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RESUMO

Introdugdo: O desenvolvimento de estratégias para redugdo no custo do
sequenciamento de genoma completo (WGS) ¢ importante para projetos que demandam por
grandes quantidades de amostras. Uma estratégia de baixo custo ¢ o sequenciamento de baixa
cobertura aliado a técnicas de imputagdo para genotipagem eficiente e de confiabilidade
adequada. A malaria ¢ uma das principais doencgas transmitidas por artropodes no mundo e o
Brasil ¢ considerado um pais com alta incidéncia de maldria, principalmente na regido
Amazodnica, sendo principal vetor o mosquito Anopheles darlingi. Objetivo: O objetivo do
presente estudo foi desenvolver estratégia para analisar dados de WGS de baixa cobertura de
mosquitos Anopheles darlingi coletados no municipio de Mancio Lima no Acre e verificar
associacdo entre dados genéticos e dados de importancia epidemioldgica, tais como
comportamento de picada, hordrio de atividade e distanciamento em escala microgeografica.
Materiais e métodos: Amostras de mosquitos Anopheles darlingi foram coletadas no
municipio de Mancio Lima - AC, entre 2016 e 2017. As bibliotecas foram preparadas com
Nextera™ XT e sequenciadas no NextSeq500 da Illumina. Foi realizado genotipagem por
sequenciamento e aplicado imputagdo. Estudos de associacdo ampla do genoma foram
realizados com comportamento de picada e horario de atividade. Sinais de estratificacdo na
populagdo foram investigados por Fg, amplo no genoma e teste de permutacdo para
significincia. Resultados: Sinais fracos porém significativos para estratificagdo foram
encontrados considerando distancias de 2 a 3 km entre os grupos. Associagdes significativas
foram observadas entre comportamento de picada e polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNP), principalmente SNPs adjacentes ao gene Cyp450. Associagdes significativas foram
observadas entre horario de atividade e SNPs adjacente aos genes timeless-2 e rdgC.
Conclusodes: A utilizagdo de dados de WGS de baixa cobertura aliado a imputacao de dados ¢
uma estratégia viavel para redu¢ao do custo em projetos de sequenciamento gendmico com
grandes quantidades de amostras. Os resultados das andlises de estratificacdo sustentam a
hipotese de que a populagao de Anopheles darlingi estd em processo de estratificacdo genética
em escala microgeografica no municipio de Mancio Lima. Os resultados dos estudos de
associacdo ampla gendmica sugerem que SNPs significativos para comportamento de picada
podem estar associados a genes de resisténcia de inseticidas e SNPs significativos para
horario de atividade sugerem associagdo com genes relacionados a regulacdo do ciclo

circadiano.

Palavras-chave: Genomica; Mosquito; GWAS; Citocromo P450; Ciclo -circadiano;

Estratificacao;



ABSTRACT

Introduction: Strategy development to reduce the cost of whole genome sequencing
(WGS) is important for projects that demand large quantities of samples. A low-cost strategy
is low-coverage sequencing combined with imputation techniques for efficient genotyping and
sufficient confiability. Malaria is one of the main diseases transmitted by arthropods in the

world and Brazil is considered a country with a high incidence of malaria, especially in the

Amazon region with the main vector being the Anopheles darlingi mosquito. Objective: The

objective of the present study was to develop a strategy to analyze low-coverage WGS data

from Anopheles darlingi mosquitoes collected in the municipality of Mancio Lima in Acre
State and verify associations between genetic data and data of epidemiological importance,
such as biting behavior, time of activity and distance on a microgeographic scale. Materials
and methods: Samples of Anopheles darlingi mosquitoes were collected in the municipality of
Mdncio Lima - AC, between 2016 and 2017. The libraries were prepared with Nextera ™ XT
and sequenced on Illumina's NextSeq500. Genotyping by sequencing was performed and

imputation was applied. Genome wide association studies were performed with biting
behavior and time of activity. Population stratification signals were investigated by
genome-wide F, and permutation test applied for significance. Results: Weak but significant
stratification signals were identified considering distances of 2 to 3 km between the groups.
Significant associations were observed between biting behavior and single nucleotide
polymorphisms (SNP), mainly in SNP adjacent to the Cyp450 gene. Significant associations
were observed between time of activity and SNP, including SNP adjacent to the timeless-2
and rdgC genes. Conclusions: The use of low coverage WGS data and data imputation is a
viable strategy for cost reduction in genomic sequencing projects with large amounts of
samples. The results of the stratification analyzes support the hypothesis that the population
of Anopheles darlingi is in genetic stratification process on a microgeographic scale in the
municipality of Mdncio Lima. The results of genome wide association studies suggest that
significant SNPs for biting behavior may be associated with insecticide resistance genes and
significant SNPs for time of activity suggest an association with genes related to circadian

cycle regulation.

Keywords: Genomics; Mosquito;, GWAS; Cytochrome P450; Circadian Rhythm;
Stratification;
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1.1. Sequenciamento de nova geracgao e estratégias envolvidas.

O acelerado desenvolvimento de tecnologias envolvidas no sequenciamento de genoma
completo (WGS) tem resultado em redugdes notaveis no custo da técnica. No entanto,
projetos que demandam por sequenciamento de grandes quantidades de amostras continuam
apresentando custo elevado, muitas vezes, impraticaveis. Por isso, estratégias sdo adotadas
para que seja possivel explorar informagdes gendmicas em larga escala que auxiliam no
entendimento da estrutura genética de populagcdes de forma viavel.

Uma estratégia de baixo custo € o uso de sequenciamento de genoma completo de baixa
cobertura para genotipagem por sequenciamento (GBS), aliado a técnica de imputacdo que
confere informacdes genOmicas suficientes para selecdo marcadores com menor custo e de
forma acurada (GORJANC, G, et al., 2017).

A acurdcia na deteccdo de variantes ¢ reduzida em sequenciamento gendmico com
baixa profundidade de sequenciamento e tendem a apresentar taxa de falso-positivo elevada,
mas isso ¢ atenuado quando a informacgdo entre as amostras ¢ combinada, proporcionando
bom poder de identificagdo de variantes comuns (SIMS, D., et a/, 2014).

A inferéncia de gendtipos por imputacao, tanto para painéis de genotipagem quanto para
genotipagem por sequenciamento, demonstra ser uma técnica com bons resultados acurados,
possibilitando o uso de sequenciamento de genoma completo de baixa cobertura para
descoberta de variantes com uma reducdo dramatica no custo quando comparada com o WGS
padrao (PASANIUC, B., et al., 2012; RUSTAGI, N, et al., 2017)

Li e colaboradores (2011) demonstraram que variantes raras em amostras de WGS de
baixa cobertura apresentam maior dificuldade de serem detectadas por conta da dificuldade de
distinguir alelos raros genuinos de erros de sequenciamento. A quantidade de variantes
identificadas ¢ superior quando a propor¢ao de polimorfismos na populagdo que segregou
entre os individuos sequenciados ¢ maior.

Considerando que diferentes abordagens podem ser aplicadas em analises de
sequenciamento de baixa cobertura, a sensibilidade de cada método deve ser cuidadosamente
ajustada, pois a reducdo na cobertura inevitavelmente amplifica a probabilidade de detec¢ao

de falsos positivos.
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1.2. Marcadores moleculares e Genotipagem por Sequenciamento

Marcadores moleculares sdo polimorfismos genéticos entre individuos que podem ser
utilizados amplamente em estudos com seres vivos. A genotipagem ¢ o processo de
identificagdo de polimorfismos genéticos, os quais podem ser utilizados como marcadores
moleculares. Uma das aplicagdes mais comuns do sequenciamento de nova geracdo (NGS) € a
detec¢do de variagdo gendmica entre individuos de uma populagao.

Localizar variagdes no genoma e correlacionar com caracteristicas bioldgicas tem sido
um dos principais focos de muitos estudos de NGS. Atualmente existem diferentes
algoritmos, programas e métodos para genotipagem. Sao comumente utilizados em painéis de
genotipos informagdes de marcadores moleculares do tipo polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) e inserc¢des e delecdes de nucleotideos (INDEL). No entanto, o desafio primario
¢ diferenciar verdadeiros polimorfismos de erros causados pelo sequenciamento e
alinhamento de sequéncias.

De forma geral, o desempenho da chamada de variantes pode ser influenciado por
diversos fatores, principalmente: qualidade da chamada de base, qualidade do alinhamento,
sequenciamento single-end ou pair-end, comprimento dos fragmentos e cobertura do
sequenciamento (WANG, X., 2016). Além disso, ha divergéncias at¢ mesmo entre programas
de chamada de variantes. Yu e Sun (2013) demonstraram que o uso de diferentes algoritmos
em dados WGS de baixa cobertura apresentaram pouca concordancia entre si e, por isso, se
faz necessario a aplicacdo e comparagdao de mais de um algoritmo e uso de métricas para

controle de qualidade da chamada e cobertura dos dados.

1.3. Imputacao de Genétipos

A técnica de imputacdo de gendtipos € uma técnica que apresenta 6timo custo-beneficio
para aumentar o poder em andlises gendmicas, tais como estudos de associacdo ampla de
genoma, selecdo gendmica, entre outros. Existem diversos programas e algoritmos de
imputacao disponiveis atualmente.

De maneira geral, a ldgica por tras da técnica de imputacdo se resume em recuperar
informacdo de genoétipos faltantes baseado na estimativa de hapldtipos da populagdo, etapa

conhecida como faseamento (em inglés, Phasing).
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Figura 1 - Representacio de imputacio de gendtipos. Representacdo esquemadtica do processo de
imputagdo de gendtipos baseado em blocos de SNP altamente correlacionados, ou seja, forte desequilibrio de
ligagdo. Fonte: Imagem elaborada pelo autor utilizando Google Docs.

Um dos métodos mais utilizados de imputacdo ¢ o método baseado em desequilibrio de
ligagdo. Programas de imputacao, como por exemplo o programa BEAGLE (BROWNINGS.
R., BROWNING B. L., 2016), utilizam estimativas de desequilibrio de liga¢ao para resolver o
faseamento dos hapldtipos e, por fim, predizer os gendtipos faltantes baseados nos haplétipos
disponiveis do conjunto amostral ou até mesmo painéis de referéncias disponiveis em banco
de dados online.

Diversos fatores podem influenciar na acuracia tanto do faseamento quanto da
imputacdo. Sdo fatores: densidade de gendtipos, total de individuos genotipados, parentesco
entre individuos, nimero e distribui¢do de marcadores, frequéncia alélica e até mesmo
oscilagdes no desequilibrio de ligacdo local (GONDRO, C; VAN DER WEREF, J; HAYES, B,
2013).

1.4. Estratégia para dados de WGS de baixa cobertura

Um dos principais desafios em trabalhos com dados de sequenciamento de baixa
cobertura é estabelecer um equilibrio entre confiabilidade da genotipagem e descarte de
dados. As praticas de controle de qualidade comuns para dados de WGS muitas vezes ndo se
aplicam adequadamente em dados de baixa cobertura.

Um dos parametros de controle de qualidade mais importantes aplicados

frequentemente ¢ a profundidade de sequenciamento DP (em inglés, Depth). Um valor de DP
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minimo comumente utilizado em sequenciamentos convencionais ¢ de 10 vezes. Suponha que
um valor suficientemente conservador frequentemente utilizado para DP seja cinco, ou seja, o
nimero minimo de vezes que uma base em uma determinada posi¢@o na referéncia precisa ter

sido sequenciada e alinhada para chamada de genoétipo seja cinco vezes.

A. Dados de entrada B. Gendtipos

"\
sEI TN

SNP SNP SNP SNP SNP SNP SNF’ SNP SNF SNP SNP SNP SNP
12

Amostra X

>

.._:
7

4

>

C. Gendtipos e Probabilidades

GP 09| 1|09 1|0.3/09 1|09|0.2 1(1 (09

DP 4 5 4 5 2 4 6 4/1/0 6

1 2 3 4 5 L3 7 8 9 10 1 12 13

Amostra X

SNP SHP SNP SNP SHP SNP SHP SNP SHP SNP SNP SNP SNP

SHP | SNP | SHP | SHP SNP SNP SNP| SNP SNP SNP | SHP| SNP SNP
1 2 3 4 5 8 T 8 9 (10 | 11| 12 | 13

Amostra X

Figura 2 - Representacio esquematica do controle de qualidade de painel de variante. A. Painel de
variantes hipotético, sem controle de qualidade aplicado. B. Painel de variantes hipotético apos o controle de
qualidade com DP minimo igual a cinco. C. Painel de variantes hipotético apds o controle de qualidade com
DP minimo igual a cinco e gendtipos convertidos em probabilidade de gendtipos. Linha tracejada em A
representa o limiar de DP igual a cinco. DP = profundidade de sequenciamento. GT = gendtipo. GP =
probabilidade do gendtipo. Fonte: Imagem elaborada pelo autor utilizando Google Docs.

Uma situagdo que pode ocorrer no controle de qualidade de sequenciamento de baixa
cobertura ¢ o descarte massivo de dados. Por exemplo, suponha a seguinte situagdo: Em uma
determinada amostra, apenas 40% do genoma apresentou DP superior a cinco vezes. No
entanto, a mesma amostra apresentou menos de 10% do genoma DP igual a zero. Ou seja,
estabelecendo DP minimo de cinco vezes, cerca de 50% dos dados seriam completamente
descartados, mesmo se as sequéncias apresentassem altissima qualidade de sequenciamento.
O cenario esta representado na figura 2, seguindo o fluxo de A para B. Do total de 13
possiveis variantes encontradas, apenas 5 foram mantidas.

Uma forma de contornar o descarte massivo de dados ¢ a reutilizagdo dos dados
descartados como probabilidade a priori do gendtipo em modelos de imputagdo de genotipos.

O programa de imputagdo BEAGLE 4.1, por exemplo, é um programa que permite utilizar
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informacdo dos gendtipos, bem como a probabilidade do genétipo, para imputacdo de
genotipos faltantes. A estratégia esta representada na figura 2, seguindo o fluxo de A para C.
A estratégia pode ser descrita da seguinte forma:

(A Se uma determinada variante em uma determinada amostra apresentou DP
maior que o minimo estabelecido, o genotipo é chamado. A probabilidade do
genotipo € definida como 100% (probabilidade real normalmente muito
proxima de 100%).

(d Se uma determinada variante em uma determinada amostra apresentou DP
menor que o minimo estabelecido e maior que zero, o genotipo ¢ omitido e
uma lista de probabilidades para cada gendtipo provavel € calculado.

A Se uma determinada variante em uma determinada amostra apresentou DP
igual a zero, ¢ considerado dado ausente (MD).

[ Variantes que apresentem excesso de MD sdo removidas do painel de
variantes. O parametro utilizado ¢ a taxa de dados faltantes NMD, em ingl¢s,
Non-missing data. NMD ¢ calculado como a propor¢do de amostras com DP
igual a zero em uma determinada variante.

[ O painel é submetido a imputagdo de gendtipos utilizando as probabilidades
dos genotipos. Exemplo: (Imputacdo pelo modelo GTGL disponivel no
programa BEAGLE, versao 4.1)

Apos a imputagdo ser executada, apenas gendtipos de confiabilidade aceitavel devem
ser mantidos para as etapas da analise. Portanto, como forma de controle de qualidade, os
dados pos-imputagdo podem ser filtrados por probabilidade posterior do genotipo (GP) maior
que, por exemplo, 95%. Além disso, outros parametros frequentemente utilizados podem ser
aplicados, por exemplo: frequéncia do alelo menor minima, equilibrio de Hardy-Weinberg e

excesso de dados ausentes apds imputacao.

1.5. Modelo de estudo: Malaria, Anopheles darlingi e regiao amazonica

A maléria ¢ considerada a enfermidade transmitida por artropode mais impactante em
paises em desenvolvimento. De acordo com World Malaria Reports (2019), a estimativa de
casos no mundo ¢ de 228 milhdes de casos de malaria e 405 mil mortes em 2018,

aproximadamente 93% concentradas na Africa.
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Malariaincidence, 2018

Figura 3 - Taxa global de incidéncia de casos de malaria de 2018. Estimativa da taxa de incidéncia de
malaria no ano de 2018 por World Malaria Reports de 2019. Fonte: WHO, 2019.

Além da Africa, esta doenca afeta outras populagdes pobres em éreas tropicais e
subtropicais, devido as condi¢cdes ambientais serem favoraveis para o desenvolvimento do
agente causador da doenga bem como do seu transmissor (SNOW, R. W. et al., 2005).

O Brasil ¢ um pais com alta incidéncia de malaria, foram 194 mil casos registrados em
2018 segundo o Boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em Saude de 2019 —
Ministério da Saude (2019), sendo a maioria dos casos registrados concentrados na Amazonia
brasileira, cerca de 47% dos casos no estado do Amazonas e 22% no Acre. Segundo World
Malaria Reports (2019), hé estimativa de 217 mil casos em 2018 no Brasil.

Essa doenga ¢ caracterizada por desencadear acessos periddicos de febres intensas que
debilitam profundamente o doente. O ciclo de transmissdo é composto por protozodrios
(Reino Protozoa) do género Plasmodium spp. que sdo transmitidos ao homem através da
picada de mosquitos do género Anopheles spp. Ha seis espécies dentro do género Plasmodium
que podem causar a maldria humana: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale
curtisi, P. ovale wallikeri e P. knowlesi (SU, X.Z., 2010).

As diferengas entre esses agentes patogénicos sao quanto a infec¢do, sintomas e terapias
utilizadas para o tratamento. Do ponto de vista epidemioldgico, a principal diferenga é a
mortalidade: casos de P. falciparum nao tratados possuem elevados indices de 6bitos, sendo a

espécie mais letal (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Existem quase 500
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espécies de anofelinos, sendo que apenas 70 sdo vetores do parasita e destes, cerca de 20 sdao
importantes transmissores da malaria ao homem (SERVICE, M. W., 2008).

Anopheles darlingi ¢ o principal vetor de malédria no Brasil, altamente suscetivel aos
plasmodios humanos e, capaz de transmitir a doenga dentro e fora das moradias, mesmo
quando sua densidade ¢ baixa. Os criadouros deste anofelino sdo caracteristicamente
representados por cole¢des de dguas limpidas, com certa profundidade, sombreadas, dotadas
de vegetacdo pobres em sais e matéria organica (FORATTINI, O. P., 2002). Além disso, ¢
notavelmente antropofilico, pois na medida em que o ambiente natural se transforma em
antropico, ou desmatado, a populagdo local de Anopheles darlingi tendera a coabitar com o
homem, invadindo-lhe os domicilios, traduzindo a capacidade de adaptagdo do mosquito ali
presente e potencializando seu papel de vetor (ROZENDAAL, J. A., 1990).

Na Amazonia, ¢ o vetor anofelino que melhor e mais rapidamente se beneficia das
alteragdes que o homem produz no ambiente silvestre (CONSOLI, R,
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, R., 1994). O controle do vetor ¢ realizado com borrifagao de
inseticida e, uso de mosquiteiros ao entardecer e durante a noite, horario de pico da atividade
hematofagica do vetor (BAIA-DA-SILVA, D. C., ef al., 2019). O uso de inseticida possui
periculosidade a satide de habitantes do local e de funcionarios que o manejam, além de
produzir a selecao de individuos resistentes (VEZENEGHO, S. B., et al., 2009). Sendo assim,
o estudo do comportamento e biologia do vetor, sua dispersdo e interacdo com humanos ¢ de
grande importancia para entomologia médica.

O estado do Acre estd inserido no grupo que compde a Amazodnia Legal. O seu histoérico
de urbanizagdo ¢ semelhante a outras regides do bioma Amazonico, iniciado entre o final do
século XIX e o comeco do século XX, com o ciclo da borracha, forte extrativismo econdomico
que atraiu intensamente mao de obra. Em 1977, o Projeto de Assentamento Dirigido de Pedro
Peixoto (PAD Peixoto), do Governo Federal, direcionou a migragdo para a regido causando a
segunda grande colonizagdo do Acre (SOUZA, A. et al., 2017). Uma grande por¢ao da regido
oeste desse estado, que engloba os municipios de Acrelandia, Placido de Castro, Senador
Guiomar e a capital Rio Branco foi loteada e distribuida durante o PAD. O objetivo era
instalar pequenos agricultores em lotes com menos de 100 hectares por familia, em meio a
mata nativa da regido.

O resultado foi, a continuidade da exploragao, desde os proprios recursos da mata, até o

extrativismo mineral e a agro-pecudria, causando gradativas e constantes alteragdes do espaco
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fisico. Esses lotes adentram a floresta formando vias paralelas, perpendiculares a uma estrada
principal, conhecidas popularmente como Ramais. Os Ramais se diferenciam entre outros
fatores, principalmente pelo grau de desflorestagdo, nimero de residéncias e de habitantes.
Esses fatores sdo de grande importancia para se compreender a epidemiologia da maléria, pois
alteram a composi¢cdo de anofelinos e consequentemente, a transmissdo dos protozoarios
causadores da malaria (WALSH, J. F., et al., 1993; TAIPE-LAGOS, D. A. C. C. B., 1994).
No ano de 2007, foram registrados 9.410 casos de malaria, sendo que 8.595 desse total
ocorreram nestes assentamentos rurais. A regido ¢ alvo de diversos projetos cientificos e
epidemioldgicos referentes a malaria, com espécies de Plasmodium (BASTOS, M. S. et al.,
2007; SILVA-NUNES, M., FERREIRA, M. U., 2007) e de Anopheles (MARRELLI, M. T. et
al., 1998; CAMPOS, M. et al., 2017).

Os espécimes de Anopheles darlingi coletados no Brasil e outros paises da América do
Sul apresentam heterogeneidade, tanto genética quanto de comportamento. Mediante analise
por RFLP do DNA mitocondrial (mtDNA) foi possivel demonstrar isolamento por distancia
(CONN, J. E. et al., 1999). A andlise de sequéncias da regido ITS2 dos agrupamentos de
regides ribossomais apresentou aproximadamente 5% de divergéncia quando populagdes da
Regido Sudeste foram comparadas com populagdes do Norte do Brasil (MALAFRONTE, R.
S., et al., 1999). Voorham (2002) mostrou que populagdes de mosquitos coletadas no Amapa
apresentaram diferengas quanto ao horario para a hematofagia.

Esta heterogeneidade ¢ de grande importancia epidemioldgica, pois pode refletir
diferentes capacidades vetoriais nas populagdes de Anopheles darlingi (WHITE, G. B., 1982).
Recentes estudos demonstram que Anopheles darlingi deve representar um complexo de
espécies, sendo que os mosquitos presentes na Amazonia representam uma linhagem deste
complexo (EMERSON, K. J. et al. 2015). No entanto, estudos em escala microgeografica
com marcadores espalhados pelo genoma de Anopheles darlingi mostram diferengas genéticas
nesta escala (CAMPOS, M. et al., 2017), o que poderia representar diferencas fenotipicas

importantes para a epidemiologia desta doenga.
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A otimizacgdo e imputacao do painel de variantes de um grupo de amostras sequenciadas
em baixa cobertura mostrou ser uma estratégia viavel para analisar dados de WGS de baixa
cobertura, tanto para estudos populacionais com numero amostral consideravelmente
representativo, bem como para estudos de associagdo ampla de genoma. No entanto, ¢
importante salientar que os procedimentos e parametros utilizados na otimizagao dos dados do
presente estudo sdo especificos para o conjunto de dados do mesmo, sendo importante novos
estudos para dimensionamento e refinamento da estratégia.

O aprimoramento da estratégia desenvolvido no presente estudo apresenta potencial
como alternativa para futuros projetos que dependam de menor custo para sequenciamento em
larga-escala.

Os resultados das analises de estratificacao significativo, o agrupamento observado nas
figuras do PCA e DAPC e o fato do modelo estratificado para analise de GWAS ter sido bem
sucedido sustentam a hipdtese de que a populacdo de Anopheles darlingi esta em processo de
estratificacdo genética em escala microgeografica no municipio de Mancio Lima.

Os genes adjacentes aos SNP dos estudos de associagdo sdo evidéncias que
comportamentos de importdncia epidemioldgica podem ser influenciados por fatores
genéticos.

A relagdo entre comportamento de picada e o gene CYP450 que estd associado a
resisténcia a inseticidas sugere que a aplicagdo de inseticida como forma de controle do vetor
pode estar causando adaptagdo comportamental do mosquito.

Os genes adjacentes aos SNP estatisticamente associados ao hordrio de atividade
sugerem que esse comportamento estd relacionado principalmente com genes associados ao

mecanismo de regulacgdo do ciclo circadiano dos mosquitos.
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