modelo molecular deve ser feita com cuidado e atenção

pois pode afetar a acurácia da filogenia e afetar as estimativas da datação (Lanfear et al., 2012

Bradley et al., 2005). Os estudos de Brandley et al (2005), Leavitt et al (2013) e Rota e

Wahlberg (2012) mostraram que realizar a partição dos dados é um ponto positivo e que

melhora a qualidade dos resultados na filogenia. Como dito, as partições também podem ser

feitas com as proteínas, já que existe a possibilidade trabalhar não com os nucleotídeos, mas

sim com base nos aminoácidos daquele genoma. Isso se dá devido a característica principal do

código genético e sua degeneração. As mutações silenciosas que ocorrem alterando

normalmente o terceiro códon dificilmente vão resultar em uma drástica mudança naquela

proteína, fazendo com que as proteínas sejam mais conservadas que as sequências no DNA

(Foster e Hickey, 1999; Wernersson e Pedersen, 2003). Devido a isso, usar proteínas para a

reconstrução filogenética é dita como mais confiável e uma boa escolha quando se quer
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estudar relações de nós mais internos e antigos da árvore sendo estudada (Simion et al., 2017;

Philippe et al., 2019; Williams et al., 2020).

O começo das tentativas de se reconstruir a história evolutiva e entender as relações de

parentesco entre as espécies da família Culicidae se deu início com o estudo de Ross em 1951,

que utilizou como base dados morfológicos e comparações baseadas nos comportamentos dos

animais com o meio (Ross 1951, p.128, apud Harbach, 2007, p.591). A partir dessa filogenia

se originou a primeira divisão do que se era aceito como três subfamílias; Culicinae,

Anophelinae e Toxorhynchitinae. Onde até hoje se é aceito que a linhagem basal é a

subfamília Anophelinae (Foster e Walker, 2019). Contudo, a classificação da subfamília

Toxorhynchitinae foi desafiada e contrariada por diversos estudos até ser completamente

desfeita, transformando esse táxon em uma tribo, Toxorhynchitini, que compõem o gênero

Toxorhynchites (Belkin, 1962; Harbach e Kitching, 1998; Mitchell et al., 2002). Quase 50

anos depois, o estudo de Harbach (1998) onde quase nenhuma hipótese de Ross foi suportada,

combinou caracteres morfológicos tradicionais já estabelecidos na literatura conhecida e

investigou novos caracteres para serem adicionadas na montagem das matrizes. Contudo, é

importante lembrar que as metodologias utilizadas por ambos estudos tiveram muitos anos de

diferença e isso teve um forte impacto em seus resultados (Harbach e Kitching, 1998).

Besansky em 1997 realizou uma reconstrução filogenética utilizando outra fonte de dado,

tendo como base um fragmento do gene White de 13 espécies de culicídeos (Besansky e

Fahey, 1997). Ademais, utilizando a informação genética da subunidade ribossomal pequena

(18S rDNA) Shepard et al (2006) utilizou 39 espécies e obteve sucesso em reconstruir bem as

relações de espécie e gênero, contudo, não obteve êxito em nós mais profundos da filogenia

(Shepard et al., 2006). Por ser uma família numerosa, com uma grande diversidade

morfológica, possuir alguns complexos de espécies e ser amplamente distribuído no Velho

Mundo e no Novo Mundo, muitas vezes a classificação e entendimento de parentesco de

algumas tribos e gêneros pode ser complexa de se resolver na família Culicidae e diversas

metodologias podem ser aplicadas na tentativa de solucionar (Reidenbach et al., 2009). Uma

vez que diferentes espécies ou até gêneros podem compartilhar traços morfológicos

semelhantes, é importante utilizar abordagens moleculares para obter dados menos enviesados

e poder assim chegar a definições filogenéticas mais claras (Judd, 1996). Contudo, não se

deve ignorar a utilidade e importância dos estudos morfológicos e seu papel na taxonômia,

filogenética e estudos sobre adaptações (Zou e Zhang, 2016).

Apesar dos culicídeos comporem um grupo biológico de grande relevância e estudado

há muitos anos, ainda é possível pontuar descobertas filogenéticas recentes e a necessidade de
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investigar mais profundamente certos táxons e suas relações filogenéticas. Pesquisas recentes

já mostraram, por exemplo, que a espécie Anopheles christyi está proximamente relacionada

com o complexo An. gambie (s.l) que compõe três espécies que são reconhecidas como

vetores da Malária (An. gambiae s.s., An. coluzzii e An. arabiensis) e que isso é fator

importante a se levar em consideração em estudos de surgimento de novos vetores (Peng et

al., 2016; Loughlin, 2020; Ghassemi-Khademi et al., 2021). Ademais, existem espécies que

mostraram capacidade vetorial para certos patógenos em condições de laboratório, mas apesar

disso não se têm muitos dados moleculares e filogenéticos dessas espécies, como: Culex

erythrothorax, Aedes angustivittatus e Cx. taeniopus (Galindo, 1969; Pecor et al., 2000;

Esterly et al., 2020). Donald et al. (2020) comenta em seu estudo como o gênero

Toxorhynchites pode ser útil no campo do controle biológico, visto que é uma das poucas

exceções da família Culicidae onde a fêmea não se alimenta de sangue e quando no seu estado

larval preda outras larvas da família, como larvas de Aedes, gênero conhecido pelas suas

espécies vetoras. Contudo, devido a complicações nas identificações morfológicas por conta

da grande similaridade entre as espécies juntamente com lacunas sobre sua taxonomia o

mesmo táxon é descrito mais de uma vez com nomes diferentes, dessa forma, dificultando a

identificação de forma precisa, consequentemente, a utilização desse grupo para controle

biológico (Donald et al., 2020). A importância das reconstruções filogenéticas está baseada na

possibilidade de organizar o conhecimento sobre a biodiversidade do planeta de forma

estruturada baseada na classificação taxonômica que existe atualmente, e através disso

promover melhor entendimento do caráter evolutivo dos grupos biológicos e suas adaptações

às condições atuais e futuras.

A sistemática é o campo da biologia que se dedica a estudar a biodiversidade do planeta e

suas relações. Dentro da sistemática existem alguns conceitos importantes para compreender a

organização dos grupos biológicos, o primeiro deles é o conceito de monofilia, que se diz

respeito a um grupo dito natural, onde todos os descendentes provém de um único ancestral.

Se um grupo não possui todas as espécies descendentes de um único ancestral, esse grupo é

chamado de parafilético. E por último, um grupo polifilético corresponde a um grupo formado

por espécies que descendem de mais de um ancestral (Brusca et al., 2016). Para realizar a

reconstrução das relações de um grupo de espécies é possível utilizar diferentes tipos de

dados. No início da cladística e sistemática as filogenias eram feitas baseadas apenas no que

podia ser visto e distinto de um organismo e outro, basicamente, se utilizava características

morfológicas para dividir e caracterizar grupos. Nos dias atuais uma gama de dados podem

ser utilizados com a finalidade de gerar uma árvore, esses dados podem ser combinados ou
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usados individualmente, os tipos mais comuns são: DNA nuclear, proteínas, moléculas de

RNA, enzimas, dados fósseis, mitogenomas, além dos próprios caracteres morfologicos

(Pélandakis e Solignac, 1993; Tsang et al., 2008; Reidenbach et al .,2009; Quental e Marshall,

2010; Motta et al., 2012). Além das muitas fontes de informação, existem alguns métodos de

reconstrução filogenética que podem ser escolhidos para verificar como seus dados vão se

comportar e quais resultados vão apresentar. Os principais métodos de reconstrução são:

Neighbor Joining, Máxima Parcimônia, Máxima Verossimmilhança e Método Bayesiano.

Dessa forma, as filogenias podem não somente ajudar na classificação dos organismos, mas

também para outras finalidades, como identificar origem de patógenos já conhecidos ou de

novos patógenos, e possíveis novas ondas e cepas associadas à transmissão. No campo da

biologia da conservação, as filogenias podem ser muito ricas para oferecer informações que

devem ser levadas em consideração na tomada de decisão dentro de um plano de conservação,

e evitar novas extinções ou decaimento de populações (Wiley, 2010; Baum, 2008).

Assim, este estudo busca reconstruir da árvore filogenética da família Culicidae

baseado em genomas mitocondriais de 122 espécies aplicando diferentes abordagens de

análise dos dados com a finalidade de tentar promover maior entendimento sobre a história

evolutiva dos mosquitos através da datação dos eventos de especiação e relações de

proximidade filogenética entre os taxa estudados que compõem essa família.

3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 COLETA DE MOSQUITOS E ANÁLISES MOLECULARES:

Os mosquitos foram coletados em dois locais com áreas remanescente de Mata Atlântica,

o parque Estadual Dois Irmãos localizado em Recife (8◦00′43.3′′S 34◦56′40.7′′W), e no

Jardim Botanico do Recife (8°04'33.0"S, 34°57'35.9"W) usando redes entomológicas. Os

mosquitos coletados foram transportados ainda vivos para o Departamento de Entomologia -

FIOCRUZ-PE e armazenados a -80ºC até a realização da identificação morfológica através de

chaves dicotômicas de identificação disponíveis na literatura sobre Culicidae (Forattini,

2002). Após a identificação morfológica os espécimes foram separados em pools e

processados para extração de DNA usando o Kit MasterPure™ Complete DNA and RNA

https://www.zotero.org/google-docs/?NkleZg
https://www.zotero.org/google-docs/?NkleZg
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Purification (LGC Biosearch technologies) para Ma. wilsoni (pool com 14 indivíduos) e Cq.

hermanoi (pool com 22 indivíduos). Para Li. durhamii (pool com 15 indivíduos) o RNA total

foi extraído seguindo o protocolo de Trizol (Invitrogen, USA) e tratado com o protocolo

TURBO™ DNase (2u/µl - Ambion) seguindo as instruções do fabricante. A quantificação do

RNA e sua verificação de qualidade foi realizada pelo Qubit RNA HS kit e Bioanalyzer,

respectivamente O DNA foi sequenciado utilizando o kit Illumina DNA Prep (Illumina CA)

utilizando o Novaseq SP reagent kit 300 ciclos, com capacidade para 1.3 bilhões de reads. A

biblioteca do RNA foi preparada usando TruSeq Stranded Total RNA library kit (Illumina,

USA) e foi sequenciado na plataforma NextSeq 500 da Illumina usando a abordagem de

paired-end de 75 pb. O RNA neste caso foi utilizado tendo em vista que é possível recuperar

mtDNA a partir dele e este já havia sido extraído para ser objeto de estudo um outro trabalho

do grupo de pesquisa.

3.2 MONTAGEM E ANOTAÇÃO:

As leituras brutas foram analisadas na ferramenta Trimmomatic v0.36 para remover

leituras de baixa qualidade usando os seguintes parâmetros: LEADING:3 TRAILING:3

SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:36. Após a trimagem, os reads foram usados para realizar

a montagem do mitogenoma no MITObim 1.6 (Hahn et al., 2013) utilizando genomas

referência de espécies do mesmo gênero ou tribo. Para a anotação gênica o webserver

MITOS2 (http://mitos2.bioinf.uni-leipzig.de/index.py) foi usado. Para obter as sequências

concatenadas foi utilizado o programa MEGA-X (Kumar et al., 2008).

3.3 DATASET:

Com o intuito de incluir espécies sem mitogenoma disponível, nós realizamos uma

mineração de dados no banco de dados SRA do The National Center for Biotechnology

Information (NCBI) e recuperamos dados brutos de estudos que não possuíam o interesse de

investigar esses genomas. Os dados brutos foram então processados, montados e anotados

como descrito acima. Além disso, também fizemos uma busca no NCBI por novos

mitogenomas disponibilizados por publicações recentes e o Genbank Feature Extractor

https://www.zotero.org/google-docs/?YZ54vO
http://mitos2.bioinf.uni-leipzig.de/index.py
https://www.zotero.org/google-docs/?fXuDnZ
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(https://www.bioinformatics.org/sms2/genbank_feat.html) foi usado para extrair as sequências

dos genes e proteínas a partir dos arquivos Genbank de cada um (Quadro 1). Os demais

genomas foram coletados a partir da publicação de Silva et al (2020) e foram incluídos nas

nossas análises.

3.4 ANÁLISES EVOLUTIVAS:

O alinhamento do dataset disponibilizado por Silva et al (2020) foi recuperado e então

incluímos os mitogenomas montados e resgatados neste estudo. Todos os alinhamentos foram

realizados no servidor da web MAFT usando “mafft-add output keeplength” (Katoh et al.,

2019). Para visualização, separação dos genes e tradução para amino ácidos foi usado o

programa Aliview (Larsson, 2014). Nós realizamos então análises bayesianas em quatro

alinhamentos: (1) mitogenomas completos, (2) PCGs (Protein Coding Gene) particionada, (3)

PCGs concatenadas e (4) proteínas concatenadas. Os arquivos BEAST XML foram

construídos no BEAUTi 1.8.4 e analisados usando BEAST 1.8.4 baseado no método Monte

Carlo Cadeia Bayesiana de Markov (MCMC) (Drummond et al., 2012) assim como foi feito

por Silva et al (2020). A análise do BEAST foi feita em duas corridas independentes de 500

milhões de gerações com amostragem a cada 10,000 árvores. Para analisar a amostragem

balanceada das árvores e parâmetros, o de Effective Sample Size (ESS) foi avaliado no Tracer

1.7.1 (Rambaut et al., 2018). As árvores foram combinadas com LogCombiner e um burn-in

de 25% foi aplicado e posteriormente as árvores foram anotadas no TreeAnnotator. Os

melhores modelos evolutivos foram selecionados pelo Modelfinder do IQ-TREE 2.0

(Kalyaanamoorthy et al., 2017) (Suplementar 2).

Quadro 1: Genomas coletados no NCBI

Espécie Gênero Subgênero Tribo Código

Pares

de base

Ae. alternans Aedes Mucidus Aedini MN389472.1 16,128

Ae. flavopictus Aedes Stegomyia Aedini NC_050044.1 16,060

https://www.bioinformatics.org/sms2/genbank_feat.html
https://www.zotero.org/google-docs/?VnNAJJ
https://www.zotero.org/google-docs/?VnNAJJ
https://www.zotero.org/google-docs/?iqnPkx
https://www.zotero.org/google-docs/?MkU5SL
https://www.zotero.org/google-docs/?gEh8oV
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Ae. rubrithorax Aedes Finlaya Aedini MN389466.1 15,808

Ae. vittiger Aedes Ochlerotatus Aedini MN389473.1 16,027

Ae. fulvus Aedes Ochlerotatus Aedini MK575476.1 15,428

Ae. nigrithorax Aedes Ochlerotatus Aedini MN389467.1 15,943

Cx. sities Culex Culex Culicini MN389463.1 15,585

Cx. chidesteri Culex Culex Culicini NC_037826.1 16,052

Cx. cylindricus Culex

Lophoceraom

yia Culicini MN389457.1 15,565

Cx. fergunsoni Culex Neoculex Culicini MN389458.1 15,653

Tp. tasmaniensis Tripteroides

Polylepidomy

ia Aedini MN389468.1 16,403

Ru. reversa Runchomyia Sabethini MK575487.1 15,302

Ae. koreicus Aedes

Hulecoeteomy

ia Aedini NC_046946.1 15,840

Ae. busckii Aedes Howardina Aedini MN626443.1 16,542

Cx. orbostiensis Culex

Lophoceraom

yia Culicini NC_054317.1 15,588

Cx. annulirostris Culex Culex Culicini NC_054323.1 15,572

Cs. inconspicua Culiseta Culisetini NC_054327.1 15,888

Tx. speciosus

Toxorhynchit

es

Toxorhynchiti

ni NC_054324.1 16,109

Ar. subalbatus Armigeres Armigeres Aedini KY978578.1 14,663

Ps. saeva Psorophora Aedini MK575486.1 15,049

Ps. ferox Psorophora Janthinsoma Aedini MK575485.1 15,345

Lt. halifaxii Lutzia Culicini MH316119.1 15,744

Lt. fuscanus Lutzia Culicini MH316118.1 15,803

Sa. undosus Sabethes Peytonulus Sabethini MK575488.1 15,334
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Ma. uniformis Mansonia Mansonioides Mansoniini NC_047479.1 15,603

Ma. amazonensis Mansonia Mansonia Mansoniini NC_044657.1 15,357

Wy. confusa Wyeomyia Prosopolepzs Sabethini MK575492.1 15,426

Tr. pallidiventer

Trichoprosop

on Sabethini MK575490.1 16,037

Li. flavisetosus Limatus Sabethini MK575482.1 15,663

Ur. geometrica Uranotaenia Uranotaenia Uranotaeniini NC_044662.1 15,593

Toxorhynchites. spp

Toxorhynchit

es

Toxorhynchiti

ni MK575489.1 15,320

Hg. albomaculatus Haemagogus Haemagogus Aedini MN531846.1 15,097

Hg. leucocelaenus Haemagogus Conopostegus Aedini MN531847.1 15,056

Hg. spegazzinii Haemagogus Haemagogus Aedini MN531848.1 15,081

Hg. tropicalis Haemagogus Haemagogus Aedini MN531849.1 14,917

4. RESULTADOS

4.1 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTAÇÃO:

Neste estudo nós caracterizamos sete novos mitogenomas, três completos (Ma.

wilsoni, Cq. hermanoi, and Cx. taeniopius), e quatro rascunhos (Ae. angustivittatus, Cx.

erythrothorax, Li. durhamii, Wy. smithii) com tamanhos variando de 14,736 pb (Ae.

angustivittatus) até 16,340 pb (Wy. smithii) (Quadro 2). Ma. wilsoni, Cq. hermanoi e

Li.durhamii foram genomas coletados e sequenciados pelo nosso grupo, onde os 37 genes

esperados foram recuperados nas duas primeiras e 20 para a espécie Li. durhamii.

Sobre o tamanho do genoma, nós tivemos 16,097 pb para Ma. wilsoni e 17,598 pb

para Cq. hermanoi. A montagem de Cx. taeniopius proveniente dos dados disponíveis no

NCBI alcançou 97,77% de cobertura e todos os 37 genes foram anotados. Nós também
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montamos e anotamos os genomas rascunhos de Ae. angustivittatus, Cx. erythrothorax, Li.

durhamii, e Wy. smithii.

Foi possível obter a partir da montagem do mitogenoma de Cx. erythrothorax e Li.

durhamii 20 PCGs no total além de dois RNAs ribossomais. Com uma cobertura de 41,95%

Ae. angustivittatus foi possível anotar apenas 14 genes no total, nove PCGs, três RNAt e dois

RNAr. Além disso, Wy. smithii foi o rascunho com o maior número de genes 13 PCGs, dois

RNAr, e dois RNAt. Além de ter realizado montagens próprias utilizando dados das coletas de

dados brutos do RA, coletamos 35 novos mitogenomas montados (tabela) de 17 gêneros

diferentes incluindo Runchomyia, Culiseta, e Haemagogus.

Figura 1: Mapa genômico comparativo dos genomas sequenciados e montados
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4.2 ANÁLISES EVOLUTIVAS:

Avaliamos a história evolutiva da família Culicidae aplicando diferentes abordagens: o

genoma completo, nucleotídeo particionado, nucleotídeo concatenado e proteína concatenada.

Um total de 122 espécies diferentes de 15 gêneros de culicídeos foram incluídas nas nossas

análises.

Em geral, a reconstrução filogenética recuperou as duas grandes subfamílias Culicinae

e Anophelinae com bom suporte (Suplementar 3). Iremos focar nos posicionamentos

resultantes para a subfamília Culicinae, em especial as espécies que foram montadas pelo

nosso grupo, utilizando a topologia resultante dos nucleotídeos particionadas como referência

principal. Para essa subfamília tivemos espécies que compreendem 8 tribos das 11 que

existem atualmente na classificação. Na tribo Culicini o posicionamento do táxon Cx.

erythrothorax (Fig 1A) teve um bom suporte apesar da sua montagem não ter sido completa.

O mesmo ocorreu para Cx. taeniopius (Fig 1D), mas que diferentemente do anterior

apresentou o mesmo posicionamento em todas as topologias sendo alocado com a espécie

basal da tribo, exceto na análise de proteínas concatenadas (Suplementar 6). Em nossas

análises, o posicionamento do gênero Lutzia no clado das espécies de Culex apresentou um

alto suporte. As análises sugerem que esse gênero se separou das demais espécies de Culex no

período em 57.82 MIA (Fig 1C e 1B). As duas espécies de Lutzia foram alocadas juntas

formando um subclado e mais interno entre o gênero Culex, e isso foi observado independente

do tipo de análise feita. A radiação do ancestral comum das tribos Culicini e Culisetini

ocorreu com uma estimativa temporal de 122.3 MIA (Fig 1E). Sobre a tribo Aedini, a espécie

Ar. subalbatus foi a única desse gênero e apresentou um bom suporte de nós e demonstrou

um posicionamento de grupo irmão em relação ao gênero Aedes (Fig 1F) (Suplementar 6).

Contudo, na análise de genoma completo e de nucleotídeo concatenado esse táxon foi alocado

fora da sua tribo sendo colocado como a espécie mais basal da subfamília Culicinae

(Suplementar 4 e 5). O posicionamento de Li. durhamii agrupou esta espécie juntamente com

Li. flavisetosus, onde um alto valor de suporte foi observado em todas as topologias, mudando

apenas o grupo irmão nas diferentes abordagens (Fig 1G). O gênero Wyeomyia demonstrou

certas incongruências no seu posicionamento nas árvores obtidas das diferentes abordagens,

tendo o mesmo posicionamento na análise de genoma completo e nucleotídeo concatenado,

mas que em comparação às outras análises divergiram bastante. Na topologia de nucleotídeo

particionada é possível perceber que as duas espécies do gênero Wyeomyia foram alocadas
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separadamente como dois clados independentes e grupo irmãos, mas esse gênero se mostrou

ancestral às demais espécies da tribo. Sendo Wy. smithii o mais ancestral com a separação

mais antiga da tribo com 107.13 MIA (Fig 1H e 1I). A espécie Runchomyia reversa foi

posicionada em um clado juntamente com Tr. pallidiventer e tendo Tr. digitatum como espécie

mais basal tendo sua especiação em 103.5 MIA. Essas três espécies formaram um clado

separado dentro da tribo Sabethini, mas a separação de Runchomyia foi a mais recente com

datação em 87.44 MIA (Fig 1K e 1J). O gênero Sabethes mostrou um perfil monofilético nas

análises de nucleotídeo particionada e proteína concatenada, contudo, na análise de genoma e

nucleotídeo concatenado podemos perceber um clado formado por Sa. undosus e Wy. confusa

que pertencem ao mesmo grupo dentro da tribo Sabethini, o grupo do Novo Mundo (Figura 1)

(Suplementar 4-6). Segundo nossa topologia a separação das tribos Sabethini e

Toxorhynchitiini ocorreu em torno do Meio Jurássico (153.21 MIA) com um bom suporte

(Fig 1L). Ainda observando nós mais antigos foi possível verificar a separação do ancestral

comum mais antigo entre as tribos com uma datação de 172.07 MIA e com um ótimo suporte

(Fig 1M). Na tribo Toxorhynchitiini, tivemos três amostras que formaram dois clados irmãos,

um clado formado por Tx. amboinensis e Tx. speciosus, e outro apenas com uma espécie não

identificada do gênero, sendo essa última a mais ancestral, além de ter formado um clado

basal em relação às espécies de Sabethini (Fig 1O e 1N). As espécies Cq. hermanoi e Cq.

venezuelensis foram posicionadas juntas em quase todas as análises com valor de suporte alto

(0,97 e 1) (Fig 1P) (Suplementar 4-6). Diferentemente, na análise de proteína concatenada,

Cq. hermanoi foi alocada com Cq. juxtamansonia com alto suporte (Suplementar 6). No que

se trata do táxon Mansonia, a Ma. wilsoni foi alocada junto com Ma. humeralis com alto

suporte em todas topologias, enquanto as outras espécies deste táxon foram posicionadas

como grupo irmão deste primeiro clado (Fig 1Q). As tribos Uranotaeniini e Aedeomyiini

foram as tribos agrupadas em um posicionamento basal em relação às outras, suportado por

altos valores de probabilidade posterior (Fig 1S). A tribo Aedeomyiini foi alocada como a

mais basal da subfamília Culicinae tendo seu ancestral comum mais recente com a tribo

Uranotaeniini em torno de 157 MIA no período Jurássico (Fig 1R).

Observando a escala do tempo na filogenia dos culicídeos vemos que a separação do

ancestral comum da Drosophila e da família Culicidae ocorreu em torno de 274 MIA no

período Permiano, especificamente no Cisuraliano (Suplementar 3). Quando entramos para o

nó mais antigo dentro da família, onde ocorreu a divisão das duas subfamílias atuais, temos

uma radiação de 190 MIA de forma aproximada no início do Jurássico (Suplementar 3). No

final do Jurássico indo para a nova era, Cretáceo, podemos ver que ocorreu o surgimento do
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ancestral comum entre Culex e Aedes em torno de 134 MIA (Fig 1V). Na tribo Aedini o

gênero Psorophora apresentou um posicionamento basal em relação às espécies de Aedes

tendo se especiado dentro da tribo em torno de 115 MIA ( Fig 1U). O ancestral do gênero

Mansonia ficou datado em 150 MIA tendo Ma. uniformis como espécie mais basal da tribo, e

dentro desse táxon a espécie Ma. wilsoni alocada com Ma. humeralis datou uma radiação de 5

MIA sendo um especiação relativamente recente, ocorrendo no Neógeno (Fig 1T e 1Q).

Durante o período do Cretáceo inferior em torno de 122 MIA ocorreu a separação da tribo

Culisetini e Culicini (Fig 1E).

Quadro 2: Genomas montados

Espécies

Total de
reads
(Mi)

Montagem
MITObim

(pb)
Montagem
final (pb)

Cobertura
em relação
a montagem

(%)
Reads

mapeadas
Total de
genes PCG rRNA tRNA

Ae.
angustivittat

us 2,1 14,736 6,182 41,95% 24,328 14 9 2 3

Cx.
erythrothora

x 2,5 15,358 3,513 22,87% 38 20 8 2 10

Cx.
taeniopius 69,6 15,185 14,855 97,83% 185,426 37 13 2 22

Cq.
hermanoi 400 17,598 17,598 100,00% 4,614,718 37 13 2 22

Li. durhamii 102,8 14,752 10,827 73,39% 208,391 20 9 2 9

Ma. wilsoni 400 16,097 16,097 100,00% 120,806 37 13 2 22

Wy. smithii 47,8 16,340 16,073 98,37% 5,036,188 32 13 2 17
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Figura 2: Árvore evolutiva da subfamília Culicinae baseada em nucleotídeos particionados

com datação. Números acima das barras representam a probabilidade posterior para o nó.

Números abaixo das barras representam a datação estimada para o nó. A barras azuis

representam o HPD95%
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5. DISCUSSÃO

Dessa forma, através desse trabalho foi possível montar o genoma de sete espécies de

mosquitos pertencentes à família Culicidae, onde três foram completos e quatro rascunhos.

Todas essas espécies obtiveram um bom valor de suporte no seu posicionamento nas

filogenias geradas. Dentro de um total de 122 espécies conseguimos reunir oito tribos da

família Culicinae e trazer novas informações sobre seus posicionamentos e relações através de

quatro diferentes análises evolutivas com base em diferentes tipos de dados e partições.

As informações retiradas a partir de genomas mitocondriais podem ser limitadas,

contudo, quando utilizada a metodologia correta conseguimos atingir resultados satisfatórios,

como é o caso do posicionamento de espécies utilizando estes marcadores. Desde que se foi

descoberto a possibilidade de se utilizar esse genoma secundário como fonte de informação

para reconstruções filogenéticas, diversos grupos biológicos vêm sendo estudado utilizando

marcadores mitocondriais (Carapelli et al 2006; Zhang et al., 2009; Wan et al., 2012; Simon e

Hadrys, 2013 ). Mitogenomas podem ser usados em diferentes formas, trazendo diferentes

resultados a depender da abordagem usada, já que aminoácidos e nucleotídeos possuem um

relógio evolutivo diferenciado (Yang et al., 2018). Devido a isso, decidimos produzir quatro

análises e comparar as tologias para verificar como cada árvore iria contar a história evolutiva

da família Culicidae usando os mesmos genomas mitocondriais, porém de formas diferentes.

A família Culicidae consiste em um grupo monofilético que possui um extenso

histórico de classificação baseada em caracteres morfológicos, principalmente por possuir 4

estágios no seu ciclo de vida, ovo, larva, pupa e adulto, apresentando um grande número de

traços usados no momento de classificar esses táxons (Consoli e Lourenço, 1994). Contudo,

muitos pontos dessa classificação apresentavam problemas e ainda se mostravam ambíguos a

depender de cada estudo, um dos motivos para isso sendo a quantidade de homoplasia nos

caracteres morfológicos usados para a reconstrução filogenética das espécies (Lorenz et al.,

2021). O advento de dados moleculares como uma solução para essas relações problemáticas

e não resolvidas trouxe um melhor esclarecimento para alguns pontos dentro dessa família,

como a extinção da subfamilia Toxorhynchitinae sendo transformada em tribo. Porém, para

outros gêneros diversos ainda existe posicionamentos conflitantes como nos generos Aedes,

Armigeres, Coquillettidia, Culex, Mansonia, Psorophora, Tripteroides, Toxorhynchites,

Uranotaenia e Wyeomyia (Harbach, 2007).
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Aqui nesse estudo um total de 122 genomas foram usados para reconstruir a árvore

filogenética da família Culicidae, onde os genomas puderam ser incluídos, representando

genomas completos ou rascunhos, com a finalidade de abranger uma quantidade mais

abrangente de representatividade táxons deste grupo. Com isso, a monofilia das duas

subfamílias foi recuperada, tal como dos gêneros Anopheles, Sabethes, Mansonia,

Coquillettidia e Psorophora. Porém, observando as outras topologias é possível notar

incongruências nas monofilias, como ocorreu para Sabethes, que na análise de genoma

completo e nucleotídeo concatenada teve seus táxons separados pelas outras espécies da tribo

Sabethini, onde Sa. undosus foi alocado com Wy. confusa (Suplementar 4 e 5). A tribo

Sabethini pode ser divida no grupo do Novo Mundo (Isostomyia, Limatus, Onirion, Sabethes,

Runchomyia, Trichoprosopon e Wyeomyia) e no grupo do Velho Mundo (Malaya, Topomyia,

Maorigoeldia e Tripteroides), de acordo com Harbach (2007), Judd (1996) e Reidenbach et al

(2009) os gêneros que compõem o Novo Mundo formam um clado monofilético,

principalmente mostrando uma forte relação entre Limatus, Sabethes e Wyeomyia, o que foi

confirmado neste presente estudo. Ainda sobre esse grupo, o gênero Wyeomyia é tido como

não monofilético (Judd 1996; Motta et al., 2007), o que pode também ser observado nas

nossas topologias, onde na árvore de nucleotídeo particionada as duas espécies ficaram

separadas em clados diferentes, e nas outras topologias Wy. confusa chegou até ser alocado

com uma espécie de Sabethes. O táxon Limatus nesse estudo foi representado por duas

espécies (Li. durhamii e Li. flavisetosus) e na árvore de nucleotídeo particionada foram

alocadas juntas tendo o grupo Sabethes e Wyeomyia como grupos irmãos de forma similar ao

estudo de Motta et al (2007). Contudo, no estudo de Judd (1996) temos um posicionamento

onde o gênero Limatus está integrado dentro do gênero Wyeomyia, o que foi visto no presente

estudo nas demais topologias que geramos, onde as duas espécies desse gênero foram

separadas pelas espécies de Limatus.

A tribo Culicini é estabelecida como monofilética na literatura e isso pode ser visto em

alguns estudos como Harbach (1998, 2012), e esse perfil também foi visualizado nas nossas

árvores. Contudo, em relação às espécies basais desse grupo tivemos Cx. amazonensis e Cx.

taeniopius como clado ancestral independente do tipo de análise. Enquanto Silva et al (2020)

e Harbach (2012), estudo baseado em mitogenomas e outro baseado em caracteres

morfológicos respectivamente, mostraram Cx. amazonensis e Cx. hortensis ocupando esse

posicionamento. No entanto, estes estudos não incluíram na amostragem a espécie Cx.

taeniopius em suas análises. Uma problemática muito grande da taxonomia da família

Culicidae se encontra dentro dessa tribo, o complexo pipiens é complexo e vem sendo
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estudado a muitos anos na busca de entender melhor sua real classificação e relação

filogenética (Aardema et al., 2021). Em nossa topologia esse complexo foi alocado em duas

partes, onde as espécies endêmicas da Austrália Cx. australicus e Cx. globocoxitus formaram

um clado mais recente com especiação de aproximadamente 1.66 MIA, enquanto a

subespécies Cx pipiens pallens, as espécies que apresentam diferenças no seu comportamento

ecológico, Cx. pipiens f. pipiens e Cx. pipiens f. molestus, formaram um clado único, tendo

como grupo irmão Cx. quiquesfasciatus, que também faz parte do complexo pipiens.

Estranhamente entre esses dois clados a espécie Cx. torrentium foi alocada pois ela não

pertence a esse complexo, contudo, suas características morfologicas são bastante

semelhantes aos dos táxons desse complexo citado acima. Além da semelhança na

morfologia, essa espécie já mostrou um perfil de potencial vetor de WNV na Europa junto

com Cx. pipiens f. pipiens e Cx. pipiens f. molestus (Jansen et al., 2019).

A classificação do táxon Lutzia tem um histórico complexo, em 1932 era considerado

um subgênero, porém foi elevado para a classificação de gênero por Tanaka (2003). Os

estudos de Sun et al (2019) e de Harbach (2012) focaram na tribo Culicini e mostraram

topologias onde Lutzia foi visto como grupo independente e irmão do gênero Culex. Todavia,

neste estudo usamos um grande número de amostras da espécie Culex e em todas as quatro

formas de análise Lutzia foi alocado dentre o gênero Culex assim como mostrado nas

topologias de Vesgueiro et al (2011) e Demari-Silva et al (2011) e Demari-Silva (2011). Em

ambos estudos os pesquisadores apontam que baseado nos seus resultados a classificação de

gênero de Lutzia não foi suportada e sugerem uma possível revisão para subgênero, assim

como o presente estudo.

O gênero Armigeres foi alocado como espécie ancestral ao gênero Aedes na topologia

de nucleotídeo particionada, assim como observado por Ross (1951, p.128, apud Harbach,

2007, p.591). Contudo o posicionamento de Armigeres nas diversas árvores sofreu

incongruências, sendo inclusive posicionado fora de sua tribo na análise de genoma completo

e nucleotídeo concatenado. Apesar disso, o posicionamento da árvore de proteínas mostra

Armigeres entre o gênero Aedes similar a outros estudos como Reinert et al (2004) e Isoe

(2000). O subgênero Stegomyia (Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae falopictus, Ae. riversi, e Ae.

polynesiensis) mostrou um caráter monofilético nos nossos resultados independente do tipo de

análise em congruência como ocorreu em Silva et al (2020) e Reinert (2009). Enquanto isso, o

subgênero Ochlerotatus (Ae. fluviatilis, Ae. angustivittatus, Ae. taeniorhynchus, Ae. vittiger,

Ae. fulvus, Ae. nigrithorax, Ae. scapularis, Ae. vigilax, Ae. detritus e Ae. camptorhynchus)

onde o genoma montado por nós Ae. angustivattus se encontra, mostrou seu perfil parafilético
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assim como Silva et al (2020). O gênero Haemagogus formou um grupo monofilético dentro

do gênero Aedes fazendo este ter um perfil parafilético que já foi apontado anteriormente por

outros estudos (Ross 1951; Reinert., 2004; Lorenz et al., 2021). Assim como Silva et al

(2020), Reidenbach et al (2009) e Lorenz et al (2021), o táxon Psorophora foi alocado como

basal da tribo como resultado em todas nossas quatro árvores.

Em relação ao gênero Mansonia, tivemos o táxon como grupo irmão do táxon

Coquillettidia. independente da árvore gerada, mostrando o perfil monofilético da tribo

Mansonia já visto em outros estudos (Lorenz et al 2021; Nascimento et al., 2021). No estudo

de Silva et al (2020) a tribo Mansoniini foi alocada com tribo irmã de Aedini e Sabethini, o

que divergiu do presente estudo onde Mansoniini foi tribo irmã da tribo Toxorhynchitiini e

Uranotaeniini, assim como inferências realizadas nos estudos de Nascimento et al (2021)

As estimativas temporais de datações podem sofrer mudanças a depender da

quantidade de dados e da taxa evolutiva dos marcadores utilizados para a construção daquela

árvore e que tipo de reconstrução foi escolhida. Na nossa árvore a separação do nosso grupo

externo escolhido, Drosophila, e a família Culicidae foi de 274 MIA, e seguindo dentro do

nosso intervalo de confiança a topologia gerada por Hao et al (2017) obteve a estimativa de

259.5 MIA e no estudo de Silva et al (2020) foi de 273 MIA. A separação das duas

subfamílias de acordo com nosso estudo ocorreu no Jurássico em torno de 190 MIA, de forma

igual, Moreno et al (2010) também obteve a mesma estimativa para a separação das

sufamilias no seu estudo com base em genomas mitocondriais. Um estudo que associa o

aumento de CO2 à especiação dos mosquitos de Tang et al (2018) estimou 195 MIA para

ancestral das duas subfamílias, também sendo uma estimativa dentro do nosso intervalo.

Porém, no estudo de Zhou et al (2014) a estimativa foi de 122 MIA, valor que além de

divergente das nossas estimativas, também não está presente no nosso intervalo de confiança.

O tipo de dado utilizado neste estudo foi diferente do presente, sendo usado genomas

nucleares para a reconstrução juntamente com um número baixo de espécies da família

Culicidae, fatores que influenciam fortemente nos valores estimados. Além disso, o estudo de

Krzywinski et al (2006) realizou análises com diferentes partições, onde a estimativa com

base nos genes de proteinas apresentou uma faixa de estimativa de 145-200 MIA fazendo

sobreposição com nossos resultados. Todavia, a análise de Krzywinski et al (2006) apenas

baseada em tRNA estimou valores, 77.2–125.3 MIA, que estão fora da nossa variação de

confiança. A radiação das tribos Culicini e Aedini no nosso estudo ocorreu no final do

Jurássico em torno de 134 MIA, o estudo de Lorenz et al (2021) obteve a estimativa de 123

MIA com um baixo valor de suporte que engloba a parte inicial do período Cretáceo, mas
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apesar disso essa média está incluindo na nossa faixa. Diferentemente, a variação de

estimativa de 51.7–22.4 MIA no estudo de Desmond et al (1998) baseado no gene COX II

que não apresenta sobreposição com as datações das nossas topologias.

6. CONCLUSÕES

Em suma, a partir do presente trabalho realizado foi possível sequenciar e caracterizar

o genoma mitocondrial de sete espécies da família Culicidae e reconstruir uma hipótese sobre

a história evolutiva frente às 122 genomas mitocondriais disponíveis de membros da família

Culicidae. Através das nossas análises, conseguimos estimar as datas de especiação para

diversos grupos dentro da família. Além disso, trouxemos novos dados acerca de

posicionamentos de tribos da subfamilia Culicinae com posicionamento incerto que podem

ser utilizados para levantar hipóteses em outros estudos taxonômicos ou mesmo de

competência vetorial. Ademais, importante ressaltar que a família Culicidae é extremamente

numerosa e com uma alta relevância médica e ainda necessita de estudos incluindo uma maior

diversidade de espécies para obtermos uma compreensão mais ampla acerca de sua

classificação e história evolutiva.
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