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“Nada na biologia faz sentido exceto a luz da evolu¢do.”

Theodosius Dobzhansky
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RESUMO

Reconstruir a historia evolutiva de um grupo biologico ¢ uma forma de melhor compreender
como se deu sua evolugdo e radiacao temporal e também levantar novas hipoteses sobre os as
adaptacdes e condicdes associadas as mudangas evolutivas sobre os fendmenos biologicos que
atuam sobre as espécies. O objetivo do presente estudo foi obter informagdes sobre a familia
Culicidae através da reconstrucao 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 nds 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 analise diferentes: genes
particionados, genes concatenados, proteinas concatenadas e genoma completo. Para gerar as
arvores utilizamos o programa BEAST 1.8.4 com os padrdes de duas corridas independentes
de 500 milhdes de geragdes 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 taxons
com posicionamento incerto foram revistos e trouxemos novos conhecimentos acerca

daqueles pouco explorados na literatura até entdo.

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



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 ESTA APRESENTADO NO FORMATO DE ARTIGO
REQUERIDO PELA REVISTA GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY, CUJAS
NORMAS PARA SUBMISSAO SE ENCONTRAM NO ANEXO A.

Filogenomica mitocondrial revela novas relacdes entre as espécies e clados incertos

dentro da familia Culicidae

RESUMO: O uso de marcadores moleculares para a reconstrug¢do filogenética vem sendo
aplicado para o estudo de diversos organismos devido a sua facilidade em recuperar
informagdes, diferenciar espécies e estabelecer o posicionamento filogenético de espécies
pouco estudadas ou com limitado conhecimento evolutivo. Porém, realizar reconstrugdes
evolutivas com base em um ou poucos marcadores mitocondriais pode gerar resultados
limitados € em uma filogenia com poder de resolugdo devido a saturagao temporal ao longo
de milhdes de anos de evolugdo (acumulo excessivo de mutagdes e perda do sinal
filogenético). Propomos este estudo para posicionar espécies ainda ndo estudados do ponto de
vista filogenético e posicionar tdxons de dificil resolucdo através de analises filogendomicas da
familia Culicidae utilizando mitogenomas completos que foram sequenciados nesse estudo ou
recuperados de banco de dados. Quatro analises foram realizadas, (1) genoma completo, (2)
nucleotideos particionados por gene, (3) nucleotideos concatenadas, e (4) proteinas
concatenadas. Com esse estudos conseguimos obter 7 novos mitogenomas, Mansonia wilsoni,
Coquillettidia hermanoi, Culex taeniopius, Aedes angustivittatus, Culex erythrothorax,
Limatus durhamii, ¢ Wyomyia smithii. Aqui pudemos testar ¢ mostrar que o uso de genomas
completos contendo centenas de marcadores filogenéticos informativos pode ter um impacto

consideravel nos resultados filogenéticos e dar diferentes perspectivas no assunto.

1. INTRODUCAO

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

eucarioticos sendo composto por 37 genes. Treze genes codificadores de proteinas, 22 RNAs
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transportadores € 3 RNAs ribossomais. Mitogenomas s3o usados amplamente no campo da
taxonomica e filogenética devido suas caracteristicas, como a hereditariedade exclusivamente
materna e por consequéncia auséncia de recombinacdo, um nimero grande de copias, e por
conta da auséncia de um mecanismo de reparo de DNA carreando mais mutagdes em
compara¢do 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, ¢ 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 ultimos anos, a quantidade de mitogenomas
aumentou, permitindo a resolucdo de relagdes complexas e conflitantes gragas aos caracteres
moleculares do genoma mitocondrial. Contudo, algumas relagdes filogenéticas ainda nao
foram estabelecidas para muitas espécies e/ou sao dificeis de entender e apresentam
resultados conflitantes na literatura. Entdo, para conseguir alcangar resultados corretos e
confiaveis, 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 taxondomico chamado de Culicidae ¢ uma familia da ordem Diptera que
possui alta importancia médica e veterinaria em inimeros paises devido a atuagdo como
vetores de patdogenos como o virus causador da febre amarela ou maléaria (Consoli e
Lourenco, 1994; Fecchio et al., 2017). As espécies de mosquitos pertencentes a essa familia
sdo muito abundantes, principalmente nos paises de clima tropical e subtropical, onde
conseguem se reproduzir com mais facilidade. Atualmente essa familia engloba duas
subfamilias, a Culicinae, que possui a maior quantidade de tdxons tendo 38 géneros no total, e
a subfamilia Anophelinae que ¢ considerada mais primitiva e com trés géneros no total. Em
uma familia tdo diversa, € natural que existam grupos mais estudados do que outros dentro de
uma subfamilia ou tribo, porém isso cria um viés de conhecimento com énfase em espécies
com maior impacto na populacdo humana. Para as espécies com menor impacto existe uma
auséncia generalizada de conhecimento molecular e filogenético baseado nesse dado. Com a
ampla discussdo sobre o nivel de classificacdo dos tdxons deste grupo a partir do uso
extensivo das técnicas moleculares aplicadas em estudos filogeneticos, a nomenclatura das
espécies esta em constante analise (Judd 1996; Foster e Walker, 2019; Lorenz et al., 2021).
Porém, conhecimento taxondomico e filogenético sélido ¢ de suma importancia em todos os
grupos de organismo, ndo somente para uma boa e clara comunicagdo dentro da comunidade

cientifica em todas suas areas, mas também para trazer uma base correta para os estudos do
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seu papel vetorial e adaptacdes que permitem a transmissdo de patdgenos para vertebrados
(Thomson et al., 2018).

Diante disso, esse estudo foi realizado com a finalidade de verificar os
posicionamentos de espécies pouco ou ainda ndo estudadas do ponto de vista filogenético
molecular e resolver posicionamentos incertos dentro da arvore dos Culicidae baseado nos

genomas mitocondriais completos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A familia Culicidae possui mais de 3 mil espécies e pertence a ordem Diptera do
grande filo Arthropoda. Estas espécies possuem um par de asas € um par halteres. Os
culicideos sdo mais conhecidos como mosquitos, pernilongos ou murigcocas a depender da
regido do Brasil. Os mosquitos apresentam dimorfismo sexual, onde as fémeas sdo bem
caracterizadas pelas suas antenas pilosas € os machos com antenas com uma pelugem mais
rasa. Os mosquitos compdem um grupo de animais holometabolo, isso porque apresenta
quatro estagios de vida durante seu ciclo: ovo, depois o estadgio de larva, pupa, e por Gltimo
estagio adulto. Durante as fases de ovo, larva e pupa ¢ necessario a presenga de corpos de
agua para a sobrevivéncia e desenvolvimento até a fase alada adulta. De um modo geral, as
fémeas se alimentam de sangue, que ¢ fundamental para a maturagao dos ovos, enquanto a
maior parte dos machos se alimentam apenas de substancias agucaradas como néctar e seiva.
A distribuicdo geografica desses animais no globo terrestre ¢ quase que completa, onde
conseguem ocupar os mais diversos ecossistemas, sendo menos prevalentes em regides muito
frias como nos Pdlos e Antartica (Consoli € Lourengo, 1994). Devido a sua ampla distribuigao
e certa facilidade de se reproduzir e ocupar inimeros espacos eles sdo encontrados em certa
abundancia e facilidade por quase toda ocupagdo humana, o que infelizmente ¢ problematico
e perigoso. Devido ao fato que muitas das espécies dessa familia possuirem a capacidade de
transmitir patdgenos para os seres humanos e também para animais ndo humanos. A gama de
patogenos que os mosquitos conseguem vetorizar ¢ diversa, como o Virus da Dengue
(DENV), Virus da Febre do Nilo Ocidental (WNV), Virus da Febre Amarela(YFV), Virus da
Zika (ZIKV), mas também podendo vetorizar protozoarios como Plasmodium, ou nematoide
com o género Wuchereria. E estimado que mais de 1 milhdo de pessoas morram por ano por
conta de doencas causadas pelos patogenos transmitidos por esses vetores, sendo de grande
relevancia médica (OMS, 2020).

A mitocondria é uma organela essencial para a sobrevivéncia e manutengdo dos
organismos devido sua funcdo respiratéria e energética nas c€lulas. No inicios dos anos 60, o
artigo que descrevia pela primeira vez a presenca de material de DNA na mitocondria foi
publicado sendo o inicio do que seria uma extensiva dedicagdo de estudos a esse
compartimento celular tdo importante (Nass e Nass, 1963). O genoma mitocondrial ¢ um
genoma circular bem conservado entre os grupos bioldgicos, € que possui caracteristicas
diferentes do genoma nuclear, ao comecar pela sua hereditariedade que ¢ exclusivamente

materna (Gissi ef al., 2008). Além disso, devido ao grande nlimero de mitocondrias que uma
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unica célula pode ter, o numero de copias desse DNA ¢ bem maior comparado as copias do
material genético nuclear. A quantidade exata de copias pode variar de acordo com cada tipo
celular, onde a maioria das células possuem no minimo 1.000 cépias, mas também existe o
caso do ovdcito maduro que possui mais de 100.000 copias desse genoma.

O DNA mitocondrial (mtDNA) ¢ composto por 37 genes, 13 polipeptideos (atp6,
atp8, cob, cox 1-3, nadl-6, nad4L), dois RNA ribossomicos (rrnS, rrmL) e 22 RNAs
transportadores. Além disso, o mtDNA nao possui introns e possui uma taxa de mutagao em
torno de 10 vezes maior em comparagao ao DNA nuclear, podendo trazer informagdes
relevantes sobre um organismo ou o historico de uma populagdo 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 inameros estudos nos ultimos 40 anos.

Devido ao seu grande niimero de copias, o amplificagdo e sequenciamento do mtDNA ¢
de facil obtengdo comparado com outros marcadores moleculares. Depois da sua descoberta
nos anos de 1960, no ano de 1988 a primeira mutagdo patogénica do mtDNA foi detectada
(Holt et al.,1988; Wallace et al., 1988). A partir disso, o potencial do genoma mitocondrial
comecou a ser explorado onde até os dias atuais ¢ utilizado como um marcador molecular
utilizado por uma abrangente variedade de estudos. A classe Insecta ¢ um grupo que se
beneficiou e continua se beneficiando fortemente do ponto de vista sobre sua classificagao,
onde temos estudos, por exemplo, que focam em estudar a ecologia ¢ a biodiversidade dos
insetos a partir do genoma mitocondrial, além de estudos centrados em genética e dindmica
das populagdes em uma passado distante e mais recente (Shao e Barker, 2006; Dong et al.,
2021). O namero de estudos filogeneticos do grupo dos insetos utilizando mitogenomas
continua crescendo, ¢ ao longo dos anos foram registradas resolugdes de classificagdes
problemadticas e novos entendimentos através do uso desse tipo de dado (Ramirez-Rios et al.,
2016; Song et al., 2019). O estudo de Cameron et al. (2006) utilizou mitogenomas para
explorar e resolver relagdes dentro da ordem Diptera, uma ordem diversa e com uma grande
quantidade de dados disponiveis, e obteve resultados robustos com boa resolugao e suporte
utilizando estratégias de parti¢des diferentes.

O estudo de Rodrigues et al (2017) concluiu que utilizar o gene mitocondrial COX 1 ¢
uma ferramenta confidvel para realizar a distingdo entre Trypanosoma cruzi e espécies do
mesmo género proximas a ela, além de identificar bem os principais gendtipos do 7. cruzi. De
uma forma geral, o uso de mtDNA ¢ fortemente ligado a area 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
taxons antigos ja explorados através de outras fontes de dados, demonstrando a sua robustés
no posicionamento de espécies (Simon e Hadrys, 2013; Carapelli ef al., 2006). Um exemplo ¢
o estudo de Plazzi et al (2011), onde ele e seus colaboradores sequenciaram quase que por
completo o genoma de duas espécies do género Bacillus da ordem Phasmatodea e realizaram
uma andlise filogenética que obteve resultados que estdo 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 génica, ja foi identificado em alguns grupos biologicos de vertebrados
casos de rearranjos génicos (Montafia-Lozano et al., 2022). Essas modificagdes também
podem ser utilizadas para estudar as relacdes filogenéticas dos organismos apesar de serem
comparativamente mais raras que mutacdes de nucleotideo unico (Boore ¢ Brown, 1998;
Boore, 1999).

Através da obtencdo do genoma mitocondrial completo ¢ possivel realizar e testar
diferentes abordagens para uma inferéncia filogenética. E possivel, por exemplo, retirar a
regido nao codificante (Fenn ef al., 2008). Assim como também avaliar o potencial da regido
controladora para seu uso em estudos evolutivos (Zhang e Hewitt, 1997). O genoma nao
evolui de maneira igualitaria, ¢ um processo heterogéneo onde vamos ter diferentes taxas
evolutivas, frequéncia de bases e padrdes de substituicdo para cada gene (Bradley et al., 2005;
Lanfear et al., 2014 ). Diante dessa problematica, uma abordagem muito comum ¢ realizar
parti¢cdes, ou dos genes, ou das proteinas traduzidas, e assim analisar de forma separada tendo
um modelo de substituicdo mais adequado aplicado para cada particdo (Lanfear et al., 2014;
Kainer e Lanfear, 2015). A escolha do modelo molecular deve ser feita com cuidado e ateng¢ao
pois pode afetar a acuracia da filogenia e afetar as estimativas da datagao (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 particdo dos dados ¢ um ponto positivo e que
melhora a qualidade dos resultados na filogenia. Como dito, as particdes também podem ser
feitas com as proteinas, ja que existe a possibilidade trabalhar ndo com os nucleotideos, mas
sim com base nos aminoacidos daquele genoma. Isso se da devido a caracteristica principal do
codigo genético e sua degeneracdo. As mutagdes silenciosas que ocorrem alterando
normalmente o terceiro codon dificilmente vao resultar em uma dréastica mudanga naquela
proteina, fazendo com que as proteinas sejam mais conservadas que as sequéncias no DNA
(Foster e Hickey, 1999; Wernersson e Pedersen, 2003). Devido a isso, usar proteinas para a

reconstrucdo filogenética ¢ dita como mais confidvel e uma boa escolha quando se quer
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estudar relagdes de nds mais internos e antigos da arvore sendo estudada (Simion et al., 2017;
Philippe et al., 2019; Williams et al., 2020).

O comego das tentativas de se reconstruir a historia evolutiva e entender as relagdes de
parentesco entre as espécies da familia Culicidae se deu inicio com o estudo de Ross em 1951,
que utilizou como base dados morfoldgicos e comparagdes 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 divisdo do que se era aceito como trés subfamilias; Culicinae,
Anophelinae e Toxorhynchitinae. Onde até hoje se ¢ aceito que a linhagem basal ¢ a
subfamilia Anophelinae (Foster e Walker, 2019). Contudo, a classificagdo da subfamilia
Toxorhynchitinae foi desafiada e contrariada por diversos estudos até ser completamente
desfeita, transformando esse tdxon em uma tribo, Toxorhynchitini, que compdem o género
Toxorhynchites (Belkin, 1962; Harbach e Kitching, 1998; Mitchell et al., 2002). Quase 50
anos depois, o estudo de Harbach (1998) onde quase nenhuma hipotese de Ross foi suportada,
combinou caracteres morfoldgicos tradicionais ja estabelecidos na literatura conhecida e
investigou novos caracteres para serem adicionadas na montagem das matrizes. Contudo, ¢
importante lembrar que as metodologias utilizadas por ambos estudos tiveram muitos anos de
diferenga e isso teve um forte impacto em seus resultados (Harbach e Kitching, 1998).
Besansky em 1997 realizou uma reconstrug¢do filogenética utilizando outra fonte de dado,
tendo como base um fragmento do gene White de 13 espécies de culicideos (Besansky e
Fahey, 1997). Ademais, utilizando a informagao genética da subunidade ribossomal pequena
(18S rDNA) Shepard et al (2006) utilizou 39 espécies e obteve sucesso em reconstruir bem as
relagdes de espécie e género, contudo, ndo obteve €xito em nos mais profundos da filogenia
(Shepard et al., 2006). Por ser uma familia numerosa, com uma grande diversidade
morfologica, possuir alguns complexos de espécies e ser amplamente distribuido no Velho
Mundo e no Novo Mundo, muitas vezes a classificagdo e entendimento de parentesco de
algumas tribos e géneros pode ser complexa de se resolver na familia Culicidae e diversas
metodologias podem ser aplicadas na tentativa de solucionar (Reidenbach et al., 2009). Uma
vez que diferentes espécies ou até géneros podem compartilhar tragos morfologicos
semelhantes, ¢ importante utilizar abordagens moleculares para obter dados menos enviesados
e poder assim chegar a defini¢des filogenéticas mais claras (Judd, 1996). Contudo, ndo se
deve ignorar a utilidade e importancia dos estudos morfologicos e seu papel na taxonomia,
filogenética e estudos sobre adaptacdes (Zou e Zhang, 2016).

Apesar dos culicideos comporem um grupo biologico de grande relevancia e estudado

ha muitos anos, ainda ¢ possivel pontuar descobertas filogenéticas recentes e a necessidade de
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investigar mais profundamente certos tdxons e suas relacdes filogenéticas. Pesquisas recentes
ja mostraram, por exemplo, que a espécie Anopheles christyi esta proximamente relacionada
com o complexo An. gambie (s.l) que compde trés espécies que sao reconhecidas como
vetores da Maldria (An. gambiae s.s., An. coluzzii e An. arabiensis) e que isso ¢ fator
importante a se levar em consideragdo 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 patdgenos em condigdes de laboratorio, mas apesar
disso ndo se tém 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 género
Toxorhynchites pode ser util no campo do controle biologico, visto que ¢ uma das poucas
excegoes da familia Culicidae onde a fémea ndo se alimenta de sangue e quando no seu estado
larval preda outras larvas da familia, como larvas de Aedes, género conhecido pelas suas
espécies vetoras. Contudo, devido a complicagdes nas identificagdes morfologicas por conta
da grande similaridade entre as espécies juntamente com lacunas sobre sua taxonomia o
mesmo taxon ¢é descrito mais de uma vez com nomes diferentes, dessa forma, dificultando a
identificacdo de forma precisa, consequentemente, a utilizagdo desse grupo para controle
biolégico (Donald et al., 2020). A importancia das reconstrugdes filogenéticas esta baseada na
possibilidade de organizar o conhecimento sobre a biodiversidade do planeta de forma
estruturada baseada na classificacdo taxondOmica que existe atualmente, e através disso
promover melhor entendimento do carater evolutivo dos grupos bioldgicos e suas adaptacdes
as condigOes atuais e futuras.

A sistematica ¢ o campo da biologia que se dedica a estudar a biodiversidade do planeta e
suas relagdes. Dentro da sistematica existem alguns conceitos importantes para compreender a
organizacdo dos grupos biologicos, o primeiro deles € o conceito de monofilia, que se diz
respeito a um grupo dito natural, onde todos os descendentes provém de um unico ancestral.
Se um grupo ndo possui todas as espécies descendentes de um Unico ancestral, esse grupo ¢
chamado de parafilético. E por ultimo, um grupo polifilético corresponde a um grupo formado
por espécies que descendem de mais de um ancestral (Brusca ef al., 2016). Para realizar a
reconstru¢do das relagdes de um grupo de espécies € possivel utilizar diferentes tipos de
dados. No inicio da cladistica e sistematica as filogenias eram feitas baseadas apenas no que
podia ser visto e distinto de um organismo e outro, basicamente, se utilizava caracteristicas
morfologicas para dividir e caracterizar grupos. Nos dias atuais uma gama de dados podem

ser utilizados com a finalidade de gerar uma arvore, esses dados podem ser combinados ou
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usados individualmente, os tipos mais comuns sdo: DNA nuclear, proteinas, moléculas de
RNA, enzimas, dados fosseis, mitogenomas, além dos proprios 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 informacao, existem alguns métodos de
reconstrucdo filogenética que podem ser escolhidos para verificar como seus dados vao se
comportar e quais resultados vao apresentar. Os principais métodos de reconstrugdo sio:
Neighbor Joining, Maxima Parcimonia, Méxima Verossimmilhanca ¢ M¢étodo Bayesiano.
Dessa forma, as filogenias podem ndo somente ajudar na classificacdo dos organismos, mas
também para outras finalidades, como identificar origem de patégenos ja conhecidos ou de
novos patogenos, e possiveis novas ondas e cepas associadas a transmissdo. No campo da
biologia da conservacao, as filogenias podem ser muito ricas para oferecer informagdes que
devem ser levadas em considera¢ao na tomada de decisao dentro de um plano de conservagao,
e evitar novas extingdes ou decaimento de populagdes (Wiley, 2010; Baum, 2008).

Assim, este estudo busca reconstruir da arvore filogenética da familia Culicidae
baseado em genomas mitocondriais de 122 espécies aplicando diferentes abordagens de
analise dos dados com a finalidade de tentar promover maior entendimento sobre a historia
evolutiva dos mosquitos através da datacdo dos eventos de especiagdo e relacdes de

proximidade filogenética entre os taxa estudados que compdem essa familia.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DE MOSQUITOS E ANALISES MOLECULARES:

Os mosquitos foram coletados em dois locais com areas remanescente de Mata Atlantica,
o parque Estadual Dois Irmaos 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 entomoldgicas. Os
mosquitos coletados foram transportados ainda vivos para o Departamento de Entomologia -
FIOCRUZ-PE e armazenados a -80°C até a realizagdo da identificacdo morfologica através de
chaves dicotdmicas de identificagdo disponiveis na literatura sobre Culicidae (Forattini,
2002). Apos a identificagdo morfologica os espécimes foram separados em pools e

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


https://www.zotero.org/google-docs/?NkleZg
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Purification (LGC Biosearch technologies) para Ma. wilsoni (pool com 14 individuos) e Cg.
hermanoi (pool com 22 individuos). Para Li. durhamii (pool com 15 individuos) o RNA total
foi extraido seguindo o protocolo de Trizol (Invitrogen, USA) e tratado com o protocolo
TURBO™ DNase (2u/pul - Ambion) seguindo as instru¢des do fabricante. A quantificacdo do
RNA e sua verificacdo de qualidade foi realizada pelo Qubit RNA HS kit e Bioanalyzer,
respectivamente O DNA foi sequenciado utilizando o kit [llumina DNA Prep (Illumina CA)
utilizando o Novaseq SP reagent kit 300 ciclos, com capacidade para 1.3 bilhdes 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 € possivel recuperar
mtDNA a partir dele e este ja havia sido extraido para ser objeto de estudo um outro trabalho

do grupo de pesquisa.

3.2 MONTAGEM E ANOTACAO:

As leituras brutas foram analisadas na ferramenta Trimmomatic v0.36 para remover
leituras de baixa qualidade usando os seguintes parametros: LEADING:3 TRAILING:3
SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:36. Apos a trimagem, os reads foram usados para realizar
a montagem do mitogenoma no MITObim 1.6 (Hahn et al., 2013) utilizando genomas
referéncia de espécies do mesmo género ou tribo. Para a anotagdo génica o webserver

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

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

3.3 DATASET:

Com o intuito de incluir espécies sem mitogenoma disponivel, nos realizamos uma
mineracdo de dados no banco de dados SRA do The National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e recuperamos dados brutos de estudos que ndo possuiam o interesse de
investigar esses genomas. Os dados brutos foram entdo processados, montados e anotados
como descrito acima. Além disso, também fizemos uma busca no NCBI por novos

mitogenomas disponibilizados por publicagdes recentes € o Genbank Feature Extractor
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(https://www.bioinformatics.org/sms2/genbank_feat.html) foi usado para extrair as sequéncias

dos genes e proteinas a partir dos arquivos Genbank de cada um (Quadro 1). Os demais
genomas foram coletados a partir da publicagcdo de Silva et a/ (2020) e foram incluidos nas

nossas analises.

3.4 ANALISES EVOLUTIVAS:

O alinhamento do dataset disponibilizado por Silva et al (2020) foi recuperado e entdo
incluimos 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 visualizagdo, separacdo dos genes e traducdo para amino acidos foi usado o
programa Aliview (Larsson, 2014). Noés realizamos entdo analises bayesianas em quatro
alinhamentos: (1) mitogenomas completos, (2) PCGs (Protein Coding Gene) particionada, (3)
PCGs concatenadas e (4) proteinas concatenadas. Os arquivos BEAST XML foram
construidos 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 andlise do BEAST foi feita em duas corridas independentes de 500
milhdes de geragdes com amostragem a cada 10,000 arvores. Para analisar a amostragem
balanceada das arvores e parametros, o de Effective Sample Size (ESS) foi avaliado no Tracer
1.7.1 (Rambaut et al., 2018). As arvores foram combinadas com LogCombiner e um burn-in
de 25% foi aplicado e posteriormente as arvores 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

Pares
Espécie Género Subgénero Tribo Caodigo de base
Ae. alternans Aedes Mucidus Aedini MN389472.1 116,128

Ae. flavopictus Aedes Stegomyia Aedini NC 050044.1116,060



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 MN389473.1 116,027
Ae. fulvus Aedes Ochlerotatus |Aedini MKS575476.1 115,428
Ae. nigrithorax Aedes Ochlerotatus |Aedini MN389467.1 115,943
Cx. sities Culex Culex Culicini MN389463.1 |15,585
Cx. chidesteri Culex Culex Culicini NC 037826.1116,052
Lophoceraom
Cx. cylindricus Culex via Culicini MN389457.1 |15,565
Cx. fergunsoni Culex Neoculex Culicini MN389458.1 |15,653
Polylepidomy
Tp. tasmaniensis Tripteroides |ia Aedini MN389468.1 116,403
Ru. reversa Runchomyia Sabethini MK575487.1 115,302
Hulecoeteomy
Ae. koreicus Aedes ia Aedini NC 046946.1(15,840
Ae. busckii Aedes Howardina | Aedini MN626443.1 {16,542
Lophoceraom
Cx. orbostiensis Culex via Culicini NC 054317.1]15,588
Cx. annulirostris Culex Culex Culicini NC 054323.1(15,572
Cs. inconspicua Culiseta Culisetini NC 054327.1115,888
Toxorhynchit Toxorhynchiti
Tx. speciosus es ni NC 054324.1116,109
Ar. subalbatus Armigeres  |Armigeres Aedini KY978578.1 |14,663
Ps. saeva Psorophora Aedini MK575486.1 115,049
Ps. ferox Psorophora |Janthinsoma |Aedini MK575485.1 |15,345
Lt. halifaxii Lutzia Culicini MH316119.1 |15,744
Lt. fuscanus Lutzia Culicini MH316118.1 115,803
Sa. undosus Sabethes Peytonulus  |Sabethini MK575488.1 |15,334
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Ma. uniformis Mansonia Mansonioides | Mansoniini NC 047479.115,603
Ma. amazonensis Mansonia Mansonia Mansoniini NC 044657.1|15,357
Wy. confusa Wyeomyia  |Prosopolepzs |Sabethini MK575492.1 115,426
Trichoprosop
Tr. pallidiventer on Sabethini MK575490.1 116,037
Li. flavisetosus Limatus Sabethini MKS575482.1 115,663
Ur. geometrica Uranotaenia |Uranotaenia |Uranotaeniini |[NC 044662.1(15,593
Toxorhynchit Toxorhynchiti
Toxorhynchites. spp |es ni MK575489.1 115,320
Hg. albomaculatus  |Haemagogus |Haemagogus |Aedini MN531846.1 |15,097
Hg. leucocelaenus Haemagogus |Conopostegus | Aedini MN531847.1 115,056
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 ANOTACAO:

Neste estudo nds caracterizamos sete novos mitogenomas, trés completos (Ma.

wilsoni, Cq. hermanoi, and Cx. taeniopius), € quatro rascunhos (A4e. angustivittatus, CXx.

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

angustivittatus) at¢ 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, nos tivemos 16,097 pb para Ma. wilsoni e 17,598 pb

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

NCBI alcangou 97,77% de cobertura e todos os 37 genes foram anotados. Nos também
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montamos e anotamos os genomas rascunhos de Ae. angustivittatus, Cx. erythrothorax, Li.
durhamii, e Wy. smithii.

Foi possivel 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 possivel anotar apenas 14 genes no total, nove PCGs, trés RNAt e dois
RNAr. Além disso, Wy. smithii foi o rascunho com o maior nimero de genes 13 PCGs, dois
RNAr, e dois RNAt. Além de ter realizado montagens proprias utilizando dados das coletas de
dados brutos do RA, coletamos 35 novos mitogenomas montados (tabela) de 17 géneros

diferentes incluindo Runchomyia, Culiseta, ¢ Haemagogus.

Figura 1: Mapa genomico comparativo dos genomas sequenciados € montados

Aedes albopictus
16,665 pb

B GC
Mansonia wilsoni
Wyeomyia smithii
Coquillettidia hermanoi
Limatus durhamii

Culex taeniopus
Aedes angustivittatus
Culex erythrothorax
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4.2 ANALISES EVOLUTIVAS:

Avaliamos a historia evolutiva da familia Culicidae aplicando diferentes abordagens: o
genoma completo, nucleotideo particionado, nucleotideo concatenado e proteina concatenada.
Um total de 122 espécies diferentes de 15 géneros de culicideos foram incluidas nas nossas
analises.

Em geral, a reconstrugdo filogenética recuperou as duas grandes subfamilias Culicinae
e Anophelinae com bom suporte (Suplementar 3). Iremos focar nos posicionamentos
resultantes para a subfamilia Culicinae, em especial as espécies que foram montadas pelo
nosso grupo, utilizando a topologia resultante dos nucleotideos particionadas como referéncia
principal. Para essa subfamilia tivemos espécies que compreendem 8 tribos das 11 que
existem atualmente na classificagdo. Na tribo Culicini o posicionamento do taxon Cix.
erythrothorax (Fig 1A) teve um bom suporte apesar da sua montagem nao ter sido completa.
O mesmo ocorreu para Cx. taeniopius (Fig 1D), mas que diferentemente do anterior
apresentou 0 mesmo posicionamento em todas as topologias sendo alocado com a espécie
basal da tribo, exceto na analise de proteinas concatenadas (Suplementar 6). Em nossas
andlises, o posicionamento do género Lutzia no clado das espécies de Culex apresentou um
alto suporte. As analises sugerem que esse género se separou das demais espécies de Culex no
periodo em 57.82 MIA (Fig 1C e 1B). As duas espécies de Lutzia foram alocadas juntas
formando um subclado e mais interno entre o género Culex, ¢ isso foi observado independente
do tipo de andlise feita. A radiacdo 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 Unica desse género e apresentou um bom suporte de nos e demonstrou
um posicionamento de grupo irmao em relagdo ao género Aedes (Fig 1F) (Suplementar 6).
Contudo, na analise de genoma completo e de nucleotideo concatenado esse taxon foi alocado
fora da sua tribo sendo colocado como a espécie mais basal da subfamilia 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 irmao nas diferentes abordagens (Fig 1G). O género Wyeomyia demonstrou
certas incongruéncias no seu posicionamento nas arvores obtidas das diferentes abordagens,
tendo o mesmo posicionamento na analise de genoma completo e nucleotideo concatenado,
mas que em comparagdo as outras analises divergiram bastante. Na topologia de nucleotideo

particionada € possivel perceber que as duas espécies do género Wyeomyia foram alocadas
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separadamente como dois clados independentes e grupo irmaos, mas esse género se mostrou
ancestral as demais espécies da tribo. Sendo Wy. smithii o mais ancestral com a separagao
mais antiga da tribo com 107.13 MIA (Fig 1H e 1I). A espécie Runchomyia reversa foi
posicionada em um clado juntamente com 7# pallidiventer e tendo Tr. digitatum como espécie
mais basal tendo sua especiacdo em 103.5 MIA. Essas trés espécies formaram um clado
separado dentro da tribo Sabethini, mas a separacdo de Runchomyia foi a mais recente com
datacao em 87.44 MIA (Fig 1K e 1J). O gé€nero Sabethes mostrou um perfil monofilético nas
analises de nucleotideo particionada e proteina concatenada, contudo, na analise de genoma e
nucleotideo 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 separacdo das tribos Sabethini e
Toxorhynchitiini ocorreu em torno do Meio Jurdssico (153.21 MIA) com um bom suporte
(Fig 1L). Ainda observando nds mais antigos foi possivel verificar a separa¢do do ancestral
comum mais antigo entre as tribos com uma datac¢do de 172.07 MIA e com um 6timo suporte
(Fig IM). Na tribo Toxorhynchitiini, tivemos trés amostras que formaram dois clados irmaos,
um clado formado por 7x. amboinensis e Tx. speciosus, € outro apenas com uma espécie nao
identificada do género, sendo essa ultima a mais ancestral, além de ter formado um clado
basal em relacdo as espécies de Sabethini (Fig 10 e IN). As espécies Cq. hermanoi e (4.
venezuelensis foram posicionadas juntas em quase todas as analises com valor de suporte alto
(0,97 e 1) (Fig 1P) (Suplementar 4-6). Diferentemente, na analise de proteina concatenada,
Cq. hermanoi foi alocada com Cq. juxtamansonia com alto suporte (Suplementar 6). No que
se trata do taxon Mansonia, a Ma. wilsoni foi alocada junto com Ma. humeralis com alto
suporte em todas topologias, enquanto as outras espécies deste taxon foram posicionadas
como grupo irmado deste primeiro clado (Fig 1Q). As tribos Uranotaeniini ¢ Aedeomyiini
foram as tribos agrupadas em um posicionamento basal em relagdo as outras, suportado por
altos valores de probabilidade posterior (Fig 1S). A tribo Aedeomyiini foi alocada como a
mais basal da subfamilia Culicinae tendo seu ancestral comum mais recente com a tribo
Uranotaeniini em torno de 157 MIA no periodo Jurassico (Fig 1R).

Observando a escala do tempo na filogenia dos culicideos vemos que a separacao do
ancestral comum da Drosophila e da familia Culicidae ocorreu em torno de 274 MIA no
periodo Permiano, especificamente no Cisuraliano (Suplementar 3). Quando entramos para o
n6 mais antigo dentro da familia, onde ocorreu a divisao das duas subfamilias atuais, temos
uma radiacdo de 190 MIA de forma aproximada no inicio do Jurassico (Suplementar 3). No

final do Jurassico indo para a nova era, Cretaceo, 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

género Psorophora apresentou um posicionamento basal em relagdo as espécies de Aedes

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

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

dentro desse taxon a espécie Ma. wilsoni alocada com Ma. humeralis datou uma radiagdo de 5

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

Durante o periodo do Cretaceo inferior em torno de 122 MIA ocorreu a separacao da tribo

Culisetini e Culicini (Fig 1E).

Quadro 2: Genomas montados

Cobertura
Total de | Montagem em relacao
reads | MITObim | Montagem |a montagem| Reads | Total de
Espécies (Mi) (pb) final (pb) (%) mapeadas [ 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
(q.
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: Arvore evolutiva da subfamilia Culicinae baseada em nucleotideos particionados

com datagdo. Numeros acima das barras representam a probabilidade posterior para o no.

Numeros abaixo das barras representam a datacdo estimada para o nd. A barras

representam o HPD95%
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5. DISCUSSAO

Dessa forma, através desse trabalho foi possivel montar o genoma de sete espécies de
mosquitos pertencentes a familia Culicidae, onde trés 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
familia Culicinae e trazer novas informagdes sobre seus posicionamentos e relagdes através de
quatro diferentes andlises evolutivas com base em diferentes tipos de dados e parti¢des.

As informagdes retiradas a partir de genomas mitocondriais podem ser limitadas,
contudo, quando utilizada a metodologia correta conseguimos atingir resultados satisfatorios,
como ¢ o caso do posicionamento de espécies utilizando estes marcadores. Desde que se foi
descoberto a possibilidade de se utilizar esse genoma secundario como fonte de informagao
para reconstrucgdes filogenéticas, diversos grupos bioldgicos vém 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, j4 que aminoécidos e nucleotideos possuem um
relogio evolutivo diferenciado (Yang et al., 2018). Devido a isso, decidimos produzir quatro
analises e comparar as tologias para verificar como cada arvore iria contar a historia evolutiva
da familia Culicidae usando os mesmos genomas mitocondriais, porém de formas diferentes.

A familia Culicidae consiste em um grupo monofilético que possui um extenso
historico de classificagdo baseada em caracteres morfoldgicos, principalmente por possuir 4
estagios no seu ciclo de vida, ovo, larva, pupa e adulto, apresentando um grande numero de
tragos usados no momento de classificar esses taxons (Consoli e Lourengo, 1994). Contudo,
muitos pontos dessa classificagdo apresentavam problemas e ainda se mostravam ambiguos a
depender de cada estudo, um dos motivos para isso sendo a quantidade de homoplasia nos
caracteres morfologicos usados para a reconstrugdo filogenética das espécies (Lorenz et al.,
2021). O advento de dados moleculares como uma solugao para essas relagcdes problematicas
e nado resolvidas trouxe um melhor esclarecimento para alguns pontos dentro dessa familia,
como a extin¢do da subfamilia Toxorhynchitinae sendo transformada em tribo. Porém, para
outros géneros 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 arvore
filogenética da familia Culicidae, onde os genomas puderam ser incluidos, representando
genomas completos ou rascunhos, com a finalidade de abranger uma quantidade mais
abrangente de representatividade taxons deste grupo. Com isso, a monofilia das duas
subfamilias foi recuperada, tal como dos géneros Anopheles, Sabethes, Mansonia,
Coquillettidia e Psorophora. Porém, observando as outras topologias & possivel notar
incongruéncias nas monofilias, como ocorreu para Sabethes, que na analise de genoma
completo e nucleotideo concatenada teve seus taxons separados pelas outras espécies da tribo
Sabethini, onde Sa. undosus foi alocado com Wjy. 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 geéneros que compdem o Novo Mundo formam um clado monofilético,
principalmente mostrando uma forte relagdo entre Limatus, Sabethes € Wyeomyia, o que foi
confirmado neste presente estudo. Ainda sobre esse grupo, o género Wyeomyia € tido como
nao monofilético (Judd 1996; Motta et al., 2007), o que pode também ser observado nas
nossas topologias, onde na arvore de nucleotideo particionada as duas espécies ficaram
separadas em clados diferentes, e nas outras topologias W3y. confusa chegou até ser alocado
com uma espécie de Sabethes. O taxon Limatus nesse estudo foi representado por duas
espécies (Li. durhamii e Li. flavisetosus) e na arvore de nucleotideo particionada foram
alocadas juntas tendo o grupo Sabethes e Wyeomyia como grupos irmaos de forma similar ao
estudo de Motta et al (2007). Contudo, no estudo de Judd (1996) temos um posicionamento
onde o género Limatus estd integrado dentro do género Wyeomyia, o que foi visto no presente
estudo nas demais topologias que geramos, onde as duas espécies desse género foram
separadas pelas espécies de Limatus.

A tribo Culicini ¢ 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
arvores. Contudo, em relacao as espécies basais desse grupo tivemos Cx. amazonensis ¢ Cx.
taeniopius como clado ancestral independente do tipo de analise. Enquanto Silva et a/ (2020)
e Harbach (2012), estudo baseado em mitogenomas e outro baseado em caracteres
morfologicos respectivamente, mostraram Cx. amazonensis € Cx. hortensis ocupando esse
posicionamento. No entanto, estes estudos ndo incluiram na amostragem a espécie Cx.
taeniopius em suas andlises. Uma problematica muito grande da taxonomia da familia

Culicidae se encontra dentro dessa tribo, o complexo pipiens ¢ complexo e vem sendo
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estudado a muitos anos na busca de entender melhor sua real classificagdo e relagdo
filogenética (Aardema et al., 2021). Em nossa topologia esse complexo foi alocado em duas
partes, onde as espécies endémicas da Australia Cx. australicus e Cx. globocoxitus formaram
um clado mais recente com especiacdo de aproximadamente 1.66 MIA, enquanto a
subespécies Cx pipiens pallens, as espécies que apresentam diferencas no seu comportamento
ecoldgico, Cx. pipiens f. pipiens e Cx. pipiens f. molestus, formaram um clado unico, tendo
como grupo irmao Cx. quiquesfasciatus, que também faz parte do complexo pipiens.
Estranhamente entre esses dois clados a espécie Cx. forrentium foi alocada pois ela ndo
pertence a esse complexo, contudo, suas caracteristicas morfologicas sdo bastante
semelhantes aos dos taxons desse complexo citado acima. Além da semelhanga na
morfologia, essa espécie ja mostrou um perfil de potencial vetor de WNV na Europa junto
com Cx. pipiens f. pipiens ¢ Cx. pipiens f. molestus (Jansen et al., 2019).

A classificagdo do taxon Lutzia tem um histérico complexo, em 1932 era considerado
um subgénero, porém foi elevado para a classificagdo de género por Tanaka (2003). Os
estudos de Sun et al/ (2019) e de Harbach (2012) focaram na tribo Culicini € mostraram
topologias onde Lutzia foi visto como grupo independente e irmado do género Culex. Todavia,
neste estudo usamos um grande numero de amostras da espécie Culex e em todas as quatro
formas de andlise Lutzia foi alocado dentre o género Culex assim como mostrado nas
topologias de Vesgueiro ef al (2011) e Demari-Silva et al (2011) e Demari-Silva (2011). Em
ambos estudos os pesquisadores apontam que baseado nos seus resultados a classificagao de
género de Lutzia ndo foi suportada e sugerem uma possivel revisdo para subgénero, assim
como o presente estudo.

O género Armigeres foi alocado como espécie ancestral ao género Aedes na topologia
de nucleotideo particionada, assim como observado por Ross (1951, p.128, apud Harbach,
2007, p.591). Contudo o posicionamento de Armigeres nas diversas arvores sofreu
incongruéncias, sendo inclusive posicionado fora de sua tribo na andlise de genoma completo
e nucleotideo concatenado. Apesar disso, o posicionamento da arvore de proteinas mostra
Armigeres entre o género Aedes similar a outros estudos como Reinert et al (2004) e Isoe
(2000). O subgenero Stegomyia (Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae falopictus, Ae. riversi, e Ae.
polynesiensis) mostrou um carater monofilético nos nossos resultados independente do tipo de
analise em congruéncia como ocorreu em Silva et a/ (2020) e Reinert (2009). Enquanto isso, o
subgénero 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 nds Ae. angustivattus se encontra, mostrou seu perfil parafilético
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assim como Silva et al (2020). O género Haemagogus formou um grupo monofilético dentro
do género Aedes fazendo este ter um perfil parafilético que ja 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 taxon Psorophora foi alocado como
basal da tribo como resultado em todas nossas quatro arvores.

Em relagdo ao género Mansonia, tivemos o tdxon como grupo irmdo do taxon
Coquillettidia. independente da arvore gerada, mostrando o perfil monofilético da tribo
Mansonia ja visto em outros estudos (Lorenz et a/ 2021; Nascimento et al., 2021). No estudo
de Silva et al (2020) a tribo Mansoniini foi alocada com tribo irma de Aedini e Sabethini, o
que divergiu do presente estudo onde Mansoniini foi tribo irma da tribo Toxorhynchitiini e
Uranotaeniini, assim como inferéncias realizadas nos estudos de Nascimento ef al (2021)

As estimativas temporais de datagdes podem sofrer mudancas a depender da
quantidade de dados e da taxa evolutiva dos marcadores utilizados para a construcdo daquela
arvore e que tipo de reconstrucdo foi escolhida. Na nossa arvore a separacao do nosso grupo
externo escolhido, Drosophila, e a familia Culicidae foi de 274 MIA, e seguindo dentro do
nosso intervalo de confianca a topologia gerada por Hao ef al (2017) obteve a estimativa de
259.5 MIA e no estudo de Silva ef a/ (2020) foi de 273 MIA. A separacdo das duas
subfamilias de acordo com nosso estudo ocorreu no Jurassico em torno de 190 MIA, de forma
igual, Moreno et al (2010) também obteve a mesma estimativa para a separacao das
sufamilias no seu estudo com base em genomas mitocondriais. Um estudo que associa o
aumento de CO2 a especiacdo dos mosquitos de Tang et al (2018) estimou 195 MIA para
ancestral das duas subfamilias, também sendo uma estimativa dentro do nosso intervalo.
Porém, no estudo de Zhou ef al (2014) a estimativa foi de 122 MIA, valor que além de
divergente das nossas estimativas, também nao esta presente no nosso intervalo de confianga.
O tipo de dado utilizado neste estudo foi diferente do presente, sendo usado genomas
nucleares para a reconstru¢do juntamente com um numero baixo de espécies da familia
Culicidae, fatores que influenciam fortemente nos valores estimados. Além disso, o estudo de
Krzywinski et al (2006) realizou andlises com diferentes particdes, onde a estimativa com
base nos genes de proteinas apresentou uma faixa de estimativa de 145-200 MIA fazendo
sobreposi¢do com nossos resultados. Todavia, a andlise de Krzywinski et a/ (2006) apenas
baseada em tRNA estimou valores, 77.2—125.3 MIA, que estdo fora da nossa variagdo de
confianca. A radiacdo das tribos Culicini e Aedini no nosso estudo ocorreu no final do
Jurassico 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 periodo Cretaceo, mas
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apesar disso essa média estd incluindo na nossa faixa. Diferentemente, a variagdo de
estimativa de 51.7-22.4 MIA no estudo de Desmond et al (1998) baseado no gene COX II

que nao apresenta sobreposi¢ao com as datagdes das nossas topologias.

6. CONCLUSOES

Em suma, a partir do presente trabalho realizado foi possivel sequenciar e caracterizar
o genoma mitocondrial de sete espécies da familia Culicidae e reconstruir uma hipotese sobre
a historia evolutiva frente as 122 genomas mitocondriais disponiveis de membros da familia
Culicidae. Através das nossas analises, conseguimos estimar as datas de especiacdo para
diversos grupos dentro da familia. Além disso, trouxemos novos dados acerca de
posicionamentos de tribos da subfamilia Culicinae com posicionamento incerto que podem
ser utilizados para levantar hipdteses em outros estudos taxondmicos ou mesmo de
competéncia vetorial. Ademais, importante ressaltar que a familia Culicidae ¢ extremamente
numerosa € com uma alta relevancia médica e ainda necessita de estudos incluindo uma maior
diversidade de espécies para obtermos uma compreensdao mais ampla acerca de sua

classificacao ¢ historia evolutiva.
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affiliations must be indicated with superscript Arabic numbers; a short running title of up to 35 characters (including
spaces); up to five key words; the corresponding author's name, full postal, email address and ORCID ID.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and summarizes the main results
and conclusions of the study. It should not contain references.



c) The text must be as succinct as possible. Text cifations: articles should be referred to by authors’ surnames
and date of publication; citations with two authors must include both names separated by “and”; in citations with
three or more authors, name the first author and use et al. List two or more references in the same citation in
chronological order, separated by semi-colons. When two or more works in a citation were published in the same
year, list them alphabetically by the first author surname. For two or more works by the same author(s) in a
citation, list them chronologically, with the years separated by commas. (Example: Freire-Maia et al., 1966a,
1966b, 2000). Only articles that are published or in press should be cited. In the case of personal communications
or unpublished results, all contributors must be listed by initials and last name (et al. should not be used).
Numbers: In the text, numbers nine or less must be written out except as part of a date, a fraction or decimal, a
percentage, or a unit of measurement. Use Arabic numerals for numbers larger than nine. Do not start a sentence
with an Arabic numeral. Binomial Names: Latin names of genera, species and infraspecific taxa must be printed in
italics; we also recommend to present names of orders or families in the Title and/or when first mentioned in the
text. URLs for programs, data or other sources should be listed in the Internet Resources Section, immediately
following the References Section, not in the text.

The text includes the following elements:
Introduction - Description of the background that led to the study.

Material (or Subjects) and Methods - Details relevant to the conduct of the study. Statistical methods should be
explained at the end of this section.

Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Statistical analyses should be presented as
complete as possible, i.e. not only P-values should be shown, but also all other test variables required for full
appreciation of the results. Comments on relevance of results are appropriate but broader discussion should be
part of the Discussion section.

Discussion - The findings of the study should be placed in context of relevant published data. Ideas presented in
other publications should not be discussed solely to make an exhaustive presentation.

Some manuscripts may reguire different formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows the discussion and includes
references to grant support.

e) Conflict of Interest: Any possible conflict of interest must be disclosed here. If there is none, please state: The
authors declare that there is no conflict of interest that could be perceived as prejudicial to the impartiality of the
reported research.

f) Authors Contributions: The contributions of each author must be specified here; identify authors by their
initials. The style of this section may be as follows:

<author initials> conceived and the study, <author initials> conducted the experiments (detail if necessary),
<author initials> analyzed the data, <author initials> wrote the manuscript, <author initials> (other contributions if
applicable), all authors read and approved the final version.

In case of doubts concerning contribution definitions, we suggest to consult the CRediT taxonomy at
https:/icasrai.org/credit.

g) The References Section: Only articles that are published or in press should be included in this section. Works
submitted for publication but not yet accepted, personal communications and unpublished data must be cited
within the text. “Personal communication” refers to information obtained from individuals other than the authors of
the manuscript being submitted; “unpublished data” refers to data produced by at least one of the authors of the
manuscript under consideration. Works of restricted circulation (e.g., theses not available in public databases,
congress abstracts not published in regular journals or public databases) should not be listed in this section.

References must be ordered alphabetically by the first author surname; references with the same first author
should be ordered as follows: first, as single author in chronological order; next, with only one more co-author in
alphabetical order by the second author; and finally followed by references with more than two co-authors, in
chronological order, independent of the second author surnames. In references with more than 10 authors only
the first ten should be listed, followed by et al. Use standard abbreviations for journal titles as suggested by NCBI
(http:/hwww.ncbhi.nim.nih.gov/journals/) or Thomson Reuters Web of Science.

Sample journal article citation:

Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes of Rhynchosciara angelae at different stages
of larval development. Chromosoma 7:371-386.

Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino KCM (2005) Chromosomal banding patterns in the eyelid-less
microteiid lizard radiation: The X1X1X2X2:X1X2Y sex chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes
of Psilophtalmus and Trefioscincus (Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol 28:700-709.

Sample book citation:

Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia University Press, New York, 364 p.
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Sample chapter-in-book citation:

Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X: From cytogenetics to molecular genetics. In: Gersen SL
and Keagle MB (eds) The Principles of Clinical Cytogenetics. 2nd edition. Humana Press, New Jersey, pp 495-
513.

Sample electronic article citation:

Gotzek D, Ross KG (2009) Current status of a model System: The gene Gp-9 and its association with social
organization in fire ants. PLoS One 4:e7713.

h) Internet Resources Section: this section should contain a list of URLs referring to data presented in the text,
as well as software programs and other Internet resources used during data processing. Date of consultation must
be stated.

Sample Internet resource citation:
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gow/OMIM (September 4, 2009)
LEM Software, http://dir.niehs.nih.govi/dirbbiweinbergfiles/hybrid_design.htm (September 4, 2009)

1) Tables: Formats for tables are Word or RTF in Windows platform. They must be prepared with the table tool
(do not use space bar or tabulator) and must be numbered consecutively in Arabic numerals). A concise title
should be provided above the table. Each column should have a title in the box head. Footnotes typed directly
below the table should be indicated in lowercase superscript letters. Tables that are to appear in the printed
version must be saved in Word format and not as figures, so that they can later be fitted during typesetting. Each
table must be saved and uploaded as a separate file.

|) Figures: Formats for figures are TIFF or JPEG. They must be numbered consecutively using Arabic
numerals. Figures in Word, PowerPoint or Excel format cannot be published. Only sequence data can be
presented in Word format. Journal quality reproduction will require resolution yielding 300 dpi for grayscale and
color figures. These resolutions refer to the output size of the file, that being the size in which it will appear printed
in the journal; if it is anticipated that images will be enlarged or reduced, the resolutions should be adjusted
accordingly. Figures composed of several elements should be sent as a single panel, obeying the print size
definitions of the journal (single or two columns width). Scanned figures should not be submitted. Color
illustrations are accepted and will be reproduced free of chrge in the electronic and printed versions. Figure
legends must be included at the end of the main text file and should be typed on a new page. When uploading,
identify each illustration by the first author name and the number of the respective figure. Each figure/panel must
be saved and uploaded as a separate file.

k) Nomenclature: Taxonomic names should be in accordance with current international standards. For rules
concerning gene names and gene symbols, please see separate Instruction form.

I) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal to or greater than 50 units
must be entered into public databases and accession numbers must be provided upon acceptance of the article.
Failure to do so will inadvertently delay publication.

m) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials used for reported studies.

n) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a statement in the text that the
institutional review board approved the work and the protocol number must be provided. For experiments involving
human subjects, authors must also include a statement that informed consent was obtained from all subjects. If
photos or any other identifiable data are included, a copy of the signed consent must be uploaded during
manuscript submission. In any case, a letter (in English) indicating the approval by the respective Ethics
Committee must be included in the submission. The letter should be preferentially Institutional and should confirm
the protocol number of the approval.

0) Supplementary Material: Data that the authors consider of importance for completeness of a study, but which
are too extensive to be included in the main text, can be submitted as Supplementary Material, in a separated file,
but together with the main paper. In case a manuscript contains such material, it should be appropriately identified
within the text file. Supplementary material in tables should be identified as Table S1, Table S2, etc., in case of
figures they should be named accordingly, Figure S1, Figure S2. In addition, a list of this material should be
presented at the end of the manuscript text file, containing the following statement:

Supplementary material:

= Table S1 — < short title >
+ Figure S1 — < short title >
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3.2 Short Communications

Short Communications present brief observations that do not warrant full-length articles. They should not be
considered preliminary communications. They should be 15 or fewer typed pages in double spaced 12-point type,
including literature cited, include an Abstract no longer than five percent of the paper’s length, but no further
subdivision, with introduction, material and methods, results and discussion in a single section and without
headers. Up to four items (tables and/or figures) may be submitted. The title page and reference section format is
that of a full-length Research Article. For Supplementary Material see instructions in item 3.1.n

3.3 Genome Insight

Genome Insight is for focused papers, usually of approximately 1500 words (up to four tables or figures), that
publish new genome data as they become submitied to GenBank. This section is the premier forum to deliver that
information directly to the genome community in a rapid and efficient publication of the genome. Data must be
related to a complete (or nearly complete) and fully annotated genome for prokaryote or viruses, but a draft may
be accepted for an eukaryote genome. While the focus of Genome Insight is necessarily involved in novel
sequences, the manuscript must contain specifically novel biological, evolutive, biotechnological and/or metabolic
insights revealed by data. The work may provide comparative analyses of previously published genomes that
contain a substantial and novel insight of broadest biological and genetic significance.

Submitted manuscript must contain an abstract, which should be a brief report on the organism as well as its
relevance and the main insight revealed by the genome. The text (approximately 1500 words- excluding abstract,
references and acknowledgements) should not contain subdivisions, but must contain the rational for the selection
of such organism as well as organism information (including taxonomy, natural habitat, phylogenetic position,
eventual pathogenicity, symbiotic, biotechnological use, etc), methodology (genome sequencing and assembly;
reference number at GenBank), genome relevance (which should indicate the main insights revealed by the data
analysis and main conclusions. Acknowledgements and References (up to 20 references) headings should be
included. Figure Legends should be provided at the end of the manuscript.

Metagenome, transcriptome as well as epigenome data may also be considered for publication, but prior
submission of the abstract to the Editor is necessary.

Note: The title page, abstract and reference section format is that of a full-length Research Article. For
Supplementary Material see item 3.1.n. in our Instructions to Authaors.

3.4 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published items in the journal. Discussions of political, social and ethical issues of
interest to geneticists are also welcome in this form.

3.5 Review Articles

Review Articles are welcome. The Editor must be contacted prior to submission. Please, provide an Abstract and a
list of your recent publications in the area.

3.6 Book Reviews

Publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and related disciplines, for review in the journal.
Aspiring reviewers may propose writing a review.

3.7 History, Story and Memories
These are accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil.
4. Articles accepted for publication

Once an article is accepted, the Editorial Office will send it to copy editor for language and technical corrections. If
major corrections were proposed, the manuscript with the highlighted corrections will be returmed to the
corresponding author for approval. The final version approved by the authors must be free of any text/correction
markings when returmned to the Editorial Office.

After typesetting, page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made to page proofs, apart from
typesetting errors, will be charged to the authors. Notes added in proof require Editorial approval.

Together with the proofs, a form of consent to publish and transfer of copyright is sent to the corresponding author,
who will have sign this form, also on behalf of any ce-authors, and send it by e-mail to the Editorial Office.



5. Availability of articles and deposition in databases

Article copies are provided as PDF-files. Authors may deposit these in their personal or institutional homepage, as
well as in public databases.

6. Publication charge

There is a publication charge for manuscripts once they are accepted. For price information, exemptions and
waiver policies, please consult the journal homepage http:/fwww.gmb.org.br.
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