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Resumo

As familias Culicidae e Simulidae sdo de grande relevancia por apre-
sentarem insetos transmissores de doengas, com grande variabilidade gené-
tica e adaptabilidade bioldgica. Podem-se destacar o Aedes aegypti, principal
vetor da dengue, Culex quinquefasciatus e C. pipiens, vetores da filiariose e
do virus do Oeste do Nilo, respectivamente, e Simulium quinquestriatum, S.
damnosum e S. amazonicum, responsaveis pela sindrome hemorragica de Al-
tamira e pela transmissdo da oncocercose e mansonelose. O objetivo deste es-
tudo foi identificar trés espécies de Diptera a partir de um marcador baseado
em DNA mitocondrial. O estudo do DNA mitocondrial é uma das técnicas
que permite detectar polimorfismos e, utilizando-se um conjunto tnico de
oligonucleotidios, serd uma estratégia util para a identifica¢do dessas espécies

para fins entomologicos e epidemioldgicos.

Palavras-chave: Aedes. Culex. Simulium. DNA mitocondrial. Diagnoéstico.

Abstract

The Culicidae and Simuliidae families are of great relevance for pre-
senting disease-carrying insects and a wide genetic variation and biological
adaptability. Some important species are Aedes ageypti, the main vector of
dengue, Culex quinquefasciatus and C. pipiens, vectors of philariasis and the
West Nile Virus, respectively, and Simulium quinquestriatum, S. damnosum
and S. amazonicum for the transmission of onchocerciasis and mansonellia-
sis, as well as the main source of the hemorrhagic syndrome of Altamira.
The objective of this study was to identify three species from Diptera using a
mitochondrial DNA molecular marker. The study of mitochondrial DNA is
one of the techniques designed to detect DNA polymorphisms. The use of a
single set of PCR primers to identify culicids and simulids species will be of
great importance to the identification of these species of entomological and

epidemiological interest.
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1 Introducéao

A Ordem Diptera é de grande importancia em
estudos entomoldgicos e epidemiolégicos devido ao seu
relevante interesse médico, uma vez que inclui analise es-
pecial de insetos hematéfagos transmissores de doengas
(NEVES, 2007). Em geral, apresentam grande variabili-
dade genética e adaptabilidade bioldgica, levando a uma
grande dispersdo no globo e a dificuldade de controle por
meios quimicos (EIRAS, 2007).

Dentre os géneros da Familia Culicidae destacam-
se Aedes e Culex por possuirem espécies transmissoras
de dengue e febre amarela silvestre (EIRAS, 2007). Os
simulideos (Familia Simuliidae) sio conhecidos no Bra-
sil como borrachudos ou piuns. Sio importantes nido
somente pela sua insistente voracidade em humanos e
animais, mas também por transmitirem algumas doen-
¢as, como a Sindrome Hemorragica de Altamira (SHA)
(MACKAY, 1974; PINHEIRO et al., 1974), oncocercose
(REIDPATH et al., 2011) e mansonelose (ADLER et al.,
2010; MARTINS et al., 2010). Dentre os simulideos, as
espécies Simulium quinquestriatum, S. damnosum e S.
amazonicum destacam-se pela transmissdo das doencas

anteriormente descritas.

As espécies do género Culex sdo responsaveis pela
disseminagdo de varias doengas, como a filariose (elefan-
tiase) e a Febre do Nilo. O Culex quinquefasciatus é al-
tamente antropofilico e ¢é o tipico mosquito caseiro com
hébitos hematofagicos noturnos. Ele é o principal respon-
savel pela transmissao da filariose bancroftiana (EIRAS,
2007). A filariose é causada por helmintos Nematoda das
espécies Wulchereria bancrofti, Brugia malayi e B. timori,
sendo que, no continente americano, é causada apenas
pela W. bancrofti (FONTES; ROCHA, 2007b). Por outro
lado, C. pipiens é transmissor do virus do Oeste do Nilo
(WNV), um arbovirus do género Flavivirus, Familia Fla-
viviridae (HAYES, 2005; GONCALVES et al., 2008).

O Aedes aegypti, principal vetor do dengue, foi
considerado sob controle em 1955. Relatos da ocorréncia
de dengue ficaram restritos em algumas regides do norte
de América do Sul. Nos anos de 1967, 1976, 1977, 1979 e
1981, ocorreu a reintrodu¢do do mosquito no Brasil em
varias regides do pais. As escassas medidas de controle le-
varam, em 1985 e 1997, a disseminagdo do mosquito Ae.
aegypti em todos os estados principalmente pelos meios

de transporte de longa distdncia (6nibus, caminhdes,

trens e avides, por exemplo) e pelos ovos depositados em
pneus usados, os quais geralmente sdo estocados de ma-
neira errada, permitindo o acimulo de agua e posterior
eclosdo dos ovos. Os ovos conseguem permanecer mais
de um ano viaveis, necessitando apenas de um contato
com a dgua para eclodirem nos primeiros 15 minutos.
Essa capacidade e resisténcia a desseca¢do permite um
aumento significativo da populagdo de Ae. aegypti du-
rante o periodo de chuvas, aumentando juntamente a
ocorréncia de casos de dengue e febre amarela (EIRAS,
2007). A transmissdo do virus da dengue por Ae. aegypti
foi descrita pela primeira vez em 1906 por Bancroft (RO-
MANOS, 2008).

Em virtude dos impactos causados a satide publica
por esses insetos, é necessario o conhecimento dos pa-
droes de dispersdo e da diversidade genética desses or-
ganismos para a elaboragdo de programas de controle,
uma vez que, a habilidade de adaptagdo de um organismo
depende da sua variabilidade genética (YAN et al., 1998;
HIRAGI et al., 2009). Para compreender a evolug¢ao his-
torica das populacdes de mosquitos e da epidemiologia
da doenga, é necessario analisar a variagdo genética den-
tro e entre as populagdes (YAN et al., 1998). O estudo da
populagio é essencial para a identificagdo de possiveis fa-
tores responsaveis pela resisténcia e adaptacdo ecoldgica
(HIRAGI et al., 2009). Existem varias técnicas que detec-
tam polimorfismos de DNA, como o DNA mitocondrial
(DNAmt), polimorfismo do DNA amplificado ao acaso
(RAPD), isoenzimas, Polimorfismo do Comprimento de
Fragmentos de Restricdo (RFLP), genes de RNA ribos-
somal (RNAr), sequenciamento e microssatélites (MI-
TCHELL-OLDS, 1995).

Métodos complementares de identificagdo usam a
analise taxondmica baseada na molécula de DNA permi-
tindo explorar a diversidade gendmica para a identifica-
¢do do organismo (KURTZMAN, 1994; WILSON, 1995).
O uso do genoma mitocondrial é tido como o melhor
alvo para a andlise molecular pela auséncia de introns,
sua limitagdo a exposi¢do de recombinagio, pela sua he-
ranga haploide e pelo fato de possuir, basicamente, ape-
nas genes associados as suas funcdes (SACCONE et al.,
1999; TORRES et al., 2010).

Antigamente, alguns estudos tinham se focado
em genes mitocondriais para ribossomos , entretanto, ha
uma grande prevaléncia de inser¢des e delegdes, o que di-
ficulta o alinhamento dessas sequéncias (DOYLE; GAUT,
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2000). Hebert et al. (2003) sugeriram o uso das subu-
nidades I e II da citocromo oxidase ¢ (COI e COII) ao
contrario de outros genes, como o do citocromo b, uma
vez que permite a possibilidade de prover resultados mais
aprofundados na filogenia (SIMMONS; WELLER, 2001).
Todavia, o uso da COI foi sugerido por possuir um banco
de dados extenso e ser facilmente amplificavel com o uso
de oligonucleotidios universais (TORRES et al., 2010).
Esses oligonucleotidios universais foram sugeridos por
Hebert et al. (2003), os quais foram definidos por Folmer
etal. (1994). Os marcadores baseados em DNA tém como
vantagem a possibilidade de identificagdo das espécies de
Diptera diretamente de coletas de campo ou em preca-
rio estado de conservagao. Essa metodologia fornece um
procedimento complementar as andlises morfoldgicas,
contribuindo com procedimentos acessérios ao ento-
mologo quando ha duavidas a respeito de alguns critérios
taxondmicos. Portanto, esses marcadores moleculares,
aliados aos estudos de biologia do desenvolvimento, for-
necem informacdes fundamentais para a definicdo das
estratégias de controle de insetos vetores (HIRAGI et al,,
2009), uma vez que permitem a identificagdo da espécie a
ser estudada e controlada (HEBERT et al., 2003).

A partir dessas informagdes, o objetivo deste tra-
balho foi avaliar a variabilidade genética de espécies de
Culicidae e Simulidae por meio de marcador molecular

baseado em DNA mitocondrial.

2 Metodologia

2.1 Larvas de culicidios e simulidios.

Larvas de Ae. aegypti, C. quinquefasciatus e S. per-
tinax mantidas na criacdo de insetos entomopatogénicos
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudaria (Embra-
pa) - Recursos Genéticos e Biotecnologia -, foram cedidas
para uso nos experimentos de identificacio molecular
neste estudo. Aproximadamente 20 exemplares de cada
espécie foram coletados e mantidos em etanol 70% a -20

°C até o momento do seu uso.

2.2 Extracao de DNA.

Foram utilizados 5 individuos de cada espécie,
cujos 4cidos nucléicos foram extraidos isoladamente se-

gundo a metodologia descrita por Ayres et al. (2002).

As larvas de cada espécie foram macerados e ho-
mogeneizadas em 500 puL de tampao de lise (0,4 M NaCl,
2 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 ug.mL"* pro-
teinase K e 1,5% SDS) seguindo-se de incubagdo a 60°C
por 16h.

Ap6s a incubagio, adicionou-se 420 pL de NaCl 5
M. A mistura foi homogeneizada por inversao dos tubos
por 30 segundos e submetida a centrifugagdo durante 20

minutos a 14.000xg.

Em seguida, adicionou-se um volume de isopropa-
nol a -10 °C. O tubo foi invertido varias vezes e mantido a
-20°C por 24h para precipitacdo do DNA. Ao final do peri-
odo de precipitagdo, submeteu-se o tubo a centrifugacio a
14.000xg durante 20 minutos. O sobrenadante foi descar-
tado e o sedimento foi lavado com 500 mL de etanol 70%
a 4°C, seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 300
uL de tampao TE 0,1X (Tris-HCl 1 mM e EDTA 0,1 mM).

2.3 Reproducao do experimento.

Para a validagao do experimento, foram analisados
15 individuos de cada amostra em trés repeti¢coes sendo
que, a cada repeti¢do, foram retirados 5 individuos coleta-
dos aleatoriamente das amostras de Aedes, Culex e Simu-

lium.

2.4 Amplificacao do gene citocromo oxidase | (COI).

Para a reacdo de polimerase em cadeia (PCR), fo-
ram utilizados os oligonucleotidios LCO1490 e HCO2198
descritos como padrao para estudos de Diptera por Hebert
et al. (2003).

A reagao para amplificagdo foi feita a partir de uma
mistura com volume final de 25 uL contendo 2 uL. de DNA
extraido (20 ng), 1 uL de cada oligonucleotidio (10 uM),
2,5 pL de tampéo 10X (GE Healthcare), 0,8 uL de desoxi-
ribonucleotideos trifosfatos na concentragio de 1 mM, 0,1
uL de Tag DNA polimerase (5 U.uL"') e agua milliQ em

quantidade suficiente para 25 pL de reagio.

Para a amplificagdo, as reagdes foram incubadas em
termociclador configurado com 5 minutos de desnatura-
¢do inicial a 94°C seguido de 36 ciclos de 1 minuto a 94°C
(desnaturagio), 1 minuto a 45 °C (anelamento) e 1 minuto
a 72°C (extensdo). Uma extensdo final foi aplicada durante
5 minutos a 72°C.
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2.5 Visualizacdo dos fragmentos de DNA por
eletroforese.

Os produtos de amplificagio de PCR foram visua-
lizados em gel de agarose 1,5% submerso em tampao TBE
1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM) durante 2 h a 80
V. Ao final, os géis foram corados por imersdao em brome-
to de etidio 10 pg.mL" por 20 minutos e descorados em
agua destilada por 20 minutos. Em seguida, a documen-
tagdo fotografica foi feita usando o sistema EagleEye II

still video system™ (Stratagene).

Em todos os géis, marcadores de massa molecular
(Ladder 100 bp - Invitrogen) foram usados para a deter-

minagio do tamanho dos fragmentos amplificados.

2.6 Pesquisa no GenBank e analise de alinhamento.

Foram coletadas do GenBank todas as sequéncias
referentes ao gene COI para as espécies de Ae. aegypti,
Ae. albopictus, C. pipiens, C. quinquefasciatus, S. quin-

questriatum, S. damnosum, S. amazonicum e S. pertinax.

Utilizaram-se como critério de exclusio as se-

quéncias semelhantes de uma mesma espécie que fo-

ram encontradas no banco de dados. Das sequéncias
remanescentes de cada espécie, foram selecionadas, por
amostragem aleatdria, 5 sequéncias para analises, usan-
do os varios algoritmos contidos nos programas BioEdit,
Mega3 e GenBank.

3 Resultados

Foram obtidas 271 sequéncias do GenBank, se-
gundo as exigéncias anteriormente citadas. Apos a ana-
lise, 179 sequéncias semelhantes foram excluidas (Tabela
1). Dentre os simulidios pesquisados, foram encontradas

apenas sequéncias relativas a S. quinquestriatum.

Para as espécies pesquisadas do género Aedes, fo-
ram encontradas 134 sequéncias das quais 90 eram rela-
tivas a Ae. aegypti e 44, a Ae. albopictus. Para Culex foram
retornadas 66 sequéncias, sendo 15 para C. pipiens e 51
para C. quinquefasciatus. Em seguida, S. quinquestriatum,

com 71 sequéncias retornadas.

O tamanho médio das sequéncias de Aedes e de

Culex variou em torno de 700 pb, enquanto as dos simu-

Tabela 1 - Informagdes relacionadas ao tamanho (pb), composi¢ao de nucleotidios (%) e numero de acesso ao GenBank que foram

selecionadas para os estudos de alinhamento de sequéncias.

Género Espécie Acesso Origem Composicio (%) Tamanho
(GenBank) A T C G (pb)
DQ397892.1 A20 31,26 40,25 14,76 13,73 867
DQ424949.1 Ennore 29,12 38,41 16,92 15,55 656
aegypti AY 056597 Formosus 29,67 39,30 16,53 14,51 1537
AY056596.1 Liverpool 29,34 39,23 16,59 14,83 1537
Aedes GQ143718.1 Cytocrome 31,19 39,84 15,33 13,63 763
AY100667.1 Mawei 30,60 39,76 15,42 14,22 415
AY100670.1 Beijing 30,36 40,00 15,18 14,46 415
albopictus AY100669.1 Dafang 30,36 40,00 15,18 14,46 415
AY100671.1 Kaili 30,36 40,00 15,18 14,46 415
AY834241.1 Karnataka 26,55 40,04 17,77 15,63 467
GU908081.1 mosqPP5 28,64 38,50 14,71 15,65 639
GU908082.1 mosqPP6 29,11 39,12 14,87 16,28 639
pipiens GU908083.1 mosqPP7 29,11 38,97 14,87 16,28 639
GU908084.1 mosqPP9 29,26 38,81 14,87 15,96 639
Culex GU908077.1 mosqPP10 29,11 38,97 14,87 16,28 639
DQ267689.1  Tamil Nadu 29,25 39,46 15,14 16,16 588
quinquefasciatus FJ536168.1 A42 29,98 40,85 13,08 16,10 497
FN395205  Hydarabad23 30,67 39,62 14,79 14,92 1542
GQ165791.1 V215 29,25 38,84 15,09 16,82 636
Simulium DQ534948.1 SQ164A 29,32 36,91 17,35 16,42 1620
quinquestriatum AY251520.1 S048 28,61 36,65 18,16 16,58 1206




Variabilidade genética de espécies de culicidae e simulidae usando marcador mitocondrial

Tabela 2 - Analise estatistica das sequéncias selecionadas.

Tamanho (pb)

Composicdo média (%)

Género N Meédia Desvio padrio A T C G
Aedes 10 748,70 446,02 29,88 39,68 15,89 14,55
Culex 9 717,56 312,78 29,38 39,24 14,70 12,50

Simulium 2 1413,00 292,74 28,97 36,78 17,76 16,50

Figura 1 - Alinhamento parcial e consenso das sequéncias pesquisadas no GenBank para Aedes, Culex e Simullium.
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Figura 2 - Fragmento de DNA obtido utilizando-se os oligonucleotidios desenhados para a amplificagao do gene COI de Simullium. Os
codigos sdo: M, Marcador de massa molecular 100 pb Ladder (GE Healthcare); A, Ae. aegypti; C, C. quinquefasciatus; S, S. pertinax; N,
Controle negativo substituindo-se o DNA por agua milliQ.
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lidios foram maiores do que 1000 pb. O perfil de bases,
por sua vez, foi compartilhado entre todas as sequéncias,
ou seja, a base mais presente foi a base pirimidica timina,

seguida da base purica adenina (Tabela 2).

Apos a escolha das sequéncias, foi feito o alinha-
mento das mesmas, utilizando-se o programa Bioedit.
Parte do alinhamento das sequéncias encontra-se na

Figura 1.

Na amplificagdo por PCR, utilizando-se os oligo-
nucleotidios desenhados para o gene COI de Simulliu,
foi possivel observar diferencgas na amplificagdo entre as
espécies de Aedes, Culex e Simullim (Figura 2). Fazendo-
se essa adaptacdo metodoldgica, foi possivel observar a
diferenca entre os produtos de amplificagio que foram
gerados na PCR, ou seja, pelos dois fragmentos de DNA
de tamanhos diferentes nas amostras de Ae. aegypti e S.

pertinax.

Para Ae. aegypti observou-se um fragmento de
aproximadamente 900 pb e para S. pertinax de 850 pb.
Empregando-se essa estratégia, observou-se também a
auséncia de amplificagdo para a amostra de C. quinque-

fasciatus.

4 Discussao

Apesar do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) possuir um amplo banco de dados de refe-
réncia de taxonomia e de sequenciamento, entre outros,
nao foi possivel encontrar nenhuma sequéncia relaciona-
da ao gene COI em 3 dos 4 simulidios pesquisados. Para S.
quinquestriatum, unico simulidio com sequéncias de COI
encontradas, houve uma grande quantidade de sequéncias

semelhantes excluidas, permanecendo apenas duas.

A composi¢do das sequéncias ricas em adenina
e timina estd de acordo com outros estudos de sequen-
ciamento feito em simulidios (XIONG; KOCHER, 1991;
DUARTE et al., 2008). Todavia, pela andlise da compo-
si¢do de bases, observa-se que estd de acordo com sequ-
éncias de DNA mitocondrial, uma vez que elas sdo nor-
malmente ricas em bases adenina e timina, normal em
artropodes (CREASE, 1999; LESSINGER; AZEREDO-
ESPIN, 2000).

Os oligonucleotidios utilizados para a amplifi-

cacdo foram desenhados por Folmer et al. (1994) na

tentativa de definir oligonucleotidios universais para a
amplificagdo de um segmento de 710 pb do gene da su-
bunidade 1 da enzima mitocondrial citocromo oxidase
c. Estes oligonucleotidios desenhados para o reino Me-
tazoa foram testados em 11 diferentes filos, inclusive o
Arhropoda. Entretanto, apenas nas classes Malacostraca
e Pycnogonida (FOLMER et al., 1994) néo houve resul-
tados de amplificacdo por PCR. Hebert et al. (2003) utili-
zaram os mesmos oligonucleotidios em outros filos, além
do Arthropoda, e obtiveram amplificagdo em espécies de
Anopheles gambiae, que é pertencente a Ordem Diptera.
Todavia, Rivera et al. (2009) utilizaram os mesmos oli-
gonucleotidios para a identificagdo de varias espécies de

simulidios.

Nesse estudo, procedeu-se a amplificagdo de parte
do gene COI de S. pertinax, obtendo-se um fragmento de
aproximadamente 850 pb. Em compara¢do aos estudos
anteriores, esse fragmento encontra-se acima do espera-
do (700 pb). Entretanto, segundo os dados levantados no
GenBank, o tamanho do fragmento encontra-se abaixo
da média das sequéncias analisadas (1413,00 + 292,74
pb). Nas espécies de Ae. aegypti,, realizou-se a amplifi-
cagdo de um fragmento de aproximadamente 900 pb. Da
mesma forma que o tamanho do segmento amplificado a
partir de S. pertinax se encontra superior ao esperado, o
segmento amplificado de Ae. aegypti encontra-se maior
também. Por outro lado, ao contrario da amplificagio em
S. pertinax, o fragmento de Ae. aegypti se manteve supe-
rior a média (748 pb). Finalmente, ndo ocorreu nenhuma

amplificagdo para C. quinquefasciatus.

Em analise conjunta com o alinhamento das sequ-
éncias analisadas e com a bibliografia consultada, pode-se
inferir que a amplificacao de tamanhos diferentes deve-se
ao tamanho diferente entre as sequéncias do gene COI
nas espécies de Aedes e Simullium. Scarpassa et al. (2008)
obtiveram na andlise de sequéncias de COI de Ae. aegypti
um alto indice de variabilidade. O aumento do tamanho
do segmento de amplificagio pode ser devido a essa va-
riabilidade, uma vez que o gene COI de Ae. aegypti sofre
uma varia¢do genética relativamente maior que a do gene
da subunidade ND5 (nicotinamida adenina dinucleoti-
deo desidrogenase subunidade 5) e do citocromo b (BE-
EBE et al.,, 2005; MOUSSON et al., 2005). Por outro lado,
a auséncia de amplificacdo em C. quinquefasciatus sugere
a auséncia de sitios de anelamento para os oligonucleoti-

dios utilizados ou a variagdo em termos de composi¢ao
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de nucleotideos no sitio de anelamento, necessitando de
uma temperatura que seja diferente em relagdo as amos-

tras dos demais géneros.

A obtencio de perfis eletroforéticos diferentes para
as trés espécies possibilita a diferenciagédo e identificagdo
delas, quando a anélise morfoldgica ¢ insuficiente. E im-
portante ressaltar, entretanto, que essa nao pode ser des-
cartada; o diagndstico por PCR ¢é apenas uma ferramenta
auxiliar. A identificagdo é importante para a obten¢ao de
um combate eficiente ao vetor por meio da escolha do

meio de controle direcionado a espécie identificada.

O uso de um unico protocolo de extragio de DNA
simplifica o processo de identificagdo. Apesar de ter sido
testado por Hiragi et al. (2009) em diferentes estagios de
desenvolvimento do Ae. aegypti, com resultados positi-
vos, aqui se demonstra que a técnica pode ser utilizada
nas varias fases do ciclo de vida de outros dipteros, como
os de Culex e Simulium. Da mesma forma, quanto ao pro-
tocolo de extragdo de DNA, a utilizagdo de um tnico par
de oligonucleotidios e programa de amplificagdo por PCR
simplificam o processo e diminuem os custos e o tempo
necessarios para a elabora¢io de um perfil molecular que

possa ajudar na identificacido da espécie.

Na tentativa da identificac¢io de espécies por
meios moleculares, assim como de se entender melhor a
taxonomia e a variabilidade genética, Folmer et al. (1994)
tentaram padronizar e universalizar oligonucleotideos
para a PCR do agente COL

Apesar de varios estudos terem demonstrado a
eficacia desses oligonucleotidios para varios filos do rei-
no Metazoa, ndo houve, no presente estudo, amplificagdo
para o espécime de C. quinquefasciatus, o que demonstra
que existem limitacdes nessa técnica de identificagdo com
essa subunidade do gene COI (HOGG; HEBERT, 2004;
BALL et al., 2005; BARRETT; HEBERT, 2005; JANZEN
etal., 2005; MONAGHAN et al., 2005; SCHINDEL; MIL-
LER, 2005; WARD et al., 2005; CYWINSKA et al., 2006;
HAJIBABAEI et al., 2006; PEGG et al., 2006; HINOMO-
TO et al., 2007; KELLY et al.,, 2007; KERR et al., 2007).

Dessa forma, as técnicas moleculares baseadas em
DNA sio de extrema importancia para a identificagdo das
espécies, fornecendo estratégias poderosas para a rapida

detecgdo de espécies.

5 Consideracoes finais

O diagnéstico molecular visando a identificagdo
de espécies tem recebido varias modificagdes e aper-
feicoamentos com o tempo. Apesar de esta ferramen-
ta possuir uma grande especificidade e sensibilidade,
resultante do desenho de oligonucleotidios especificos
para a sequéncia do gene citocromo oxidase, como no
caso deste estudo, ela ainda ndo descarta os estudos

morfolégicos.

Observa-se ainda que, mesmo com a variabilidade
genética presente nas sequéncias de DNA relacionadas ao
gene COI, foi possivel estabelecer um procedimento para

a rapida detec¢do das trés espécies de Diptera.

Observou-se ainda que a variabilidade genética
resultou em diferengas na amplificagio do gene como,
por exemplo, a auséncia de amplificacdo nos individuos
de C. quinquefasciatus. Além disso, houve diferengas nos
tamanhos dos produtos de amplificagdo para Ae. aegypti

e S. pertinax.

Dessa forma, esses resultados ajudam na diferen-
ciagdo de espécies pela comparagdo dos tamanhos dos
amplicons e sem a necessidade de sequenciamentos. Os
resultados obtidos neste trabalho reforcam que sdo ne-
cessarios mais estudos que visem o entendimento da va-
riabilidade genética para 0o DNA mitocondrial intra e in-
terpopulacional, assim como o seu relacionamento entre

Familias taxondmicas.

Entretanto, independentemente das questdes ge-
néticas envolvidas, foi possivel desenvolver um método
de diagnéstico molecular para a rapida identificacdo das

trés espécies de Diptera analisadas neste estudo.
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