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1. Resumo 

Introdução: A identificação de mosquitos é uma etapa crucial para o controle de doenças 

transmitidas por esses vetores, como dengue, zika, malária e febre amarela. 

Tradicionalmente, essa identificação tem sido feita por meio de técnicas morfológicas, em 

que os entomologistas analisam características físicas dos mosquitos. No entanto, a 

identificação molecular, particularmente através do uso do gene citocromo c oxidase 

subunidade I (COI), tem se mostrado uma alternativa superior em muitos aspectos, uma vez 

que, esse gene é altamente conservado dentro das espécies, mas apresenta variações 

suficientes entre espécies diferentes, tornando-o ideal para distinção taxonômica. Objetivo: 

Validação de uma metodologia para identificação de mosquitos de acordo com seus 

respectivos gêneros (Aedes sp, Culex sp. e Anopheles sp) utilizando primers específicos 

para região do gene COI e sequenciamento de nova geração (NGS). Metodologia: Foi 

realizado o desenho de primers para região do gene COI usando o software Geneious e 

considerando milhares de sequências do genoma de diferentes gêneros como: Aedes sp, 

Culex sp. e Anopheles sp. Foram coletados mosquitos na cidade do Rio de Janeiro e após 

extração de DNA desses mosquitos, a região COI foi amplificada por RT-qPCR usando os 

primers desenhados já com os adaptadores Illumina, que então foram sequenciados por 

NGS. Resultados: Desenvolvemos e validamos a utilização de um ensaio de RT-qPCR 

usando primers de própria autoria com inclusão de adaptadores Illumina, seguido pelo 

sequenciamento NGS, para a identificação de mosquitos. A maioria das amostras 

identificadas pertenceu ao gênero Culex, com destaque para Culex quinquefasciatus e Culex 

pipiens, espécies de relevância epidemiológica.  Discussão: Este estudo aplicou a técnica 

de DNA barcoding com o gene COI para identificar espécies de mosquitos, destacando-se 

pela validação de primers com adaptadores Illumina incorporados. Essa abordagem 

inovadora otimizou o protocolo de sequenciamento, reduzindo etapas, tempo e custos 

experimentais. Apesar de limitações na identificação de todas as amostras, os resultados 

fortalecem a aplicação do barcoding molecular na vigilância de vetores. 
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2. Introdução 

 A identificação de mosquitos é uma etapa crucial para o controle de doenças 

transmitidas por esses vetores, como dengue, zika, malária e febre amarela. 

Tradicionalmente, essa identificação tem sido feita por entomologistas, que por meio de 

técnicas morfológicas analisam as características físicas dos mosquitos. No entanto, a 

identificação molecular, particularmente através do uso do gene citocromo c oxidase 

subunidade I (COI), tem se mostrado uma alternativa superior em muitos aspectos, uma 

vez que, esse gene é altamente conservado dentro das espécies, mas apresenta 

variações suficientes entre espécies diferentes, tornando-o ideal para distinção 

taxonômica(1,2). 

O gene COI é uma região do DNA mitocondrial que codifica uma subunidade da 

enzima citocromo c oxidase, a qual desempenha um papel crucial na cadeia de 

transporte de elétrons e na produção de energia celular. Este gene tem 

aproximadamente 650 pares de bases de comprimento e é altamente conservado entre 

diferentes espécies, mas apresenta variações nucleotídicas suficientes para permitir a 

discriminação entre espécies(2–4). 

A identificação morfológica depende da observação de características físicas, 

como a estrutura das escamas, forma das asas e padrões de coloração. Essas 

características podem ser muito semelhantes entre espécies diferentes, levando a erros 

de identificação (5). Por outro lado, a identificação molecular baseada no gene COI 

utiliza a análise de sequências de DNA, que são únicas para cada espécie. Isso 

proporciona uma precisão muito maior, reduzindo significativamente o risco de 

erros(1,2). 

Além disso, a identificação morfológica é particularmente desafiadora quando se 

trata de larvas, pupas ou ovos, que frequentemente carecem de características 

distintivas visíveis e amostras adultas danificadas ou fragmentadas também podem ser 
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difíceis de identificar(6,7). Já a técnica de DNA barcoding, utilizando o COI, permite a 

identificação precisa independentemente do estágio de desenvolvimento ou do estado 

físico da amostra, pois pequenos fragmentos de DNA são suficientes para a análise 

(7,8). 

A identificação morfológica é um processo que pode ser demorado e requer 

entomologistas altamente treinados. A identificação molecular, embora envolva etapas 

laboratoriais, pode ser mais rápida quando realizada em larga escala. Técnicas como a 

PCR e o sequenciamento de DNA permitem a análise simultânea de múltiplas amostras, 

aumentando a eficiência do processo. 

Algumas espécies de mosquitos são crípticas, ou seja, são morfologicamente 

indistinguíveis, mas geneticamente distintas. Essas espécies podem ter diferentes 

comportamentos, habitats e capacidades de transmissão de doenças. A identificação 

molecular é capaz de distinguir essas espécies crípticas, fornecendo informações 

valiosas para programas de controle e pesquisa epidemiológica (9,10). 

Os dados obtidos por identificação molecular podem ser facilmente comparados 

com bancos de dados globais, como o Barcode of Life Data Systems (BOLD) (11). Isso 

permite a identificação rápida e precisa de espécies, mesmo em regiões onde a fauna 

local de mosquitos não é bem conhecida. Além disso, facilita a colaboração internacional 

e a troca de informações entre pesquisadores. 

O uso do COI para a identificação de mosquitos tem sido validado em diversos 

estudos. Hebert et al.(1,2) foram pioneiros na proposta do DNA barcoding utilizando o 

COI, demonstrando sua eficácia em diversas espécies animais. Em relação aos 

mosquitos, Cywinska(12) mostraram que o DNA barcoding pode diferenciar com 

precisão várias espécies de mosquitos do gênero Aedes, um dos principais vetores de 

arbovírus. 
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Estudos subsequentes continuaram a reforçar a utilidade do COI, Kumar et 

al.(13) utilizaram o COI para identificar diferentes espécies de mosquitos em áreas 

endêmicas de malária na Índia, enquanto Wang et al.(14) aplicaram a técnica para a 

identificação de mosquitos na China, confirmando a robustez do método em diferentes 

contextos geográficos e ecológicos. Mais recentemente, vários autores (15–18) 

exploraram a diversidade de mosquitos na América do Sul usando o DNA barcoding, 

contribuindo para um melhor entendimento da biodiversidade regional e das potenciais 

ameaças à saúde pública. 

Embora a identificação morfológica continue sendo uma ferramenta importante 

na entomologia, a identificação molecular oferece inúmeras vantagens em termos de 

precisão, eficiência e aplicabilidade em diferentes contextos. O uso do gene COI para 

DNA barcoding tem revolucionado a forma como os mosquitos são identificados, 

proporcionando uma ferramenta poderosa para o monitoramento e controle de doenças 

transmitidas por esses vetores. 

 

3. Objetivo Geral 

 Este estudo visa realizar a validação de uma metodologia para identificação de 

mosquitos de acordo com com seus respectivos gêneros (Aedes sp, Culex sp. e 

Anopheles sp) utilizando primers específicos para região do gene COI e 

sequenciamento de nova geração (NGS). 

3.1. Objetivos Específicos 

⮚ Desenhar primers para região do gene COI considerando o genoma de 

mosquitos de diferentes gêneros como: Aedes sp, Culex sp. e Anopheles sp. 
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⮚ Amplificar a região do COI via RT-qPCR com os primers desenhados já com a 

inclusão dos adaptadores Illumina, para que os amplicons obtidos já estejam 

adequados para posterior sequenciamento e não seja necessário o uso de kit de 

tagmentação de amostras. 

⮚ Identificar as espécies de mosquitos coletados utilizando o sequenciamento de 

nova geração (NGS). 

 

4. Material e Métodos 

4.1. Coleta de mosquitos  

Inicialmente, as coletas de mosquitos seriam realizadas na cidade de Botucatu, 

porém isso não foi possível e, portanto, nós utilizamos nesse estudo os mosquitos que 

foram anteriormente coletados na cidade do Rio de Janeiro (Brasil) para um outro 

projeto de pesquisa do nosso grupo. Esses mosquitos foram coletados em quatro 

parques municipais (áreas verdes de remanescentes de Mata Atlântica ao redor de 

locais urbanizados), em diferentes partes da cidade: Parque Campo de Santana (região 

central), Parque Lage (região sul), Parque Quinta da Boa Vista (regiões norte) e Parque 

Chico Mendes (região oeste). Em dois desses locais, Parque Campo de Santana e 

Parque Quinta da Boa Vista, foi observada uma alta incidência de mosquitos, 

provavelmente devido à presença de criadouros transitórios, como recipientes plásticos 

e latas. Ambos os parques são muito arborizados e com grande circulação de pessoas.  

Os mosquitos foram coletados com um aspirador elétrico e os sacos de coleta 

foram cuidadosamente transportados para o laboratório. Em seguida, os mosquitos 

foram separados dos demais insetos, identificados e armazenados em freezer a -80ºC 

até o processamento. Embora o aspirador seja um método eficiente para coletar 

mosquitos, animais indesejáveis, como aranhas, também ficaram presos no saco de 
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coleta, prejudicando e matando a maioria dos mosquitos antes da separação no 

laboratório. Por isso, num segundo momento, passamos a utilizar armadilhas CDC 

iscadas com gelo seco instaladas em árvores por pelo menos quatro horas. Em seguida, 

para a realização da primeira triagem dos mosquitos, o saco de coleta foi incubado em 

gelo seco por aproximadamente 2 minutos e 10-15 mosquitos com características 

macroscópicas semelhantes foram armazenados em frascos em gelo seco até o 

armazenamento em freezer a -80ºC.  

A segunda rodada de coletas foi realizada em áreas não urbanizadas. O primeiro 

local foi o bairro Amaral em Nova Iguaçu, Brasil, que está localizado entre as áreas 

rurais e urbanas desta cidade e com alta incidência de mosquitos. A primeira coleta foi 

realizada durante o dia, porém, apenas alguns mosquitos foram capturados. Em 

seguida, foram realizadas coletas no final da tarde/noite, das 16h às 10h. Para isso, as 

armadilhas foram instaladas no quintal de uma casa com várias árvores e uma porção 

de Mata Atlântica preservada, localizada próxima a um local de criação de gado. 

Também observamos pequenos animais, como primatas e marsupiais, no entorno do 

local de coleta. A segunda área de coleta foi realizada na Mata Atlântica da Tijuca em 

dois locais distintos: local A (22.956547, -43.264528) e local B (-22.956241, -

43.227960). Ambos os locais possuem cachoeiras, animais silvestres e grande 

circulação de pessoas. Foram realizadas duas coletas no sítio A (uma durante o dia e 

outra durante a noite), e uma coleta à tarde no sítio B.  

4.2 Extração de DNA total  

A extração de DNA foi realizada utilizando reagentes desenvolvidos 

internamente pelo Laboratório de Biotecnologia Aplicada do Hospital das Clínicas 

UNESP- Botucatu, com um protocolo desenvolvido internamente para extração 

automatizada utilizando o “DNA and RNA Extrator - EXTRACTA 96” (Loccus). Os 

mosquitos foram homogeneizados no aparelho Precellys 24 (Bertin Tecnologies) 
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utilizando 200µL de tampão de lise com 2 esferas de vidro (5mm) durante 20 seg a 6000 

rpm por 2 vezes. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 

poços para a extração utilizando beads SPRI no aparelho de extração automatizado 

(DNA and RNA Extrator - EXTRACTA 96, Loccus), o DNA foi eluído em 60µL de água 

ultrapura e armazenado a -80ºC.  

 

4.3. Desenho de primers para região do gene COI 

         Os primers foram desenhados para a região do gene COI utilizando o software 

Geneious, com base em milhares de sequências genômicas de diferentes gêneros de 

mosquitos, incluindo Aedes sp., Culex sp. e Anopheles sp. A região-alvo escolhida 

corresponde a um fragmento de 735 pb do DNA mitocondrial. A partir dessa região, 

foram projetados os primers já contendo sequências adaptadoras para a plataforma 

Illumina de NGS.  

 

4.4 Amplificação do gene COI por RT-qPCR  

       A reação de RT-qPCR foi realizada utilizando o kit GoTaq qPCR Master Mix 

(Promega, Madison, EUA) em um dispositivo QuantStudio 3. Todos os primers 

desenhados foram testados usando temperaturas de anelamento diferentes (45°C, 50°C 

e 55°C), concentrações de primers de 400 nM, 600 nM, 800 nM e 1000 nM, além de 

volumes de 2 μL e 5 μL da amostra de DNA. A PCR foi conduzida com uma 

desnaturação inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturação a 

95 °C por 15 segundos, anelamento com as três diferentes temperaturas descritas por 

30 segundos e extensão a 60 °C por 30 segundos. Uma análise de curva de dissociação 

foi realizada com uma etapa de desnaturação a 95 °C por 15 segundos, seguida por 

incubação a 60 °C por 1 minuto e uma etapa final a 95 °C por 1 segundo. Os resultados 
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foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 2%, onde observou-se 

amplificação em aproximadamente 450 pb. 

4.5 Identificação dos mosquitos por sequenciamento de nova geração (NGS)  

        Considerando que essas amostras já foram amplificadas com os adaptadores 

Illumina, seguimos com a purificação dessas amostras por beads magnéticas AMPure 

XP (Beckman Coulter).  Posteriormente 5 µL das amostras foram indexadas usando 5µL 

de cada index do kit Illumina Nextera XT index set a/set b/set c/set d,  25µL da enzima 

NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR master mix e 10µL de água ultrapura, a termociclagem 

foi realizada em aparelho Proflex PCR System (Applied Biosystems) da seguinte forma: 

desnaturação inicial a 95ºC por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 

95ºC por 30 segundos, anelamento a 55ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC por 30 

segundos, e extensão final a 72ºC por 5 minutos. Foi feita a verificação da indexação 

das amostras em um gel de agarose 2%, para observar se a indexação funcionou e se 

seria necessário uma nova purificação com beads magnéticas AMPure XP (Beckman 

Coulter) para que as amostras estivessem adequadas para seguir para o 

sequenciamento.  

Sendo assim, essas amostras foram quantificadas usando o kit dsDNA HS assay 

(Invitrogen) e a leitura feita no aparelho Qubit. Após a quantificação, para preparação 

da biblioteca, cada amostra foi normalizada a 4 nM. Após o preparo da biblioteca, 

quantificamos esse pool em triplicata pelo Qubit novamente antes de seguir para o 

sequenciamento. O sequenciamento foi realizado usando 8 pM da nossa biblioteca 

juntamente com 20% do controle PhiX a 8 pM em uma flow cell Nano no aparelho MiSeq 

da Illumina. 

Posteriormente, foi realizada a análise das sequências amplificadas do gene COI 

de cada amostra. Após o sequenciamento, foi realizada a análise da qualidade dos 

dados, da cobertura obtida e identificação das espécies. 



 9 

 

4.6 Análise Metagenômica Utilizando FastQC, SPAdes, Trimmomatic, Kraken2 e 

BLAST-BOLD 

        Para a análise de bioinformática, as leituras brutas de sequenciamento foram 

submetidas a uma avaliação inicial de qualidade utilizando o software FastQC v0.11.9 

(19), com os parâmetros padrão, tanto antes quanto após o pré-processamento. A 

filtragem de qualidade e a remoção de adaptadores foram realizadas com o 

Trimmomatic v0.39 (20), em modo pareado (paired-end), aplicando os parâmetros: 

ILLUMINACLIP:NexteraPE-PE.fa:2:30:10:8, HEADCROP:15 e SLIDINGWINDOW:4:20, 

a fim de remover adaptadores de sequenciamento e bases de baixa qualidade. Em 

seguida, a montagem de novo dos amplicons COIA e COIB foi realizada utilizando o 

SPAdes v3.15.5 (21), em modo paired-end. Os contigs montados foram submetidos a 

buscas por similaridade de sequência com o BLASTn v2.13.0 (22), contra o banco de 

dados padrão de nucleotídeos do NCBI (23). 

         Adicionalmente, um script em Python desenvolvido internamente foi utilizado para 

consultar a plataforma BOLD (Barcode of Life Data System) (24), visando a identificação 

taxonômica por meio do banco de dados COX1. Análises comparativas entre as 

anotações obtidas pelo BLASTn e pelo BOLD foram conduzidas para avaliar a 

concordância entre os resultados e aprimorar a inferência taxonômica. As anotações 

finais foram organizadas em tabelas e utilizadas nas etapas posteriores de visualização 

e interpretação dos dados. 

5. Resultados  

5.1. Coleta dos mosquitos 

Foram coletados na cidade do Rio de Janeiro 343 mosquitos em quatro 

diferentes parques ecológicos envoltos por regiões urbanizadas (Figura 1), são eles: 

Parque Chico Mendes, Parque Laje, Campo de Santana e Quinta da Boa Vista.  
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Fig. 1. A figura representa a localização dos quatro parques municipais (áreas verdes remanescentes da 

mata atlântica em locais urbanizados), em diferentes partes da cidade, para investigar a presença de 

mosquitos: Parque Campo de Santana (região Central), Parque Lage (região Sul), Parque Quinta da Boa 

Vista (região Norte) e Parque Chico Mendes (região Oeste).  

 

5.2. Validação dos primers desenhados para região do gene COI 

       Inicialmente, desenhamos e testamos primers contendo adaptadores Illumina 

incorporados (destacados por sublinhado nas sequências), com o objetivo de amplificar 

a região COI selecionada dividida em três amplicons menores, com aproximadamente 

250 pb cada, denominados COIA, COIB e COIC (Tabela 1). Em uma etapa posterior, 

desenvolvemos um novo conjunto de primers que dividiu a mesma região em apenas 

dois amplicons maiores, com cerca de 450 pb cada, denominados COIA e COIB (Tabela 

2). 

 

 

Tabela 1. Primers desenhados com adaptadores Illumina (sublinhado) dividindo a região COI em três 
amplicons menores (COIA, COIB e COIC) 
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Nome do Primer Sequência dos primers  

COIA_F 5’-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG YAT AAT TGG GAG GAT TTG GAA A-3’ 

COIA_R 5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GTG CTA AAT CAA CTG AIG CYC C-3’ 

COIB_F 5’-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG TGG RGC TTC AGT TGA TTT AGC -3’ 

COIB_R1 5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA GGG TCT CCY CCT CCA ATT GG-3’ 

COIB_R2 5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA GGG TCT CCT CCT CCT GCA GG-3’ 

COIC_F 5’-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG TCC AAT TGG AGG RGG AGA ICC-3’ 

COIC_R1 5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGC TCG AGT ATC AAC ATC TAT ACC W-3’ 

COIC_R2 5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGC TCG AGT ATC TAC GTC TAT ACC T-3’ 

 

 
Tabela 2. Primers desenhados com adaptadores Illumina (sublinhado) dividindo a região COI em dois 
amplicons menores (COIA e COIB) 

 

Nome do Primer Sequência dos primers  

COIA_F 5’-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC-3’ 

COIA_R 5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GCG GTC TGT TAA TAA CAT AGT AAT AGC-3’ 

COIB_F 5’-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG AGA TCG A/ideoxyl/T ACC TTT ATT-3’ 

COIB_R1 5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA GGG TCT CCY CCT CCA ATT GG-3’ 

COIB_R2 
5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGT TCC GTG TAA AGT TGC TAA TCA ACT 

NAA A-3’ 

 

A reação de RT-qPCR para validação dos primers desenhados foi realizada com 

o kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, EUA) em um equipamento 

QuantStudio 3. Inicialmente, testamos os primers que dividem a região COI em três 
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amplicons menores (COIA, COIB e COIC), variando as condições experimentais quanto 

à temperatura de anelamento (45 °C, 50 °C e 55 °C), concentração dos primers (400 nM, 

600 nM, 800 nM e 1000 nM) e volume da amostra de DNA (2 μL e 5 μL). Os resultados 

mostraram que, embora os primers COIB e COIC tenham apresentado amplificação em 

algumas dessas condições, o primer COIA não demonstrou desempenho satisfatório, 

não gerando produtos detectáveis de forma consistente (Figura 2). 

 

Fig. 2. A figura mostra um gel de agarose mostrando a amplificação dos primers COIA, COIB e COIC em 

diferentes temperaturas de anelamento, e seus controles negativos (CTR-). 

 

       Diante dos resultados insatisfatórios com a estratégia de três amplicons, passamos 

a testar os primers que dividem a região COI em apenas dois fragmentos (COIA e 

COIB), repetindo todos os testes experimentais. Após diversas tentativas, conseguimos 

estabelecer uma condição ideal de PCR para ambos os primers: temperatura de 

anelamento de 55 °C, concentração de 600 nM de primers e uso de 2 μL da amostra de 

DNA (Figura 3). A reação de PCR foi conduzida com uma desnaturação inicial a 95 °C 
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por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 segundos, 

anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensão a 60 °C por 30 segundos. Em seguida, 

foi realizada a análise da curva de dissociação, iniciando com desnaturação a 95 °C por 

15 segundos, incubação a 60 °C por 1 minuto e um último passo de desnaturação rápida 

a 95 °C por 1 segundo. A amplificação dos produtos foi confirmada por eletroforese em 

gel de agarose a 2%, evidenciando bandas consistentes com tamanho aproximado de 

450 pb. Dessa forma, validamos com sucesso os primers descritos na Tabela 2 para as 

regiões COIA e COIB, viabilizando sua aplicação na identificação molecular dos 

mosquitos por meio de sequenciamento NGS. 

 

Fig. 3. A figura mostra um gel de agarose mostrando a amplificação dos primers COIA e COIB em 

diferentes temperaturas de anelamento, e seus controles negativos (CTR-). 

 

5.2. Amplificação e sequenciamento do gene mitocondrial COI para 

identificação de mosquitos 
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        Conseguimos validar os primers que dividem a região COI em dois amplicons 

menores (COIA e COIB), otimizando a amplificação para posterior identificação 

molecular por sequenciamento. No entanto, nem todas as amostras de mosquitos 

coletadas apresentaram amplificação positiva para o gene COI. Dos 343 indivíduos 

analisados, apenas 270 foram amplificados com sucesso e seguiram para o 

sequenciamento. As quatro corridas de sequenciamento apresentaram, em média, um 

percentual de PF (pass filter) de 90,59%, refletindo um alto número de leituras válidas, 

com uma qualidade média Q30 de 70,41%, o que indica boa qualidade dos dados 

gerados. 

       Após a análise de bioinformática dos dados de sequenciamento Illumina, 

identificamos espécies virais em 205 dos 270 mosquitos sequenciados (Tabela 3). 

Nossos resultados mostraram que 42,6% dos mosquitos eram Culex quinquefasciatus, 

30,9% Culex pipiens, 8,3% Aedes albopictus, 6,9% Aedes scapularis, 4,9% Culex 

declarator, 2,9% Culex torrentium, 2,0% Culex bidens, 1,0% Culex kyotoensis e 0,5% 

Anopheles nr. costai G4 MAMS-2018 (Figura 4). 
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Tabela 3. Número total e porcentagem de espécies de mosquitos coletados e identificados por NGS. 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie de mosquito Total (n) (%) 

Aedes albopictus 17 8.3% 

Aedes scapularis 14 6.9% 

Anopheles 1 0.5% 

Culex bidens 4 2.0% 

Culex declarator 10 4.9% 

Culex kyotoensis 2 1.0% 

Culex pipiens 64 30.9% 

Culex quinquefasciatus 87 42.6% 

Culex torrentium 6 2.9% 

Total 205 100% 
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Fig. 4. Espécies de mosquitos identificadas por NGS e suas respectivas porcentagens. 

 

6. Discussão  

        Este trabalho teve como objetivo explorar e aplicar a técnica de DNA barcoding, 

utilizando a região do gene COI, para a identificação precisa de espécies de mosquitos. 

A pesquisa é de grande relevância, considerando o papel desses insetos como vetores 

de diversas doenças de importância em saúde pública, como dengue, zika, malária e 

febre amarela (25). A identificação correta das espécies é fundamental para o 

monitoramento entomológico, a elaboração de estratégias eficazes de controle vetorial 

e a compreensão da dinâmica de transmissão de arboviroses e outras enfermidades. 

        Neste estudo, foram identificadas principalmente espécies do gênero Culex, com 

destaque para Culex quinquefasciatus e Culex pipiens. Essas espécies possuem 

relevância epidemiológica por estarem associadas à transmissão de vírus como o West 

Nile (vírus do Nilo Ocidental) (26) e Vírus da Encefalite Japonesa (27), além de arbovírus 

emergentes e outros patógenos que afetam tanto humanos quanto animais (28). A 
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predominância dessas espécies entre os exemplares identificados reforça a 

necessidade de vigilância específica sobre seus hábitos e sua distribuição geográfica. 

        Entretanto, a identificação molecular da espécie não foi possível em todas as 

amostras analisadas, o que pode ser atribuído a uma combinação de fatores técnicos e 

biológicos. Em alguns casos, a baixa qualidade ou quantidade do DNA extraído 

comprometeu a amplificação da região COI, possivelmente em decorrência da 

degradação do material genético ou da presença de inibidores da reação de PCR 

(29,30). Além disso, mutações nos sítios de ligação dos primers podem ter dificultado a 

amplificação eficiente em determinadas espécies ou populações de mosquitos (31, 32). 

Soma-se a isso a limitação dos bancos de dados de referência utilizados (como NCBI e 

BOLD), que ainda não contemplam todas as espécies ou apresentam registros 

incompletos, dificultando a atribuição taxonômica precisa (32). Também devem ser 

considerados fatores técnicos relacionados ao preparo das bibliotecas, falhas de 

amplificação específicas e cobertura insuficiente durante o sequenciamento, que podem 

ter comprometido a geração de dados adequados para a identificação de parte das 

amostras (33,34). 

        Apesar dessas limitações, o estudo obteve avanços importantes. Conseguimos 

validar primers com adaptadores Illumina incorporados, o que representa uma 

otimização significativa do protocolo laboratorial. Essa abordagem reduz etapas no 

preparo das bibliotecas de sequenciamento, diminui o tempo total do experimento e gera 

economia de reagentes e insumos, tornando o processo mais eficiente e viável para 

aplicações em larga escala em programas de vigilância entomológica. 

        A técnica de DNA barcoding baseada no gene COI oferece várias vantagens para 

a identificação de espécies de mosquitos. O gene COI é altamente conservado dentro 

de uma mesma espécie, o que permite a comparação confiável entre populações 

geograficamente distintas (1,2). Ao mesmo tempo, essa região apresenta variações 
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nucleotídicas suficientes entre diferentes espécies, tornando-a ideal para a 

diferenciação, mesmo entre espécies morfologicamente semelhantes (2-4). Além disso, 

o uso do barcoding permite superar as limitações da identificação morfológica, 

especialmente útil em amostras danificadas, fragmentadas ou em estágios imaturos 

(larvas e pupas), nas quais a diferenciação taxonômica por características externas 

pode ser inviável (6,7). 

        Portanto, ao aplicar a técnica de DNA barcoding utilizando o gene COI, este estudo 

contribui de forma significativa para o aprimoramento da identificação molecular de 

mosquitos, fortalecendo as ferramentas disponíveis para a vigilância e o controle de 

vetores, e ampliando a capacidade de resposta frente a doenças transmitidas por esses 

insetos. Um dos principais diferenciais deste trabalho foi a validação de primers já 

contendo adaptadores Illumina incorporados, o que representa uma importante 

inovação metodológica. Essa estratégia elimina a necessidade de etapas adicionais de 

ligação de adaptadores durante o preparo das bibliotecas de sequenciamento, 

resultando em um protocolo mais ágil, com menor consumo de reagentes e, 

consequentemente, redução de custos. Essa otimização torna o processo mais eficiente 

e acessível para aplicação em estudos de larga escala em programas de vigilância 

entomológica e epidemiológica. 
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Tancler, no dia 22 de Outubro de 2024. (Anexo 1) 

 

Participação em eventos 

 

2. II WORKSHOP INTERNACIONAL EM BIOTECNOLOGIA NA SAÚDE: 

CAMINHOS DA INOVAÇÃO, realizado nos dias 08-10 de Abril de 2025 
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em Botucatu, São Paulo, na qualidade de ouvinte, com carga horária de 

20 horas. (Anexo 2) 

3. Poster apresentado no II WORKSHOP INTERNACIONAL EM 

BIOTECNOLOGIA NA SAÚDE: CAMINHOS DA INOVAÇÃO, realizado 

nos dias 08-10 de Abril de 2025 em Botucatu, São Paulo. (Anexo 3) 

 

Artigo científico 

 

4. Artigo científico intitulado “The Main Arboviruses and Virus Detection 

Methods in Vectors: Current Approaches and Future Perspectives”, foi 

publicado na revista Pathogens, 2025. (FI 3.3) (Anexo 4) 
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      Este relatório evidencia a dedicação, competência e seriedade da aluna no 
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doutorado, Nathália Mayumi Noda Nicolau demonstrou grande interesse e domínio na 

área de arboviroses, elaborando em parceria com colegas de laboratório, uma revisão 

intitulada “The Main Arboviruses and Virus Detection Methods in Vectors: Current 

Approaches and Future Perspectives”, publicada na revista Pathogens (FI 3.3). 

           A aluna destacou-se tanto na execução experimental quanto na análise crítica 

dos resultados obtidos, demonstrando autonomia e rigor metodológico ao longo de todo 

o processo investigativo. Atualmente, encontra-se em fase final de redação de um artigo 
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