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RESUMO

O Aedes aegypti é o principal vetor das arboviroses dengue, chikungunya e zika no
mundo. Os altos indices de notificacdes de pessoas infectadas, especialmente com
dengue, em todas as regides do Brasil revelam a necessidade de estudos que nos
permita inferir sobre a dindmica populacional do vetor em escala regional, devido as
peculiaridades de cada regido. Neste contexto, o presente estudo, caracterizou o
genoma mitocondrial parcial de um espécime de A. aegypti e investigou a diversidade
genética com base em sequencias de DNA de genes mitocondriais das popula¢bes de
A. aegypti de 22 |localidades do norte e nordeste do Brasil, a fim de gerar informacdes
sobre os processos evolutivos e de variabilidade genética da espécie. E valido
destacar a relevancia desse estudo, no qual foi obtido pela primeira vez, 0 genoma
mitocondrial de um representante do A. aegypti proveniente do nordeste brasileiro, 0
gue representa um avanco importante nas discussdes a acerca da taxonomia e da
biologia evolutiva da espécie. Além disso, neste estudo, verificou-se uma clara
tendéncia global de sele¢&o purificadora forte (dN/dS < 1), o que sugere que é menos
provavel que a populacédo evolua rapidamente em resposta a novos tratamentos, uma
vez que quaisquer mutacdes que perturbem funcdes essenciais sdo fortemente
selecionadas. O estudo de variabilidade genética das 22 populacdes revelaram altos
indices de diversidade genética e a ocorréncia de duas linhagens mitocondriais. Entre
os haplétipos obtidos, quatro sequéncias apresentaram alta similaridade com
haplétipos da subespécie A. aegypti formosus (Aaf), que ocorre no continente africano,
sugerindo a presenca da subespécie Aaf na América do Sul, o que reforca a
importancia de estudos dessa natureza, pois as consequéncias epidemioldgicas da
circulacao das subespécies A. aegypti aegypti (Aaa) e A. aegypti formosus (Aaf), e sua
mistura genética podem ter implicacdes profundas na saude da populacéo local e na

gestdo da saude publica no Brasil.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Amazonia, Arboviroses, COl, mtDNA e NDA4.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the main vector of the arboviruses dengue, chikungunya and zika in
the global context. The high rates of notifications of people infected, especially with
dengue, in all regions of the Brazil reveal the need for studies that allow us to make
inferences about the population dynamics of the vector on a regional scale, due of the
peculiarities of each region. In this context, this study characterised the partial
mitochondrial genome of a specimen of A. aegypti and investigated the genetic
diversity based on DNA sequences of mitochondrial genes of A. aegypti populations
from 22 locations in the north and northeast of Brazil, to provide information on the
evolutionary processes and genetic variability of the species. It is important to mention
the relevance of this study, in which it was obtained first time, the mitochondrial genome
of a representative of A. aegypti from northeastern Brazil, representing an important
advance in discussions about the taxonomy and evolutionary biology of the species. In
addition, there was a clear global trend towards strong purifying selection (dN/dS < 1)
in this study, suggesting that the population is less likely to evolve rapidly in response
to new treatments, as any mutations that disrupt essential functions are strongly
selected. The study of the genetic variability of the 22 populations revealed high levels
of genetic diversity and the occurrence of two mitochondrial lineages. Among the
haplotypes obtained, four sequences showed high similarity with haplotypes of the A.
aegypti formosus (Aaf) subspecies, which occurs on the African continent, suggesting
the presence of the Aaf subspecies in South America, which reinforces the importance
of studies of this nature, since the epidemiological consequences of the circulation of
the subspecies A. aegypti aegypti (Aaa) and A. aegypti formosus (Aaf), and their
genetic mixing can have profound implications for the health of the local population and

for public health management in Brazil.

Keywords: Aedes aegypti, Amazonia, Arboviroses, COIl, mtDNA and ND4.
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APRESENTACAO

A tese esta organizada em capitulos. A introdugdo geral aborda a origem
do A. aegypti, as principais caracteristicas morfologicas, o ciclo de vida, a
distribuicdo geografica, a histéria evolutiva, a sua importancia epidemiolégica, e
por fim, os estudos de variabilidade genética com populagcdes de A. aegypti que
visam contribuir na implementacédo de estratégias de controle do vetor para a
prevencao de epidemias.

O capitulo 1, “Sequencing and analysis of the complete mitochondrial
genome of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) from the Brazilian Amazon region”,
consiste na descricédo e caracterizacado da composi¢cdo do genoma mitocondrial
de um representante da espécie coletado na regido nordeste do Brasil. A
sequéncia de nucleotideos obtida em nosso estudo compartilha um alto nivel de
identidade com um genoma de referéncia obtido em uma pesquisa que também
descreveu trés cromossomos do A. aegypti. Portanto, baseada nas analises
filogenéticas as informacgdes produzidas nesse estudo terdo importante utilidade
em estudos que tratem da taxonomia, dos processos evolutivos e de
variabilidade genética da espécie.

O capitulo 2, “Molecular analysis of the mitochondrial lineages of Brazilian
populations of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae): insights into the local
occurrence of the wild type”, aborda um estudo de genética populacional com
base em sequéncias de DNA de dois genes mitocondriais, realizado com 22
populacdes provenientes das regides norte e nordeste do Brasil. Com base nas
analises de caracterizacéo da diversidade genética, rede de haplétipos, andlises
de agrupamento bayesiano e analises filogenéticas verificamos a ocorréncia de
duas linhagens mitocondriais na area amostrada, e além disso, as andlises
moleculares nos permitiu confirmar a circulacdo da subespécie A. aegypti
formosus no Brasil, o que pode ter importantes implicacées epidemiolégicas com
a circulacao de novas arboviroses com impacto direto na saude publica. E por

fim, as conclusoes finais.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Origem, biologia e distribuicdo do Aedes aegypti

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) originario da Africa, € uma
das espécies de mosquitos de maior importancia epidemiolégica com ampla
distribuicdo mundial (Paupy et al., 2012, Ayala et al., 2020, Sousa et al., 2023).

As principais caracteristicas morfolégicas dos mosquitos adultos € um
térax castanho escuro ornamentado com faixas ou desenhos de escamas claras,
geralmente branco-prateadas, que se prolongam até o escutelo, formando um
desenho em forma de lira (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994) (Figura 1).

Figura 1. Vista dorsal de uma fémea de Aedes aegypti com destaque para as principais partes
presentes na cabeca, térax e abdémen.

it | f proboéscide
CABECA L - antena

perna anterior

~ Escudo com destaque para o
desenho em forma de ‘lira’,
caracteristica da espécie.

TORAX il asa
> ; veia cubito
veia longitudinal

//
femur ;

ABDOMEN v segmento abdominal

€ meia perna

perna posterior

Fonte: Imagem adaptada de Goeldi, (1905).

O A. aegypti é uma espécie holometabola com ciclo de desenvolvimento
dividido em duas fases: a aquatica (ovos, larvas e pupas) e a terrestre (alados).
ApoOs o acasalamento, as fémeas distribuem seus ovos em diferentes locais com
capacidade de retencéo de agua (Brady e Hay, 2020). Os ovos ao entrarem em
contato com a &gua, as larvas eclodem, passam por quatro estagios de
crescimento de quatro a oito dias, nesse periodo alimentam-se da matéria
organica presente no ambiente, logo apds, surgem as pupas, que nao se
alimentam, essa fase dura em média dois dias até a emergéncia dos adultos, os
machos e fémeas se alimentam de néctar e seiva de vegetais a base de

carboidratos, além disso, e as fémeas também se alimentam de sangue dos
17



vertebrados, preferencialmente o homem, para a obtencdo das proteinas para

maturacdo e desenvolvimento dos ovos (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994)

(Figura 2).

Figura 2. Ciclo de vida do Aedes aegypti com a descricdo das fases aquatica (ovos, larvas e

pupas) e terrestre (alados).

Acasalamento T /4 N\ Asfémeas precisam de
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Fonte: https://eu.biogents.com/aedes-aegypti-o-mosquito-da-dengue/?lang=pt-br

A espécie A. aegypti € considerada politipica diferenciada

em

subespécies com base nos aspectos morfolégicos, ecoldgicos, genéticos e de
suscetibilidade viral (Delatte et al., 2011, Khater et al., 2021). O A. aegypti

formosus é a forma silvestre, ocorre nas florestas da Africa Subsariana, deposita

seus ovos em ocos de troncos de arvores e é mais zoofilico. O A. aegypti aegypti

€ a forma domesticada, bastante difundida por todo o mundo, deposita seus ovos

7

em recipiente produzidos pelo homem e € mais antropofilico (Powell e
Tabachnick, 2013; Brown et al., 2014; Jaimes-Duefiez et al., 2015; Powel, 2016;

Fernando et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Fémeas de Aedes aegypti. A esquerda a subespécie africana Aedes aegypti formosus
e a direita a subespécie cosmopolita Aedes aegypti aegypti.

Fonte: Powel, (2016).

A historia evolutiva do vetor € complexa, estudos sugerem que 0S
mosquitos foram transportados da Africa para a América e depois da América
para a Asia, uma ideia apoiada pela descoberta de que as populacdes na
América tém maior diversidade genética do que as da Asia. A introducdo desta
espécie invasora nas Americas provavelmente ocorreu durante as navegacoes
com o comércio de especiarias e de escravos entre 0s séculos XVI a XVIII, onde
se espalhou rapidamente por todo o continente (Paupy et al.,, 2012; Powel,
Gloria-Soria e Kotsakiozi, 2018; Pless et al., 2022) (Figura 4).
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Figura 4. Representacao grafica da divisdo das linhagens do Aedes aegypti e 0 tempo estimado
dos eventos a partir de dados genéticos. A linha azul representa a introducéo no Novo Mundo, a
linha vermelha representa a Asia sendo derivada do Novo Mundo.

Populacao
Gendmica 430-550
anos atras
140-230
anos atras

novo mundo Asia Africa
Fonte: Powel, Gléria-Soria e Kotsakiozi, (2018).

A distribuicdo geografica do A. aegypti € ampla em resolucdo espacial e
temporal, onde ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais, com
concentracdes que vado desde a América Central ao sudeste da Asia, incluindo

toda a india (Kraemer et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5. Mapa global da distribuicdo prevista para Aedes aegypti. O mapa mostra a
probabilidade de ocorréncia (de 0 azul a 1 vermelho) do vetor em uma resolucdo espacial de 5
kmx5km.

Fonte: Kraemer et al. (2015).

A temperatura € um dos fatores abidticos mais importantes na dinédmica

populacional de mosquitos que pode afetar tanto no desenvolvimento dos
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estagios imaturos (ovos, larvas e pupas), como na reproducdo. Os limites de
temperatura ideias para a espécie vao de 16°C a 34°C, além disso, a
disponibilidade de alimentos e oxigénio sdo fatores essenciais para o0
desenvolvimento e sobrevivéncia da espécie nos estagios imaturos (Reinhold,

Lazzari e Lahondéré, 2018; Souza-Neto, Powell e Bonizzoni, 2019).

1.2 Importancia Epidemiolégica do Aedes aegypti

A espécie € o principal vetor responsavel pela transmissdo das
arboviroses Orthoflavivirus denguei (DENV I, 11, Il e 1V), Orthoflavivirus zikaense
(ZIKV) e Alphavirus chikungunya (CHIKV) para humanos no Brasil e nas
Américas (Espinal et al., 2019), que representam continuamente uma ameaca a
saude publica global, bem como ao desenvolvimento socioeconémico nas
tltimas décadas (Li et al., 2021).

Em 1906 foi demonstrado que o A. aegypti € capaz de transmitir a dengue
(Souza-Neto, Powell e Bonizzoni, 2019). A espécie tem uma historia de
expansao por todos os continentes muito bem-sucedida, a evolucéo dos tracos
anteriormente silvestres para o urbano a tornou bem adaptada ao ambiente
domestico (Seixas et al., 2013), sendo considerado o culicideo intimamente mais
associado as populacdes humanas, um fator determinante para a ocorréncia de
epidemias transmitidas pelo vetor (Fraga et al., 2013).

A febre amarela é endémica de varios paises da Africa e América do Sul,
causou epidemias nas Ameéricas e Europa no final do século XVII, circula na
natureza em dois ciclos: um silvestre em macacos e um urbano transmitido ao
homem pelo mosquito A. aegypti (Reinhold, Lazzari e Lahondeére, 2018).

A chikungunya tem como principais sintomas artrite severa, artralgias,
mialgias, febre alta e fortes dores de cabeca, essa infeccéo pode ser fatal, porém
as dores nas articulacbes muitas vezes séo graves e debilitantes (Gonzalez et
al., 2014). A zika causa uma preocupacao substancial em gestantes devido os
casos de microcefalia e outras anomalias congénitas associadas a essa infeccao
durante a gestacéo (Faria et al., 2017; Slonchak et al., 2020).

A dengue se tornou endémica em cerca de 129 paises com registros de
algumas centenas de milhGes de casos por ano (Li et al., 2021), é uma das
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doencas negligenciadas mais importantes do mundo e a sua incidéncia
aumentou mais de 30 vezes nas Ultimas décadas, juntamente com a expansao
geogréfica do seu vetor (Guzman et al., 2016).

As transmissdes das arboviroses ocorre pela picada da fémea de A.
aegypti infectada. As fémeas sédo contaminadas na ingestdo do sangue de uma
pessoa infectada no ciclo de transmissdao humano — mosquito — humano. As
fémeas podem ainda, transmitir o virus para a proxima geracao atraves de seus
ovos (Pereira et al., 2017).

Nas ultimas décadas, o Brasil tem apresentado nimeros expressivos de
doencas transmitidas por vetores, com destaque para os casos de dengue. De
acordo com dados do Ministério da Saude, no ano de 2024, foram registrados
6.637.934 casos provaveis de dengue no pais (taxa de incidéncia de 3268,9
casos por 100 mil hab.), com 5.999 6bitos confirmados e 958 mortes sob
investigagado no Brasil. Na regido Nordeste, foram notificados 355.728 (taxa de
incidéncia de 651,0 casos por 100 mil hab.), com 266 mortes confirmadas e 95
sob investigacdo, enquanto para a regido Norte, foram notificados 59.114 casos
provaveis de dengue (taxa de incidéncia de 340,7 casos por 100 mil hab.), com
45 obitos e 4 mortes sob investigacao (Brasil, 2024). A situacao epidemioldgica
no pais é caracterizada pela expansao vetorial com ocorréncia da dengue em

todas as regides do pais.

1. 3 Estudos de variabilidade Genética em Populacdes de Aedes aegypti

A variabilidade genética € um fator importante para a adaptacdo de um
organismo, fatores como mutacdo, deriva genética, selecdo, migracao,
mecanismos de reproducdo mantém a variacdo genética entre e dentro das
populacdes de uma espécie. Além disso, compreender os padrdes da estrutura
genética em populacdes de insetos vetores e sua dinamica populacional € de
grande importancia para elaboracdo de programas de controle que possam
atingir as populacdes competentes vetorialmente dentro dos limites geogréaficos
necessarios para interromper a transmissao de arboviroses (Pereira et al., 2017).

Ao longo das Ultimas décadas varios estudos utilizando a andlise de
sequéncias de DNA vém fornecendo informacgdes importantes sobre a estrutura
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genética de populacdes e colaborando na identificacdo de espécies cripticas,
gue sdo muito comuns em alguns grupos de insetos (Fraga et al., 2013). Os
genes mitocondriais sdo amplamente utilizados em pesquisas sobre evolucao
molecular e genética populacional de insetos vetores por terem uma taxa de
mutacdo relativamente alta, altos niveis de polimorfismo e de divergéncia e
devido a sua sensibilidade inerente sdo altamente (teis como marcadores
moleculares (Shin e Jung, 2021).

O genoma mitocondrial, na maioria dos organismos eucariontes, € uma
pequena molécula de DNA de fita dupla, com cerca 15 a 20 kb de comprimento,
possui 37 genes, dos quais 13 sdo genes codificadores de proteinas, 22
codificam RNAs transportadores e dois RNAs ribossémicos, além de uma regido
rica em adenina e timina (A+T), associada a regido controle dos processos

replicativos da molécula. (Boore, 1999) (Figura 6).

Figura 6. Genoma Mitocondrial do Aedes aegypti.
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Fonte: Sousa et al. (2023).

Nas ultimas décadas varios estudos que analisaram a estrutura
populacional de A. aegypti utilizando genes mitocondriais. Paduan e Ribolla,
(2008) utilizaram os genes ND4 e COIl combinados em 12 localidades
distribuidas em todas as regifes do pais. Scarpassa et al., (2008) investigou

populagbes do vetor quatro regides brasileiras utilizando o gene COI, além dos
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varios estudos que utilizaram exclusivamente o gene ND4. Twerdochlib et al.,
(2012) no Estado do Parana. Fraga et al., (2013) na Ilha de S&o Luis. Lima Janior
e Scarpassa, (2009) na Amazonia brasileira. Sousa et al., (2017) no Estado do
Maranhdo e Lopes et al., (2021) em um estudo realizado no municipio de
Londrina no Parand. Essas investigagdes observaram significativa variabilidade
genética nas populacdes de A. aegypti em diferentes regides do Brasil.

Além dos genes mitocondriais em estudos populacionais, a
caracterizacdo do mitogenoma €é uma importante ferramenta no
desenvolvimento de estudos evolutivos, particularmente de espécies vetores de
importancia epidemioldgica (Demari-Silva et al., 2015; Hao et al., 2017; Lorenz
et al., 2019; Nascimento et al., 2021; Silva et al., 2020; Silva et al., 2022; Silva et
al., 2023), por se tratar de um conjunto gendmico de heranca materna, com
auséncia de processos de recombinac¢ao e altas taxas de acumulo de mutagcdes
em comparagdo ao genoma nuclear (Avise, 2004; Boore, 1999). Neste contexto,
a caracterizacdo de mitogenomas, bem como, a utilizacdo de genes
mitocondriais sdo essenciais na realizacdo de estudos que visam gerar
informacdes sobre os processos evolutivos e de variabilidade genética em
populacdes de A. aegypti.

A constante presenca do vetor A. aegypti em todas as regides do pais
representa um risco para a saude publica brasileira com potencial para
ocorréncia de varias epidemias, o que revela a necessidade de estudos que nos
permita realizar a caracterizacdo molecular e inferir sobre diversidade genética
dessas populacdes em diferentes regides do Brasil, bem como, conhecer os
efeitos das relacBes ecologicas em uma escala temporal, o que podera abrir
novas perspectivas de estudos, no que se refere a sua importancia como agente
transmissor de doencas, e ainda gerar informacdes que possam subsidiar

programas de controle do vetor e de prevencéo a epidemias.
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2. OBJETIVOS
2. 1 Objetivo Geral

Caracterizar a diversidade genética das populacdes de A. aegypti das
regides norte e nordeste do Brasil.

2. 2 Objetivos Especificos

~ Obter o genoma mitocondrial de um representante das populagdes de A.
aegypti da regiao nordeste do Brasil;

=~ Apresentar a filogenia do A. aegypti identificando as relagbes evolutivas
na subfamilia Culicinae;

~ |dentificar a distribuicdo dos haplétipos obtidos na area de estudo;

~ Descrever os niveis de diversidade genética nas populacdes de A. aegypti
no norte e nordeste com base nos genes ND4 e COl,

~ Inferir sobre as relacdes filogenéticas dos haplatipos obtidos e ocorréncia
de diferentes linhagens mitocondriais nas populacbes de A. aegypti da
area amostrada;

~ Estimar o0s niveis de variacdo genética intrapopulacional e

interpopulacional em A. aegypti com base nos genes ND4 e COl,
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1 Procedéncia e Obtencéo das Amostras

As amostras foram obtidas em sete estados entre as regides Norte
(estados do Para e Tocantins) e Nordeste (estados do Maranhao, Paraiba, Piaui,
Rio Grande do Norte e Sergipe) do Brasil (Figura 7).

Figura 7. Area de obtencdo das amostras de Aedes aegypti em sete estados entre as regides
Norte e Nordeste do. Brasil.
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ante: Teixeira, B.R.S (2024). QGis Software.

As coletas foram realizadas na companhia de um agente de endemias
da vigilancia epidemiolégica de cada municipio. Com base em dados do
levantamento de indice rapido de A. aegypti (LIRAa) foram selecionaram pontos
estratégicos (PEs), como: oficinas mecanicas, cemitérios, borracharias e o
peridomicilio das residéncias para a distribuicdo das armadilhas.

Foram distribuidas 30 armadilhas para ovos (ovitraps) a uma distancia
minima de 1km entre as armadilhas, estas foram colocadas em areas
sombreadas, pouco iluminadas, protegidas da chuva, e, recolhidas apés seis
dias (Reiter et al.,1995).

O material coletado foi transportado para Laboratorio de Biologia
Molecular-LABMOL do Complexo GENBIMOL, UEMA/Campus Caxias. A

palhetas contendo ovos foram colocadas em diferentes bacias de plastico
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etiquetados e cobertas com um tecido fino e poroso. Apos a eclosao dos ovos,
as larvas foram alimentadas até o 4° estadio de desenvolvimento, conforme o
protocolo de Santos et al., (1981).

As larvas de 4° estadio foram identificadas com o auxilio de chave
taxondmica de classificacdo (Consoli e Lourencgo-de-Oliveira, 1994). Apos a
identificacédo, as larvas provenientes de diferentes criadouros artificiais foram
acondicionadas em tubos de 1,5ml, etiquetados e congelados em um freezer a -
80° C para posterior aplicacdo das técnicas moleculares.

3. 2. Extragcdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA total foi realizada com o kit Wizard Genomic DNA
Purification da PROMEGA, conforme as instru¢gdes do fabricante. A integridade
do DNA extraido foi analisada em gel de agarose a 1% e armazenado em freezer
-20°C.

As técnicas moleculares realizadas a partir do DNA gendémico extraido e

as analises dos dados estdo descritos nos Capitulos 1 e 2.

Esta pesquisa faz parte de um projeto fomentado pela CAPES (edital
12/2018 — PROCAD/AMAZONIA) que tem como proponente a UEMA por meio
do programa de pos-graduacdo em Biodiversidade, Ambiente e Saude e
instituicbes associadas: a UFPA através do programa de pdés-graduacdo em
Genética e Biologia Molecular e o IEC por meio do programa de pés-graduacao

em Virologia.
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Simple Summary: Responsible for the transmission of arboviruses, the mosquito Aedes aegypti is a
major challenge to public health in Brazil, particularly in urban areas located within tropical and
subtropical regions. The recent epidemiological bulletins from the Brazilian Health Ministry in the
state of Maranhao have reported high levels of urban infestation by this vector, which represents a
potential risk for the occurrence of new epidemics. In this context, the present study describes the
partial mitochondrial genome of a sample of Ae. aegypti from the Brazilian state of Maranhao. Studies
of this type provide important insights into the biological evolution of this important species and
have the potential to contribute to the development of increasingly effective strategies for the control
of this disease vector.

Abstract: Aedes aegypti is a mosquito native to the African continent, which is now widespread in
the tropical and subtropical regions of the world. In many regions, it represents a major challenge to
public health, given its role in the cycle of transmission of important arboviruses, such as Dengue,
Zika, and Chikungunya. Considering the epidemiological importance of Ae. aegypti, the present
study sequenced the partial mitochondrial genome of a sample collected in the municipality of Balsas,
in the Brazilian state of Maranhao, followed by High Throughput Sequencing and phylogenetic
analyses. The mitochondrial sequence obtained here was 15,863 bp long, and contained 37 func-
tional subunits (thirteen PCGs, twenty-two tRNAs and two rRNAs) in addition to a partial final
portion rich in A+T. The data obtained here contribute to the enrichment of our knowledge of the
taxonomy and evolutionary biology of this prominent disease vector. These findings represent an
important advancement in the understanding of the characteristics of the populations of northeastern
Brazil and provide valuable insights into the taxonomy and evolutionary biology of this prominent
disease vector.

Keywords: Legal Amazon; Culicidae; mtDNA; phylogeny; population genetics

1. Introduction

Mosquitos (Diptera: Culicidae) have a virtually cosmopolitan distribution, particularly
in the world’s temperate and tropical regions [1]. While the first mosquito species were
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described in the eighteenth century, the link between these insects and the transmission of
infectious diseases, such as filariasis and malaria, was only discovered at the end of the
nineteenth century. Almost two centuries after the first scientific studies of these organisms,
approximately 3600 mosquito species have now been described formally, although many
more species are assumed to exist, highlighting the need for extensive revision of the
Culicidae and, in particular, studies that provide insights into the evolutionary drivers of
the group [1].

In epidemiological terms, Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) is one of the most
important mosquito species, not least because of its intimate relationship with human
populations, which has allowed it to spread throughout all the world’s continents, except
Antarctica. The species is often targeted specifically in government campaigns for the
control of disease vectors and is often associated with human migrations and unregulated
urban development [2]. This mosquito is involved in the transmission cycle of a large
number of viruses, including the principal arboviruses that affect human populations [3],
that is, Orthoflavivirus denguei (DENV serotypes I, I, Il and 1V), Orthoflavivirus flavi (YEV),
Orthoflavivirus zikaense (ZIKV), and Chikungunya virus (CHIKV).

Aedes aegypti has a complex evolutionary history, with studies indicating an initial
major dispersal from Africa to the Americas, and, subsequently, to Asia, although there is
also evidence of the parallel dispersal of two distinct lineages that originated in eastern and
western Africa [4]. The species was almost certainly introduced into the Americas during
the Age of Discovery, between the sixteenth and eighteenth centuries, when it expanded
rapidly throughout most of tropical South and Central America [5,6].

In recent decades, a number of studies have investigated the genetic variability of
Ae. aegypti populations, mainly using molecular markers extracted from regions of the
nuclear [7,8] and mitochondrial genomes [5,9-12]. These studies have revealed signifi-
cant differences among populations, which have led to the hypothesis that two principal
Ae. aegypti lineages are found in Brazil, and worldwide. In this context, the mitochondrial
(mtDNA) genome is an important tool for evolutionary studies, given its uniparental in-
heritance, lack of recombination and high mutation rates, in comparison with the nuclear
genome [13-16]. Mitochondrial markers are especially useful for the study of vectors of
medical and epidemiological importance [17-25].

The state of Maranhao is located in the northeast region of Brazil, and coincides
with the transition zone between the Amazon, Cerrado and Caatinga biomes. Recent
epidemiological bulletins of the Brazilian Health Ministry, Maranhao have revealed high
levels of urban infestation by Ae. aegypti, which represents a potential risk for public health.
Given the epidemiological importance of this vector and its high population densities in the
state, it is necessary to understand the genetic variability of Ae. aegypti and its population
structure, in order to support the development of effective strategies of population control,
adapted to the characteristics of the populations found in northeastern Brazil.

Given the global epidemiological importance of this species, the present study provides
the first description of the mitochondrial genome of a representative sample of Ae. aegypti
population from the state of Maranhao, in northeastern Brazil, using High Throughput
Sequencing for the first time.

2. Materials and Methods
2.1. Collection of the Biological Samples and the Extraction of the Total DNA

The biological samples of Ae. aegypti analysed in the present study were collected
during expeditions to the municipality of Balsas, in the state of Maranhao (—7.53'29.17" S,
—46.03'74.56" W), in the mid—north region of Brazil (Figure 1). This region is a subdivision
of the Brazilian Northeast, which coincides with the transition zone between the Amazon
and Cerrado biomes, and also includes the western half of the state of Piaui [26]. The sam-
ples were collected using 30 ovitraps, which were distributed in different neighbourhoods
of the municipality at intervals of at least 1 km. The traps were set in shady and poorly
lit areas protected from the rain in the vicinity of residential infrastructure. The sites were
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selected previously during the rapid index surveys of Ae. aegypti (LIRAa) conducted in the
municipality. The traps were retrieved after six days and transported to the Genetics and
Molecular Biology Laboratory at the Caxias campus of Maranhao State University (UEMA).
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Figure 1. Location of the municipality of Balsas, in Maranhao state, showing the site from which the
biological samples were collected.

The ovitraps contained small (12 cm x 2.8 cm) palettes on which the mosquitos laid
their eggs during the trapping period. In the laboratory, the palettes were immersed in
water to allow for the eclosion of the larvae, which were then kept in artificial nurseries
until the emergence of the adults, which were identified using stereoscopic loupes and
the dichotomous classification key, developed by Consoli and Lourengo-de-Oliveira [27],
which is based on specific features of the external morphology of the adult specimens.
Adults of the study species (Ae. aegypti) were transferred to entomological cages designed
for breeding, where they were maintained with a 10% saccharose solution.

After two feeding cycles, a total of 20 females were isolated to lay eggs, which were
isolated in individual artificial incubators until the eclosion of the larvae, which were
fed until the fourth development stage (L4), following the protocol established by Santos
et al. [28]. Once the larvae reached stage L4, they were transferred to 1.5 mL Eppendorf
micro-tubes containing 70% alcohol as a preserver and stored in a freezer at —80 °C until
the extraction of the total DNA.

The total DNA of each sample was extracted using the Wizard Genomic DNA Purifi-
cation kit (Promega, Madison, WI, USA), following the manufacturer’s recommendations.
The products extracted from each sample were quantified using a Qubit 2.0 fluorometer (In-
vitrogen, Waltham, MA, USA), together with a dsDNA Hs Assay kit (Invitrogen, Waltham,
MA, USA).

2.2. Genomic Sequencing

The genomic sequencing, computer analyses and compilation of the results were all
conducted at the Arbovirology and Hemorrhagic Fevers Section of the Evandro Chagas
Institute (SAARB-IEC/MS/SVSA) in Ananindeua. The genomic library was compiled from
a single sample, which had been quantified previously and standardised to a concentration
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of 0.2 ng/uL, and then fragmented and marked with two adapter sequences (i7 and i5) using
the Nextera XT DNA Library Preparation kit (Illumina, San Diego, CA, USA) following the
manufacturer’s protocol. The sample was then quantified using a Qubit 2.0 fluorometer
(Invitrogen) and the fragment size was evaluated using a High Sensitivity DNA analysis
kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) in a BioAnalyzer (Agilent Technologies).
The final product was used for genomic sequencing using a NextSeq 500/550 High Output
kit (Illumina) for 300 cycles (2 x 150) on a NextSeq 500 System platform.

2.3. Data Processing and Description of the Genome

The raw reads were initially evaluated qualitatively using Fastp v. 0.23.2 [29], config-
ured to remove the adapter sequences, reads with a PHRED quality score of less than 20,
and reads of less than 50 nt in length. To better isolate the reads that correspond to those of
the study species, the data were mapped against a reference genome (Aedes aegypti L5.0,
mtDNA GenBank ID: NC_035159) using a combination of Bowtie2 v.2.5.1 [30] e Samtools
v.1.17 [31]. The filtered data were then used to mount the genome using the De Novo
method. The contig was assembled using the MEGAHIT v.1.2.9 software [32], with the de-
fault mounting configurations (in k-mer lengths of 21, 29, 39, 59, 79, 99, 119 and 141 nt). The
mitochondprial contigs obtained here was identified using the DIAMOND v.2.1.6.160 [33]
in BlastX alignment mode, considering an e-value of 107>, and inspected manually in
Geneious v.11.1.5 [34].

The final mitochondrial sequence was annotated using the online MITOchondrial
genome annotation Server tool (MITOS) [35] and fitted to a circular configuration, based
on the identification of overlaps using Blastn v.2.14.0 [36], and was also used as a reference
for the remapping of the mitochondrial reads in Bowtie2, to obtain their coverage metrics.
The linear structure of the sequence was determined using CGview [37], and its composi-
tion and nucleotide parameters and the relative synonymous codon usage (RSCU) were
obtained using MEGA X v.10.2.6 [38] and Geneious v.11.1.5 [34], respectively. Skews in
the nucleotide composition were calculated using the formulas AT-skew = (A — T)/(A + T)
and GC-skew = (G — C)/(G + C) [39]. To evaluate the selection pressure affecting the
PCGs of the study species of the tribe Aedini, the ratios of non-synonymous (dN) to
synonymous (dS) substitutions were calculated in CodeML, available in the PAML pack-
age [40]. All the graphs presented here were produced using the R software v.4.2.3
(available at: https:/ /www.r-project.org accessed on 23 June 2023), together with the gg-
plot2, reshape2 and pheatmap packages.

2.4. Phylogenetic Analysis

The phylogeny of the mosquitoes was reconstructed based on all 13 protein codify-
ing regions of the Ae. aegypti sequence obtained here, together with those of the other
28 mtDNAs available in the public databases (Supplementary Table S1). The regions cor-
responding to each PCG of the target sequences were extracted in parts, aligned using
MAFFT v.7.520 [41], inspected manually in Aliview v.1.28 [42], and concatenated using
Seqkit v.2.4.0 [43]. The nucleotide distances between the study taxa were obtained us-
ing MEGA X (based on the maximum likelihood composition model). The phylogeny
was reconstructed using the maximum likelihood method, with the prior definition of
the best nucleotide substitution model (GTR+F+I+G4) based on the Akaike information
criterion (AIC), using the IQ-TREE v.1.6.12 software [44], with the bootstrapping (BPP) set
to 1000 repetitions. The topology obtained from these analyses was visualized in FigTree
v.1.4.4 (available at: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree accessed on 26 June 2023)
and edited with Inkscape v.0.92 (available at: https://inkscape.org/pt-br accessed on
30 June 2023).

3. Results

The genomic sequencing generated a total of 75.5 million reads, with 94% approval,
following the quality control, and after the exclusion of the adapters and the bases with
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PHRED quality scores of less than 20. A contig of 15,863 bp was also obtained (Figure 2A,B)
with a mean coverage depth of 217.4 x, which corresponds to 28,539 of the total number
of reads generated, being composed with 37 functional subunits (13 PCGs, 22 tRNAs and
2 rRNAs) with a partial portion of the control region rich in adenine and thymine (A+T)
(Supplementary Table S2).
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Figure 2. (A) Genomic coverage and structural organisation of the sequence obtained in the present
study, showing the 37 functional subunits (13 PCGs, 22 tRNAs and 2 rRNAs), and the partial portion
control region rich in adenine and thymine (A+T), (B) circular configuration of the genome, (C) AT%
and GC% nucleotide composition and (D) AT/GC skews.

The overall AT content of the sequence obtained here is 78.2% (Figure 2C), with a
generally positive AT skew (which indicates a greater adenine content in comparison with
thymine) and a negative GC skew (indicating a relatively greater cytosine content versus
guanine) (Supplementary Table S2), although with inversions, depending on the different
arrangements of the subunits and regions evaluated (Figure 2D). An additional 22 small
intergenic regions were also identified between the annotated subunits, ranging in length
from 1 to 45 bp.

A typical secondary structure of the cloverleaf type was observed in 21 of the 22 tRNA
subunits annotated here, which had lengths varying from 64 bp (tRNA4) to 72 bp
(tRNAY") with a mean AT content of 77.9% (Supplementary Table S2). This structure
has four arms (amino acid acceptor (AA), dihydrouridine (DHU), TYC and anticodon
acceptor (AC)) and four loops (AA, DHU, TYC and Variable (V)). The only variation
was observed in the tRNAS! subunit, in which the dihydrouridine (DHU) arm has been
substituted by a DHU loop (Supplementary Figure S1).

The 13 PCGs annotated from the sequence obtained here vary in length
from 159 (ATPS) to 1740 bp (ND5), with an AT content ranging from 72.5% (ND2) to 83.6%
(CytB). The most frequent start codons were of two types (ATG and ATT), with complete
stop codons of the TAA types. Excluding stop codons, a total of 3719 amino acid triplets
were recorded, with a significant AT skew in the third position of the amino acids expressed
in the codifying regions of the sequence. The relative synonymous codon usage (RSCU)
indicates that only the triplet AGG (fRNA%“!) was not present in the PCGs, and that a
majority of the codons terminating with adenine or uracil (thymine) were expressed signifi-
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cantly (RSCU > 1) more often than those terminating with cytosine or guanine. Overall,

the amino acid expressed most frequently in the sequence was UUA (tRNAL#!), with
484 occurrences (RSCU = 4.93), while the least expressed was ACG (tRNATY"), with only a
single occurrence, with RSCU = 0.02 (Figure 3A).
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Figure 3. (A) Relative synonymous codon usage (RSCU) of the mtDNA of Ae. aegypti. The RSCU
values are shown on the y axis, while the families of synonymous codons and their respective
codifying triplets are shown on the x axis. (B) Boxplot of the mean evolutionary pressure that affects
the PCGs identified in the present study, based on the ratio of non-synonymous (dN) to synonymous
(dS) substitutions (dN/dS) recorded in the set of taxa closed related to the genus Aedes, including the
sequence obtained here. The dN/dS ratios are shown on the y axis, and the PCGs, on the x axis.

The evaluation of the parameters of the evolutionary pressures that influence the
PCGs was based on the ratio of non-synonymous to synonymous substitutions (dN/dS)
and the comparison of the sequence obtained here with those of other taxa related closely to
the genus Aedes. This analysis indicated that the different codifying regions have evolved
globally under the influence of purifying pressure (IN/dS > 1), with mean ratios ranging
from 0.001 £ 0.0586 in ATP6 to 0.001 £ 0.4573 in ATPS (Figure 3B).

The sequence obtained in the present study was most similar to those of other
Ae. aegypti specimens, in particular, sequences with the Genbank IDs MK575476 and
NC_035159, with the latter used as a reference for mapping and annotating the DNA
structure of the sample analysed here. Based on the analysis of nucleotide distances, the
mean pairwise distance recorded among the 29 taxa used to reconstruct the phylogeny,
including the sequence obtained here, was 0.09, with values ranging from 0.0005 to 0.1874
(Supplementary Table S3). In accordance with the results of the distance matrix, the phy-
logeny reconstructed by the maximum likelihood method identified a well-structured
monophyletic group with two principal clades, which include representatives of the sub-
families Anophelinae and Culicinae (tribe Aedini), rooted externally by Dixella aestivalis
(Figure 4). The Culicinae clade is formed four principal sub-clades (Haemagogus, Ochlerota-
tus, Stegomyia and Psorophora), with BPP = 100%, highlighting the taxa most closely related
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to genus Aedes (mean distance of 0.1). The sequence obtained here aligned with the other
Ae. aegypti (BPP = 100%), as part of the sub-clade of the subgenus Stegomyia.

7. Ochle fluviatilis NC060639
8. Aedes aegypti MK575474 | Brazil
9. Aedes aegypti NC035159 | USA
10. Aedes aegypti OR350416 | Brazil
11. Aedes aegypti CM046323 | USA T[] 11

12. Aedes aegypti OM214532 | Australia HEEEEN

13. dedes albopictus NCO06817 [ [ ]

14. Aedes flavopictus NC050044 [ | | |
15. Aedes galloisi MW465951
Psorophora albipes NC060641 12345678 910I1112131415
84/ Psorophora ferox NC060642
Psorophora saeva NC044658
Psoroph ingulata ERR4173077

{56 Anopheles albitarsis NC020662

/_E) Anopheles oryzalimnetes NC030715

100 Anopheles janconnae NC030717
L Anopheles darlingi NC064612
Dixella ivalis NC029354

100,

0.05

Figure 4. Reconstruction of the phylogeny using the maximum likelihood method of the mosquitoes
analysed in the present study, based on the 13 concatenated PCGs of the Ae. aegypti obtained in this
study and 28 other taxa available in public databases. Support values (BPP) are shown at each node.
The coloured dots indicate the taxonomic groups formed in the analysis (the black dot indicates the
clade of the Culicidae family; the yellow dot indicates the common ancestor of the Anophelinae
subfamily; and the blue circle indicates the common ancestor of the Aedini tribe). The heat map
on the right demonstrates the nucleotide distances, based on the maximum composite likelihood
method, between taxa related to the genus Aedes, where the distances are color coded, ranging from
most similar (blue) to most divergent (red). The triangle of values in the upper left corner presents a
percentage representation of the quality of the phylogenetic signal for reconstructing the topology
based on the set of sequences used. The sum of the sides (96.4%) indicates the percentage of high
reliability topologies generated during the analysis.

4. Discussion

Ae. aegyptiis now well established as one of the world’s primary vectors of arboviruses,
a role favoured by its highly synanthropic behaviour, its desiccation-resistant eggs and
its ecological adaptability, which confers a degree of resistance to pesticides, and hamper
the implementation of effective control measures [45-47]. These traits also contribute to
the dispersal capacity of the species and its current worldwide distribution [48,49]. In
the 1950s, the implementation of radical measures to control the species in Brazil and
other South American countries led to its apparent eradication from the region until its
reintroduction in 1970. Since this time, Ae. aegypti has become the disease vector with the
greatest impact in the region for the transmission of the infectious agents responsible for
diseases such as Dengue, Zika and Chikungunya, with thousands of cases being recorded
annually, particularly in urban environments [50]. It is in these urban environments that
the investigation of the genetic structure of the vector populations can contribute most to
the development of the most effective strategies of control. These data not only contribute
to the understanding of the adaptive capacity of the vector to different environments, in
particular anthropogenic habitats, but also improve the scientific comprehension of the
molecular interactions at the pathogen-host level [46,50,51].

The use of molecular markers in studies of the evolutionary biology of mosquitoes, in
particular those derived from genomic regions such as the mitochondrial (mtDNA) and
nuclear DNA (nDNA), have provided important insights into the evolutionary biology of
these insects, as well as the genetic diversity of their populations, in particular in Brazil [46].
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In this context, a series of previous studies have concluded that the Ae. aegypti populations
of Brazil encompass two principal genetic groups, separated approximately by the transi-
tion zone at the limit of the Amazon forest [52-56]. The previous studies on populations
from Maranhado, in particular, found high levels of intra-population differentiation, which
were consistent with the coexistence of two Ae. aegypti genetic lineages in this state, which
coincides with the ecological transition to the Amazon forest [8,11,57].

The present study describes the complete mitochondrial sequence of an Ae. aegypti
specimen sampled from one of the populations found in the municipality of Balsas,
in the Brazilian state of Maranhdo. The sequence obtained is subdivided into 37 func-
tional subunits, in addition to a partial portion of the control region rich in adenine and
thymine (A+T), with the characteristic arrangement and disposition of the genes along
the two strands of transcription, as observed in all the previous description of the mito-
chondrial genomes of mosquitoes, in particular, those of the tribe Aedini [20,22-24,58]. The
nucleotide sequence obtained here share a high level of identity with a reference genome
(GenBank ID: NC_035159), which was obtained in a study that also described the three
chromosomes of the species [58].

In comparison with the reference genome, the sequence obtained in the present study
had a general AT content higher than that of GC, with a positive global skew in AT and
negative skew in GC, which is consistent with the larger proportions of adenine and
cytosine found throughout the principal sequence. Despite these major similarities, the
most obvious difference is the relative lack of polymorphisms, which are most concentrated
between the ND5 and ND6 regions, in addition to a lack of coverage for the central part of
the final portion of the sequence obtained here, which is rich in A+T. In metazoans, this
region is associated with the replicative processes of the mtDNA, in particular, a large
number of homopolymeric repetitions, considering the presence of significant variations
in the length of this region due to the high nucleotide substitution and insertion/deletion
rates, which result in clear differences in its length in the different culicid species [14,59,60].
However, in some of the studies that have described mitochondrial sequences by High
Throughput Sequencing, certain difficulties arose in the sequencing of this region, possibly
related to the problems associated with the recovery of the homopolymeric portions. Given
this, the use of selective amplification methods for this region, such as conventional PCR
and Sanger sequencing, have been considered to be a potentially valuable alternative, with
satisfactory results in some similar studies [61-64].

The Ae. aegypti sequence obtained in the present study contained all 22 tRNAs pre-
dicted for the mtDNA, as observed in both other mosquitoes and other organisms, as well as
their typical secondary structures, including the substitution of the dihydrouridine (DHU)
arm by a DHU loop in tRNA5"! gene. With the exception of the 920 bp final portion, in fact,
the sequence obtained here includes only 204 non-codifying base pairs, divided among
the 22 small intergenic regions, of which the largest was 45 bp, and was located between
the tRNAC" and tRNAM¢ genes, highlighting their compact structure. This has also been
observed in other genomes of other mosquitoes, including a degree of overlap between
some open read frames (ORFs), in particular those associated with regions involved in
the codification of proteins, where, with the exception of only the ND1 and ND5 subunits,
the start codons are all ATN, while all the stop codons are TAA, in addition to a high AT
content in the third codon position in the expressed amino acid triplets. The considerable
increase in the AT content at this position may be related to a less intense level of purifying
selection against deleterious mutations in these regions [19,65].

In the specific case of the type of selection pressure affecting the PCGs of the sequence
obtained in the present study, there was a clear global tendency for the purifying selection
(AN/dS < 1), which was reflected in the much higher rates of synonymous substitutions,
in comparison with non-synonymous substitutions, within the regions analysed. As
observed in other studies, in addition, including those of the genus Aedes [22,24,65], the
purifying selection was more intense in mitochondrial complexes III (cytochrome b) and
IV (cytochrome oxidase c), in contrast with complex I (NADH) and the ATP8 subunit,
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in particular. While the mean dN/dS ratio recorded in the present study, considering
all the taxa analysed, was relatively low in ATP6, the COI subunit presented the lowest
proportions recorded in the present study, which reinforces the widespread use of this
subunit as a molecular marker for the determination of phylogenetic relationships at a
given taxonomic level [65-67], given its high rates of synonymous mutation in comparison
with the regions of complexes I and V (in particular ATPS). While the dN/dS ratio of these
regions is still below one, they have less conservative evolutionary restrictions.

Based on the whole concatenated sequence used for the phylogenetic reconstruction,
the representatives of the tribe Aedini formed a well-structured monophyletic group that
included five sub-clades, of which, two correspond to the genera Haemagogus and Psorophora,
while the other three contain taxa closely related to the genus Aedes. It is important to
note here that both the arrangement of the taxa and the classification of some of the Aedes
subgenera have been the subject of intense revision and constant debate, particularly in
relation to certain features of the external morphology. In this context, taxa previously
considered to be subgenera of Aedes, such as Ochlerotatus and Stegomyia, have been treated
as independent groups within the tribe Aedini by some authors, based on the polyphyletic
relationships found by studies such as those of Reinert [68] and Reinert et al. [69,70].
However, these reclassifications are not supported universally, given that other studies [71]
have not found sufficient support for the independence of the lineages.

The sequence obtained here was most similar to those of the other Ae. aegypti, with
the clear formation of a sub-clade in Stegomyia. The relationships observed here among
the Aedes sub-clades, considering Ochlerotatus and Stegomyia, together with Oc. fluviatilis
(which was classified here as Georgecraigius fluviatilis in accordance with the proposal of
Reinert [68]), are consistent with the polyphyletic arrangement proposed by this author
based on morphological features. These findings also align with those of other studies based
on the application of molecular markers to the taxonomy of the tribe Aedini [23,24,72,73].

Three thousand cases of Dengue were recorded in the state of Maranhao in the first
half of 2023 alone, with an increase of 30% in the number of probable cases in compar-
ison with the same period of the previous year [74]. This preoccupying trend may be
related in particular to the intrinsic deficiencies of the measures adopted for the control
and eradication of the populations of Ae. aegypti, the principal vector found in urban
environments. In this context, it will be necessary for local research groups to evaluate
the presence of different lineages of the species, associating this information with the
mechanisms of dispersal of the mosquito and the spatial distribution of the outbreaks of
Dengue in the state. The first genomic studies in the state of Maranhao focused on the
use of mitochondrial (especially ND4) and nuclear (microsatellites) molecular markers to
describe the genetic structuring of local populations [8,11,12]. Until recently, however, High
Throughput Sequencing had not been used to determine these genomic features. In this case,
through the definition of the complete mitochondrial sequence of Ae. aegypti, the present
study intended to contribute to the understanding of the evolutionary dynamics of the
species, as well as providing resources for its more reliable taxonomic identification, based
on molecular features. These advances represent valuable insights for the establishment of
guidelines for the development of innovative strategies for the control of this important
disease vector.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/insects14120938 /s1, Figure S1—Secondary structures of tRNAs and
rRNAs of Aedes aegypti OR350416; Table S1—Taxa used in the evolutionary analyses; Table S2—Aedes
aegypti OR350416 nucleotide composition metrics; Table S3—Nucleotide distances by maximum
likelihood composition.
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Supplementary Table 1. Taxa used in the evolutionary analyzes.

Specie Size (bp) GenBank ID Country
Aedes aegypti 16.790 NC035159 USA
Aedes aegypti 16.660 OM214532 Australia
Aedes aegypti 15.863 OR350416 Brazil
Aedes albopictus 16.665 NC006817 Taiwan
Aedes flavopictus 16.060 NC050044 -
Aedes galloisi 16.065 MW465951 -
Anopheles albitarsis 15.413 NC020662 -
Anopheles darlingi 15.395 NC064612 -
Anopheles janconnae 15.425 NC030717 -
Anopheles oryzalimnetes 15.422 NC030715 -
Dixella aestivalis 16.465 NC029354 -
Haemagogus albomaculatus 15.097 NC057211 Brazil
Haemagogus janthinomys 15.698 NC028025 Brazil
Haemagogus leucocelaenus 15.056 NC057212 Brazil
Haemagogus spegazzinii 15.081 NC057213 Brazil
Haemagogus tropicalis 14.917 NC057214 Brazil
Ochlerotatus fluviatilis 14.910 NC060639 Brazil
Ochlerotatus fulvus 15.428 MK575476 Brazil
Ochlerotatus nigrithorax 15.943 NC054321 Australia
Ochlerotatus scapularis 14.868 NC072177 Brazil
Ochlerotatus serratus 14.907 NC072178 Brazil
Ochlerotatus taeniorhynchus 15.913 MN626442 -
Ochlerotatus vittiger 16.027 NC054326 Australia
Psorophora albipes 15.137 NC060641 Brazil
Psorophora cingulata 14.969 ERR4173077 Brazil
Psorophora ferox 15.307 NC060642 Brazil

Psorophora saeva 15.049 NC044658 Brazil




Supplementary Table 2. Aedes aegypti OR350416 nucleotide composition metrics.

Gene
Genome
Ile
GIn
Met
ND2
Trp
Cys
Tyr
col
Leu2
con
Lys
Asp
ATP8
ATP6
coln
Gly
ND3
Arg
Ala
Asn
Serl
Glu
Phe
ND5
His
ND4
ND4L
Thr
Pro
ND6
CytB
Ser2
ND1
Leul
rRNA16S
Val
rRNA12S
A+T
PCGs
1st
2nd
3rd
tRNAs
rRNAs

Strand
forward
reverse
forward
forward
forward
reverse
reverse
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
reverse
forward
reverse
reverse
reverse
reverse
reverse
forward
reverse
forward
forward
forward
reverse
reverse
reverse
reverse
reverse

Start
1
1
70

End
15.863
67

Size (nt)
15.863
67

69

69
1.023
69

67

68
1.500
67
684
71

69
159
678
786
67
351
64

69

70

67

66

67
1.740
66
1.341
294
66

67
519
1.134
66
948
68
1.357

IGN  AnticodonStart/Stop

0
2
45
0
4
-1
0
34
1
1
1
16
0
-4

PP ONMONO®

GAU -
UuG -
CAU -
- ATTITAA
UCA -
GCA -
GUA -
- ATTITAA
UAA -
- ATG/TAA
Ccuu -
GuUC -
- ATT/ITAA
- ATG/TAA
- ATG/TAA
ucc -
- ATT/ITAA
UCG -
UGC -
GuU -
GCU -
uuc -
GAA -
- GTG/ITAA
GUG -
- ATG/TAA
- ATG/TAA
UGU -
UGG -
- ATT/ITAA
- ATG/TAA
UGA -
- TTGITAA
UAG -

UAC -

T%
384
343
42,0
37,7
46,2
39,1
37,3
38,2
395
403
38,9
338
36,2
421
413
40,1
373
42,7
375
435
35,7
433
424
38,8
46,6
424
474
52,0
40,9
373
46,8
41,0
34,8
489
441
436
375
424
478
440
37,1
46,4
48,6
38,8
432

C%
13,2
11,9

7,2
15,9
10,2
10,1

75

59
16,5

9,0
15,4
14,1
11,6
14,5
16,2
16,5

9,0
12,3
15,6

7,2
10,0
11,9

6.1

6,0

7.3

45

7.7

6.5

6.1

6.0
10,6
15,3
12,1

7,8

44

59

83

6,7

48
118
11,2
18,8

54

9.1

6,2

A%
39,8
35,8
36,2
34,8
36,7
42,0
46,3
41,2
29,1
373
35,4
39,4
46,4
371
31,6
29,8
433
36,5
31,3
39,1
429
328
485
388
32,2
39,4
30,6
28,2
47,0
40,3
36,8
31,0
424
27,2
41,2
39,3
431
39,0
45,7
318
326
20,8
418
40,4
39,2

G%

8,6
17,9
14,5
11,6

6,9

8,7

9,0
14,7
14,9
134
10,4
12,7

58

6,3
10,9
13,6
10,4

8,5
15,6
10,1
114
11,9

3,0
16,4
14,0
13,6
143
133

6,1
16,4

58
12,6
10,6
16,0
10,3
11,2
111
11,9

17
124
19,1
14,0

42
116
115

AT%
78,2
70,1
78,3
72,5
82,9
81,2
83,6
79,4
68,6
77,6
74,3
73,2
82,6
79,2
72,9
69,8
80,6
79,2
68,8
82,6
78,6
76,1
90,9
77,6
78,7
81,8
78,0
80,3
87,9
77,6
83,6
72,0
77,3
76,2
85,3
82,9
80,6
81,3
93,5
75,8
69,7
67,2
90,4
79,2
82,4

GC%
21,8
29,9
21,7
275
171
18,8
16,4
20,6
314
22,4
25,7
26,8
17,4
20,8
27,1
30,2
19,4
20,8
31,3
17,4
214
23,9

9,1
22,4
213
18,2
22,0
19,7
121
22,4
16,4
28,0
22,7
23,8
14,7
171
19,4
18,7

6,5
24,2
30,3
32,8

9,6
20,7
17,7

ATs
0,0179
0,0213
-0,0741
-0,0400
-0,1156
0,0357
0,1071
0,0370
-0,1506
-0,0385
-0,0472
0,0769
0,1228
-0,0635
-0,1336
-0,1475
0,0741
-0,0791
-0,0909
-0,0526
0,0909
-0,1373
0,0667
0,0000
-0,1825
-0,0370
-0,2161
-0,2966
0,0690
0,0385
-0,1198
-0,1383
0,0980
-0,2853
-0,0345
-0,0524
0,0690
-0,0421
-0,0225
-0,1621
-0,0644
-0,3810
-0,0746
0,0202
-0,0485

GCs
-0,2110
0,2000
0,3333
-0,1579
-0,1886
-0,0769
0,0909
0,4286
-0,0531
0,2000
-0,1932
-0,0526
-0,3333
-0,3939
-0,1957
-0,0970
0,0769
-0,1781
0,0000
0,1667
0,0667
0,0000
-0,3333
0,4667
0,3135
0,5000
0,3017
0,3448
0,0000
0,4667
-0,2941
-0,0978
-0,0667
0,3451
0,4000
0,3103
0,1429
0,2789
-0,4769
0,0259
0,2593
-0,1461
-0,1236
0,1208
0,2994
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Supplementary Table 3. Nucleotide distances by Maximum Likelihood Composition

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Haemagogus albomaculatus NC057211
Haemagogus spegazzinii NC057213 0,0524
Haemagogus janthinomys NC028025 0,0551  0,0569
Haemagogus tropicalis NC057214 0,0982 0,0986  0,0996
Haemagogus leucocelaenus NC057212  0,0928  0,0948  0,0946  0,1139
Ochlerotatus scapularis NC072177 0,1128 0,1079 0,1106 0,1326 0,1217
Ochlerotatus serratus NC072178 0,1084 0,1046 0,1026 0,1282 0,1214 0,0811
Ochlerotatus fulvus MK575476 0,1041 0,1005 0,1005 0,1237 0,1167 0,0935  0,0890
Ochlerotatus nigrithorax NC054321 0,0974 0,0936 0,0953 0,1211 0,1150 0,0912 0,0839  0,0852
Ochlerotatus vittiger NC054326 0,0926 0,0904 0,0900 0,1157 0,1091 0,0876 0,0817 0,0801  0,0208
Ochlerotatus taeniorhynchus MN626442  0,0899  0,0846  0,0882 0,1095 0,1076 0,0880 0,0820 0,0809 0,0702  0,0661
Ochlerotatus fluviatilis NCO60639 0,1340  0,1358 0,1345 0,1471 0,1436 0,1414 0,1443 0,1367 0,1345 0,1307 0,1298
Aedes albopictus NC006817 0,1341 0,1331 0,1299 0,1481 0,1431 0,1432 0,1389 0,1348 0,1310 0,1268 0,1259  0,1613
Aedes flavopictus NC050044 0,1242 0,1239 0,1208 0,1384 0,1319 0,1236 0,1229 0,1211 0,1132 0,1103 0,1116 0,1441  0,0803
Aedes galloisi MW465951 0,1094 0,1114 0,1102 0,1269 0,1208 0,1199 0,1193 0,1110 0,091 0,1049 0,0994 0,1354 0,1083 0,0915
Aedes aegypti NC035159 0,1258  0,1203 0,1213 0,1441 0,1871 0,1239 0,1197 0,1168 0,1173 0,1153 0,1096 0,1530 0,1212 0,1112 0,1048
Aedes aegypti 0,1260 0,1208 0,1215 0,1442 0,1378 0,1245 0,1203 0,1175 0,1183 0,1161 0,1105 0,1542 0,1222 0,1123 0,1058  0,0009
Aedes aegypti OM214532 0,1258  0,1212 0,1204 0,1433 0,1341 0,1247 0,1191 0,1167 0,118 0,1160 0,1103 0,1511 0,1197 0,1117 0,1037 0,0134  0,0140
Psorophora albipes NC060641 0,1255 0,1218 0,1238 0,1423 0,1339 0,1256 0,1169 0,1227 0,1147 0,1100 0,1075 0,1515 0,1447 0,1330 0,1239 0,1315 0,1324  0,1308
Psorophora ferox NC060642 0,1283 0,1260 0,1270 0,1462 0,1360 0,1264 0,1164 0,1227 0,1137 0,1109 0,079 0,1519 0,1479 0,1372 0,1256 0,1317 0,1324 0,1317  0,0566
Psorophora saeva NC044658 0,1204 0,1208 0,1228 0,1415 0,1364 0,1353 0,1255 0,1233 0,1167 0,1135 0,1128 0,1515 0,1457 0,1325 0,1241 00,1371 00,1374 0,1371  0,0927  0,0958
Psorophora cingulata ERR4173077 0,1344 0,1325 0,1355 0,1497 0,1450 0,1401 0,1346 0,1351 0,1319 0,1282 0,1223 0,1597 0,1559 0,1447 0,1353 0,1480 0,1482 0,1468 0,1047 0,1081 0,1135
Anopheles albitarsis NC020662 0,1826 0,1846 0,1829 0,1900 0,937 0,1953 0,1906 0,1857 0,1862 0,1813 0,1778 0,2040 0,1974 0,1920 0,1822 0,1909 0,1928 0,1909 0,1867 0,1893 0,1903  0,1927
Anopheles oryzalimnetes NC030715 0,1814 0,1820 0,1805 0,1882 0,1924 0,1934 0,1886 0,1841 0,1854 0,1807 0,1767 0,2020 0,1958 0,1906 0,1812 0,1888 0,1905 0,1889 0,1857 0,1876 0,1881 0,1914  0,0079
Anopheles janconnae NC030717 0,1847 0,180 0,1834 0,1913 0,1933 0,1965 0,1924 0,1880 0,1894 0,1850 0,1793 0,2049 0,1956 0,1938 0,1855 00,1903 0,1925 0,1905 10,1888 10,1915 0,1892 0,1940 0,0357  0,0356
Anopheles darlingi NC064612 0,1835 0,1807 0,1797 0,1883 0,1905 0,1925 0,1882 0,1824 10,1818 10,1760 0,1745 0,2024 0,1897 0,1880 10,1824 0,1870 0,1889 10,1883 10,1823 0,1871 0,1863 0,1983 0,0860  0,0843
Dixella aestivalis NC029354 0,2857 0,2893 0,2876 0,2929 0,2966 0,2914 0,2943 0,2917 0,2918 0,2883 0,2883 0,3006 0,3022 0,2981 0,2921 0,2959 0,2981 0,2950 0,2937 0,2957 0,2992 0,2939 0,2906  0,2880

26

0,0873
0,2908

27

0,2923
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Supplementary figure 1 - Secondary sctructures of tRNAs and rRNAs of Aedes aegypti OR360416
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Resumo

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1972), € o principal transmissor da febre
amarela, dengue, chikungunya e zika no contexto mundial. O estudo da variabilidade
genética é fundamental para a melhoria das estratégias de controle do vetor e
prevencdo de epidemias. Neste contexto, os altos indices de notificagfes da dengue
no pais revelam a necessidade de um monitoramento genético das popula¢cdes que
nos permita inferir sobre a dinamica populacional do vetor. No presente estudo,
realizamos uma andlise genética populacional com base em sequencias de DNA de
genes mitocondriais em 22 populac6es de A. aegypti distribuidas em sete estados nas
regides Norte e Nordeste do Brasil. Os nossos resultados revelaram altos indices de
diversidade genética e a ocorréncia de duas linhagens mitocondriais provenientes de
diferentes introduc¢des ao longo da colonizacdo humana nas ameéricas. Curiosamente,
haplotipos de uma das linhagens mitocondriais, inclusive o mais frequente e
amplamente distribuido, mostrou-se idéntico a haplotipos da subespécie Aaf do
continente africano. Portanto, os dados genéticos confirmam a circulacdo da
subespécie Aaf no pais e reforca a importancia da implementacdo de controles de
vetores mais efetivos, para um melhor manejo da espécie, uma vez que as
consequéncias epidemioldgicas da circulacdo das duas subespécies e da mistura

genética sado desconhecidas e podem ter impacto direto na saude publica do Brasil.

Palavras-chave: Amazonia, Arboviroses, COI, Dengue, ND4.
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Introducéo

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1972) € uma espécie de
grande importancia médico-epidemiol6gica com uma histéria de expanséo por todos
0s continentes muito bem-sucedida (Paupy et al. 2012, Gldria-Soria et al. 2016,
Bennett et al. 2016, Ayala et al. 2020). No continente africano, regiao de origem da
espécie, o A. aegypti € diferenciado em dois morfotipos, ou subespécies, a partir de
diferencas morfolégicas, ecolégicas, de variacdo genética e de suscetibilidade viral
(Delatte et al. 2011, Khater et al. 2021).

O Aedes aegypti formosus (Aaf) é a forma silvestre, reside em florestas e é
mais zoofilico, de acordo com a literatura sua ocorréncia supostamente esta restrita a
Africa subsaariana, apesar de ter sido relatado na Argentina (Gloria-Soria et al. 2016,
Powell 2016, Powel et al. 2018). O Aedes aegypti aegypti (Aaa) é a forma domesticada,
amplamente difundida nas regifes tropicais e subtropicais, vive em ambientes
urbanos, deposita seus ovos em criadouros artificiais e € mais antropofilica (Jaimes-
Duefiez et al. 2015, Joyce et al. 2018, Abuelmaali et al. 2021). Conhecer a distribuicéo,
ocorréncia e bionomia das subespécies é importante para compreendermos como
atuam na transmissao dos arbovirus circulantes (Abuelmaali et al. 2021).

O A. aegypti é o principal vetor envolvido no ciclo de transmissdo dos
arbovirus Orthoflavivirus denguei, Orthoflavivirus flavi (YFV) em areas urbanas,
Orthoflavivirus zikaense (ZIKV), Alphavirus chikungunya (CHIKV) (Espinal et al. 2019,
Sousa et al. 2023), que afetam particularmente humanos, representando uma
constante ameaca a saude publica mundial (Li et al. 2021).

Entre as arboviroses transmitidas pelo A. aegypti, a dengue € uma das
doencas mais importantes do mundo, sua incidéncia aumentou mais de 30 vezes nas
Ultimas décadas, juntamente com a expansao geografica do vetor (Kraemer et al.
2015, Guzman et al. 2016). O Brasil € um dos paises endémicos que registra
anualmente os maiores numeros de notificacdes de zika, chikungunya, e
principalmente dengue (Kotsakiozi et al. 2017), com milhares de casos e varios surtos
da doenca em diferentes regides do pais (Brasil, 2024).
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O primeiro registro do vetor nas regides Norte e Nordeste foi na epidemia
de Febre Amarela (1928-1929), nos estados da Bahia, Par4 e Pernambuco (Njaime
2022). Em 2024 até a semana epidemiolégica (SE) 28 ja foram notificados 335.130
casos provaveis de dengue com uma taxa de incidéncia de 613,3 por 100.000
habitantes e 182 &bitos para a regido Nordeste e para a regidao Norte 49.772 casos
provaveis de dengue com uma taxa de incidéncia de 286,9 por 100.000 habitantes e
28 6bitos (Brasil, 2024).

Nas ultimas décadas varios estudos analisaram a estrutura populacional do
A. aegypti utilizando marcadores moleculares nucleares de evolug&o neutra, como 0s
microssatélites (Maitra et al. 2019, Rodrigues et al. 2023, Abuelmaali et al. 2024) e os
genes mitocondriais, para uma maior compreensdo das relagdes filogenéticas, da
estrutura populacional e evolugcdo molecular da espécie (Fraga et al. 2013, Sousa et
al. 2017). Os estudos realizados com populac¢des brasileiras tém fornecido importantes
informacdes acerca dos niveis de diversidades genética, o que é fundamental para
melhorar as estratégias de prevencao de arboviroses em paises endémicos (Jaimes-
Duefiez et al. 2015).

Os altos indices de caos de dengue nas regides Norte e Nordeste do Brasil
revelam a necessidade de um monitoramento genético nas populacdes do vetor
nessas regides, uma vez que a variacdo genética pode influenciar na competéncia
vetorial da espécie em transmitir diferentes tipos de virus a humanos, devido as
interacdes moleculares complexas do hospedeiro com os patégenos (Sim et al. 2013,
Sousa et al. 2023).

Com base nessas informacbes, realizamos uma analise genética em
populacdes de A. aegypti de 22 localidades distribuidas em sete estados das regides
Norte e Nordeste do Brasil, com base em sequencias de DNA dos genes mitocondriais
ND4 e COl, e assim, gerar novas percepc¢des que possam trazer luz na implementacao

de estratégias efetivas para o controle e manejo do vetor.
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Material e Métodos

Procedéncia e Obten¢c&o das Amostras

As amostras de A. aegypti foram obtidas em expedicdes realizadas em 22

localidades distribuidas entre as regides Norte e Nordeste do Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Municipios de obtencdo das amostras de A. aegypti nas regiées Norte e Nordeste do Brasil,
coordenadas geogréficas e tamanho amostral para cada gene (ND4 e COI).

; . LOCALIZACAO TAMANHO
MUNICIPIOS CODIGO Latitude/Longitude ND4 Col
Aracaju-SE ARAC 10°55'35.39"S/ 37° 4'22.24"W 10 03
Araguaina-TO ARA 7°11'30.44"S/ 48°12'31.70"W 30 30
Balsas-MA BAL 7°33'44.75"S/ 46° 3'12.41"W 20 07
Barra do Corda-MA BCO 5°30'9.49"S/ 45°14'48.33"W 07 08
Belém-PA BEL 1°27'23.23"S/ 48°30'3.46"W 30 30
Caxias-MA CAX 4°52'2.15"S/ 43°21'34.93"W 12 07
Floriano-PI FLO 6°46'52.57"S/ 43° 1'24.10"W 30 30
Gurupi-TO GUR 11°43'28.00"S/ 49° 3'40.98"W 31 31
Humberto de Campos-MA HCA 2°35'55.16"S/ 43°27'52.87"W 30 30
Imperatriz-MA IMP 5°31'25.55"S/ 47°28'34.30"W 32 32
Jodo Pessoa-PB JPE 7° 7'7.81"S/ 34°52'53.16"W 25 11
Maracagumé-MA MAR 2° 2'51.63"S/ 45°57'41.35"W 30 30
Natal-RN NAT 5°47'3.01"S/ 35°11'59.89"W 18 11
Palmas-TO PAL 10°14'57.85"S/ 48°19'27.99"W 30 30
Parnaiba-PlI PAR 2°54'34.59"S/ 41°45'13.38"W 31 31
Picos-PI PIC 7°5'3.16"S/ 41°28'14.87"W 31 31
Presidente Dutra-MA PDU 5°17'31.11"S/ 44°29'34.97"W 30 30
Sao Domingos-MA SDO 5°34'42.71"S/ 44°23'4.30"W 13 13
Santa Maria-PA SMA 1°21'0.44"S/ 47°34'31.66"W 30 30
Teresina-PlI TER 5° 5'46.05"S/ 42°48'8.30"W 18 10
Tuntum-MA TUN 5°15'36.15"S/ 44°38'40.23"W 11 07
Vargem Grande-MA VGR 3°32'52.84"S/ 43°54'59.21"W 15 10

As coletas foram realizadas na companhia de um agente de endemias. Com

base em dados do levantamento de indice rapido (LIRAa), foram selecionados pontos

estratégicos (PEs), tais como: cemitérios, borracharias e o peridomicilio das

residéncias. Foram distribuidas 30 armadilhas para ovos (ovitraps) nos PEs, a uma

57



distancia minima de 1km entre cada uma, as armadilhas foram colocadas em areas
sombreadas, protegidas da chuva, e, recolhidas apos seis dias (Reiter et al.1995).

O material coletado foi transportado para o Laboratorio de Biologia
Molecular (LABMOL) do Complexo GENBIMOL da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA), Campus Caxias. As palhetas com ovos foram colocadas em
diferentes criadouros artificiais, etiqguetados e cobertos com tecido.

Apos a eclosdo dos ovos, as larvas foram alimentadas até o 4° estadio
conforme o protocolo de Santos et al. (1981), identificadas com auxilio de chave
taxondmica de classificacdo (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994), armazenadas
individualmente em microtubos contendo alcool 70% e mantidas em freezer -80°C para

posterior extracdo do DNA gendmico.

Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento dos genes mitocondriais

Para a extracdo do DNA gendmico foram selecionadas larvas de diferentes
criadouros para evitar a ocorréncia de irmaos na amostragem. A extracao do DNA total
foi realizada com o kit Wizard Genomic DNA Purification da PROMEGA (Promega,
Madison, WI, USA), conforme as instru¢cées do fabricante. A integridade do DNA
extraido foi verificada em gel de agarose a 1% e armazenado em freezer -20°C.

Os genes mitocondriais ND4 e COI foram isolados do DNA total através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), seguindo o protocolo de Schuelke (2000). As
PCRs foram realizadas com volume final de 25 ul contendo 15,8ul de H2O ultrapura;
1uL de DNA gendmico (50ng/ul); 4uL de dNTP’s (0.2mM); 2,5ul do tampéo de reacéo
10X; 1ul de MgCl2 (50 mM); 0,25ul de primer forward (200 uM/ul); 0,25ul de primer
reverse (200 uM/ pl); 0,2ul de tag DNA polimerase (5 U/ul) (Thermo Fisher Scientific).

Foram utilizados os iniciadores ND4L 5’-ATTGCCTAAGGCTCATGTAG-3’
(forward) e ND4H 5-TCGGCTTCCTAGTCGTTCAT-3 (reverse), de acordo com
Costa-da-Silva et al. (2005) e COIF: 5-TGTAATTGTAACAGCTCATGCA-3’ (forward)
e COIR: 5-AATGATCATAGAAGGGCTGGAC-3’ (reverse), publicado por Paupy et al.
(2012). As amplificacdes foram realizadas em termiciclador automatizado (Applied
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Biosystems) com 0s seguintes parametros: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 min,
seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C (ND4) / 54°C (COI) por 30 s, 72°C por 1
min e uma extenséo final de 72°C por 7 min (ND4) / 5 min (COl).

Os produtos da PCR foram purificados com a enzima “ExoSap-IT” (USB
Corporation), conforme orientacdes do fabricante, e submetidos a reagdo de
sequenciamento de DNA usando-se o método didesoxiterminal (Sanger et al. 1977),
com o Kit “Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied
Biosystems). As amostras foram sequenciadas no sequenciador automatico de DNA
ABI PRISM 3500 (Life Technologies).

Andlises de caraterizacdo e diversidade genética para os genes ND4 e COI

As sequéncias obtidas foram examinadas e editadas no programa
BIOEDIT, v. 7.2.5, (Hall 2011), alinhadas com o auxilio do algoritmo Clustal W
(Thompson et al. 1994), e, submetidas ao BlastN no Genbank para a verificacdo da
ocorréncia de contaminacdo (Altschul et al. 1990), a saturacdo das sequéncias foi
examinada no Programa DAMBE (Xia e Xie 2001).

A presenca de picos duplos ou cédons de parada que pudessem indicar
insercdes de pseudogenes nucleares nas sequéncias obtidas (NUMTS) (Behura et al.
2011), foi verificada em inspecado individual de rastreamento de alinhamento no
programa UGENE (Okonechnikov, et al. 2012). As sequéncias obtidas foram
depositadas no Genbank sob os nimeros de acesso (ND4 # PQ157447 a PQ157479)
e (COl # PQ137601 a PQ137628).

A caracterizacdo genética das sequéncias foi estimada para as populacdes
individuais e globais. O numero de haplotipos (h), frequéncia e distribuicdo dos
haplétipos, as diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica (1) foram implementadas
no programa DNAsp v. 6.0 (Rozas et al. 2017).

Foi realizada a comparacdo dos haplétipos obtidos nesse estudo com

haplétipos depositados no Genbank, observados em outros estudos do Brasil e do
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mundo para verificarmos a ancestralidades das populagdes. As sequéncias utilizadas
na comparacao estao identificadas nas tabelas S1 e S2.

Os testes de D (Tajima 1989) e Fs (Fu 1997) que geram informacfes quanto
a neutralidade seletiva em populag@es naturais foram obtidos no Programa Arlequim
v. 3.5 (Excoffier e Lischer 2010), calculadas com 10.000 permutagfes aleatorias. A
composicdo nucleotidica, o namero de sitios varidveis, sitios informativos para
parciménia foram estimados no MEGA 11 (Tamura et al. 2021). A relagdo genética
entre os hapl6tipos foi avaliada por meio da construcéo de rede haplétipos pelo método
TCS (Clement et al. 2002) obtida no programa PopART v. 1.7 (Leigh e Bryant 2015).

Estrutura genética populacional

A anélise molecular de variancia (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) avaliou os
niveis de diferenciacdo genética interpopulacional e intrapopulacional, em duas
hierarquias, na primeira todos os individuos foram considerados um Unico grupo e na
segunda os individuos foram subdivididos em dois grupos com base no resultado do
Structure, as analises foram realizadas a partir de 10.000 permutacdes aleatorias para
ambos os genes no Programa Arlequim v. 3.5 (Excoffier e Lischer 2010).

A distancia genética par a par (Fst) (Neigel 2002) entre todas as localidades,
o teste de Mantel (Mantel 1967) que correlaciona uma matriz de distancia genética
(linearizada), (Rousset 1997), e uma matriz de distancia geografica (em escala
logaritmica) foram realizadas no Programa Arlequim v. 3.5 (Excoffier e Lischer 2010),
com base em 10.000 permutacdes aleatérias.

A analise para atribuir individuos a populacdes, e, identificar individuos
misturados foi simulada no método de agrupamentos Bayesiano no programa
Structure v. 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). A formatacdo dos dados foi realizada no
programa Fasta2Structure (Bessa-Silva 2024) que utiliza recursos das bibliotecas
Tkinter (Python Software Foudation) e Biopython (Cock et al. 2009) no processamento
dos arquivos no formato FASTA, identificando os sitios variaveis e convertendo as
sequéncias em formatos binarios.
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No programa Structure a determinacao dos agrupamentos genéticos (K) foi
realizada a partir da inferéncia dos valores para K = 1 a 22 com 20 repeti¢cdes, cada
uma com 500.000 intera¢des por Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC; burn-in de
50.000). Foi aplicado a andlise estrutural usando frequéncias alélicas correlacionadas
para cada marcador (ND4 e COI) assumindo o modelo de mistura de ancestralidade.

Para encontrarmos o melhor valor de K, utilizamos o Structure Seletor

(https://imme.ac.cn/StructureSelector/) baseado no método de Puechmaille (2016). Os

padrbes de agrupamento em cada K foram determinados no Clumpak (Kopelman et
al. 2015). A partir do padrdo do método de agrupamento bayesiano apresentado
comparamos cada individuo do gréfico de barras com os hapl6tipos obtidos para uma

melhor compreensao da distribuicdo dos haplotipos entre 0s grupos genéticos.

Andlises Filogenéticas

A escolha do melhor modelo evolutivo para a construcdo da arvore de
Inferéncia Bayesiana (IB) foi gerada no JModelTest2 (Darriba et al. 2012). Os modelos
evolutivos selecionados foram GTR+G e HKY+I+G para os dados de ND4 e COl,
respectivamente. As arvores de IB foram geradas no software BEAST v.1.10.4
(Drummond et al. 2012, Suchard et al. 2018), utilizando um relégio stricto e processo
de especiacdo de nascimento e morte em uma arvore enraizada, na qual foi utilizado
como grupo externo as espécies Aedes albopictus (Genbank # OM275428) e
Anopheles marajoara (Genbank # MF381593).

A analise foi realizada com 100.000.000 de geracdes em que 0S parametros
foram registrados a cada 10.000 geracdes e os arquivos de log verificados no Tracer
v1.6 (Rambaut et al. 2014) para avaliar a convergéncia e o comprimento adequado do
burn-in, os primeiros 10% das arvores foram descartadas (burn-in) e as arvores
restantes foram usadas para construir uma arvore de consenso com distribuicdo de
probabilidade posterior.

A convergéncia foi considerada adequada quando os parametros ESS
(Effective Sample Size) foram superiores a 200. As arvores geradas no BEAST foram
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sumarizadas no TreeAnnotator v.10.4 (Suchard et al. 2018) para obtencao da arvore
consenso, posteriormente visualizadas e editadas no Fig Tree v1.4.2 (Rambaut 2014)
e Inkscape v.0.92 (disponivel em https://inkscape.ora/pt-br/).

Quatro haplétipos deste estudo apresentaram homologia com haplétipos
das subespécies Aaa e Aaf do Suddo (Abuelmaali et al. 2021), por esse motivo, as
sequéncias (Genbank # MT193027, MT193050, MT193062 MT193069) do Sudéo e a
sequéncia (Genbank # AY056597) referente a uma cepa laboratorial da subespécie
Aaf da Africa Ocidental (Morlais e Severson 2002) foram incluidas na analise das
relacdes filogenéticas e na rede de haplétipos do gene COI.

Resultados

Andlises de caraterizacdo e diversidade genética para os genes ND4 e COI

Para as 22 localidades obtivemos 514 sequéncias de DNA com 343 pares
de bases, 33 haplétipos, 19 sitios polimérficos, dos quais 16 foram informativos para
parcimbnia para o gene ND4, e 452 sequéncias de DNA com 801 pares de bases, 28
haplétipos, 23 sitios polimérficos, dos quais 18 foram informativos para parcimonia
para o gene COIl.

As figuras 1 e 2 sumarizam a distribuicdo geografica dos haplétipos para os
genes ND4 e COI respectivamente, os graficos apresentam a proporcdo dos
haplétipos obtidos por localidade. No conjunto de dados obtidos ndo foram observados
insercoes, delecdes, sitios heterozigotos ou codons de parada na traducdo das
sequéncias para aminoacidos indicando auséncia de NUMTS nas amostras
analisadas.

Para o gene ND4 os dois haplotipos de maior frequéncia, o Hap 1 (f =
225/514) ocorreu em todas as localidades, exceto em Gurupi-TO e Santa Maria-PA e
o Hap 3 (f = 208/452) ocorreu em 16 das localidades, exceto em Aracaju-SE,
Araguaina-TO, Humberto de Campos-MA, Sdo Domingos-MA, Tuntum-MA e Vargem
Grande-MA. Além disso, observamos a ocorréncia de 18 haplotipos unicos (54,54%)
(ver, tabela 2).
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Para o gene COI os dois haplotipos de maior frequéncia, o Hap 1 (f =
188/452) ocorreu em todas as localidades, exceto em Gurupi-TO e Picos-Pl e o Hap 3
(f = 191/452) ocorreu em 15 das localidades estudadas, exceto em Aracaju-SE,
Araguaina-TO, Humberto de Campos-MA, Natal-RN, Sdo Domingos-MA, Tuntum-MA
e Vargem Grande-MA. Também foram registrados 18 haplotipos Unicos (64,28%) (ver,

tabela 3).
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Figura 1. Distribuicdo geogréafica dos haplotipos para o gene ND4 por localidade onde foram obtidas as amostras de A. aegypti nas regiées Norte e Nordeste do
Brasil.
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Figura 2. Distribuicdo geogréafica dos haplétipos para o gene COI por localidade onde foram obtidas as amostras de A. aegypti nas regiées Norte e Nordeste do
Brasil.
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Tabela 2. Descricao dos haplétipos identificados para o gene ND4 a partir das amostras de A. aegypti obtidas nas regiées Norte e Nordeste do Brasil.

SiTIOS POLIMORFICOS

Numero de

1 11111 111122222
NH 458501123 S5co1aa5s acesso do GB FREQ. LOCAIS DE COLETAS
7867380767 495203688
ARAC, ARA, BAL, BCO, BEL, CAX, FLO, HCA, IMP, JPE, MAR, NAT, PAL, PAR, PIC, PDU,
Hap_1 ACGATTGCGT TACGCGAGT PQ157447 225 SDO, TER, TUN, VGR.
Hap_2 oAl e PQ157448 9 ARAC, NAT.
Hap_3 .T.G.C.TA. ..T.TATAC PQ157449 208 BAL, BCO, BEL, CAX, FLO, GUR, IMP, JPE, MAR, NAT, PAL, PAR, PIC, PDU, SMA, TER.
Hap_4 T, ...T..AC PQ157450 1 BAL.
Hap_5 Tl TA. ..T.T..A. PQ157451 1 BAL.
Hap_6 .T...C.TA. ..T.TATAC PQ157452 7 BAL, BEL, SMA.
Hap 7 .......... .T....A. PQ157453 1 BCO.
Hap_8 T, A. ..T.T..AC PQ157454 1 BCO
Hap_9 .T...C.TA. TATATAC PQ157455 9 BEL, JPE, MAR.
Hap_ 10  .......... ........ C PQ157456 4 CAX, FLO, NAT.
Hap_11 .T.G.C.TA. .CT.TATAC PQ157457 1 CAX.
Hap 12 ...... Cuove viiinnnn PQ157458 8 HCA, PAR.
Hap_13 .T...C.TA. ..T.TA.A PQ157459 2 IMP.
Hap_14 TG Tee ol T. PQ157460 1 IMP.
Hap_15 .T...C.TA. ..TAT..AC PQ157461 3 MAR.
Hap_16 .T.G.C.TA. ..T.T..AC PQ157462 5 MAR.
Hap_17 Coeieee e PQ157463 2 NAT.
Hap_18 TC. TA. T..AC PQ157464 1 NAT.
Hap_19 ..Co.... A. ....T..AC PQ157465 1 NAT.
Hap_20 .T...C.T.. ..T.TATAC PQ157466 1 PAR.
Hap_21 GTCGAC.TA. ..T.TATAC PQ157467 1 TER.
Hap_22 .G.C.TA. A.T.TATAC PQ157468 1 TER.
Hap_23 .G.C.TAC A.T.TATAC PQ157469 1 TER.
Hap_24 .G.C.TA. ..T.TATAC PQ157470 7 TER.
Hap 25  ..... C.TA. A.T.TATAC PQ157471 1 TER.
Hap 26  ....... TA. T..A. PQ157472 3 TUN.
Hap_27 Too... T.. T..A. PQ157473 2 VGR.
Hap_28 .T...C..A. T..AC PQ157474 1 VGR.
Hap_29 T, TA. ....... AC PQ157475 1 VGR.
Hap_30 LT.o.... TA. T..A. PQ157476 1 VGR.
Hap_31 .T...C.TA. TA.AC PQ157477 1 VGR.
Hap_32 Too... TA. ....T..AC PQ157478 2 VGR.
Hap_33 T...C.TA. ..T.TA.AC PQ157479 1 VGR.

NH = nome dos hapléti

ipos, GB = GenBank,

FREQ. = frequéncia.



Tabela 3. Descricao dos haplétipos identificados para o gene COIl a partir das amostras de A. aegypti obtidas nas regides Norte e Nordeste do Brasil.

SITIOS POLIMORFICOS

Numero de

INH 11112 2334444555 666 FREQ. LOCAIS DE COLETAS
5667934588 9030568777 367  acessodo GB
6365677908 7908959029 328
ARAC, ARA, BAL, BCO, BEL, CAX, FLO, HCA, IMP, JPE,
Hap_1 ATCGATGGCG GGCAGCTCGG ATC PQ137601 188 MAR. NAT, PAL, PAR, PDU, SDO, SMA, TER, TUN. VGR,
Hap 2 CTA..... A AA..A.CT.. G. PQ137602 1 BAL.
Hap_3 CTA..... A AATGATCT.. G. PQ137603 191 BAL, BCO, BEII;A%,A‘;(I’(; LSD’& USIT\}I 'IA|\1/I_II‘:‘I,E\|]?|?E, MAR, PAL,
Hap 4 T AR .. G. PQ137604 1 BAL.
e G. PQ137605 2 BCO, IMP.
Hap 6 ... AL .. ... AA.GA..T PQ137606 1 BCO.
Hap 7 CT e i e PQ137607 6 BEL, GUR, SMA.
e A .. PQ137608 1 FLO.
Hap 9 Al ... A AATGATCT.. G. PQ137609 26 GUR, MAR, PAL.
Hap 10 CTA..A..A AA.GATICT.. G.. PQ137610 2 IMP.
Hap 11 CT...... A AA..A..T.. G.. PQ137611 1 NAT.
Hap 12 S e PQ137612 1 NAT.
Hap 13 CT...... A A...A.CT.. G.. PQ137613 1 NAT.
Hap 14 .T....ATA A...... T.. G.T PQ137614 1 NAT.
Hap 15 CT...... A AA.GA..T.. G.. PQ137615 1 NAT.
Hap 16 ...... AA.A AA.GA..T.. G.T PQ137616 1 NAT.
Hap 17  ....... ATA A...... T.. ..T PQ137617 1 NAT.
Hap 18 CTA.G...A AATGATCTA. G.. PQ137618 1 PAR.
Hap 19  ..... Guevee e ... PQ137619 5 PIC.
Hap 20 CTA..... A AATGATCT.. GA. PQ137620 1 PIC.
Hap 21  ...... Buee e ... PQ137621 10 SDO.
Hap_22 CTA.G...A AATGATCT.. G.. PQ137622 2 SMA.
Hap_23 CTA.G...A AAT.ATCT.. G.. PQ137623 1 SMA.
Hap 24  .......... ...GATCT.. G.. PQ137624 1 TUN
Hap 25 CTA...... ...GATCT.. G.. PQ137625 1 TUN.
Hap 26 CTA..... A A...ATCT.. G.. PQ137626 1 VGR.
Hap 27 CT...... A A...ATCT.. G.. PQ137627 2 VGR.
Hap 28 T ot e e e e et e . PQ137628 1 VGR.

NH = nome dos haplétipos, GB = GenBank, FREQ. = frequéncia.
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A comparacao dos hapldtipos para o gene ND4 revelou que os haplétipos

Hap 1, Hap 3, Hap 5, Hap 6, Hap 9, Hap 10, Hap 12, Hap 13 e Hap 33 tem ampla

distribuicdo em outras regides do Brasil e paises da Africa, América do Sul, América

do Norte e Asia (tabela S1). Para o gene COIl essa mesma analise mostrou que 0s

haplotipos Hap 1, Hap 3, Hap 5, Hap 10, Hap 11 e Hap 15 também tem ocorréncia em

outros paises da Africa, América do Sul, América do Norte e Asia (tabela S2).

Na pesquisa nas bases de dados verificamos que 24 dos 33 hapl6tipos

obtidos para o gene ND4 e 23 dos 28 hapl6tipos obtidos para o gene COI ndo foram

recuperados em outros estudos. Foram observadas altas diversidades haplotipica e

moderadas diversidades nucleotidica para todas as amostras agrupadas (ND4: Hd =
0.644 e m = 0.01690, ver tabela 4; COI: Hd = 0.646 e m = 0.00831, ver tabela 4 e 5).

Tabela 4. Caracterizacdo genética para o gene ND4 a partir de amostras de A. aegypti obtidas nas
regides Norte e Nordeste do Brasil.

LOCAIS DE

DIVERSIDADE GENETICA

N Tajima’s D Fu's Fs
COLETAS o - d

ARAC 10 02 0.200 0.00058 -1.11173 -0.33931
ARA 30 01 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
BAL 20 05 0.505 0.01171 1.04689 3.00572
BCO 07 04 0.810 0.01694 1.58979 2.06921
BEL 30 04 0.545 0.01505 2.29666* 7.48669**
CAX 12 04 0.561 0.01290 0.47634 3.20811
FLO 30 03 0.503 0.01481 2.66768** 9.62906***
GUR 31 01 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
HCA 30 02 0.331 0.00097 0.485443 0.89148
IMP 32 04 0.603 0.01651 3.40483*** 8.50583***
JPE 25 03 0.407 0.01234 1.12840 7.51935**
MAR 30 05 0.694 0.00670 -0.78907 1.78721
NAT 18 07 0.771 0.00907 -0.65969 -0.12937
PAL 30 02 0.497 0.01592 3.11267** 13.36838
PAR 31 04 0.572 0.01616 2.74048** 8.18646**
PIC 31 02 0.280 0.00897 0.37350 8.77337
PDU 30 02 0.497 0.01592 3.11267** 13.36838
SDO 13 01 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
SMA 30 02 0,186 0.00056 -0.40885 0.03747
TER 18 07 0.804 0.01406 0.14097 1.20429
TUN 11 02 0.436 0.00509 1.01828 3.74763
VGR 15 08 0.838 0.01127 1.48851 -0.92179
Total Agrupado 514 33 0.644 0.01690 2.50777* -2.45200

N=tamanho amostral, h = nimero de haplétipos, Hd = diversidade haplotipica, 7 = diversidade nucleotidica. Nivel de significancia

para os testes de neutralidade: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Tabela 5. Caracterizagdo genética para o gene COIl a partir de amostras de A. aegypti obtidas nas regifes
Norte e Nordeste do Brasil.

LOCAIS DE DIVERSIDADE GENETICA o ,

COLETAS N h o - Tajima’s D Fu’s Fs
ARAC 03 01 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
ARA 30 01 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
BAL 07 04 0.810 0.00892 1.89567 2.56204
BCO 08 04 0.750 0.00789 1.32068 2.82057
BEL 30 03 0.515 0.00714 2.45357* 10.65527*
CAX 07 02 0.286 0.00464 -1.64292 5.09407
FLO 30 03 0.503 0.00755 2.37007* 11.15727
GUR 31 03 0,288 0.00147 -2.09635 2.09771
HCA 30 01 0.000 0.00000 0.00000 0.00000
IMP 32 05 0.629 0.00851 3.16461*** 8.07151***
JPE 11 02 0.509 0.00826 2.14953* 9.54647*
MAR 30 03 0.545 0.00218 -1.54177 3.39317
NAT 11 08 0.891 0.00767 0.88667 -0.92203
PAL 30 03 0.641 0.00827 3.36507*** 12.03228***
PAR 31 03 0.540 0.00833 2.59880** 12.29238
PIC 31 03 0.333 0.00497 0.19943 7.87339
PDU 30 02 0.497 0.00806 3.19388 0.68913
SDO 13 02 0.385 0.00048 -9.3399 2.15832
SMA 30 05 0.361 0.00318 -0.93399 2.15832
TER 10 02 0.533 0.00866 2.31519 9.29029
TUN 07 03 0.524 0.00464 0.05905 2.72411
VGR 10 04 0.644 0.00574 0.81954 2.73064
Total agrupado 452 28 0.646 0.00831 2.37727* 0.37000

gl;;a(r;;atrél'sl?eesln;gsrgzad,trr;;dg%gelg ieohggléggo:,OI'-|0dly=gi\|/Der<si(():i'g(éi'haplotl'pica, = diversidade nucleotidica. Nivel de significancia

Na analise isolada por localidade as diversidades haplotipicas para o gene
ND4 variou de Hd = 0.838 (Vargem Grande-MA) a Hd = 0.186 (Santa Maria-PA) e para
o0 gene COI variou de Hd = 0.891 (Natal-RN) a Hd = 0.286 (Caxias-MA). As
diversidades nucleotidicas para o gene ND4 variou de 7 = 0.01694 (Barra do Corda-
MA) e = 0.00058 (Aracaju-SE) e para o gene COI variou de = 0.00892 (Balsas-
MA) a = 0.00048 (Sdo Domingos-MA). As amostras de Araguaina-TO, Gurupi-TO e
Sao Domingos-MA para o gene ND4 e Aracaju-SE, Araguaina-TO e Humberto de
Campos-MA para o gene COI ndo apresentaram polimorfismo genético.

Os testes de neutralidade D e Fs apresentaram valores significativos (P <
0.05, P <0.01, P <0.001.) para as amostras de Belém-PA, Floriano-PI, Imperatriz-MA,
Jodo Pessoa-PB, Palmas-PA, Parnaiba-Pl e Presidente Dutra-MA, no entanto, as

estimativas ndo foram significativas nas demais localidades analisadas. O teste D
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estimado para as localidades agrupadas foi significativo para ambos os genes (P <
0,05) indicando que o polimorfismo esta desviando do modelo neutro de mutacdes,
porém os valores Fs calculado para as localidades agrupadas nao foram significativos
em ambos os genes (Tabelas 4 e 5).

Nas redes de haplotipos, os haplétipos mais frequentes (Hap 1 e Hap 3)
estdo cercados por outras variantes de haplétipos em menor frequéncia ou de
ocorréncia unica. Na rede de haplétipos do gene COI destacamos os haplétipos Hap
3, Hap 5, Hap 10 e Hap 15 que foram idénticos a haplétipos das subespécies Aaa e
Aaf do Sudao (Figuras 3A e 4A).

As figuras 3B e 4B apresentam a distribuicdo das amostras em dois grupos
genéticos para os dois genes (K=2), cada cor corresponde a um cluster baseado nas
semelhancas genotipicas das amostras, o cluster 1 (laranja) e o cluster 2 (azul), as
amostras com a composicao geneética dos dois clusteres (laranja e azul), estdo
destacados nas redes de haplétipos com a verde e foram denominadas mistura

(Figuras 3 e 4).
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Figura 3. (A) Rede de haplotipos das relagdes genéticas entre 33 haplétipos de A. aegypti para o gene
ND4. O tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia dos hapl6tipos. Em laranja os haplétipos da
populagdo genética 1, em azul os haplotipos da populagdo genética 2, e em verde, os haplétipos
formados por individuos que apresentam a composi¢ao genética dos dois clusteres com base na analise
do Structure. (B) Estrutura genética do gene ND4 para as 514 amostras de A. aegypti nas 22 localidades
amostradas nas regibes Norte e Nordeste do Brasil. Cada individuo € representado por uma barra
vertical, a altura de cada barra representa a probabilidade de atribuicdo a cada um dos clusters, K = 2,
conforme determinado no método Delta K.
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Figura 4. (A) Rede de haplotipos das relagdes genéticas entre 28 haplétipos de A. aegypti para o gene
COlI. O tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia dos haplotipos. Em destaque os haplotipos
Hap 3, Hap 5, Hap 10 e Hap 15 que sdo idénticos a amostras das subespécies Aaa e Aaf do Sudédo. O
haplétipo Hap 29 corresponde a cepa laboratorial da subespécie Aaf da Africa Ocidental. Em laranja os
haplétipos da populacdo genética 1, em azul os haplétipos da populagéo genética 2, e em verde, 0s
haplétipos formados por individuos que apresentam a composicao genética dos dois clusteres com base
na andlise do Structure. (B) Estrutura genética do gene COIl para as 452 amostras de A. aegypti nas 22
localidades amostradas nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Cada individuo é representado por uma
barra vertical, a altura de cada barra representa a probabilidade de atribuicdo a cada um dos clusters,
K = 2, conforme determinado no método Delta K.
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Estrutura genética populacional

A AMOVA apresentou resultados bem similares nas duas hierarquias
testadas. Quando todas as amostras foram consideradas um Unico grupo, a maior
variacao foi dentro das populagdes para os dois genes (ND4= 56.17%, Fst=0.43834,
p=0.0000+0.0000 - COI= 60.76%, Fst=0.39242, p=0.0000+0.0000). Nas amostras
agrupadas com base na distribuicdo dos grupos genéticos, a maior variagdo para o
gene ND4 foi entre grupos (47.99%, Fct=0.47788, p=0.0000£0.0000) e para o gene
COl foi dentro das populacdes (48.60%, Fst=0.51399, p=0.0000£0.0000). (Tabelas 6
e’).

Tabela 6. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para o gene ND4 a partir das amostras de A. aegypti
obtidas nas regi6es Norte e Nordeste do Brasil.

Grupo de Fonte de variacéo Componen}es da Porce_:nta~gem indice de fixac&o
amostras variacao davariacdo (%)
Entre as populac@es 1.26830 43.83 e

Todos Dentro das populacdes 1.62512 56.17 Fsr = 0. 43834

: . Entre grupos 1.78928 47.99 *Fcr = 0.47788
Dois grupos: Entre popula¢bes dentro
Linhagem1 dos grupos 0.32978 8.81 *Fsc = 0.16869
Linhagem 2 Dentro das populacdes 1.62512 43.40 *Fst = 0.56596

A significancia da analise foi testada em 10.000 permutacdes aleatérias. Os indices de fixagédo (Fst) nas populagdes, (Fcr) entre
grupos, (Fsc) entre popula¢8es dentro dos grupos. *P = 0.00000 + 0.00000.

Tabela 7. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para o gene COI a partir das amostras de A. aegypti
obtidas nas regiées Norte e Nordeste do Brasil.

Grupo de L Componentes  Porcentagemda ;.. . ~
Fonte de variacéo o S Indice de fixacéo
amostras da variacéo variagao (%)
Entre as populacbes 1.33587 39.24 N

Todos Dentro das populacdes 2.06832 60.76 Fsr=0. 39242

: . Entre grupos 1.76496 41.47 *Fcr = 0.41473
Dois grupos: Entre populac¢des dentro
Linhagem1 dos grupos 0.42241 9.93 *Fsc = 0.16959
Linhagem 2 Dentro das populagées 2.06832 48.60 *Fsr = 0.51399

A significancia da andlise foi testada em 10.000 permutagdes aleatérias. Os indices de fixagcdo (Fsr) nas populagdes, (Fcr) entre
grupos, (Fsc) entre populacées dentro dos grupos. *P = 0.00000 + 0.00000.

73



Nas distancias genéticas (Fst) par a par, a maioria das comparacdes foram
estatisticamente significativas (P<0.05), os valores variaram de moderados a altos.
Para o gene ND4 os valores variaram de 0.095 (Parnaiba-PI /Picos-Pl) a 1.000
(Araguaina-TO/Grurupi-TO e Gurupi-TO/Sado Domingos-TO) e para o gene COIl os
valores variaram de 0.106 (Belém-PA/Santa Maria-PA) a 0.951 (Araguaina-
TO/Grurupi-TO) (ver tabela 8).

Os valores de migrantes por geracdo (Nm) para o gene ND4 variou
Nm=0.000 (Araguaina-TO/Gurupi-TO) ao infinito entre varias localidades e para o
gene COI variou Nm=0.033 (Araguaina-TO/Caxias-MA e Caxias-MA/Humberto de
Campos-MA) ao infinito entre varias localidades (ver tabela 9). O isolamento genético
por distancia (IBD) realizado com base no teste de Mantel néo foi significativo entre as
localidades das amostras de A. aegypti nos dois genes analisados (ND4, r= 0.0151
P=0.114 - COI, r=0.0005 P=0.415).
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Tabela 8. Distancia genética par a par (Fst) para as 22 localidades onde foram obtidas amostras de A. aegypti nas regides Norte e Nordeste. Os valores para o
gene ND4 estdo na diagonal abaixo e os valores para o gene COI estédo na diagonal acima.

Populacbes ARAC ARA BAL BCO BEL CAX FLO GUR HCA IMP JPE MAR NAT PAL PAR PIC PDU SDO SMA TER TUN VGR
ARAC 0.000 0.204 0.045 0492 0.761 0.067 0913 0.000 0.237 0.090 0.863 0.115 0.267 0.341 0.694 0.138 0.613 0.810 0.378 -0.04  0.003
ARA 0.126 0.675 0506 0.679 0.937 0.307 0.951 0.000 0.464 0487 0923 0512 0.498 0557 0.818 0379 0.838 0892 0.735 0437 0.410
BAL 0.137  0.266 -0.09 0.064 0.231 -0.04 0.611 0.675 -0.06 -0.09 0.536 0.016 -0.04 -0.02  0.290 -0.06  0.528 0.441 -0.05 0.104 0.039
BCO 0.381 0.631 -0.01 0.197 0.381 -0.07 0.704 0.506 -0.01 -0.10 0.623 0.004 0.000 0.061 0.424 -0.06 0.396 0.565 0.048 -0.03 -0.02
BEL 0.533 0.646 0.283 0.080 -0.01 0.199 0.208 0.679 0.051 0.146 0.232 0.303 0.055 -0.0038 0.089 0.128 0.611 0.106 -0.04 0.381 0.334
CAX 0.712 0.840 0.412 0.188 -0.02 0.352 -0.003 0.937 0.158 0.313 0.128 0.459 0.151 0.068 -0.08 0.267  0.869 -0.07 0.029 0.613 0.544
FLO 0.202 0.313 -0.004 -0.06  0.162 0.264 0.578 0.307 0.020 -0.06 0524 0.061 0.035 0.084 0.389 -0.02 0.290 0.487 0.075 0.012 0.005
GUR 0.995 1.000 0.806 0.810 0.319 0.324 0.656 0951 0395 0633 0.187 0.729 0.389 0.301 0.047 0506 0928 0.007 0.369 0.835 0.785
HCA 0.090 0.172 0.253 0575 0.633 0.815 0.306 0.985 0.464 0.487 0923 0512 0498 0557 0812 0379 0838 0.892 0.735 0.437 0.410
IMP 0.352 0.470 0.105 -0.04 0.024 0.094 0.020 0.486 0.460 -0.02 0.344 0.116 -0.02 -0.01  0.207 -0.01  0.403 0.302 -0.04 0.139 0.112
JPE 0.112  0.219 -0.03 -0.005 0.279 0402 -0.008 0.773 0.213 0.104 0.560 0.037 -0.01  0.029 0.365 -0.06 0.388 0.498 0.011 0.011 -0.004
MAR 0.831 0.886 0.618 0.484 0.152 0.086 0.488 0.238 0.872 0.313 0.603 0.671 0316 0.266 0.132 0453 0.892 0.186 0.309 0.774 0.729
NAT 0.112 0.294 0.092 0.196 0.444 0571 0.147 0.889 0.273 0.276 0.091 0.733 0.142 0.187 0501 0.076 0.393 0.616 0.181 0.098 0.028
PAL 0.466 0.586 0.214 0.022 -0.02 0.005 0.100 0.383 0574 -0.008 0.211 0.214 0.380 -0.01  0.200 -0.003 0.437 0.298 -0.04 0.165 0.143
PAR 0.467 0584 0.219 0.027 -0.02 0.001 0.107 0.368 0.571 -0.004 0.217 0.204 0.383 -0.03 0.118 0.031  0.491 0.205 -0.06  0.235 0.200
PIC 0.758 0.830 0.535 0.365 0.050 -0.03 0394 0.133 0.817 0.210 0522 0.069 0.663 0.102 0.095 0.312 0.764 -0.01 0.089 0.595 0.549
PDU 0.261 0.379 0.031 -0.06  0.097 0.187 -0.02  0.590 0.370 -0.01  0.027 0.417 0.194 0.045 0.051 0.317 0.340 0.411 0.012 0.061 0.042
SDO 0.027 0.000 0.164 0.449 0557 0.748 0.225 1000 0.103 0377 0.135 0.845 0.183 0492 0492 0.776 0.285 0.852 0.609 0.395 0.359
SMA 0982 0991 0.787 0.776 0.293 0.277 0637 0071 0976 0465 0.756 0.190 0.874 0.361 0.345 0.112 0.570 0.987 0.212 0.719 0.669
TER 0.642 0770 0.392 0.189 0.027 0.005 0257 0384 0.751 0.115 0.380 0.199 0531 0.045 0.043 0.075 0.190 0.674 0.353 0.259 0.214
TUN 0.172 0376 0.083 0.191 0.441 0606 0.115 0954 0.297 0.253 0.041 0.765 0.104 0371 0374 0.687 0.167 0.225 0.938 0.543 -0.04
VGR 0.387 0569 0.055 0.019 0.250 0.374 0071 0819 0533 0.108 0.093 0576 0.231 0.195 0.198 0503 0.077 0431 0.796 0.379 0.173

Em preto estéo os valores de Fsr que apresentaram o valor significativo (P <0.05) entre as comparag¢des. Em negrito estdo as variagdes do menor e maior valor de Fsr significativo observados entre

as localidades.

75



Tabela 9. Numero efetivo de migrantes por geracdo (Nm) entre as localidades das regides Norte e Nordeste onde foram obtidas as amostras de A. aegypti. Os
valores para o gene ND4 estdo na diagonal abaixo e os valores para o gene COIl estdo na diagonal acima.

Populacdes ARAC ARA BAL BCO BEL CAX FLO GUR HCA IMP  JPE __MAR NAT PAL PAR PIC PDU SDO SMA TER TUN VGR
ARAC inf 194 105 051 0156 691 0.04 inf 160 502 007 384 137 09 021 310 031 011 082 inf 129.3
ARA 3.46 024 048 023 0.033 112 0.02 inf 057 052 004 047 050 039 011 081 0.09 0.06 017 0.64 0.71
BAL 3.14 137 inf  7.25 1.662 inf  0.31 0.24 inf inf 043 294 inf inf  1.22 inf 044 0.63 inf  4.29 12.2
BCO 0.80 0.29 inf 2.03 0.811 inf  0.20 0.48 inf inf 030 999 821. 759 0.67 inf 076 0.38 9381 inf inf
BEL 043 027 126 572 0.156 2.01 1.90 023 921 291 164 114 844 inf 122 3.38 031 4.19 inf  0.81 0.99
CAX 0.20 0.09 0.71 215 inf 0.91 inf 003 266 109 339 058 279 6.78 inf  1.36  0.07 inf  16.2 0.31 0.41
FLO 1.97 1.09 inf inf  2.58 1.39 0.36 112 241 inf 045 7.65 136 539 0.78 inf 122 052 6.14 39.8 99.0
GUR 0.00 0.00 012 0.11 1.06 1.04 0.26 002 076 028 217 018 078 115 997 048 0.03 695 085 0.09 0.13
HCA 500 240 147 036 0.28 0.11 113 0.00 057 052 004 047 050 039 011 081 009 006 017 0.64 0.71
IMP 091 056 4.22 inf  19.5 476 238 0.52 0.58 inf  0.95 3.79 inf inf  1.90 inf 074 115 inf  3.07 3.94
JPE 3.92 178 inf inf  1.28 0.74 inf  0.14 1.83 4.27 0.39 129 inf  16.2 0.86 inf 078 050 421 423 inf
MAR 0.10 0.06 030 053 276 529 052 159 0.07 1.09 0.32 024 108 137 326 060 006 217 111 0.14 0.18
NAT 395 119 488 204 0.62 0.37 2.88 0.06 133 130 494 0.8 301 216 049 6.05 076 031 225 455 17.3
PAL 057 035 182 218 inf 855 446 0.80 0.37 inf 186 182 081 inf  1.99 inf 064 117 inf 251 2.97
PAR 056 035 177 176 inf  325.8 4.16 0.85 0.37 inf 180 194 0.80 inf 373 155 051 192 inf  1.62 1.99
PIC 0.15 0.10 043 0.86 9.33 inf 076 3.25 011 187 045 6.70 025 435 471 110 0.15 inf  5.06 0.34 0.40
PDU 141 081 153 inf  4.61 2.16 inf  0.34 0.85 inf 175 0.69 207 105 9.26 1.07 096 071 40.0 7.68 11.1
SDO 17.7 inf 253 0.61 0.39 0.16 171 0.00 432 082 318 009 222 051 051 014 124 0.08 031 0.76 0.89
SMA 0.00 0.00 013 014 1.20 129 028 6.53 001 057 016 212 007 088 094 394 037 0.00 1.85 0.19 0.24
TER 0.27 0.14 0.77 213 17.8 840 143 0.80 0.16 382 081 200 044 104 109 6.09 212 024 091 1.42 1.83
TUN 240 082 144 210 0.63 0.32 3.81 0.02 117 147 114 015 428 084 083 022 249 171 003 041 inf
VGR 079 037 843 255 1.49 0.83 6.54 0.10 043 411 485 036 165 205 202 049 595 065 012 081 237
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Andlises Filogenéticas

A arvore filogenética para o gene ND4 apresentou dois clados com um alto
suporte (BPP=1), o clado | agrupou 16 haplétipos e o clado Il agrupou 17 haplétipos
(Figura 5), e para o gene COIl também apresentou dois clados com um alto suporte
(BPP=1), o clado | agrupou 13 haplétipos e o clado Il agrupou 15 haplétipos dos nossos
haplotipos.

Figura 5. Arvore Inferéncia Bayesiana com base em 33 haplétipos para o gene mitocondrial ND4 a partir
de amostras de A. aegypti obtidos nas regides Norte e Nordeste do Brasil.
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Na arvore filogenética do gene COI, as sequéncias incluidas ficaram
distribuidas nos dois clados. Os dois haplétipos referentes a subespécie Aaa
agruparam separadamente nos clados | e Il, enquanto os dois haplétipos
compartilhados pelas subespécies (Aaf/Aaa) e a sequéncia de Aaf da Africa Ocidental

agruparam no clado Il (Figura 6).
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Figura 6. Arvore Inferéncia Bayesiana com base em 28 haplétipos para o gene mitocondrial COIl a partir
de amostras de A. aegypti obtidos nas regides Norte e Nordeste do Brasil. As sequéncias de MT193027,
MT193050, MT193062 MT193069 sdo haplotipos de amostras naturais do Sudao a sequéncia
AY056597 é uma cepa de laboratério da forma florestal originaria da Africa Ocidental.
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Discussao

A globalizacdo possibilitou a dispersdo de espécies exbticas como € caso
de insetos vetores (Bennett et al. 2016), e somado a isso, a modificacdo da paisagem
pelo homem criou nichos nos quais outras espécies puderam se adaptar (Brown et al.
2014). Com isso, a adaptacao de insetos vetores de doencas a habitats humanos é
um dos fenbmenos mais importantes da entomologia médica (Powell e Tabachnick
2013), especialmente o A. aegypti, transmissor de muitas arboviroses que se tornou

um problema de saude publica mundial.

78



O presente estudo revelou um elevado numero de haplotipos, altos indices
de diversidade genética com a presenca de duas linhagens mitocondriais nas regides
Norte e Nordeste do Brasil. Esses resultados s&o consistentes com os de outros
estudos realizados no Brasil (Scarpassa et al. 2008, Lima Junior e Scarpassa 2009,
Twerdochlib et al. 2012, Fraga et al. 2013, Sousa et al. 2017, Rodrigues et al. 2023).
Além disso, os nossos achados confirmam a circulacdo da subespécie Aaf no Brasil.
A dindmica dessas popula¢Bes no pais pode ter consequéncia na competéncia do

vetor em transmitir novas arboviroses.

Analises de caraterizacdo e diversidade genética para os genes ND4 e COI

Este estudo registra um nimero maior de haplétipos para os dois genes em
relacéo a outros estudos realizados no Brasil (Paduan e Ribolla 2008, Scarpassa et al.
2008, Lima Junior e Scarpassa 2009, Twerdochlib et al. 2012, Fraga et al. 2013, Sousa
et al. 2017, Lopes et al. 2021), o grande numero de haplotipos € explicado pela
ocorréncia de varios haplétipos unicos, que pode ser resultado de muitos eventos de
colonizacao e ter consequéncia direta nos mecanismos de resisténcia da espécie.

Os genes mitocondriais ND4 e COI sédo de heranca materna, eficazes em
analises filogenéticas, eventos de colonizacdo e de evolucdo molecular (Aguirre-
Obando et al. 2015, Fernado et al. 2020), portanto, ainda que as analises tenham sido
separadas, os resultados foram semelhantes como pode ser observado na distribuicéo
espacial e frequéncia dos haplétipos obtidos (ver, figuras 1 e 2).

Nos dois genes estudados, os haplotipos Hap 1 e Hap 3 sdo representantes
das duas linhagens genéticas encontradas com uma frequéncia de cerca de 40% nas
amostras analisadas e ampla distribuicdo na area de estudo. Essas linhagens
genéticas estdo dispersas em outras regides do Brasil e do mundo. Portanto sdo
haplétipos de ocorréncia global, descendentes de linhagens ancestrais que foram
introduzidos nessas regides em diferentes momentos ao longo da colonizacdo das
américas e fixaram alelos que resistiram as campanhas de erradicacdo (Powell e
Tabachnick 2013, Joyce et al. 2018, Escobar et al. 2022, Sousa et al. 2023).
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No gene ND4, o Hap 1 foi observado no Par& por Lima Janior e Scarpassa
(2009), na Bolivia por Paupy et al. (2012), em Alagoas, Ceard, Mato Grosso do Sul,
Rond6nia e Sao Paulo por Paduan e Ribolla (2008), e no estado do Parana por
Twerdochlib et al. (2012), além de ter sido recuperado em amostras de Fernando de
Noronha e da Coldmbia que estdo depositadas no Genbank (Tabela S1).

O hapldétipo Hap 3 para o gene ND4 ocorreu na maioria das localidades
deste estudo (ver, figura 1 e tabela 2), e foi observado no Amazonas, Acre, Para e
Roraima por Lima Juanior e Scarpassa (2009), em Sao Paulo por Bracco et al. (2007)
e Paduan e Ribolla (2008), no Parana por Twerdochlib et al. (2012) e na Coldémbia por
Atencia et al. (2018).

Os haplotipos Hap 5, Hap 6, Hap 9, Hap 10, Hap 12, Hap 13 e Hap 33 do
gene ND4 apesar de terem ocorrido com uma baixa frequéncia (ver tabela 2), foram
observados nos estudos da Amazoénia (Lima Janior e Scarpassa, 2009), do Parana
(Twerdochlib et al. 2012), de vérias regides do Brasil (Paduan e Ribolla, 2008), da
Bolivia (Paupy et al. 2012), da Coldombia (Aguirre-Obando et al. 2015, Atencia et al.
2018), de paises da América, Asia e Africa (Bracco et al. 2007), da China (Liu et al.
2019), da Peninsula Arabica (Khater et al. 2021), da Africa (Moore et al. 2013) e do Sri
Lanka (Fernando et al. 2020, Nirmani et al. 2022).

A ampla distribuicdo desses haplétipos no mundo pode ser explicada pelo
transporte passivo de mosquitos mediadas pelo homem a partir de varios paises.
Esses mosquitos conservaram caracteristicas mais basais que poderdo resistir e
conduzir esses haplétipos de baixa frequéncia a um processo de recolonizacdo no
futuro.

O Hap 1 do gene COI foi recuperado na Bolivia por Paupy et al. (2012), ja
0 haplétipo Hap 3 esta amplamente distribuido nas regides estudadas (ver, figura 1 e
tabela 2), e em outros paises da Africa, América do Sul, América do Norte e Asia
(Paupy et al. 2012, Jaimes-Duefiez et al. 2015, Abuelmaali et al. 2021), os haplétipos
Hap 5, Hap 10 e Hap 15 foram observados no Sudéao (Abuelmaali et al. 2021) e Kenia,
dados do Genbank (ver, Tabela S2).
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Entre os haplé6tipos deste estudo que foram idénticos aos haplétipos da
subespécie Aaf do continente africano para o gene COI, o Hap 3 foi recuperado em
diversas partes do mundo e estd amplamente distribuido na area estudada, portanto
€ um haplotipo remanescente de programas de erradicagéo, e apesar do surgimento
de mutacdes, as variacdes desse haplétipo presentes na mesma linhagem genética
(Hap 10 e Hap 15) conservaram caracteristicas genéticas da subespécie silvestre.

O agrupamento da cepa Aaf da Africa Ocidental ao clado Il da arvore
filogenética do gene COl, relaciona os hapl6tipos desse clado a linhagem genética da
Africa Ocidental, corroborando Scarpassa et al. (2008), Delatte et al (2011), Moore et
al. (2013) e Khater el al. (2021) que conseguiram associar geneticamente amostras de
Aaf com amostras naturais de Aaa em suas investigacgoes.

Brown et al. (2014) em um estudo em larga escala com SNPs observaram
introgressdes entre as duas subespécies em areas urbanas da Africa Ocidental e
Central, outros estudos apoiam a evidéncia de mistura genética das subespécies ja
gue nao existem isolamento reprodutivo em condi¢cdes naturais (Brown et al. 2011,
Brown et al. 2014, Kather et al. 2021, Abuelmaali et al. 2022).

A subespécie Aaf foi registrada na Argentina com possivel extensédo e
regido da Bolivia e Paraguai, a proximidade desses paises com o Brasil pode justificar
a ocorréncia da subespécie Aaf em nossa area de estudo. Os autores sugeriram que
0 comercio e a migracdo humana pode ter introduzido recentemente o Aaf do
continente africano para a Argentina e regides adjacentes, o que é oportuno, uma vez
gue o comercio intercontinental e a disperséo de pessoas nao ficou limitado a séculos
passados, principalmente com o processo de globalizacdo mundial (Gloéria-Soria et al.
2016).

As diversidades genéticas para os dois genes sdo bem similares aos
registrados em varios outros estudos (Bracco et al. 2007, Lima Junior e Scarpassa
2009, Twerdochlib et al. 2012, Fraga et al. 2013, Sousa et al. 2017), os valores
moderados das diversidades nucleotidicas foram influenciados por algumas
populacbes que ndo apresentaram diversidade genética, ainda assim, os valores
apresentados reflete a adaptabilidade da espécie, apesar da pressao seletiva sobre as

81



populac@es pelo uso de inseticidas no controle de vetores (Lima Junior e Scarpassa
2009, Fraga et al. 2013).

As populagdes que ndo apresentaram diversidade genética em suas
amostras (ver tabela 4 e 5), pode ser explicada pelo baixo N amostral em algumas
dessas populacdes ou pelo fato de algumas localidades estarem mais afastadas,
isoladas, o que reduz as rotas de dispersdo dos mosquitos, e consequentemente, 0
fluxo génico (Maynard et al. 2020).

Os valores significativos dos testes D e Fs de algumas populagdes e do
teste D das populacdes agrupadas indicaram que essas populagdes passaram
recentemente por uma retracdo populacional que pode ser decorrente de gargalos
geneéticos resultantes das campanhas de erradicacdo (Sousa et al. 2017). Entretanto,
os valores dos testes indicam que as demais populacdes evoluiram de acordo com o
modelo neutro de mutacdes, e, apesar do elevado nimero de haplotipos Unicos nao
apresentaram expanséo populacional.

Brady e Hay (2020), relatam que misturas genéticas em escala
macrogeografica é frequente, no entanto, eles destacam que em escalas menores,
como as cidades, o registro da diversidade genética e até morfolégica em populacdes
de A. aegypti indica caracteristicas epidemiolégicas importantes, o que é corroborado
por nossos resultados, o padrdo de diferentes grupos genéticos apresentados em
nosso dados reforca a importancia de entendermos como as variacfes locais podem
impactar na bionomia da espécie.

A formacéo de dois grupos genéticos para os genes ND4 e COI (Figuras S4
e S5), também foi observado em outras investigacdes (Calvez et al. 2016, Kotsakiozi
et al. 2017, Rodrigues et al. 2023, Abuelmaali et al. 2024), o que reforca que as
atividades econdmicas intercontinentais e as migracées humanas nos ultimos séculos
foram cruciais para a dispersdo das linhagens genéticas de origem africana. As
migracdes humanas vém promovendo a mistura de populacdes adaptadas até os dias
atuais com impacto direto no controle de vetores e na transmissdo de doencas
(Eskildsen et al. 2018, Abuelmaali et al. 2024).
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Estrutura genética populacional

A maior variacao genética dentro das populacdes é consequéncia da ampla
ocorréncia de haplétipos Unicos, da mistura genética nas popula¢cdes estudadas e da
introducdo continua de mosquitos de A. aegypti nas localidades amostradas como
consequéncia do fluxo génico (Sousa et al. 2017, Khater et al. 2021, Rodrigues et al.
2023).

A diversidade genética observada nao esta relacionada ao modelo de IBD,
0 que pode ser justificado pelo transporte passivo do vetor com colonizacao distante,
o fato da espécie apresentar um comportamento antropofilico pode potencializar os
eventos de dispersao através da migracdo humana e promover o fluxo génico (Khater
et al. 2021) como foi observado na maioria das localidades estudadas.

Os valores das distancias genéticas par a par exibem a complexidade das
forcas microevolutivas apresentadas neste estudo, as amostras de Araguaina-TO e
Gurupi-TO exibiram os maiores indices de distancia genética para os dois genes
estudados a uma distancia de 553Km (ver Tabela S3), e auséncia de migrantes. No
entanto, apesar da distancia geografica, observamos uma menor distancia genética
entre populacdes de Belém-PA e Jodo Pessoa-PB para os dois genes estudados a
uma distancia de 1.636Km (ver Tabela S3), com migrantes ao infinito indicando fluxo
génico continuo.

O fluxo génico a longas distancias foi observado em outras localidades
deste estudo, varias atividades do homem contribuem para este fato, as migracdes
humanas, o transporte de cargas por vias maritima, aérea e terrestre favorecem a
dispersdo de mosquitos a exemplo do que ocorreu ao longo da colonizacdo das
américas. (Joyce et al. 2018, Maynard et al. 2020). Além das rotas de dispersao outros
fatores como urbanizac&o néo planejada, uso de inseticidas e variaveis climaticas sdo
condi¢Bes que dinamizam o mecanismo de resisténcia, adaptacao e fluxo génico do
A. aegypti em cada localidade (Ayala et al. 2020, Khater et al. 2021).

Nas arvores de IB, as duas linhagens mitocondriais foram apresentadas
para os dois genes. De acordo com a arvore filogenética do gene COlI, as subespécies
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Aaf e Aaa formaram subtaxons, interagiram uma com a outra e constituiram o mesmo
agrupamento, o que pode corresponder a alguma incongruéncia bioldgico-genético
como a introgressdo entre as subespécies observada por Kather et al. (2021) no
estudo das populacdes da Peninsula Arabica.

Ao longo dos séculos ocorreram eventos adicionais de domesticacdo da
espécie na Africa decorrentes do processo de urbanizacdo, as populagdes de A.
aegypti em muitas regides urbanizadas sdo geneticamente mais semelhantes a forma
silvestre (Aaf), tipicas de florestas, do que a forma domesticada (Aaa) fora da Africa
(Gléria-Soria et al. 2016), como foi observado nos haplotipos do clado Il da arvore
flogenética do gene COI deste estudo.

A disperséao da forma silvestre fora do continente africano acende um alerta,
a introducdo de novos patdgenos junto com o vetor terAd consequéncias
epidemiologicas desconhecidas com impacto direto na saude das populacdes locais,
além de que, a domesticacéo e adaptacao da forma silvestre no pais podera contribuir
para a transmissao de novas arboviroses. Portanto, os nossos dados apontam que
estudos dessa natureza sédo imprescindiveis, pois um monitoramento genético das
populacdes revela como a dinamica populacional e alta adaptabilidade do vetor pode
contribuir na disseminacéao de doencas a humanos.

Em conclusdo, a circulacdo das duas subespécies incrementou a
diversidade genética observada nas regides Norte e Nordeste do Brasil, além disso, a
dindmica dessas populacdes podera favorecer a circulacado de novas arboviroses com
impacto direto na saude da populacao local. Essas informacdes sdo essenciais, pois
a implementacdo de diferentes estratégias de controle de vetores com base nas
caracteristicas genéticas das populacdes em niveis regionais pode ser mais efetiva no
manejo da espécie, e assim, combater de forma mais eficaz a disseminacdo de

arboviroses.
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Tabela Suplementar S1. Haplétipos obtidos nas amostras de A. aegypti das regides Norte e Nordeste do Brasil compartilhados com haplétipos de outros estudos
do Brasil e de outros paises com base no marcador molecular ND4. Destaque apenas para os haplétipos compartilhados com outros estudos.

HAPLOTIPOS
LOCAL Hap 1 Hap 3 Hap 5 Hap 6 Hap 9 Hap 10 Hap 12 Hap 13 Hap 33

ARAC 09 - - - - - - - -
ARA 30 - - - - - - - -
BAL 14 01 01 03 - - - - -
BCO 03 02 - - - - - - -
BEL 10 18 - 01 01 - - - -
CAX 01 08 - - - 02 - - -
FLO 19 10 - - - 01 - - -
GUR - 31 - - - - - - -
HCA 24 - - - - - 06 - -
IMP 15 14 - - - - - 02 -
JPE 19 04 - - 02 - - - -
MAR 01 15 - - 06 - - - -
NAT 04 01 - - - 01 - - -
PAL 12 18 - - - - - - -
PAR 10 18 - - - - 02 - -
PIC 05 26 - - - - - - -
PDU 18 12 - - - - - - -
SDO 13 - - - - - - - -
SMA - 27 - 03 - - - - -
TER 04 03 - - - - - - -
TUN 08 - - - - - - - -
VGR 06 - - - - - - - 01
AM EU650414 EU650410 - EU650407 EU650409 - - EU650405 -
BO JQ926718 - - - - - - - -

BR 1 AY906835 AY906848 - AY906850 AY906851 AY906836 - AY906845 AY906847
BR 2 EF153744 EF153747 - - - EF153751 - - -
BR 3 KF279680 KF279678 - - - - - - -
BR 4 - DQ176847 - DQ176839 DQ176848 DQ176831 - -
CH - - - MK986405 MK986221 - - -
I Co1 KM042188 KM042192 - - - - KM042197 - -
CO2 - KX580045 - - KX580042 - - KX580043 -
CO3 - KF241757 - - KF241755 - - - -
FE MH382105 - - - - - - - -
PA - - MW267643 MW267639 - - - MW267642 -
PR JN089751 JN089750 - - - JN089749 - JN089748 -

SN - - - - - - - - JX427524
SL1 - - - KY476396 - - - - -
SL2 - - - MW239047 - - - - -

| = frequéncia dos haplétipos obtidos no presente estudo distribuidos nas 22 localidades amostradas para as regides Norte e Nordeste do Brasil (ARAC=Aracaju-SE, ARA=Araguaina-TO, BAL=Balsas-MA, BCO=Barra
do Corda-MA, BEL=Belém-PA, CAX=Caxias-MA, FLO=Floriano-Pl, GUR=Gurupi-TO, HCA=Humberto de Campos-MA, IMP=Imperatriz-MA, JPE=Jodo Pessoa-JP, MAR=Maracacumé-MA, NAT=Natal-RN, PAL=Palmas-
TO, PAR=Parnaiba-PI, PIC=Picos-Pl, PDU=Presidente Dutra-MA, SDO=S&ao Domingos-MA, SMA=Santa Maria-PA, TER=Teresina-Pl, TUN=Tuntum-MA, VGR=Vargem Grande-MA); (-) ausencia do haplotipo na referida
localidade; Il = haplotipos de outros estudos que foram observados no presente estudo (AM=Amazonia, Brasil (Lima Janior and Scarpassa, 2009); BO=Boalivia (Paupy et al. 2012); BR1=Brasil (Paduan and Ribolla,
2008); BR2=Brasil (GenBank); BR3=Brasil (GenBank); BR4=Brasil (Bracco et al. 2007); CH=China (Liu et al. 2019); CO1=Colombia (GenBank); CO2=Colombia (Atencia et al. 2018); CO3=Colombia (Aguirre-Obando
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et al. 2015); FE=Fernando de Noronha, PE, Brasil (GenBank); PA=Peninsula Arabica (Khater et al. 2021); PR = Parana, Brasil (Twerdochlib et al. 2012); SN=Senegal, Africa (Moore et al. 2013); SL1=Sri Lankan
(Fernando et al. 2020); SL2=Sri Lankan (Nirmani et al. 2022).

Tabela Suplementar S2. Haplétipos obtidos nas amostras de A. aegypti das regides Norte e Nordeste do Brasil compartilhados com hapl6tipos de outros estudos
do Brasil e de outros paises com base no marcador molecular COIl. Destague apenas para os haplétipos compartilhados com outros estudos.

HAPLOTIPOS
LOCAL Hap 1 Hap 3 Hap 5 Hap 10 Hap 15
ARAC 03 - - - -
ARA 30 - - - -
BAL 03 02 - - -
BCO 04 02 01 - -
BEL 06 20 - - -
CAX 01 06 - - -
FLO 19 10 - - -
GUR - 26 - - -
HCA 30 - - - -
IMP 15 13 01 02 -
JPE 07 04 - - -
MAR 01 13 - - -
NAT 04 - - - 01
PAL 14 11 - - -
PAR 13 17 - - -
PIC - 25 - - -
PDU 18 12 - - -
SDO 03 - - - -
SMA 02 24 - - -
TER 04 06 - - -
TUN 05 - - - -
VGR 06 - - - -
BO JQ926703 - - J0Q926682 -
BR JQ926703 - - - -
CcoO - KM203151 - - -
I KE - - - MW255841 -
SuU - MT193050 MT193069 MT193062 MT193027

TA - J0Q926691 - - -
USA - J0Q926684 - - -
VE - JQ926701 - - -
VI - J0Q926685 - - -

| = frequéncia dos haplétipos obtidos no presente estudo distribuidos nas 22 localidades amostradas para as regides Norte e Nordeste do Brasil (ARAC=Aracaju-SE, ARA=Araguaina-TO, BAL=Balsas-MA,
BCO=Barra do Corda-MA, BEL=Belém-PA, CAX=Caxias-MA, FLO=Floriano-Pl, GUR=Gurupi-TO, HCA=Humberto de Campos-MA, IMP=Imperatriz-MA, JPE=Jodo Pessoa-JP, MAR=Maracagumé-MA,
NAT=Natal-RN, PAL=Palmas-TO, PAR=Parnaiba-PI, PIC=Picos-Pl, PDU=Presidente Dutra-MA, SDO=S&o0 Domingos-MA, SMA=Santa Maria-PA, TER=Teresina-Pl, TUN=Tuntum-MA, VGR=Vargem
Grande-MA); (-) ausencia do haplotipo na referida localidade; 1l = haplotipos de outros estudos que foram observados no presente estudo (BO=Bolivia, BR=Brasil, TA=Tailandia, USA=Estados Unidos,
VE=Venezuela, VI=Vietna (Paupy et al. 2012); ; CO=Colombia (Jaimes-Duefiez et al. 2015); KE=Kenia (GenBank); SU=Sudao (Abuelmaali et al. 2021).
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Tabela Suplementar S3. Distancia em quildbmetros entre as 22 localidades das regides Norte e Nordeste onde foram obtidas as amostras de A. aegypti.

POP ARAC ARA BAL BCO BEL CAX FLO GUR HCA IMP JPE MAR NAT PAL PAR PIC PDU SDO SMA TER TUN VGR
ARAC 0

ARA 1.289 0

BAL 1.051 239 0

BCO 1.081 376 240 0

BEL 1.643 649 737 581 0

CAX 956 594 418 219 680 0

FLO 794 573 343 284 849 215 0

GUR 1.309 514 571 807 1158 987 860 0

HCA 1.158 731 617 378 571 251 465 1.185 0

IMP 1.286 204 271 243 474 458 505 713 546 0

JPE 478 1468 1231 1157 1636 970 899 1634 1074 1397 0

MAR 1.387 622 610 392 285 425 616 1128 285 418 1350 0

NAT 594 1.440 1207 1109 1545 906 868 1655 979 1350 151 1260 0

PAL 1.235 342 393 620 985 812 699 184 1.005 538 1513 948 1524 0

PAR 1.022 860 695 479 766 277 450 1264 190 691 890 475 789 1088 0

PIC 636 752 503 453 1002 323 178 981 544 685 723 751 696 835 459 0

PDU 1.024 461 299 89 620 133 229 873 320 325 1080 397 1024 694 404 388 0

SDO 995 458 285 96 652 138 198 855 346 338 1062 431 1011 676 413 362 34 0

SMA 1.568 652 705 528 94 607 785 1164 478 462 1545 195 1455 991 666 929 556 589 0

TER 894 633 443 278 750 66 189 1013 284 515 895 490 834 839 264 264 188 182 673 0

TUN 1.039 447 293 73 608 148 244 867 323 313 1096 386 1042 685 411 406 19 46 544 205 0
VGR 1.112 621 497 262 559 157 370 1071 117 449 1073 283 993 888 248 476 205 231 473 210 207 0

Norte (Estados: PA=Pard, TO=Tocantins), Nordeste (Estados: MA=Maranhdao, PI=Piaui, RN=Rio Grande do Norte, SE=Sergipe).
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Figura Suplementar S1. Estimativa de AK para as amostras das 22 localidades das regifes Norte e
Nordeste do Brasil com base no gene ND4 (nimero putativo de populagées).
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Figura Suplementar S2. Estimativa de AK para as amostras das 22 localidades das regifes Norte e
Nordeste do Brasil com base no gene COI (nimero putativo de populacdes).
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CONCLUSOES FINAIS

Os resultados da caracterizagdo do genoma mitocondrial parcial de um
espécime de A. aegypti daregido nordeste e da diversidade genética de 22 populacdes
de A. aegypti provenientes de sete estados das regides norte e nordeste nos permitem

concluir que:

~ Foi obtido pela primeira vez, o genoma mitocondrial de um representante do A.
aegypti do nordeste brasileiro, 0 que representa um avango importante nas
discussfes a acerca da taxonomia e da biologia evolutiva da espécie;

=~ A tendéncia global de selecdo purificadora forte, (dN/dS < 1), no genoma
mitocondrial analisado, sugere que é menos provavel que a populacéo evolua
rapidamente em resposta a novos tratamentos, uma vez que quaisquer
mutac¢des que perturbem funcdes essenciais serdo fortemente selecionadas.

~ A filogenia do A. aegypti construida com 29 mitogenomas de outros taxons
identificou um grupo monofilético com representantes da subfamilia Culicinae;

~ Foram recuperados 33 hapl6tipos para o gene ND4 e 28 haplotipos para o gene
COl, representando o maior registro de haplétipos para cada gene em um unico
trabalho realizado exclusivamente com amostras brasileiras;

= Os haplotipos Hap 1 e Hap 3 foram os mais frequentes com ampla distribui¢c&o
na area de estudo e ainda foram registrados 18 hapl6tipos Unicos para ambos
0S genes;

~ Nos dois genes estudados as popula¢cbes apresentaram altas diversidades
haplotipicas e moderadas diversidades nucleotidicas;

=~ A maior variagcdo genética em A. aegypti foi dentro das popula¢gdes para os
genes ND4 e COl,

=~ A correlagédo dos hapldétipos obtidos neste estudo com haploétipos do Sudao no
continente africano confirmam a ocorréncia da subespécie Aaf na América do
Sul.

~ Nas areas estudadas as populacdes de A. aegypti estdo distribuidas em duas

linhagens mitocondriais para os genes ND4 e COl.
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=~ A circulacéo das subespécies Aaa e Aaf contribuiu para a diversidade genética

observada nas regides norte e nordeste do Brasil.
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