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Resumo

Degradagao florestal, alteragbes ambientais antropogénicas e mudangas climaticas sao fatores
que podem modificar a dindmica populacional de anofelinos. Anopheles (Nyssorhynchus) dar-
lingi é o principal vetor de malaria no Brasil e em outros paises na América do Sul. Estudos
observaram o aumento da abundéncia do vetor An. darlingi e nimero de casos de malaria
apos desflorestacdo e demais modificagoes ambientais antropogénicas. Além de ter ampla
distribuicao geografica, essa espécie possui plasticidade comportamental e diversidade morfo-
logica, biologica e genética. Tendo em vista essa heterogeneidade, o presente estudo avaliou a
diversidade genética populacional em An. darling: ligada a distribuicao geografica, dinamica
sazonal e comportamento hematofagico, através de marcadores microssatélites e SNPs. Espé-
cimes de An. darling: foram coletados em dois assentamentos rurais proximos e, em uma area
urbana & aproximadamente 600 km de distancia. Além disso, as coletas foram realizadas no
primeiro e segundo semestre e, dentro e fora das casas, durante o periodo de atividade hema-
tofagica do vetor, ou seja, das 18-6 horas. Os resultados apresentaram subpopulacoes de An.
darlingi em aspecto geografico, em escalas macro e microgeograficas, acessadas com mais pro-
fundidade com os dados dos SNPs. Além disso, o estudo corroborou o prévio achado de duas
subpopulagoes de An. darlingi relacionadas ao regime de chuvas. Por fim, pela primeira vez, a
heterogeneidade genética em populagoes simpatricas desse vetor foi encontrada e relacionada
com o fenétipo de comportamento hematofagico, endo e exofagia. Esses achados demonstram
a importancia do entendimento e vigilancia entomolégica, pois possuem potencial impacto na
transmissao de malaria. Dado que cada localidade possui caracteristicas ambientais peculia-
res e portanto, diferentes composigoes populacionais dos vetores, intervencoes especificas em

menor escala passam a ser abordagens interessantes no controle da malaria.



Abstract

Forest degradation, human environmental alteration and climate changes are all influence
anopheline populations. Anopheles darlingi is the main vector of malaria parasite in Brazil
and other countries of South America. Deforestation and others anthropogenic activities
have been accompanied by sharp increases in both abundance of the primary malaria vector
Anopheles darlingi and numbers of malaria cases. Besides it is widely distributed, this species
display great behavioral plasticity and morphological, biological and genetic diversity. The
aim of this study was to analyze population genetic diversity of An. darling: related to
geographical distribution, seasonal dynamics and hematophagic behavior, using microsatellites
and SNPs markers. An. darlingi specimens were collected in two close rural settlements
and in an urban area about 600 km away. In addition, collections were performed in both
semesters of the year and, indoor and outdoor during the biting activity period of the vector,
i.e., 6pm-6am. The results showed subpopulations of An. darlingi related to geographical
aspect, in a macro and micro geographic scales, better accessed with SNPs dataset. Moreover,
this study corroborated with a previous finding showing two subpopulations of An. darlingi
related to rainfall. Finally, for the first time, genetic heterogeneity was found in sympatric
populations of this vector, and it was associated with a phenotype of hematophagic behavior,
endo and exophagy. These outcomes demonstrate that genetic heterogeneity may represent
an important vector phenotypic variation with potentially highly significant consequences for
malaria transmission. Since each site has unique environmental characteristics and therefore,
different population compositions of vectors, specific interventions on a smaller scale become

interesting approaches for optimal targeted malaria transmission interventions.
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1 Introducao

1.1 Malaria

Maléaria é a mais importante parasitose humana em todo o mundo. Segundo o World Malaria
Reports 2015, uma estimativa de 214 milhGes de casos de malaria foram reportados em 2014
e consequentes 438 mil mortes, sendo que 88% ocorreram no continente africano. O combate
a malaria faz parte dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM) estabelecidos pela
Organizagao das Nagoes Unidas (ONU), em 2000, e outros esforgos internacionais como Roll
Back Malaria pela Organizagao Mundial da Satde. Em 2015, 33 paises alcangaram o marco de
zero casos de maléria reportados, e um total de 57 dos 106 paises com transmissao de malaria

reduziram os casos em mais 75% (Figura 1) (WHO, 2015).

|

Percentage change in malaria mortality rates, ;

2000-2013 ~

I Cstimated malaria deaths equals zero | | Decrease50-74% |l Decrease <25% No malaria transmission, 2000
I Decrease >75% B Decrease 25-49% [N Increases in malaria mortality rates [ Not applicable

Source: WHO estimates

Figura 1: Taxa global de mortalidade por malaria. Porcentagem da mudanga na taxa de
mortalidade por maléaria nos 106 paises com transmissdo dessa doenga no periodo de 2010-2013 (WHO,
2014).

Os agentes etiol6gicos da malédria humana pertencem ao género Plasmodium, sendo Plas-
modium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. knowlesi (Cox-Singh et al., 2008; Oliveira-

Ferreira et al., 2010) e as sub-espécies P. ovale curtisi e P. ovale walliker: (Sutherland et al.,

14



2010), que sao transmitidos por mosquitos do género Anopheles (Manguin et al., 2008). P.
falciparum é mais prevalente no continente africano, e é o responsével pela maioria das mortes
causadas por malaria (WHO, 2015). P. vivar tem uma distribuigdo geografica maior que P.
falciparum, explicado pelo seu desenvolvimento em temperaturas mais baixas, e sobrevivéncia
em altas altitudes. Além disso, P. vivar tem um estagio dormente no figado, forma hipnozoita,
que pode ativar meses depois da infecc¢do inicial, causando um reaparecimento dos sintomas,
permitindo assim sua manuten¢ao mesmo na auséncia do mosquito alado (WHO, 2015).
Portanto, a ecologia natural da malaria envolve parasitas plasmédios infectando suces-
sivamente dois tipos de hospedeiros: humanos e fémeas de mosquitos anofelinos. Inicialmente,
nos humanos, o parasita cresce e multiplica-se nas células hepaticas. Ap0s, ocorre a passagem
para o ciclo sanguineo, desencadeando o aparecimento de sintomas, que pode ser desde febre,

sudorese, nausea até anemia grave, malaria cerebral e complicagoes que levam a 6bito (CDC).

1.1.1 Malaria no Brasil

No histérico de malaria no Brasil, a década de 1960 foi registrada com menor ntmero de
casos (Tauil & Daniel-Ribeiro, 1998). Esse marco foi conquistado devido ao programa de
erradicacdo do Ministério de Satude do Brasil, baseado na aplicaggo de DDT nas paredes
internas das casas, bem como no tratamento com cloroquina dos casos febris (Loiola et al.,
2002). No entanto, em meados de 1970, a regidao Amazodnica comegou um processo acelerado
e sem planejamento de ocupagao, gerando migracao expressiva a assentamentos rurais recém
formados (Marques, 1987). Esse movimento migratério levou a um progressivo aumento no
nimero de casos reportados no pais, que cresceu de 52 mil em 1970 para 578 mil em 1989
(Tauil & Daniel-Ribeiro, 1998).

Malaria ainda é um importante problema de saude publica no Brasil, concentrou 42%
dos 427 mil casos de malaria notificados nas Américas em 2013 (WHO, 2014). Embora o
principal vetor, o mosquito An. darlingi, esteja presente em ampla parte do pais, atualmente
a incidéncia da malaria no Brasil é quase exclusivamente restrita a regiao da Bacia Amazonica

(Figura 2) (Tauil & Daniel-Ribeiro, 1998; WHO, 2014). O P. vivaz é responséavel pela maioria
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dos casos registrados, seguido por casos por P. falciparum e P. malariae é raramente observado
(Oliveira-Ferreira et al., 2010). Embora a malaria por P. vivar cause pouca mortalidade,
quando comparada & malaria por P. falciparum, é responsavel por grande parte da morbidade
e por grandes encargos a prosperidade das comunidades endémicas (Oliveira-Ferreira et al.,

2010).

Il médio risco
Il Alto risco

‘ []sem transmissao
I Baixo risco

Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Maléria/SVS/MS

Figura 2: Mapa de risco por municipio de infecgdo por malaria. Gradiente em verde apresenta
o risco de infec¢ao por malaria nos municipios do Brasil, em 2014.

1.2 Localidades do estudo

O estado do Acre esté inserido no grupo que compoe a Amazonia Legal. O seu historico de
urbanizacao é semelhante a outras regioes do bioma Amazonico, iniciado entre o final do século
XIX e o comego do século XX com o ciclo da borracha, um forte extrativismo econoémico,
que atraiu intensamente mao de obra (Adas, 2006). Em 1977, o Projeto de Assentamento
Dirigido de Pedro Peixoto (PAD Peixoto), do Governo Federal, direcionou a migragao para

a regiao causando a segunda grande colonizagao do Acre (Souza, 2002). Uma grande por¢ao
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da regiao oeste deste estado, que engloba os municipios de Acrelandia, Placido de Castro,
Senador Guiomar e a capital Rio Branco foi loteada e distribuida durante o PAD Peixoto. O
objetivo era instalar pequenos agricultores em lotes com menos de 100 hectares por familia
em meio & mata nativa da regido. O resultado foi a continuidade da exploracdo desde os
proprios recursos da mata até o extrativismo mineral e a agropecuéria, causando gradativas e
constantes alteragoes do espaco fisico.

Duas das trés localidades do presente estudo, Granada e Remansinho, sdo assentamentos
rurais que surgiram por incentivo deste projeto governamental. Remansinho foi inaugurado
em 2007 (Barbosa et al., 2014), enquanto que Granada comegou em 1982 (Vitral et al., 2014).
Essa ultima, consequentemente, tem sofrido a mais tempo o impacto antropogénico, caracte-
rizado pelo maior ntmero de casas e areas desflorestadas. Ambos os assentamentos nascem
na rodovia BR-364 e adentram a floresta em uma estrada nao-pavimentada por cerca de 30
km em Granada, e 60 km em Remansinho (Figura 3). Na Amazonia brasileira, assentamentos
rurais estao associados com a chamada “maléria de fronteira” que explica a maior proporgao
de nimeros de casos em assentamentos rurais recentes, quando comparados com assentamen-
tos antigos e urbanizados (de Castro et al., 2006; da Silva-Nunes et al., 2012). Malaria de
fronteira é um fenémeno biolégico, ecologico e sdcio-demografico operando em trés escalas es-
paciais (micro/individual, comunidade, e governamental). Em linhas gerais, a primeira escala
esta relacionada a abundéancia de An. darlingi encontrada nessa area devido as transformagoes
ecologicas favoraveis (Barros & Honorio, 2015); consequente alta exposigao humana a picada
do mosquito; e migragao de pessoas vindas de areas livres de maléria, e que portanto, possuem
baixa imunidade (Castro et al., 2006; Moutinho et al., 2011). A segunda esta caracterizada
com o baixo nivel politico organizacional nos assentamentos rurais, impossibilitando o bom
gerenciamento clinico de saude; e por fim, o desenvolvimento de assentamentos rurais, nao
devidamente planejados pelo governo, caracteriza a terceira escala que sustenta este fenémeno
(Castro et al., 2006).

Cruzeiro do Sul, cidade localizada no Alto Rio Jurué, é a segunda mais populosa no

Estado do Acre, com 78.444 habitantes (IBGE, 2010). Em 2010, 21.397 casos autoctones de
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Estado do Amazonas
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h@/
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Figura 3: Brasil e regiao das coletas. (A) Mapa do Brasil destacando os Estados do Acre e
Amazonas e os trés locais de coletas. (B) Imagem de satélite mostrando degradacao florestal de
Granada (vermelho) e Remansinho (verde). Os assentamentos rurais sdo conectados pela rodovia
BR364 (amarelo) e Rio Iquiri (azul).

maléria foram notificados na cidade, totalizando 58,5% de todas as notificagoes do Acre (Braz
et al., 2012). O trabalho de Costa et al. (2010), realizado em Cruzeiro do Sul, observou
um expressivo aumento na transmissao de malaria apds a escavagao de 179 novos pogos para
criagao de peixes na regiao em 2005. Em Mancio Lima, cidade préxima de Cruzeiro do Sul, Reis
et al. (2015) encontraram associagao direta entre a abundancia de larvas de An. darlingi em
tanques e prevaléncia de malaria; por conseguinte, foi sugerido que os tanques de piscicultura

foram modifica¢Ges antropogénicas importantes para o aumento da transmissdo na regiao.

1.3 Vetores da Malaria

Diferentemente da Africa, onde as regioes endémicas para malaria abrangem uma variedade de

nichos ecologicos, ou seja, desde a savana até floresta imida, nas Américas Central e do Sul, as
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regides endémicas estao principalmente concentradas na regiao Amazonica na América do Sul
e florestas tropical e subtropical na América Central (Conn & Ribolla, 2015). Essa diferenca
pode refletir na diversidade de vetores da malaria nos dois continentes, enquanto que na Africa,
Anopheles coluzzi, Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis, e Anopheles funestus s.l. sdo os
principais vetores, nas Américas, a diversidade é reduzida, com An. darlingi como vetor
primario na América do Sul, e Anopheles albimanus na América Central (Molina-Cruz et al.,
2004; Loaiza et al., 2008). No Brasil, Anopheles aquasalis e Anopheles albitarsis s.l. foram

considerados como vetores secundarios da malaria (Forattini, 2002; Hiwat & Bretas, 2011).

1.3.1 Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi

Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi (Figura 4) é o principal vetor de malaria na regiao Amazo-
nica (Deane et al., 1948; Conn & da Silva-Vasconcelos, 2002; Galardo et al., 2007, da Rocha
et al., 2008).

Essa espécie foi inicialmente descrita por Root in 1926 e posteriormente nomeada pelo
lider em doengas tropicais, Dr. Samuel Taylor Darling (1872-1925). An. darlingi esta contida
no género Anopheles, juntamente com mais de 450 espécies, porém menos de 10% sao reconhe-
cidas como transmissoras de malaria ao homem (Harbach, 2004; Maguin et al., 2008). Esse
mosquito tem ampla distribuicio geogréfica, desde do sul do México até o norte da Argentina,
do leste das cordilheiras dos Andes até a costa do oceano Atlantico (Figura 5) (Forattini, 1987,
Sinka et al., 2012). Trés fatores contribuem para o papel de An. darlingi na transmissao de
malaria: a susceptibilidade ao agente etiologico humano, o comportamento antropofilico ou
oportunistico (Zimmerman et al., 2006; Sinka et al., 2012) e a rapida adaptagao as modificagoes
ambientais (Rozendaal, 1990; Vittor et al., 2006; Hiwat & Bretas, 2011).

O ciclo de vida dos anofelinos é dividido em quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto alado,
sendo que as trés primeiras sdo aquaticas. As larvas de An. darlingi foram encontradas tanto
em criadouros naturais (lagos, margens de rios, corregos e areas alagadas) quanto artificiais
(tanques de piscicultura, valas e drenos), porém normalmente em areas sombreadas, com

vegetagao flutuantes, pobres em sais e matéria organica (Forattini, 2002; Vittor et al., 2009).
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Figura 4: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi. Imagem de uma fémea do mosquito An. darlingi
durante repasto sanguineo.

Uma vez que as fémeas necessitam de alimentacdo sanguinea para a maturagdo dos ovos,
tornam-se as responséaveis pela transmissao de doengas. O padrao da atividade hematofagica
de An. darlingi mostrou-se variavel quanto ao local e horério, podendo ser dentro (endofagico)
ou fora das casas (exofagico) (Charlwood, 1996; da Silva-Vasconcelos et al., 2002; Zimmerman
et al., 2013); e a taxa de densidade de picadas uni-bi ou trimodal no intervalo das 18 horas até as
6 horas (Elliot, 1972; Loureno-de-Oliveira et al., 1989; Voorham, 2002; Hiwat & Bretas, 2011).
Além disso, houve evidéncia de variagdo no repouso desse vetor, podendo ser dentro das casas
(endofilia) (Roberts et al., 1987; Quinones & Suarez, 1990) ou fora das casas (exofilia), todavia,
o comportamento exofilico predominou em grande parte de sua distribuigdo (Zimmerman et
al., 2004; Hiwat & Bretas, 2011).

O controle do vetor é realizado com borrifacdo de inseticida no interior das casas, do
inglés indoor residual spray (IRS), e uso de mosquiteiros impregnados com inseticida para
dormir, do inglés insecticide-treated nets (ITN) (Lourengo-de-Oliveira et al., 1989), porém ne-
nhum dos dois atingem populagoes exofilicas/exofagicas dos vetores (Hiwat & Bretas, 2011; da
Silva-Nunes et al., 2012; Orjuela et al., 2015). Ademais, a efetividade no uso dos mosquiteiros
depende do padrao local de picada dos vetores. Em uma pequena comunidade na Colémbia,
onde An. darlingi é o principal vetor, sua atividade é principalmente endofégica e da 00:00 &

1:00 hora, horario viavel para efetiva intervengao contra o mosquito (Jiménez et al., 2014). Por
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Figura 5: Distribuigao prevista de An. darlingi nas Américas. Mapa das Américas mostrando
a distribuigao de An. darlingi no continente em probabilidade (1: vermelho, 0: azul), os pontos pretos
foram 318 ocorréncias de registro desse espécie (Sinka et al., 2010).

outro lado, em uma pequena cidade também na Colombia, espécimes de An. darlingi, tanto
endofagicos quanto exofagicos, foram coletados sobretudo no comeco da noite e no comego
da manha, periodo no qual as pessoas nao estao protegidas por mosquiteiros (Jiménez et al.,
2012).

A densidade populacional de An. darling: e outros anofelinos neotropicais varia sazo-
nalmente e, normalmente, apresenta picos no final da estagdo chuvosa (Sinka, 2010; Herrera
et al., 2014). Além das mudangas climaticas, a degradacao florestal, bem como outras altera-
¢Oes ambientais antropogénicas sao os fatores que mais influenciam a dindmica populacional
de anofelinos. Areas desmatadas e ecologicamente alteradas tiveram aumento da presenca de
larvas de An. darlingi e decorrente aumento de picadas em humanos pela forma adulta dessa
espécie (Vittor et al., 2006; Vittor et al., 2009). Kamdem et al. (2012) mostraram rapida

adaptacgao de linhagens divergentes de An. gambiae aos novos nichos criados por intervengoes
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humanas. Sendo assim, o estudo do comportamento e biologia do vetor, bem como sua disper-
sao, adaptacao e interagao com humanos é de grande importancia para entomologia médica,

a fim de melhor direcionar medidas para o controle vetorial.

1.4 Marcadores moleculares
1.4.1 Estudos anteriores com An. darlingi

Os marcadores moleculares contribuem para a entendimento da heterogeneidade genética das
espécies, elucidando importantes informagoes sobre o vetor e sua estrutura populacional (Lou-
nibos & Conn, 2000). Estudos com An. darlingi revelaram de moderada a alta heterogeneidade
genética em espécimes coletados no Brasil e em outros paises da América do Sul. A anélise de
sequéncias da regiao ITS2 ribossomal apresentou aproximadamente 5% de divergéncia entre
populagoes do mosquito das regioes norte e sul do Brasil (Malafronte et al., 1999), corro-
borando o polimorfismo em cromossomos politénicos encontrado por Kreutzer et al. (1972).
Baseados em seqiiéncias do DNA mitocondrial (gene COI) e microssatélites, estudos mostra-
ram uma divisdo genética significativa entre os mosquitos dessa espécie da América Central e
do Sul (Mirabello & Conn 2006; Mirabello et al., 2008). Conn et al. (2006) demonstraram iso-
lamento por distancia de populagoes de An. darlingi do norte e do sul do rio Amazonas através
da genotipagem de microssatélites. Nas populacoes da América do Sul, barreiras geograficas
como o citado rio Amazonas e os Andes, por exemplo, dividiram as populagdes de An. dar-
lingi em pelo menos quatro grupos, utilizando sequenciamento do gene COI (Pedro & Sallum,
2009). Por outro lado, em um nivel microgeografico, Gutiérrez et al. (2010) mostraram baixa
diferenciacdo genética, analisando o gene COI e microssatélites, entre populagoes desse vetor
no noroeste da Colombia. Em uma observagao a um nivel climatico, com diferente regime
de chuvas, marcadores microssatélites mostraram subpopulacées de An. darlingi moduladas
sazonalmente ao longo do rio Madeira, em Rondénia, Brasil (Angella et al., 2014).

A grande distribuigdo geografica, a diversidade morfolégica e comportamental, junto
a heterogeneidade genética sao de grande importancia epidemiologica, uma vez que podem

refletir na capacidade vetorial das populacoes de An. darlingi. Ademais, conduz a hipétese da
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existéncia de um complexo de espécies ao invés de uma espécie monofilética (Charlwood, 1996).
Manguin et al. (1999) rejeitaram essa hipotese com base em resultados de um estudo com
diversos marcadores (morfologia, isoenzimas, 1752 ¢ RAPD), porém Emerson et al. (2015)
detectaram trés clusters genéticos principais em An. darlingi, os quais foram sugeridos como

trés espécies putativas.

1.4.2 Técnicas utilizadas

Microssatélites Os microssatélites, do inglés simple sequences repeats (SSRs), sdo marca-
dores moleculares utilizados em uma variedade de estudos genéticos populacionais (Goldstein
et al., 1999; Ndo et al., 2010; Ma et al., 2011), em sisteméatica (Feldman et al., 1997; Sun et al.,
2009) e no mapeamento genomico (Weissenbach, 1992; Solignac et al., 2007; Jaari et al., 2009).
Esses marcadores sdo regides do genoma dos organismos eucariontes que possuem repeticoes
de 2 a 6 nucleotideos em cadeia. As repeti¢oes estdo distribuidas aleatoriamente no genoma
em uma densidade de aproximadamente 1 microssatélite a cada 10 a 15 mil pares de bases,
dependendo da espécie (Tautz, 1989). Tem alto grau polimoérfico em relagao ao namero de
repeti¢oes (taxa de mutagao estimada em 1072 a 1073 por locus por gameta por geragao) po-
dendo influenciar na expressao e funcionalidade do gene (Nelson & Warren, 1993). No campo
de entomologia médica, os microssatélites vém sendo utilizados para o estudo populacional de

varios insetos.

Dupla digestao RADseq Algumas abordagens moleculares tem utilizado o sequenciamento
de pequenos fragmentos ancorados aos sitios de enzima de restricdo. A técnica chamada
“Sequenciamento do DNA Associado ao Sitio de Restri¢ao” (RADseq), do inglés Restriction
Site Associated DNA Sequencing, é uma delas, capaz de identificar milhares de polimorfismos
de tnica base (SNP), aleatoriamente distribuidos no genoma, através do sequenciamento pela
plataforma Illumina (Davey & Blaxter, 2010). A técnica utiliza fragmentacao especifica por
uma enzima de restri¢do, assim RADseq analisa uma sub-amostragem do genoma total da
amostra, permitindo ndo somente a genotipagem e descoberta de SNPs, mas também anélises

mais complexas como genética quantitativa e estudos filogenéticos (Davey & Blaxter, 2010;
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Emerson et al., 2010; Hohenlohe et al., 2010). No presente estudo, foi utilizada a “Dupla

Digestao RADseq”, uma adaptagao de RADseq descrita por Peterson et al. (2012) (Figura 6).

A
X Sitio Raro == Intervalo Genémico Na Biblioteca
RADseq ¥ Sitio Comum == Sequéncias
Individuo 1 - - _ -
DNA Gendmico » w’— &S W—
Individuo2 =" = — -=
B

Dupla Digestao RADseq

m
DNA Gendmico #x%

Individuo 1 -

Individuo 2

annan

Figura 6: RADseq versus Dupla Digestao RADseq. (A) Restriction-Site Associated DNA
Sequencing (RADseq) tradicional usa uma tnica enzima de restrigdo e fragmentacdo aleatéria para
gerar uma biblioteca de representacao reduzida de todo o genoma nas regides adjacentes ao sitio de
restrigdo (segmentos vermelhos). (B) Dupla Digestdo RADseq (ddRADseq), por outro lado, usa duas
enzimas de restrigao para digerir e precisa selegao de tamanho, exclui regioes muito proximas e muito
distantes, a biblioteca portanto, consiste somente em fragmentos proximos ao sitio alvo (segmentos
vermelhos). A representacio da biblioteca nesse caso tende a ser correlacionada entre os individuos
(barras amarelas e verdes). Adaptado de Peterson et al., (2012).

Nessa abordagem a digestao do DNA é feita com duas enzimas de restricdo, uma com
corte frequente e outra rara, dispensando assim os passos de fragmentacao aleatoria e end repair
necessarios na técnica original. Essa técnica aumenta a eficiéncia e robustez enquanto diminui
custo, além de necessitar de apenas 100ng ou menos de DNA genodmico inicial (Peterson et
al., 2012). O passo mais importante é a escolha das enzimas utilizadas para digerir o genoma,
pois isso determinaré o tamanho dos fragmentos, a porcentagem do genoma a ser estudado, e

consequentemente, o nimero de marcadores SNPs.
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2 Objetivos

O estudo visou analisar a heterogeneidade genética ligada a distribuigdo geografica de popula-
¢oes de An. darlingi contrastando areas rurais e urbana na Amazoénia brasileira, bem como a
dindmica sazonal do vetor e polimorfismos genéticos relacionados aos diferentes comportamen-
tos hematofagicos em populacoes simpatricas. Para tanto, duas metodologias de genotipagem
foram utilizadas: marcadores microssatélites e polimorfismos de base tnica (SNPs). Além
disso, foi testado o grau de discriminagao genética a nivel microgeogréafico dessas duas meto-

dologias.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado em trés localidades, dois assentamentos rurais, Granada (59°47’; W67°05")
em Acrelandia, Acre e Remansinho (S9°31’; W66°33’) em Labrea, Amazonas, e a cidade de

Cruzeiro do Sul (S7°37’; W72°40’) também Estado do Acre (Figura 3).

3.2 Coleta de Anofelinos

Foram realizadas coletadas intradomiciliar e extradomiciliar (10 metros de distancias das ca-
sas) por captura sob atra¢do humana (grupo de pesquisa do laboratério Pangene dirigido pelo
Prof. Dr. Paulo Ribolla) nos assentamentos rurais em Abril de 2011, Mar¢o, Maio e Novem-
bro de 2012. Em Cruzeiro do Sul, coletas extradomiciliares foram realizados com o auxilio
de armadilhas Shanon de captura com atragdo humana protegida, em Margo de 2013, pelo
grupo da Dr. Marinete Povoa (Instituto Evandro Chagas, Belém, Para). Todos os espécimes
coletados foram morfologicamente identificados e somente os espécimes de An. darlingi foram

utilizados nas analises seguintes (Consoli & Oliveira, 1994).

3.3 Preparagao do DNA

Duas metodologias foram utilizadas para extracao e quantificaggo do DNA. O protocolo que
utiliza a resina Chelex100®) Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad Laboratories), a 5% e
a quantifica¢ao pelo espectrofotometro NanoDrop®) (ND-1000), foram aplicados as amostras
submetidas posteriormente a genotipagem de microssatélites. Ja as amostras submetidas a
genotipagem de SNPs foram extraidas seguindo o protocolo do kit ReliaPrep™ Blood gDNA

Miniprep System (Promega) e quantificadas pelo fluorometro Qubit®) 2.0 (Life Technologies).

3.4 Genotipagem de Microssatélites

O DNA de cada mosquito foi amplificado por reagao de polimeriza¢do em cadeia (PCR) com

a utilizacdo dos oligonucleotideos especificos para cada microssatélite ligados & marcadores
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Tabela 1: Sequéncia dos primers de nove loci microssatélites padronizados para An. darlingi.

Unid. de Temperatura
Locus repeticdo Sequéncia dos primers (5' -3") anclamento (°C)  Fluorescéncia
ADCO1 (GA),, GCT CTA ATG ATG CTC GTA ACCGCT 55 FAM
AF322185 CAG GTA GTA GCA AGT GCG GTG TCG
ADCO02 (GA),,; CAC ACT GGG GCA TCATTC ATT TC 52 FAM
AF322186 CAG TGT CTA AGG ACG CAG TGT GA
ADC28 (GA), CTC GTC GTC AGCGTCGTGC 56 FAM
AF322187 CCG TTA CGC AGT GGA TGG GCA
ADC29 (GA)z GAT CGT TGG CCG AGA ATG 56 NED
AF322188 GCA TCG TGC ACC GTG ATT
ADC110 (GT),, CCG AAC AAC AGC CAACAGCTGTG 54 HEX
AF322190 CGT GTG TAA CGA TTG TGT CGA ACG
ADC137 (GT),, TCT TAC GGG AAT GGT GCG ACG CTC 56 HEX
AF322191 TGG TCA ACA GCG TAT GGG TGG CTG
ADC138 (AC),,,; CTTTGA GCC GGT GCT GTGCTGC 57 NED
AF322192 GTC CTG GAG GCT GCG AGA ATG G
ADS P2 (GTA); GCATATATTCTCGCCGCATT 53 FAM
DV729944 TGTCGTCGGGTAGTAGCTGA
ADM P9 (AAC),, ACA ACGTCC AAT GCA ACA AC 57 HEX
DV729762 CGATACAGAAAGCCCTCGAG

fluorescentes nos primers reverse FAM, NED e VIC (Applied Biosystems) (Conn et al., 2001;
Angella et al., 2014) (Tabela 1). Cada reacao de PCR foi realizada num volume total de 20yl
contendo GoTaq®) Colorless Master Miz, 2X; 0,5uM de cada oligonucleotideo e 5ng de DNA
genoémico. As condi¢oes da PCR para ambas etapas foram: desnaturagao inicial a 94°C por
5min seguida por 30 ciclos a 94°C por 30s, 52-57°C (dependendo do locus) por 30s e 72°C
por 35s e um elongamento final a 72°C por 5-10min. Todas as reagoes tiveram a amplificagdao
confirmadas no gel de agarose (1,5%) corado com GelRed™ (Uniscience), submetidas a corrida
de eletroforese a 90V por 50 minutos juntamente com um ladder de peso molecular 100 pb
(Promega).

Os fragmentos amplificados foram organizados em trés grupos multiplex, a fim de otimi-
zar a técnica, e separados por eletroforese capilar em sequenciadores automéaticos (ABI 3500)
e os seus tamanhos analisados pelo software GeneMarker (SoftGenetics, USA). Uma base de
dados em Excel®) (Microsoft) dos genodtipos por individuo e locus foi organizada, contendo o

tamanho dos alelos em pares de bases.
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3.5 Genotipagem de SNP
3.5.1 Preparacao das bibliotecas

Para a genotipagem de SNPs foi utilizada a técnica de sequenciamento do DNA associado
a dupla digestao por enzimas de restricao (ddRADseq). Inicialmente, um total de 200ng de
DNA genomico foi individualmente digerido com a combinagdo das enzimas de restrigdo EcoRI
(Promega) e Hpall (Promega) em um volume final de 40pl, o qual foi purificado com as beads
AMPure® XP (Agencourt@®)), segundo o protocolo do fabricante.

Um par de adaptadores (P1 e P2) foi desenhado incluindo a sequéncia complementar
Nextera®) Index Primers (Illumina), a fim de realizar a indexagdo com Nextera® DNA
Sample Preparation Kit (Illumina) (Tabela 2). Quantidades apropriadas dos adaptadores
P1 (0.3uM) e P2 (4.8uM) foram ligados com o DNA digerido pela enzima 74 DNA Ligase

(Promega).
Tabela 2: Sequéncia dos primers para ddRADseq.
RADseq dupla digestio

Nome da

sequéncia Sequéncia
PCR primers P5 5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[IS]ITCGTCGGCAGCGTC 3
Nextera®
Index Kit P7 3 GGCTCGGGTGCTCTG[i7]TAGAGCATACGGCAGAAGACGAAC S
Adaptador P1 i1l 5" TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG 3'

.2 3 AGCAGCCGTCGCAGTCTACACATATTCTCTGTCTTAA S

Adaptador P2 2.1 5'CGCTGTCTCTTATACGTCCTCTT 3'

22 3 GACAGAGAATATGTGTAGAGGCTCGGGTGCTCTG 5°

Depois de outra purificagdo com AMPure@®) XP , os fragmentos de DNA foram sele-
cionados em um intervalo de 350-400 pares de base em gel agarose e purificados novamente.
A amplificacdo por PCR pelo Nextera®) Indexing Kit foi feito para gerar as bibliotecas de
sequenciamento Illumina, segundo a seguinte condigao de ciclagem: denaturacao inicial a 72°C
por 3min e a 95°C por 30s, seguido por 16 ciclos a 95°C por 10s, anelamento a 55°C por 30s,

elongagao a 72°C por 30s, e uma extensao final a 72°C por 5 minutos, e entdo o produto foi
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purificado uma tltima vez.

3.5.2 Sequenciamento das bibliotecas

Todas as amostras foram individualmente quantificadas com KAPA ¢PCR Library Quantifi-
cation Kit (Biotik@) e combinadas com razoes equimolares para compor a biblioteca final.
A biblioteca foi quantificada com o mesmo método, depois normalizada e desnaturada, e fi-
nalmente carregada em um cartucho de reagentes Illumina. Quatro bibliotecas, 3 com 24
amostras e uma com 15 amostras, foram sequenciadas por ambas extremidades em 150-ciclos
em um Miseq Desktop Sequencer (Departamento de Genética, Universidade Estadual de Sao
Paulo), e outras 3 bibliotecas, 2 com 96 amostras e uma com 90 amostras, foram sequenciadas
nas mesmas especifica¢oes, porém em um Hiseq 2500 (Genomics and Bioinformatics Core,
Universidade Estadual de Nova York, em Buffalo), portanto, um total de 369 amostras foram

sequenciadas.

3.5.3 Processamento dos dados

Stacks (versao 1) pipeline (Catchen et al. 2013) foi usado para identificacdo de SNP loci (Fi-
gura 7). O primeiro programa utilizado do Stacks foi process radtags, responsavel por remover
sequéncias erréneas dos dados brutos do Illumina, erros tais na identificacdo das amostras (bar-
code), nos sitios de restricao das enzimas e/ou baixa qualidade das bases. Depois de filtradas,
todas as sequéncias foram alinhadas pelo programa Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) ao
genoma de referéncia de An. darlingi (Marinotti et al., 2013), a fim de selecionar somente as
sequéncias oriundas dessa espécie.

Os arquivos em formato SAM foram entdo executados com o programa ref map.pl, o
qual contem outros programas tais como o pstacks, cstacks e sstacks. O primeiro programa
combinou as sequéncias, construiu loci considerando uma profundidade minima de 5 copias,
e definiu os SNPs de cada individuo; ji o programa cstacks agrupou os dados de todos os
individuos em um catalogo tinico. O programa sstacks comparou cada individuo com o catalogo

afim de identificar SNPs entre eles. Baseados nos dados obtidos, um passo de correcoes
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Figura 7: Fluxograma do processamento dos dados de SNPs. (A) Preparagio e sequenciamento
das bibliotecas, (B) Filtragem, alinhamento e processamento das sequéncias. (C) Sele¢do dos SNPs
com o programa populations.

genotipicas e haplotipicas se fez necessério, feito pelo programa rzstacks. Os programas cstacks
e sstacks foram executados novamente, e finalmente o programa populations foi executado, o
qual identificou os SNPs presentes em um dado conjunto de individuos. Inicialmente, todos os
individuos foram considerados como uma tnica populagao, a fim de evitar viés populacional
na selegao dos SNPs. Além disso, os marcadores deveriam estar presente em pelo menos 50%

do total de individuos, com a finalidade de evitar viés por falta de dados.

3.6 Analises dos dados

As analises foram conduzidas em trés perspectivas diferentes: 1) comparacao das metodologias
de genotipagem (microssatélites e SNPs); 2) geogréfica e sazonal, e 3) relacionada ao compor-
tamento hematofagico do vetor, quanto ao local (intra e peridomicilio) e horario (creptsculo

e amanhecer).
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3.6.1 AnaAlises com microssatélites

Frequéncias alélicas As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem direta através do
pacote de programa Arlequin v.3.1 (Excoffier et al., 2005). Este célculo é resultado da soma
do ntmero de individuos heterozigotos para um determinado alelo com duas vezes o niimero

de individuos homozigotos, e divisao do resultado pelo dobro do nimero total de individuos.

Diversidade alélica e riqueza alélica A diversidade alélica (A) é o namero total de
alelos presentes numa amostra para um dado locus. A riqueza alélica (Rs) ¢ uma medida
de diversidade alélica ajustada pelo tamanho da amostra de menor dimensao. Esta medida
permite uniformizar as amostras em estudo de modo a torna-las comparaveis. Estes parametros

foram determinados através do programa Fstat versao 2.9.3.2 (Goudet, 1995).

Testes de heterozigosidade A heterozigosidade observada (Ho) é a proporcao de genoti-
pos heterozigdticos encontrada numa amostra de n individuos. A heterozigosidade esperada
(He) é a propor¢ao esperada de genotipos heterozigoticos numa populagao de n individuos.
Esse parametro baseia-se nas frequéncias alélicas num dado locus, assumindo o principio de
Hardy-Weinberg (Nei, 1978). Ambos parametros foram determinados com auxilio do pro-
grama Arlequin. Testes de heterozigosidade (Cornuet & Luikart, 1996) foram realizados para
detectar desvios do equilibrio de deriva mutacional (MDE). Estes testes comparam duas esti-
mativas de heterozigosidade esperada, uma baseada nas frequéncias alélicas (He), assumindo
as proporcoes de Hardy-Weinberg, e outra baseada no niimero de alelos e tamanho amostral
(Heq), assumindo o MDE. Se a populagao experimenta um efeito de gargalo, os alelos raros sao
rapidamente perdidos e com isso o numero de alelos diminuird mais rapido do que a frequéncia
alélica, ou seja, He>Heq, enquanto que o contrario (He<Heq) pode indicar uma expansao
populacional. Estimativas de heterozigosidade esperada sob MDE foram calculadas com os
modelos SMM (Stepwise Mutation Model) e IAM (Infinite Allele Model) através do software
Bottleneck 1.2.02. (Cornuet & Luikart, 1996).
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Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) A verificacao do equilibrio de HW, que aplica o
método de Guo & Thompson (1992), foi feita com auxilio do programa Arlequin. Este teste
foi feito com os dados dos gendtipos, locus por locus. Para cada locus microssatélite testou-se
a hipotese nula (HO = uni@o aleatéria de gametas) com duas hipoteses alternativas (H1 =

défice de heterozigoticos ou H1 = excesso de heterozigoticos).

Andlise de alelos nulos Os alelos nulos s@o alelos nao amplificados que, quando em he-
terozigose, resultam em aparente homozigose. Para os microssatélites, os alelos nulos podem
surgir devido a mutacGes nas regides flanqueadoras, inviabilizando a ligacao dos primers. A
presenca de alelos nulos em marcadores microssatélites é frequente, especialmente em grandes
populagoes naturais, e ¢ um fenémeno comum em populagoes de anofelinos (Lehmann et al.
1997, Conn et al., 2006). A sua ocorréncia pode causar um erro importante nas proporgoes
genotipicas, observado por um desvio do equilibrio de HW, devido ao excesso de homozigotos.
Para a detecgao de possiveis alelos nulos, o software Micro-Checker (Van Oosterhout et al.,

2004) foi utilizado.

Endogamia O coeficiente de endogamia (F7g), que traduz os niveis de heterozigotia e ho-
mozigotia numa dada populacdo, foi obtido através do programa Arlequin para cada locus
microssatélite. Se Frg=0 o acasalamento entre os individuos de uma populacdo ocorre de

modo aleatério e He = Ho.

Desequilibrio de ligacao O desequilibrio de ligacao, que é a associagdo nao aleatéria de
alelos em [oci diferentes, foi analisado com auxilio do programa Genepop versao 1.2 (Raymond

& Rousset, 1995; Rousset, 2008).

3.6.2 Analises com SNPs

Resumos estatisticos Os resumos estatisticos, tais como heterozigosidade esperada e ob-
servada, Frg das populacoes e ®gp e Fgp entre populagoes, foram gerados pelo programa

Stacks, assim como arquivos compativeis para os softwares Structure (Pritchard et al., 2000)
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e Arlequin. Além disso, uma lista com ®g7 e Fgp locus por locus, de todos os locus incluidos

em cada anélise foi obtido com o mesmo programa.

Diagrama de Venn O pacote gplots (Warnes, 2011) em R (R Developed Core Team, 2016)

foi utilizado para detectar os loci compartilhados entre dois grupos.

Andlise de clusterizacdo hierdrquica O pacote ape 3.4 (Paradis et al., 2004) em R
foi utilizado para calcular a matriz de distdncia genética com o método ’'pairwise’, onde a
distancia d entre dois individuos é igual ao ntimero de loci diferentes, e a varidncia associada
¢ d(L - d)/L, onde L é o namero de loci. A clusterizagao hierarquica, baseada nessa matriz
de distancia, foi computada pelo método Ward’s (1963) (Murtagh & Legendre 2014), onde a

dissimilaridades sao elevadas ao quadrado antes da clusterizacao.

Andlise de Genes Ontdlogos Uma vez que um dos passos no processamento dos dados foi
o alinhamento ao genoma disponivel de An. darlingi, foi possivel verificar os genes proximos
aos SNPs utilizados no estudo. Inicialmente, foram selecionados somente 5% dos SNPs com
maiores valores de ®gp associados na comparacao entre dois grupos. O pacote biomaRt
(Durinck et al., 2009) em R foi utilizado para identificar genes anotados em An. darlingi, bem
como genes ortélogos em Aedes aegypti, Culex quinquefaciatus e Drosophila melanogaster,
localizados a até 5000 pb de cada SNP para os dois sentidos. Uma lista de genes foi obtida
a partir dessa andlise e, convertida para uma lista de genes ontdlogos (GO) correspondentes,
através de um script escrito em python (Anexo Texto 2). Finalmente, o pacote topGO (Alexa
& Rahnenfuhrer, 2010) em R foi utilizado para a analise de enriquecimento de termos GO de

processo biologico (BP), que normalizou, correlacionou, e gerou uma tabela com os resultados.

3.6.3 Analises conduzidas para ambas técnicas

Estrutura populacional As anilises da estrutura populacional foram calculadas empre-
gando a anélise de variancia molecular (AMOVA), com o programa Arlequin. Este método

estatistico se baseia na geragao de estimativas da varidncia genética em diferentes niveis hierar-
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quicos (inter e intrapopulacional). Para as anlises Bayesianas de subestrutura populacional
recorreu-se ao programa Structure. A analise de clusters, segundo as recomendagoes de Kim-
berly et al. (2012), foi realizada com o modelo de mistura, anulagao das primeiras 100.000
das seguintes 1.000.000 de simulacoes, com 40 repeti¢des para K de 1 ao ntimero maximo
de populagdes mais 2. O valor 6timo de K foi inferido pelo método de Evanno (Evanno et
al., 2005), implementado em structureHarvester (Earl & VonHoldt, 2012). Além disso, duas
abordagens foram realizadas: uma com o conjunto total de SNPs encontrados; e outra somente
com SNPs informativos na diferenciacao de duas populagoes, ou seja, com Fgr maior ou igual
a 0,05. A finalidade foi testar se em uma andlise Bayesiana os marcadores nao-informativos

mascaram uma real estruturagao entre as populagoes.

Andlises multivariadas O pacote adegenet 2.0.0 (Jombart, 2010) em R foi usado para
realizar a Anéalise de Componente Principal (PCA) e a Anélise Discriminante de Componente
Principal (DAPC). A primeira sintetiza uma visao geral de divergéncia entre os individuos
independente do grupo de origem. J4 a segunda foca nas diferencas entre os grupos, enquanto
negligencia as diferencas dentro de cada grupo. Dessa maneira, o Critério de Informagao
Bayesiana (BIC) é acessado para cada valor de K, e o niimero 6timo de clusters genéticos é o
menor desses valores. Apos essa definicao, a DAPC permite a designagao probabilistica de cada
individuo em relagao a um cluster, assim como nos métodos de clusterizacao Bayesiana. Essas
analises multivariadas tem sido utilizada como alternativas para a estruturacao populacional,
as quais exigem um tempo computacional drasticamente menor, principalmente tratando-se
de grande bancos de dados, como os gerados por genotipagem de SNPs por sequenciamento

de nova geracao.

Significincia Os parametros determinados na andlise estatistica foram testados a um nivel
nominal de significancia (o = 0,05) para a rejeigao da hipotese nula (HO) e, para testes mul-
tiplos, este valor foi corrigido de acordo com o método sequencial de Bonferroni («’) (Holm,

1979) de modo a evitarem-se erros do tipo I (falsa rejeicao de HO).
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4 Resultados

4.1 Microssatélites versus SNNPs
4.1.1 Diversidade e Estrutura Genética dos microssatélites

Um total de 60 espécimes de An. darlingi coletados em Remansinho, 59 em Granada e 58
em Cruzeiro do Sul foram genotipados para os 9 microssatélites loci. Essas amostras foram
conduzidas & analise de diferenciagao geografica entre as trés localidades citadas, e também, a
comparagdao com uma técnica de genotipagem de SNPs, ddRADseq. Todos os microssatélites

foram polimorficos nos trés grupos analisados, sendo que o numero de alelos por locus variou

de 4 (ADSP2) a 43 (ADCO01) (Tabela 3).

Tabela 3: Estimativas de Rs, He e Fys dos microssatélites de An. darlingi em trés localidades.

Localidade Locus
N ADSP2 ADMP9 ADC28 ADC29 ADC138 ADC02 ADC137 ADC110 ADCO1 I‘:)Ei
Granada Rs 3 11 9 17 10 16 16 16 31 14

60 H, 0320+ 0808 0823 0895* 0863* 0830 0869 0912 0953 0809
Fs 0394 0027 0069 0,81 0432 0056 -0017 0032 0005 0,53
Remansinho Rs 4 11 11 20 13 18 15 16 29 15
60 H, 0253 0753 0841 0843* 0899* 0857 0859 0875* 0951 0,792

Fy 021 0022 0109 0347 0416 -0032 0069 0,110 0003 0,123

Cruzeirodo RS 3 6 9 10 8 9 12 9 26 10
sul H 0232 0718 0699 0784* 0575% 0812 0863* 0810 0922 0713

58 F, 0042 0006 0056 0412 0433 0099 0258 0053 0012 0,111

N= tamanho amostral; Rs= riqueza alélica por locus (baseada no minimo populacional de 58 individuos); He=
heterozigosidade esperada; Frg= indice de fixagdo; em negrito: p valor significativo depois da corre¢ao de Bonferroni;

*presencga de alelos nulos detectado pelo Micro-checker.

A riqueza alélica teve o menor e o maior valores enderecados aos mesmos loci, sendo 3,3
(ADSP2) e 30,5 (ADCO01), respectivamente. O maior total de alelos (A = 15) e maior riqueza
alélica (Rs =14,8) foram encontrados no grupo de Remansinho, e o menores em Cruzeiro do
Sul (A = 10, Rs = 10,2). A maior quantidade de alelos privados (P) para todos os loci foi

encontrada também em Remansinho (Tabelas 3, 4). A heterozigosidade esperada (Hg) variou
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de 0,232 para o locus ADSP2, em Cruzeiro do Sul, a 0,953 para o locus ADCO01, em Granada

(Tabela 3).

Tabela 4: Estimativas de alelos de microssatélites privados em An. darlingi.

Nimero de alelos privados

Granada 8
Remansinho 15
Cruzeiro do Sul 8
Granada + Remansinho 46

Entre populagoes (p=0.575); Granada + Remansinho, (p=0.002)

Os resultados dos testes de desequilibrio de ligagdo ndo apresentaram associacao signifi-
cantiva entre nenhum par de loci analisado. Os maiores valores de Fjg foram encontrados para
o locus ADC29 e ADC138 em todas os agrupamentos (Tabela 3). Desvios significativos do
equilibrio de HW foram detectados nos mesmos dois loci (p < 0,0001), bem como a presenca
de alelos nulos; portanto, ambos foram excluidos de analises posteriores.

Uma vez com 7 loci, na analise locus por locus, o locus ADC28 teve o maior Fgr (0,04;
p < 0,0001) e o locus ADCO1 teve o menor (0,019; p < 0,0001) (Tabela 5). As analises de
indice de fixagao par a par revelaram diferenciacao significativa entre ambos os assentamentos
rurais e Cruzeiro do Sul, e por outro lado um Fgr baixo e nao significativo foi encontrado entre
Granada e Remansinho (Fsr = 0,003; p = 0,1) (Tabela 6). A anéalise de componente principal
(PCA) nao formou agrupamentos delimitados, porém os individuos de Cruzeiro do Sul estao
mais distantes e nao se sobrepuseram tanto quanto os individuos de Granada e Remansinho
(Figura 8C). Adicionalmente, a anélise Bayesiana inferiu dois clusters, um que incluiu em sua
maioria os individuos de Cruzeiro do Sul e outro os de Granada e Remansinho (Figura 8A).

Os resultados obtidos pelo teste de efeito de gargalo apresentaram excesso de homozi-
gotos em Remansinho e Cruzeiro do Sul, o que poderia indicar uma retracdo populacional
recente. Porém, essa alteragao demografica nao foi consistente, uma vez que a probabilidade

foi significativa somente pelo método S.M.M.
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Tabela 5: Analise locus por locus dos microssatélites in An. darlingi.

fndice de F ixacdo
Locus Fer P valor
ADSP2  0,02990 0,00684
ADMPS 0,02747 0,00000
ADC28 0,04538 0,00000
ADCO2 0,02136 0,00098
ADCI137 0,03106 0,00000
ADC110 0,02960 0,00000
ADCO1 0,01902 0,00000

4.1.2 Diversidade e Estrutura Genética dos SNPs

Um total de 40 espécimes foram genotipados para SNPs, sendo 12 individuos de Granada, 14 de
Remansinho e 14 de Cruzeiro do Sul. Essa abordagem foi realizada para mensurar diferenciagao
genética entre as trés localidades baseada em dados de SNPs, bem como para comparagao
com os resultados obtidos por genotipagem de microssatélites. Uma média de 1.009.015,72
(intervalo: 609.048 — 2.752.364) sequéncias de 150 pares de base (pb) por individuo passaram
pelo primeiro processo de qualidade (process radtags) (Anexo- Tabela 8). O alinhamento ao
genoma de An. darlingi (AdarC3 — 20/10/2015) reteve em média 32,2% (intervalo: 27,1% —
36,7%) das sequéncias, as quais deram origem a, em média, 17.265,97 (desvio padrao: +/-
6.977,24) gendtipos loci por individuo. A taxa média de loci polimorficos foi de 23,47% (desvio
padrao: +/- 2,65), ou seja 6.650,5 (intervalo: 2.509 — 11.810) SNPs por individuo (Anexo-
Tabela 1). Ao final, 1.865 marcadores SNPs foram selecionados utilizando os parametros de
selecao do programa populations, e portanto, cada locus esteve presente em pelo menos 50%
dos individuos.

Na anélise das trés populagoes, os valores de Fgr par a par foram significativos entre
Cruzeiro do Sul e ambos assentamento rurais (Tabela 6). Novamente, Remansinho mostrou-se
o grupo com o maior namero de alelos privados (478) e taxa de loci polimorficos (0,43) (Tabela
7). A analise Bayesiana revelou duas subpopulagoes distintas (K=2), agrupando Remansinho

e Granada no mesmo cluster e Cruzeiro do Sul em outro (Figura 8B). Por outro lado, a PCA
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Tabela 6: Valores de Fgr par a par para microssatélites e SNPs genotipados em An. darlingi.

Granada Remansinho  Cruzeiro do Sul
Granada 0,004 (0,234%#%
Remansinho 0,003 0,198*=*
Cruzeiro do Sul 0,065* 0,058%*

*p valor significante

Tabela 7: Sumario dos dados de 1.865 SNPs (variaveis e fixos) nas populagoes de An. darlingi.

Localidade No.indivs. Privado Posi¢do Variante Polimérfico % Polimorfismo
Granada 12 386 279843 1854 1067 0.3813
Remansinho 14 478 281349 1865 1211 0.4304
Cruzeiro do Sul 14 223 186883 1236 452 0.2419

baseado na diversidade genética dos SNPs entre os individuos separou as trés localidades, sendo
que 22,5% de todos marcadores explicam a separacao entre os assentamentos rurais e Cruzeiro
do Sul, e da mesma maneira 4,9% entre Granada e Remansinho (Figura 8D). Tendo em
vista a discriminacao populacional encontrada na PCA, os dados foram conduzidos a DAPC,
a fim de verificar o agrupamento entre Granada e Remansinho (Figura 9). Previamente, o
nimero 6timo de clusters foi calculado com o Critério de Informagao Bayesiana (BIC), o qual é
definido pelo menor valor (o “cotovelo” do grafico) (Figure 9A). As figura 9B e 9C mostraram a
separagcao entre os trés grupos, em uma fungao discriminante e em duas fungoes discriminantes,
respectivamente.

A clusterizagdo hierdrquica apresentou resultados semelhantes: a primeira ramificacio
ocorreu entre Cruzeiro do Sul e os assentamentos rurais, e logo entre Granada e Remansinho;
no entanto, ocorreu ainda que pequena a presenca de alguns individuos juntos & outros grupos

(Figura 9D).
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Figura 8: Analise Bayesiana (BA) e Analise de Componente Principal (PCA) de genotipos
de An. darlingi das trés localidades. (A) Resultados da BA dos microssatélites (K=2), cada
coluna representa um individuo, divididos em trés localidades (Granada, Remansinho e Cruzeiro do
Sul) e a propor¢do que pertence a cada cluster (cinza e preto). (B) Resultados da BA dos SNPs
(K=2). (C) PCA dos 9 marcadores microssatélites, cada ponto representa um individuo. (D) PCA de
1865 SNPs. (C-D) as cores correspondem as populagoes assinaladas: Granada, vermelho; Remansinho,
verde e Cruzeiro do Sul, azul.

4.1.3 Comparacao entre as duas técnicas

A figura 8 evidenciou as diferengas encontradas entre as duas técnicas utilizadas, no que diz
respeito ao potencial genético discriminatério entre as trés localidades. Além da separagio
mais nitida e bem definida entre os individuos de cada localidade, a PCA baseada nos dados
de SNPs teve uma porcentagem maior indicando a divisdo entre elas. Ademais, as estimativas
do Fgp par a par foram mais altas utilizando o conjunto de SNPs encontrados. Os resultados
das anélises Bayesiana também demonstraram maior acuricia na corrida com dados de SNPs
do que com microssatélites; no primeiro, quase nenhuma mistura entre os dois clusters foi
encontrada. Por outro lado, nessa mesma anélise, ndo foi possivel verificar uma divisao entre
Granada e Remansinho, o que pode indicar a panmixia entre elas ou uma questao hierdrquica

de analise, uma vez que Cruzeiro do Sul mostrou-se consistentemente diferente em relagao as
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Figura 9: Sumario da Analise Discriminante de Componente Principal (DAPC) e cluste-
rizagdo hierarquica em An. darlingi. (A) Valores do Critério de Informagao Bayesiana (BIC)
para cada K(1-10), o melhor valor de K foi 3. (B) Trés clusters que separam as localidades em um
eixo, a 4rea representa a densidade de individuos, nota-se uma sobreposicao entre Granada (vermelho)
e Remansinho (verde); Cruzeiro do Sul em azul. (C) Trés clusters que separam as localidade em dois
eixos.(D) Clusterizagdo hierarquica por Ward (1963), as cores correspondem a origem de coleta dos

individuos.

outras duas localidades (Figura 9). Anéalises com individuos apenas de Granada e Remansinho

foram conduzidas posteriormente, com a finalidade de resolver essa questao.

4.2 Geografia e Sazonalidade

Nesta segao as andlises foram conduzidas de quatro maneiras diferentes: 1) comparagao geo-
grafica entre Granada e Remansinho em trés meses diferentes (Margo, Maio e Novembro de
2012); 2) comparagao sazonal entre todos os meses de Granada; 3) comparacao sazonal en-
tre todos os meses de Remansinho; 4) comparagao sazonal entre todos os meses de ambas as

localidades.
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4.2.1 Analise microgeografica por més de coleta

Margo de 2012 Foram genotipados 25 espécimes de An. darlingi dos assentamentos de
Granada (11) e Remansinho (14) coletados em Margo de 2012. Uma média de 816.200,12
(intervalo: 555.996-1.262.460) sequéncias de 150 pb foram alinhadas ao genoma de An. darlingi
e resultaram em 13.465 (desvio padrao: + /- 2.222,75) genotipos loci por individuo. Em cada
individuo, 35,77% (desvio padrao: +/- 8,42 ) dos loci foram heterozigotos (Anexo-Tabela
9). Para selecionar os SNPs o mesmo processo de filtragem foi utilizado, o qual resultou em
1.941 marcadores que foram incluidos para a PCA (Figura 10A), onde as duas localidades
foram separadas. O mesmo conjunto de SNPs foi utilizado para a DAPC, na qual o menor
BIC e consequentemente o nimero 6timo de clusters foi 2 (Figura 10B). Cada cluster conteve
individuos de uma das duas localidades (Figura 10C). A Analise Bayesiana revelou K= 2,
quando todos os SNPs foram utilizados, porém nao foi identificada estruturagao (Figura 10D-
acima). Em um segundo filtro foram selecionados 545 marcadores, os quais apresentavam Fgp
maior ou igual a 0,05 entre as duas localidades e, neste caso, foi identificada estruturacao

populacional (Figura 10D-abaixo).

Maio de 2012 Foram genotipados 27 espécimes de An. darlingi dos assentamentos de
Granada (13) e Remansinho (14) coletados em Maio de 2012. Uma média de 1.714.548,15
(intervalo: 666.662-3.957.660) sequéncias de 150 pb alinhadas ao genoma de An. darlingi e
resultaram em 17.127 (desvio padrao: +/- 6.141,58) gendtipos loci por individuo. Em cada
individuo, 34,78% -+ /- 7,67 dos loci foram heterozigotos (Anexo- Tabela 10). Um total de
2.048 SNPs foram identificados em pelo menos 50% dos individuos e foram utilizados para a
PCA e DAPC, onde os individuos das duas localidades foram separados (Figura 10A,B,C).
A Anélise Bayesiana revelou K= 2, com o mesmo conjunto de SNPs, e novamente, nao foi
identificada estruturagao (Figura 10D-acima). Apoés realizar o mesmo processo de sele¢ao dos
SNPs segundo o valor de seu Fgr associado, 405 SNPs restaram e a estruturagao populacional

foi identificada entre Granada e Remansinho (Figura 10D-abaixo).
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Figura 10: Analise de Componente Principal (PCA), Analise Bayesiana (BA) e Analise
Discriminante de Componente Principal (DAPC) de genétipos de An. darlingi coletados
em Granada e Remansinho em trés meses de 2012. (A) PCA dos espécimes genotipados em
Granada (vermelhos) e Remansinho (verdes); cada formato representa um individuo, e os diferentes
formatos correspondem ao més de coleta: Margo (quadrados); Maio (tridangulos) e Novembro (pontos).
(B) Valores do Critério de Informacdo Bayesiana (BIC) para cada K, melhor K foi 2. (C) Dois
clusters separaram An. darlingi de Granada (vermelho) e Remansinho (verde) apenas com informagao
do primeira fungao discriminante (DAPC), area representa a densidade de individuo. (D) Acima:
resultado da BA, o melhor K foi 2 para todas as anélises; cada coluna representa um individuo e
sua porcentagem pertencente a determinado cluster (cinza e preto); abaixo: resultado da BA apos
filtragem pelo valor de Fsr entre as populagoes.

Novembro de 2012 Os 26 espécimes genotipados de An. darlingi dos assentamentos de
Granada (12) e Remansinho (14) coletados em Novembro de 2012 foram os mesmos utilizados
na primeira analise, com Cruzeiro do Sul (Tabela Anexo 1). Apoés a filtragem, 1.872 SNPs
foram identificados e utilizados para a PCA (Figura 10A), onde as duas localidades foram

separadas. A DAPC foi realizada com o mesmo conjunto de marcadores e o nimero 6timo

42



de clusters foi 2 novamente, e espécimes de Granada e Remansinho foram agrupados separa-
damente (Figura 10B,C). A analise Bayesiana nao apresentou estrutura¢ao quando todos os
SNPs foram utilizados, porém quando os marcadores de maior Fgr associado (326 SNPs), foi

identificada estruturagao populacional (Figura 10D).

4.2.2 Analise sazonal em Granada

Para a seguinte andlise, as 11 espécimes de An. darlingi coletadas em Granada em Margo de
2012, mais 13 espécimes de Maio e 12 espécimes de Novembro do mesmo ano foram utilizadas.
Um total de 2.791 SNPs foram detectados em pelo menos 50% desses 36 individuos. Na PCA,
os trés meses formaram trés grupos separados, o primeiro eixo de diferenciacdo foi entre o
primeiro semestre (Margo e Maio) e o segundo (Novembro); e no segundo eixo da anélise, os

meses de Mar¢o e Maio também foram distinguidos entre eles (Figura 11A).

4.2.3 Analise sazonal em Remansinho

As 14 espécimes de An. darlingi coletadas em Remansinho em Marco de 2012, foram adici-
onadas as mesmas quantidades de espécimes de Maio e Novembro do mesmo ano. Um total
de 3.690 SNPs foram detectados em pelo menos 50% dos 42 individuos. A PCA revelou, no
primeiro eixo, uma divisdo semestral, ou seja, meses do primeiro e segundo semestres (Figura

11B).

4.2.4 Analise sazonal em ambas as localidades

Os dados dos trés meses de Granada e Remansinho foram agrupados, totalizando 78 genoti-
pos. Neste caso, 3.358 SNPs foram identificados em pelo menos 50% dos individuos e foram
utilizados para a PCA (Figura 11C). Ainda na figura 11C, o primeiro eixo separou os indivi-
duos coletados em Novembro dos dois outros meses, Margo e Maio. A DAPC e a clusterizagao
hierdrquica também confirmaram essa divisao sazonal, entre o primeiro e segundo semestre
(Figura 12).

Um conjunto de loci com Fgr maior ou igual a 0,01 foi utilizado no diagrama de Venn, o

43



qual mostrou que grande parte dos marcadores informativos que diferenciaram a sazonalidade
(primeiro e segundo semestres), também responderam as diferengas geograficas entre Granada
e Remansinho (Figura 13A). As porcentagens de loci polimoérficos foram maiores nos meses

do assentamento de Remansinho, bem como o nimero de alelos privados (Tabela 8).
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Figura 11: Analise de Componente Principal (PCA) de genétipos de An. darlingi coleta-
dos em Granada e Remansinho em trés meses diferentes. (A) PCA dos espécimes de Granada,
os formatos correspondem ao més de coleta: Margo (quadrados), Maio (tridngulos) e Novembro (pon-
tos). (B) PCA dos espécimes de Remansinho em trés meses. (C) PCA dos espécimes coletados nos

trés meses nas duas localidades.
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Figura 12: Sumario da Analise Discriminante de Componente Principal (DAPC) e clus-
terizagdo hierarquica em An. darlingi coletados no primeiro e segundo semestre. (A)
Valores do Critério de Informagéo Bayesiana (BIC) para cada K(1-10), o melhor valor de K foi 2.

(B) Dois clusters que separam as localidades em um eixo, a 4rea representa a densidade de individuos

coletados no primeiro semestre (cinza escuro) e segundo (cinza claro). (C) Clusterizagdo hierarquica

por Ward (1963), a primeira derivacao foi entre mosquitos coletados nos diferentes semestres.

Tabela 8: Sumario dos dados SNPs (variaveis e fixos) de An. darlingi de Granada e Remansinho em

trés meses diferentes.

Localidade  Meés No.indivs. Privado Posigdo Variante Polimérfico % Polimorfismo

Granada Margo 11 255 508102 3352 926 0.1822
Maio 13 241 508707 3357 1199 0.2357
Novembro 12 256 344337 2262 776 0.2254

Remansinho Margo 14 325 508557 3357 1390 0.2733
Maio 14 382 508708 3358 1507 0.2962
Novembro 14 351 432566 2841 1089 0.2518
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Figura 13: Diagrama de Venn. (A) Loci compartilhados entre a comparagao semestral, ou seja,
espécimes coletados no primeiro e no segundo semestre, e geografica, sendo todos os meses de Granada
vs. todos os meses de Remansinho. (B) Loci compartilhados entre a comparagido de An. darlingi
endofagico vs. exofagico coletados em Granada e Remansinho em Abril de 2011, e geografica entre
espécimes de ambos locais do mesmo més.

4.3 Comportamento Hematofagico

Nesta seguinte se¢do o comportamento hematofiagico do vetor An. darlingi foi analisado em
diferentes perspectivas: 1) espécimes do mosquito coletadas dentro de casa (endofagicas) versus
fora da casa (exofagicas), considerando até 10 metros de distancia da casa, em Remansinho,
no intervalo das 18-21 horas; 2) a mesma anélise de (1), porém de outra localidade, Granada;
3) grupos de (1) e (2) analisados em conjunto; 4) espécimes exofagicas coletadas em Granada
as 18-21 horas (crepuscular) versus 3-6 horas (matinal); 5) mesma andlise de (4), porém com

mosquitos endoféagicos; 6) grupos de (4) e (5) analisados em conjunto.

4.3.1 Exofagia vs. Endofagia

Granada Foram genotipados espécimes de An. darlingi coletados no intradomicilio (endo-
fagicos) e peridomicilio (exofagicos), em Abril de 2011, em Granada. A Tabela 12, em anexo,
apresentou o resultado da genotipagem de SNPs de 54 espécimes An. darlingi exofagicos. Em
média 612.128,67 (intervalo: 232.796- 2.491.061) sequéncias alinharam-se ao genoma de An.

darlingi, e 7.121,78 (desvio padrao: +/- 3141,72) genotipos loci por individuo foram obtidos.

46



Em cada individuo, uma média de 20,41% + /- 8,03 dos loci foram heterozigotos (Tabela 13).
A Tabela 13, em anexo, apresentou o resumo do sequenciamento de 42 espécimes An. darlingi
endofagicos. Nesse grupo uma média de 965.033,62 (intervalo: 485.453- 3.009.945) sequén-
cias alinharam-se ao genoma de An. darlingi e resultaram em 12.034,4 (desvio padrao: +/-
3.331,72) genotipos loci por individuo. Em cada individuo em média 27,29% -+ /- 1,97 dos loci
foram heterozigotos. A PCA foi realizada com 498 SNPs selecionados, e aproximadamente

20% desses marcadores explicaram as diferengas entre os dois grupos.

Remansinho Um total de 32 espécimes de An. darlingi coletados em Abril 2011 em Reman-
sinho foram genotipados. Uma média de 974.466,78 (intervalo: 602.930- 1.650.403) sequéncias
de 150 pb foram alinhadas ao genoma de An. darlingi e resultaram em 12.617,69 (desvio
padrao: +/- 3.324,90) genotipos loci por individuo (Anexo- Tabela 11). Em cada indivi-
duo, 29,62% +/- 2,22 dos loci foram heterozigotos. A PCA foi realizada com um total de
1.478 SNPs, e cerca de 10% desses marcadores estiveram relacionados com a diferenca entre

endofagicos e exofagicos (Figura 14B).

Ambas as localidades A PCA dos genotipos dos quatro grupos (Granada- endofagico,
Granada-exofagico, Remansinho - endofagico , Remansinho — exofagico) foi realizada com um
total de 859 marcadores (Figura 14C). O mesmo conjunto de SNPs foi utilizado para a DAPC,
na qual o menor valor de BIC foi 3 (Figura 15A). Os espécimes de An. darlingi endofagicos
de Granada e Remansinho agruparam-se tanto na PCA quanto na DAPC, neste tltimo, o
cluster 3 os agrupou quase que em sua totalidade (Figura 14C,15). Por outro lado, os grupos
exofagicos encontraram-se separados, tanto na PCA quanto na DAPC (Figura 14C,15 ). Os
dois grupos endofagicos mostraram maior porcentagem de polimorfismo nos loci identificados
(Tabela 9).

Na figura 13B, o diagrama de Venn, com o conjunto de loci com Fgp maior ou igual a
0,01, exibiu que somente 6 desses marcadores informativos explicaram as diferencas geograficas
entre Granada e Remansinho em Abril de 2011 e as diferengas ligadas ao comportamento

hematofagico do vetor no mesmo més citado.
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Figura 14: Analise de Componente Principal (PCA) de genétipos de An.

PC1 (15.4%)

darlingi

endo/exofagicos de ambos assentamentos rurais. (A) PCA de An. darlingi endofagicos (pontos
vermelhos preenchidos) e exofagicos (pontos vermelhos vazios) em Granada. (B) PCA de An. darlingi
endofégicos (pontos verdes preenchidos) e exofagicos (pontos verdes vazios) em Remansinho. (C) PCA

dos 4 grupos em (A) e (B).

Tabela 9: Sumério dos dados SNPs (variaveis e fixos) de An. darlingi endo/exofagicos de ambos os

assentamentos rurais.

Localidade Tipo Privado  Posiges  Variante  Polimdrfico % Polimorfismo

Granada Exofigico 121 130009 859 348 0.2677
Endofigico 114 128650 850 459 0.3568

Remansinho Exofigico 82 129858 858 391 0.3011
Endofigico 115 130009 859 475 0.3654
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Figura 15: Sumaério da Analise Discriminante de Componente Principal (DAPC) em
An. darlingi endo/exofagicos de ambos assentamentos rurais. (A) Valores de Critério de
Informagao Bayesiana (BIC) para cada K, o menor valor foi 3. (B) Proporcao de individuos dos 4
grupos incluidos nos trés clusters inferidos (vermelho, verde e roxo). (C) Ordem dos trés clusters
em dois eixos, cada ponto representa um individuo que pertence ao determinado cluster; as caixas
representam o eigenvalues para PCA e DA.

4.3.2 Crepuscular vs. Matinal: Granada

FEzxofdgico Os espécimes de An. darlingi coletados durante o primeiro pico de densidade
do vetor, 18-21 horas (creptsculo), foram comparados com espécimes do terceiro pico de
densidade, 3-6 horas (amanhecer) (Figura 16A). Para a PCA, 54 genotipos foram utilizados e
um conjunto de 175 SNPs, identificados em 50% dos individuos (Figura 17). O mesmo conjunto
foi utilizado para a DAPC, na qual o menor valor de BIC foi 3 (Figura 18A). Tanto na PCA
quanto na DAPC, néo foi evidenciado diferenciacao entre mosquitos exofagicos coletados no

crepusculo e pela manha.
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Figura 16: Densidade An. darlingi coletados em Granada das 6 pm até 6 am. (A) Coleta
no peridomicilio. (B) Coleta no intradomicilio. Os nimeros 1 e 2 indicam os dois picos de densidade

analisados, crepisculo e amanhecer.

...
o L ]
o
[ o
w - @ L)
2 ® 4
o
e ®
o 97 9 5
: s i
o
© Z 2
' °® e Oy CE
o | (@] g S <
' [ ] ]
T T T T T T T
-15 -10 5 0 5 10 15
PC1 (16.8%)

Figura 17: Analise de Componente Principal (PCA) com SNPs de An. darlingi exofagicos
de Granada. (A) PCA de 175 SNPs genotipados em An. darlingi exofagicos coletados das 18-21

horas (creptsculo) pontos verdes; e das 3-6 horas (amanhecer) pontos rosas.
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Figura 18: Sumario da Analise Discriminante de Componente Principal (DAPC) em An.
darlingi exofagicos em Granada. (A) Valores de Critério de Informagao Bayesiana (BIC) para
cada K, o menor valor foi 3. (B) Mesa com propor¢ao de individuos dos 2 grupos incluidos nos trés
clusters inferidos (rosa, amarelo e verde). (C) Ordem dos trés clusters, cada ponto representa um
individuo que pertence ao determinado cluster; as caixas representam o eigenvalues para PCA e DA.

Endofdgico Os espécimes de An. darlingi coletados dentro da casa (endofagicos) durante
o primeiro pico de densidade do vetor, 18-21 horas (crepusculo), foram comparados com es-
pécimes do terceiro pico de densidade, 3-6 horas (amanhecer) (Figura 16B). Para a PCA, 42
genotipos foram utilizados e um conjunto de 1.228 SNPs foram identificados (Figura 19). A
DAPC foi feita com o mesmo conjunto de SNPs e o menor valor de BIC foi 2 (Figura 20A).
Ao contrario da analise anterior, a PCA e DAPC discriminaram os mosquitos endofagicos

coletados no crepiisculo e pela manha.
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Figura 19: Analise de Componente Principal (PCA) com SNPs de An. darlingi endofagi-
cos de Granada. (A) PCA de 1.228 SNPs genotipados no intradomicilio das 18-21 horas (creptsculo)
pontos roxos; das 3-6 horas (amanhecer) pontos amarelos.
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Figura 20: Sumario da Analise Discriminante de Componente Principal (DAPC) em An.
darlingi endofagicos em Granada. (A) Valores de Critério de Informagao Bayesiana (BIC) para
cada K, o menor valor foi 2. (B) Mesa com proporgao de individuos dos 2 grupos incluidos nos dois
clusters inferidos (roxo e amarelo). (C) Ordem dos dois clusters em um eixo, a &rea representa a

densidade de individuos que pertencem ao determinado cluster.
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Tabela 10: Sumério dos dados SNPs (variaveis e fixos) de An. darlingi endo/exofagicos crepuscular

e matinal.
Tipo Privado  Posigbes  Variante  Polimérfico % Polimorfismo
Exofégico Crepiisculo 70 83956 556 190 0.2263
Amanhecer 91 84107 557 291 0.346
Endoféagico Crepisculo 55 83956 556 243 0.2894
Amanhecer 85 84107 557 315 0.3745

Exofdgico e Endofdgico  As amostragens anteriores de espécimes de An. darlingi endo-
fagicos e exofagicos foram juntamente analisadas. Portanto, para a PCA, 96 gend6tipos foram
utilizados e um conjunto de 557 SNPs foram identificados em 50% desses individuos (Figura
21). Nesta anélise, o primeiro eixo diferenciou majoritariamente espécimes endofagicos de exo-
fagicos, explicado por 16,5% dos marcadores; no segundo eixo, a diferenciacio foi em relacao
ao horario da hematofagia, explicado por 7,5% do conjunto de SNPs. Da mesma maneira, a
clusterizagao hierarquica apresentou uma primeira divisdo entre mosquitos endo/exofagicos,
e posteriormente, entre habito hematofagico crespular e matinal (Figura 21B). Os espécimes
de An. darlingi tanto endofagicos quanto exofagicos com comportamento matinal tiveram

porcentagem de polimorfismo maiores, bem como nimero de alelos privados (Tabela 10).
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Figura 21: Analise de Componente Principal (PCA) e clusterizacao hierarquica de genéti-

pos de An. darlingi endofagicos e exofagicos de Granada. (A) PCA de 557 SNPs genotipados
em 96 individuos no intradomicilio (roxo e amarelo) e no peridomicilio (verde e rosa), nos dois picos de
densidade, 18-21 horas (verde e roxo) e das 3-6 horas (rosa e amarelo). (B) Clusterizagao hierarquica
por Ward (1963), * ramo conduzido a andlise de genes ontélogos (GO). (C) Divisdo dos grupos para
a analise de genes ontologos (I-IV).

A analise de genes ontologos (GO) foi conduzida entre espécimes de An. darlingi que
encontraram-se proximos na clusterizagdo hierarquica, porém com fenotipos diferentes; pois,
dessa maneira, analisamos individuos similares geneticamente e, portanto, as diferengas encon-
tradas na analise de GO seriam relacionadas com o fenétipo. As duas anélises foram entre os
mosquitos exofagicos dos dois horarios e endofagicos coletados no creptsculo (Figura 21C). A
primeira comparagcao, entre os grupos I vs. I, apresentou enriquecimento significativo de dois
grupos de processos biologicos, processo metabolico em geral (GO: 0008152; ntimero esperado
(ne) = 22,94; namero obtido (no) = 31; p = 0,018) e processo metabolico de substancias
organicas (GO: 0071704; ne = 17,75; no = 25; p = 0,026). Ja na segunda comparagao, entre
os grupos III vs. IV, apesar do processo metabdlico ter tido 64 genes relacionados, o enrique-

cimento nao foi estatisticamente significativo (p = 0,06). No entanto, dois outros grupos de
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GO foram significativos, processo metabolico de amino acido celular (GO:0006520; ne = 1,51;
no = 5; p = 0,017) e de acido graxo (GO:0006631; ne = 0,7; no = 3; p = 0,03). Demais com-
paracoes entre individuos mais distantes na clusterizagao hierarquica foram realizadas, porém

nenhum enriquecimento para GO foi significativo.
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5 Discussao

Estudos que geo-referenciam e identificam focos de casos de maléria podem representar um
incremento junto aos esforgos para a eliminagao dessa doenga (Bousema et al., 2010; Valle
& Lima, 2014). Dessa maneira, correlagoes locais podem ser detectadas, destacando caracte-
risticas peculiares, e consequentemente, tornando o controle da transmissao da malaria mais
efetivo. Correlagoes positivas foram encontradas entre a proximidade das habitacoes humanas
dos potenciais criadouros dos vetores anofelinos, com o risco de contrair malaria (Staedke,
2003; Clark et al., 2008). Areas de mineracio, bem como campos de exploracdo madeireira
e assentamentos rurais também encontraram-se correlacionados com risco a essa doenca, pois
apresentaram aumento da densidade vetorial (de Castro et al., 2006, 2007; da Silva-Nunes et
al., 2008). Portanto, destacamos a importancia de um estudo a nivel microgeografico da di-
namica vetorial e transmissao de malaria, assim como realizado em outros estudos (Scarpassa
& Conn, 2007; Dery et al., 2010; Moutinho et al., 2011).

As analises com os nove marcadores microssatélites discriminaram os espécimes de An.
darlingi com distancias geograficas maiores (~600km), ou seja, Cruzeiro do Sul de ambos os
assentamentos rurais. Em contrapartida, Granada e Remansinho, os quais sdo separados por
aproximadamente 60 km, apresentaram populagbes geneticamente similares. Com a finalidade
de confirmar se amostras de An. darlingi coletadas em Granada e Remansinho formam real-
mente uma tnica populacao ou, se essa observagao foi resultante de uma limitagdo da técnica
de microssatélites empregada, SNPs foram genotipados nas amostras dos mesmos locais atra-
vés da técnica de ddRADseq. Conseguinte, a nitida diferenciagdo entre os dois assentamentos
rurais obtidos com dados dos SNPs na Anélise de Componente Principal (PCA) em conjunto
com Cruzeiro do Sul (Figura 8), demonstrou que microssatélites sdo limitantes para acessar
subdivisdo populacional a nivel microgeografico em An. darlingi.

Além disso, os espécimes coletados em Granada e Remansinho, em trés meses diferentes,
foram consistentemente separados em dois grupos independentes (Figuras 10). A abordagem
nas andlises Bayesianas que incluiu somente os SNPs informativos na diferenciacao das po-

pulagbes, ou seja, Fgr > 0,05, distinguiu novamente, desta vez com um modelo biolégico
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genético-populacional que assume equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e desequilibrio de li-
gagao (LD), An. darlingi de Granada e Remansinho (Figuras 10D). Essa separagao pode nao
ser absoluta, no entanto, o fluxo genético entre elas justificado pela proximidade geografica
nao seria relevante. Tendo em vista essa organizacdo subpopulacional de An. darlingi, que
adapta-se as caracteristicas tipicas de cada ambiente, a necessidade de um controle especifico
que leve em consideragao essas diferencas focais é reforgada.

O regime de chuvas foi considerado o principal fator ecolégico que influencia na distri-
buicao e abundancia de An. darlingi, o qual tem apresentado densidade sazonal de acordo,
especialmente, com a disponibilidade de habitats larvais (Sinka et al., 2010; Hiwat & Bretas,
2011). Em é&reas ribeirinhas e rurais a densidade desse mosquito coincide com o periodo de
chuvas (Gil et al., 2003), ja nas areas urbanas e semi-urbanas ou a densidade vetorial ocorre na
transi¢ao do periodo chuvoso para o periodo seco e vice-versa (Gil et al., 2007; Souza-Santos,
2002), ou permanece constante, independente da pluviosidade, devido aos criadouros artificiais
(Gil et al., 2003; Moutinho et al., 2011).

Em espécimes de An. darlingi coletados proximos a Porto Velho (Rondoénia, Brasil), ao
longo do Rio Madeira, foram encontradas duas subpopulagoes geneticamente distintas adap-
tadas a diferentes periodos de chuvas (Angella et al., 2014). Baseado nos dados de SNPs, o
presente estudo corroborou a existéncia dessas subpopulagées de An. darlingi, uma vez que
espécimes coletados em Novembro, durante a estagdo seca, diferenciaram-se dos espécimes co-
letados nos outros dois meses, Margo e Maio, durante a estagao chuvosa. Assim, como descrito
por Angella et al. (2014), a subpopulagao da estacao seca pode estar mais adaptada a cria-
douros permanentes, comumente criados pelo homem. Estes criadouros, diferentemente dos
criadouros naturais, ndo sao afetados dramaticamente pelas flutuacoes sazonais das chuvas. A
influéncia humana pode, portanto, alterar a estruturacao populacional de An. darlingi com
decorrentes implicacoes epidemioldgicas, uma vez que a subpopulagao da estacao seca pode
promover a constante transmissao de malaria ao longo do ano.

Apesar de complexa, a relacao entre o grau de desflorestacao e a presenca de criadouros

larvais de An. darlingi, bem como aumento da taxa de picada na regido Amazdnica peru-
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ana, foram positivamente associados (Vittor et al., 2006; 2009). Assentamentos rurais estao
sujeitos a gradual e continua mudanga da paisagem por interveng¢ao humana, como o desenvol-
vimento agricola, exploragao mineral, degradacao da floresta nativa e aumento da populagao
humana (Rozendall, 1990; de Castro et al., 2006; Sinka et al., 2010; Moutinho et al., 2011).
Tais mudangas ambientais combinadas com a variacao climética sazonal, como temperatura,
pluviosidade e umidade, tem grande influéncia na sobrevivéncia, densidade e distribuicdo dos
anofelinos (Yasuoka & Levins, 2007; Angella et al., 2014).

As localidades rurais do presente estudo, Granada e Remansinho, tem presenciado mo-
dificacbes ambientais similares a estas sendo que em Granada, inaugurada h& 33 anos, um
maior impacto é observado quando comparado com Remansinho, inaugurado ha apenas 8
anos (Moutinho et al., 2011; Barbosa et al., 2014). As diferentes idades desses assentamentos
e procedente grau de modificacdo ambiental podem também explicar as diferengas genéticas,
a um nivel microgeogréfico, aqui encontradas entre os dois grupos de mosquitos An. darlingi
coletados em Granada e Remansinho.

Contundentemente, ambos os marcadores moleculares do presente estudo, tanto micros-
satélites quanto os SNPs, detectaram maior diversidade genética no assentamento rural mais
recente, Remansinho, seja pelo maior nimero de alelos privados (Tabela 4) ou pela maior por-
centagem de posigoes polimorficas (Tabela 7). Esse assentamento possui uma propor¢ao maior
de floresta intacta quando comparado com Granada, o assentamento mais antigo (Barbosa et
al., 2014), corroborando a hipotese de que desflorestacao pode ser associada com perda de
biodiversidade (Vieira et al., 2008; Gadner et al., 2009).

A discreta subdivisao encontrada nas amostras de Granada, coletadas no més de Novem-
bro (Figura 10A), indicou possiveis subpopulagoes simpétricas de An. darlingi que adaptaram-
se de forma independente aos mesmos estimulos ambientais locais. Plasticidade no comporta-
mento foi detectada nessa espécie ligadas a preferéncia para criadouro larval (de Castro et al.,
2006; Vittor et al., 2009), a preferéncia de hospedeiro (Zimmerman et al., 2006), ao horéario
do repasto sanguineo (Moreno et al., 2007) e a endofagia ou exofagia (Moreno et al. 2015).

No presente estudo, foi investigado se sinais genéticos estao ligados ao comportamento hema-
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tofagico, no que diz respeito ao local do repasto sanguineo, dentro das casas (endofagia) ou no
peridomicilio (exofagia); e ao horario, no comego da noite (18-21 horas) e no amanhecer (3-6
horas).

Inicialmente os espécimes de An. darlingi endofagicos e exofagicos foram analisados em
cada assentamento separadamente. A subdivisdo entre eles foi melhor suportada na PCA em
Granada (20,3%) do que Remansinho (10,1%) (Figura 14). Posteriormente, numa analise com
os quatro grupos, os espécimes de An. darlingi endofagicos formaram um tnico agrupamento,
independente da origem do assentamento rural, enquanto que os exofagicos formaram dois
grupos avulsos (Figura 14). O mesmo resultado foi obtido na DAPC, onde a maioria dos
individuos endofagicos enquadraram-se em um tnico cluster inferido (Figura 15). Sendo assim,
a pressao seletiva de origem antropogénica para o comportamento endofégico pode ter sido a
mesma em dois assentamentos independentes.

Uma outra questao a ser considerada é o local de descanso do mosquito durante o ciclo
gonotrofico, ou seja, no intervalo entre os repastos sanguineos quando ocorre a digestao san-
guinea, maturacao dos ovos e oviposigao. Os mosquitos podem ter comportamento exofagico
e exofilico (descansa fora das casas) ou endofagico e endofilico (descansa dentro das casas)
(Figura 22; Paaijmans & Thomas, 2011); ambos ja observados em An. darlingi (Hiwat &
Bretas, 2011). Sendo assim, nos sugerimos que os espécimes de An. darlingi exofagicos sao
uma subpopulagdo “selvagem” que se abriga na floresta e se utiliza de criadouros naturais,
enquanto que os endofagicos sdo “domiciliados”, abrigando-se dentro das casas ou nas suas
proximidades e se utilizam de criadouros artificiais proximos das habitagoes.

A adaptacao rapida a novos nichos criados pelo homem foi detectada em linhagens
divergentes de An. gambice (Kamdem et al., 2012). Ayala & Coluzzi (2005) mostraram que a
estreita relagdo dos vetores com os seres humanos tem sido reconhecida como uma grande forca
evolutiva para moldar a populagdo de An. gambiae. Recentemente, larvas de An. gambiae
foram surpreendentemente identificadas em ambientes urbanos (Awolola et al., 2007; Omlin
et al., 2007). Em An. darlingi, estudos tem mostrado adaptagao a drea urbana / periurbana,

principalmente em associa¢do a pogos de piscicultura, na Amazonia peruana (Maheu-Giroux
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. .

do repasto sanguineo Busca por criadouro Digestdo do repasto sanguineo
e maturagio dos ovos e oviposigdo e maturagio dos ovos
[dias] [minutos/horas?] [dias]

Repasto sanguineo Busca por hospedeiro Repasto sanguineo
[minutos] [minutos/horas?] [minutos]
Exofégico & Exofilico Endofégico & Endofilico

Figura 22: Esquema geral do ciclo gonotréfico de mosquitos exofagico & exofilico ou
endofagico & endofilico. Os mosquitos se alimentam e descansam fora das casas sao considerados
exofagicos e exofilicos, respectivamente; e os mosquitos que fazem o repasto sanguineo e descansam
dentro das casas ou proximidades, sdo respectivamente, endofagicos e endofilicos. Figura baseada na
figura 1 de Paaijmans & Thomas, 2011.

et al., 2010) e brasileira (Costa et al., 2010). O trabalho de Costa et al. (2010) foi realizado
em um dos locais do presente estudo, Cruzeiro do Sul, onde foi observado um expressivo
aumento na transmissao de malaria apos a escavagao de novos pogos para criagao de peixes
na regiao. Visto isso, as adaptagoes dos vetores ao ambiente, mediante modificagbes humanas,
podem mudar o paradigma de transmissao e controle da malaria: de uma doenca que afeta
principalmente Areas rurais e pouco povoadas para areas urbanas e densamente habitadas
(Kamdem et al., 2012).

Borrifagao de inseticida no interior das casas (IRS) e mosquiteiros impregnados com
inseticida (ITNs) reduziram a densidade de anofelinos intra-domiciliares e, causaram variagao
no horario da alimentagio sanguinea por esses vetores (Santos et al., 1999; Pates & Curtis,
2005). Dois estudos reportaram mudangas no comportamento hematofagico em An. gam-
biae, o horario da taxa de picada foi adiantado, comparando vilas tratadas e nao-tratadas
com mosquiteiros impregnados com inseticida (ITNs) (Njau et al.,1993; MBogo et al., 1996).
Em An. darlingi, o controle com ITNs foi efetivo apenas em alguns paises, ou seja, onde a

endofilia e endofagia vetorial eram mais significativas, porém a erradicagao foi inviavel devido
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as populagoes “selvagens”, exofilica e exofagica (Giglioli, 1956; Rozendaal et al., 1989; Harris
et al., 2006; Magris et al., 2007; Hiwat et al., 2010).

Em relagao ao horéario do repasto sanguineo, populagées de An. darlingi tem apresentado
diferentes ritmos, uni-bi ou trimodal, no intervalo das 18 horas — 6 horas (Lourenco-de-Oliveira
et al., 1989; Hiwat & Bretas, 2011). No presente estudo, a coleta de An. darlingi apresentou-se
com um ritmo trimodal no assentamento de Granada para mosquitos endofagicos e exofégicos,
com o primeiro pico de densidade do vetor as 19 horas, seguido de outros dois as 23 horas e
3 horas da noite (Figura 16). Os SNPs encontrados suportaram diferengas de ~17% entre os
espécimes de An. darlingi, tanto endofagicos quanto exofagicos, coletados no crepiisculo e no
amanhecer (Figura 17, 19). Para os vetores exofagicos, 3 clusters genéticos foram inferidos,
dois exclusivamente relacionados a cada pico de densidade vetorial e um terceiro compar-
tilhado entre eles (Figura 18B, C). Por outro lado, para os espécimes endofagicos somente
2 clusters foram inferidos, os quais compreenderam em sua totalidade um dos dois grupos,
ou crepuscular ou matinal (Figura 20B, C). A subdivisdo quanto ao horario da alimentacao
sanguinea foi melhor definida portanto, nos vetores endofagicos. Além disso, na anélise em
conjunto dos 4 grupos, os espécimes com comportamento endofagico e matinal apresentaram
maior homogeneidade entre si (Figura 20A), o que pode refletir uma maior pressao seletiva
para este comportamento.

A analise de clusterizagao hierdrquica destes 4 grupos concordou com os dados da ané-
lise de componente principal, ou seja, a divisdo mais basal foi entre espécimes endofigicos
e exofagicos (Figura 21B). Essa primeira distin¢do pode, de fato, representar subpopulagoes
adaptadas as moradias humanas, consequentemente “domiciliadas”, oriundas das subpopula-
coes “selvagens” que habitam o interior da floresta. Neste caso portanto, as mudancas antro-
pogénicas, através do desenvolvimento de novos nichos ecologicos para o vetor, desempenham
uma importante influéncia no que diz respeito aos aspectos comportamentais de An. darlingi.

As derivagoes posteriores nos dois maiores ramos da clusterizagao hierarquica, repre-
sentaram sobretudo a separacao entre os horarios de hematofagia. Considerando apenas os

mosquitos exofagicos, propomos duas hipéteses para explicar a diferenga quanto ao horario da
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alimentagao: a distancia do criadouro & fonte de alimentagao, no caso a habitacdo humana, ou
seja, os mosquitos da manha seriam oriundos de criadouros mais longinquos; ou a associagao
com carater genético comportamental, independente do criadouro. Para testar as hipoteses, se
faz necesséria uma investigacao genética das larvas provenientes de diversos criadouros, bem
como de mosquitos adultos coletados no mesmo espaco temporal.

Alternativamente, a analise de genes fisicamente ligados aos SNPs mais informativos
pode indicar grupos génicos relacionados em uma dada comparagao, associando assim, um
fator genético ao fenotipo observado. Um importante resultado obtido por essa analise, no
presente estudo, foi o enriquecimento de genes para o processo metaboélico de substancias
orgénicas na comparacoes de An. darlingi endofagicos vs. exofagicos. Este grupo de genes
contem diversos genes associados ao metabolismo de inseticidas e, neste caso, podem estar
envolvidos na resisténcia a inseticida. Mais adiante, o padrao de agrupamento mais terminal
pode representar individuos muito relacionados como por exemplo, familias. Hipoteticamente,
essas familias representariam agrupamentos de mosquitos vindos do mesmo criadouro e com
hébitos hematofagicos similares. Esse tltimo poderia ser explicado por um grau de treinamento
comportamental, a nivel de comunidade, existente no mosquito, como encontrado em outros
insetos sociais. Portanto, o criadouro de An. darlingi parece desempenhar um papel de

unidade genética populacional.
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6 Conclusao

Em nosso estudo mostramos heterogeneidade genética em An. darlingi relacionada desde a
aspectos geograficos (escalas macro e microgeografica), até diferengas entre individuos simpé-
tricos ligadas a sazonalidade e ao comportamento. Adicionalmente, acreditamos que o homem
desempenha um papel importante ao modificar o ambiente natural, criando novas condigoes
ecolbgicas para o vetor e influenciando na sua dindmica populacional. A subdivisdo populaci-
onal dentro dessa espécie situa a importancia do entendimento e vigilancia entomolégica para
epidemiologia da maléria. Dado que cada localidade possui caracteristicas ambientais peculi-
ares e portanto, diferentes composi¢ées populacionais dos vetores, intervengoes especificas em

menor escala passam a ser abordagens interessantes no controle da malaria.
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8 Anexos

10.

. Anexo- Tabela 1. Indexagao das amostras de An.

ada no Miseq Desktop Sequencer.

. Anexo- Tabela 2. Indexagao das amostras de An.

ada no Miseq Desktop Sequencer.

. Anexo- Tabela 3. Indexag@o das amostras de An.

ada no Miseq Desktop Sequencer.

Anexo- Tabela 4. Indexagdo das amostras de An.

ada no Miseq Desktop Sequencer.

. Anexo- Tabela 5. Indexagdo das amostras de An.

ada no Hiseq 2500.

. Anexo- Tabela 6. Indexag@o das amostras de An.

ada no Hiseq 2500.

Anexo- Tabela 7. Indexacao das amostras de An.

ada no Hiseq 2500.

darling: para a biblioteca 1 sequenci-

darling: para a biblioteca 2 sequenci-

darlingi para a biblioteca 3 sequenci-

darling: para a biblioteca 4 sequenci-

darling: para a biblioteca 1 sequenci-

darlingi para a biblioteca 2 sequenci-

darling: para a biblioteca 2 sequenci-

. Anexo- Tabela 8. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi das trés

localidades. Detalhes por individuo do ntimero de sequéncias genotipadas.

. Anexo- Tabela 9. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi de Gra-

nada e Remansinho em Marcgo de 2012. Detalhes por individuo do niimero de sequéncias

genotipadas.

Anexo- Tabela 10. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi de Gra-

nada e Remansinho em Maio de 2012. Detalhes por individuo do niimero de sequéncias

genotipadas.
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11.

12.

13.

14.

15.

Anexo- Tabela 11. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi endo-
fagicos e exofagicos em Remansinho. Detalhes por individuo do ntmero de sequéncias

genotipadas.

Anexo- Tabela 12. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi exofagi-

cos em Granada. Detalhes por individuo do nimero de sequéncias genotipadas.

Anexo- Tabela 13. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi endoféa-

gicos em Granada. Detalhes por individuo do niimero de sequéncias genotipadas.
Anexo- Texto 1. Script utilizado para o processamento dos dados com Stacks.

Anexo- Texto 2. Script utilizado para a conversao de uma lista de genes para uma lista

de GO.
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Anexo- Tabela 1. Indexacgéo das amostras de An. darlingi para a biblioteca 1 sequenciada no Miseq
Desktop Sequencer.

Biblioteca 1 Miseq

Amostra | Indice Nextera I7 | Indice Nextera I5
R1 N701 N501
R2 N701 N502
R3 N702 N501
R4 N702 N502
R5 N703 N501
R6 N703 N502
R7 N704 N501
R8 N704 N502
R9 N705 N501
R10 N705 N502
R11 N706 N501
R12 N706 N502
G1 N707 N501
G2 N707 N502
G3 N708 N501
G4 N708 N502
G5 N709 N501
G6 N709 N502
G7 N710 N503
G8 N710 N504
G9 N711 N503
G10 N711 N504
G11 N712 N503
G12 N712 N504

Anexo- Tabela 2. Indexacgéo das amostras de An. darlingi para a biblioteca 2 sequenciada no Miseq
Desktop Sequencer.

Biblioteca 2 Miseq

Amostra | Indice Nextera I7 | Indice Nextera I5
G13 N701 N501

Gl14 N701 N502

G15 N701 N503

G16 N701 N504

G17 N702 N501

G18 N702 N502

G19 N702 N503




G20 N702 N504
G21 N703 N501
G22 N703 N502
G23 N703 N503
G24 N703 N504
G25 N704 N501
G26 N704 N502
G27 N704 N503
G28 N704 N504
G29 N705 N501
G30 N705 N502
CS1 N705 N503
CS2 N705 N504
CS3 N706 N501
CS4 N706 N502
CS5 N706 N503
CS6 N706 N504

Anexo- Tabela 3. Indexacgédo das amostras de An. darlingi para a biblioteca 3 sequenciada no Miseq
Desktop Sequencer.

Biblioteca 3 Miseq

Amostra | Indice Nextera I7 | Indice Nextera I5
R13 N701 N501
R14 N702 N501
R15 N703 N501
R16 N704 N501
R17 N705 N501
R18 N706 N501
R19 N707 N501
R20 N708 N501
R21 N709 N501
R22 N710 N501
R23 N711 N501
R24 N712 N501
R25 N701 N502
R26 N702 N502
R27 N703 N502
CS7 N704 N502
CS8 N705 N502
CS9 N706 N502

II



CS10 N707 N502
CS11 N708 N502
CS12 N709 N502
CS13 N710 N502
CS14 N711 N502
CS15 N712 N502

Anexo- Tabela 4. Indexacgéo das amostras de An. darlingi para a biblioteca 4 sequenciada no Miseq
Desktop Sequencer.

Biblioteca 4 Miseq

Amostra | Indice Nextera I7 | Indice Nextera I5
CS16 704 502
CS17 705 502
CS18 706 502
CS19 707 502
CS20 708 502
CS21 709 502
CS22 710 502
CS23 711 502
CS24 712 502
CS25 701 501
CS26 702 501
CS27 703 501
CS28 704 501
CS29 705 501
CS30 706 501

Anexo- Tabela 5. Indexacéo das amostras de An. darlingi para a biblioteca 1 sequenciada no Hiseq
2500.

Biblioteca 1 Hiseq

Amostra | Indice Nextera I7 | Indice Nextera I5
A11R001 N701 N501
A11R002 N702 N501
A11R003 N703 N501
A11R004 N704 N501
A11R005 N705 N501
A11R006 N706 N501
A11R007 N707 N501
A11R008 N708 N501

II



A11R009 N709 N501
A11R010 N710 N501
A11R011 N711 N501
A11R012 N712 N501
A11R013 N701 N502
A11R014 N702 N502
A11R015 N703 N502
A11R016 N704 N502
A11R137 N705 N502
C11G008 N706 N502
C11G009 N707 N502
C11G010 N708 N502
C11G011 N709 N502
C11G012 N710 N502
C11G013 N711 N502
C11G014 N712 N502
A11R145 N701 N503
C11G015 N702 N503
C11G016 N703 N503
C11G017 N704 N503
C11G018 N705 N503
A11R150 N706 N503
Al11R151 N707 N503
A11R152 N708 N503
A11R153 N709 N503
Al11R154 N710 N503
A11R155 N711 N503
A11R156 N712 N503
A11R157 N701 N504
A11R158 N702 N504
A11R159 N703 N504
A11R160 N704 N504
Al11R161 N705 N504
A11R162 N706 N504
A11R163 N707 N504
Al11R164 N708 N504
A11R165 N709 N504
A11R166 N710 N504
A11R167 N711 N504
A11R168 N712 N504
A11R169 N701 N505

IV



A11R170 N702 N505
Al11R171 N703 N505
A11R172 N704 N505
A11R173 N705 N505
Al11R174 N706 N505
A11R175 N707 N505
A11R176 N708 N505
C11G001 N709 N505
C11G002 N710 N505
C11G003 N711 N505
C11G004 N712 N505
A11G293 N701 N506
A11G216 N702 N506
A11G294 N703 N506
A11G218 N704 N506
A11G295 N705 N506
A11G296 N706 N506
A11G297 N707 N506
A11G298 N708 N506
A11G223 N709 N506
A11G299 N710 N506
A11G225 N711 N506
A11G226 N712 N506
A11G300 N701 N507
A11G228 N702 N507
A11G229 N703 N507
A11G230 N704 N507
A11G231 N705 N507
A11G301 N706 N507
A11G302 N707 N507
A11G303 N708 N507
A11G304 N709 N507
A11G236 N710 N507
A11G305 N711 N507
A11G306 N712 N507
A11G307 N701 N508
A11G308 N702 N508
A11G309 N703 N508
C11G005 N704 N508
C11G006 N705 N508
C11G007 N706 N508




A11G287 N707 N508
A11G288 N708 N508
A11G289 N709 N508
A11G291 N711 N508
A11G290 N710 N508
A11G292 N712 N508

Anexo- Tabela 6. Indexacido das amostras de An. darlingi para a biblioteca 2 sequenciada no Hiseq
2500.

Biblioteca 2 Hiseq

Amostra | Indice Nextera I7 | Indice Nextera I5
C11R016 N701 N501
C11R017 N702 N501
C11R018 N703 N501
C11R019 N704 N501
C11R020 N705 N501
A12R011 N706 N501
A12R012 N707 N501
A12R013 N708 N501
A12R014 N709 N501
A12R015 N710 N501
A12R016 N711 N501
A12R017 N712 N501
A12R018 N701 N502
A12R019 N702 N502
A12R020 N703 N502
A12R021 N704 N502
C11R001 N705 N502
A12R022 N706 N502
A12R023 N707 N502
A12R024 N708 N502
A12R025 N709 N502
A12R026 N710 N502
A12R027 N711 N502
A12R028 N712 N502
C11R002 N701 N503
A12R029 N702 N503
A12R030 N703 N503
A12R031 N704 N503
A12R032 N705 N503

VI



C11R003 N706 N503
A12R033 N707 N503
A12R034 N708 N503
A12R035 N709 N503
A12R036 N710 N503
A12R037 N711 N503
A12R038 N712 N503
A12R039 N701 N504
A12R040 N702 N504
A12G002 N703 N504
A12G003 N704 N504
A12G008 N705 N504
A12G009 N706 N504
A12G010 N707 N504
A12G011 N708 N504
A12G012 N709 N504
A12G013 N710 N504
A12G014 N711 N504
A12G015 N712 N504
A12G016 N701 N505
A12G017 N702 N505
A12G018 N703 N505
A12G019 N704 N505
A12G020 N705 N505
A12G021 N706 N505
A12G022 N707 N505
A12G023 N708 N505
A12G024 N709 N505
B12G001 N710 N505
B12G003 N711 N505
B12G004 N712 N505
B12G005 N701 N506
C11R004 N702 N506
B12G006 N703 N506
C11R005 N704 N506
B12G007 N705 N506
B12G008 N706 N506
B12G009 N707 N506
B12G010 N708 N506
C11R006 N709 N506
B12G011 N710 N506

VII



C11R007 N711 N506
C11R008 N712 N506
B12G028 N701 N507
C11R009 N702 N507
C11R010 N703 N507
C11R011 N704 N507
C11R012 N705 N507
B12G029 N706 N507
B12G030 N707 N507
B12G031 N708 N507
B12G032 N709 N507
C11R013 N710 N507
B12G033 N711 N507
B12G034 N712 N507
B12G035 N701 N508
B12G036 N702 N508
B12G038 N703 N508
B12G039 N704 N508
B12G040 N705 N508
B12G041 N706 N508
B12G042 N707 N508
B12G043 N708 N508
B12R019 N709 N508
C11R014 N710 N508
B12R020 N711 N508
C11R015 N712 N508

Anexo- Tabela 7. Indexacédo das amostras de An. darlingi para a biblioteca 2 sequenciada no Hiseq
2500.

Biblioteca 3 Hiseq

Amostra | Indice Nextera I7 | Indice Nextera I5
B12R021 N701 N501
B12R022 N702 N501
B12R023 N703 N501
B12R024 N704 N501
B12R025 N705 N501
B12R026 N706 N501
B12R027 N707 N501
B12R029 N708 N501
B12R030 N709 N501

VIII



B12R031 N710 N501
B12R032 N711 N501
B12R034 N712 N501
B12R035 N701 N502
B12R036 N702 N502
A11G170 N703 N502
A11G171 N704 N502
A11G172 N705 N502
A11G173 N706 N502
A11G174 N707 N502
A11G175 N708 N502
A11G176 N709 N502
A11G177 N710 N502
A11G178 N711 N502
A11G179 N712 N502
A11G180 N701 N503
A11G181 N702 N503
A11G182 N703 N503
A11G066 N704 N503
A11G067 N705 N503
A11G068 N706 N503
A11G183 N707 N503
A11G184 N708 N503
A11G185 N709 N503
A11G186 N710 N503
A11G187 N711 N503
A11G188 N712 N503
A11G069 N701 N504
A11G190 N702 N504
A11G191 N703 N504
A11G070 N704 N504
A11G193 N705 N504
A11G194 N706 N504
A11G071 N707 N504
A11G072 N708 N504
A11G197 N709 N504
A11G198 N710 N504
A11G073 N711 N504
A11G200 N712 N504
A11G201 N701 N505
A11G074 N702 N505

IX



A11G075 N703 N505
A11G204 N704 N505
A11G205 N705 N505
A11G206 N706 N505
A11G076 N707 N505
A11G077 N708 N505
A11G078 N709 N505
A11G079 N710 N505
A11G080 N711 N505
A11G101 N712 N505
A11G102 N701 N506
A11G216 N702 N506
A11G217 N703 N506
A11G218 N704 N506
A11G103 N705 N506
A11G104 N706 N506
A11G221 N707 N506
A11G222 N708 N506
A11G223 N709 N506
A11G105 N710 N506
A11G225 N711 N506
A11G226 N712 N506
A11G227 N701 N507
A11G228 N702 N507
A11G229 N703 N507
A11G230 N704 N507
A11G231 N705 N507
A11G232 N706 N507
A11G233 N707 N507
A11G234 N708 N507
A11G235 N709 N507
A11G236 N710 N507
A11G237 N711 N507
A11G238 N712 N507
A11G106 N701 N508
A11G107 N702 N508
A11G108 N703 N508
A11G109 N704 N508
A11G110 N705 N508
A11G111 N706 N508




Anexo- Tabela 8. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi das trés localidades.

Detalhes por individuo do nimero de sequéncias genotipadas.

Sequéncias %
Amostra Total de. A@biguas/ Seq.uéncias Sequéncias Se(.luénciasLoc.i % L.oci SNPs
Sequéncias|Baixa Retidas . Unicas Polimo6rficoPolimérfico[Encontrados
Qualidade lAlinhadas

G1 739640 28337 711303 32,17 13087 3122 23,86 5175
G2 1042838 | 371585 671253 30,64 8725 1945 22,29 3200
G3 860774 81858 778916 28,87 7419 1564 21,08 2509
G4 954722 296864 657858 32,08 12114 2889 23,85 4702
G5 1215308 63222 1152086 31,06 14474 3362 23,23 5523
G6 1554466 | 504712 | 1049754 28,35 9517 2128 22,36 3516
G7 865802 98008 767794 27,64 7961 1744 21,91 2846
G8 1244804 84773 1160031 30,09 11936 2717 22,76 4460
G9 821506 32422 789084 31,89 14898 3609 24,22 5943
G10 941918 90739 851179 28,47 8946 1883 21,05 3126
G11 677158 48355 628803 29,77 8891 2133 23,99 3439
G12 749370 43637 705733 31,55 14363 4478 31,18 7668
R1 805138 83061 722077 31,77 14228 3535 24,85 5845
R5 904304 44682 859622 32,96 14866 3822 25,71 6295
R8 931754 233033 698721 33,57 13070 3280 25,10 5422
R13 1633808 | 637729 996079 34,04 17168 4228 24,63 7045
R14 1573448 | 727205 846243 33,18 16749 4209 25,13 7051
R15 1723638 | 971992 751646 29,04 14631 3601 24,61 5796
R16 1125340 | 503984 621356 33,06 14508 3491 24,06 5713
R17 1809918 | 778097 | 1031821 30,69 17125 5985 34,95 10183
R18 1178518 | 569470 609048 27,09 11618 2724 23,45 4457
R20 1387330 | 679004 708326 33,00 13458 3254 24,18 5287
R21 1306100 | 630948 675152 33,12 14112 2963 21,00 4847
R23 1221992 | 548214 673778 33,23 13452 3175 23,60 5261
R24 1132644 | 495291 637353 32,87 13884 3328 23,97 5489
R27 983976 270336 713640 32,33 14880 3539 23,78 5751
CS16 1588022 53443 1534579 32,92 24366 5669 23,27 9512
CS17 1630668 43683 1586985 33,12 27046 6224 23,01 10357
CS18 2841410 89047 2752364 33,78 29527 6796 23,02 11425
CS20 1123202 44471 1078731 33,42 23683 5362 22,64 8855
CS21 1467178 47555 1419623 36,77 33428 7205 21,55 11810
CS22 1404994 35273 1369721 35,98 28991 6877 23,72 11266
CS23 1332746 36131 1296615 35,23 28269 6420 22,71 10649
CS24 2069126 73434 1995692 33,94 30371 6638 21,86 10993
CS25 1285728 | 205913 | 1079815 34,99 20468 4516 22,06 7414
CS26 1629530 | 306425 | 1323105 33,48 25786 5323 20,64 8638
CS27 1758560 | 281691 | 1476869 30,97 22777 4638 20,36 7514

XI



CS28 979740 151960 827780 34,53 19155 4053 21,16 6733
CS29 1305716 | 275191 | 1030525 32,26 15439 3267 21,16 5452
CS30 1382422 | 262851 | 1119569 32,92 25253 5360 21,23 8853
Média 1279631,40[270615,65[1009015,72[ 32,17 17265,97 | 4026,4 23,47 6650
Desvio Padrao| 423559,18 [ 258555,07 [ 433045,16 2,23 6977,24 | 1556,93 2,65 2603,23
Min 677158 28337 609048 27,09 7419 1564 20,36 2509
Max 2841410 | 971992 | 2752364 36,77 33428 7205 34,94 11810
Erro Padrao | 28556,35 | 17431,77 | 29195,89 0,35 470,40 104,96 0,18 175,50

Anexo- Tabela 2. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi de Granada e Remansinho
em Marco de 2012. Detalhes por individuo do nimero de sequéncias genotipadas.

Sequéncias
IAmbiguas/ % Loci % Loci |SNPs
Total de  |Baixa Sequéncias [Sequéncias [Sequéncias |Polimér |Polimér [Encontra
Amostra |Sequéncias|Qualidade [Retidas Alinhadas [dnicas ficos ficos dos
A12G013 1032342 281891 750451 28,97 10947 4396 | 40,16 7002
A12G014 1160256 292396 867860 31,80 12526 5595 | 44,67 8981
A12G015 1462112 314999 1147113 32,70 16898 8377 | 49,57 | 13672
A12G016 1302342 257728 1044614 32,03 15508 7593 | 48,96 | 12253
A12G017 1199492 232218 967274 33,05 14418 6859 | 47,57 | 11064
A12G018 1212746 235230 977516 33,50 14324 6504 | 45,41 | 10384
A12G019 854694 170186 684508 33,02 10343 4794 | 46,35 7385
-cu:: A12G020 700138 130310 569828 32,36 8599 3902 | 45,38 6091
§ A12G022 977500 188003 789497 34,22 12102 5398 | 44,60 8553
O A12G023 895912 182425 713487 35,41 10749 4241 | 39,45 6673
A12R011 962416 165712 796704 35,86 14964 4250 | 28,40 7302
A12R012 1021264 179363 841901 37,17 15303 4248 | 27,76 7082
A12R014 671234 115238 555996 36,57 11991 3618 | 30,17 6032
A12R015 881228 159109 722119 36,03 13513 3788 | 28,03 6296
A12R016 1307338 232064 1075274 34,34 16715 4798 | 28,70 8163
A12R020 1022774 175224 847550 36,24 15240 4425 | 29,04 7443
A12R021 785294 130575 654719 34,98 12522 3821 | 30,51 6384
A12R022 694708 112427 582281 35,97 11858 3440 | 29,01 5666
A12R024 937214 162034 775180 37,94 13905 4123 | 29,65 6914
A12R026 1099312 186515 912797 34,54 16149 4876 | 30,19 8202
% A12R028 798908 135083 663825 36,02 12278 3502 | 28,52 5912
%  AIl12R030 797328 138365 658963 33,70 12338 3567 | 28,91 6157
% A12R031 871308 144422 726886 33,04 13187 3811 | 28,90 6532
A A12R033 1508602 246142 1262460 33,64 16783 4818 | 28,71 8271

XII



Média 1006519,25| 190319,12 | 816200,12 34,30 13465 4781 | 35,77 | 7850,568
Desvio Padrao| 234704,99 | 58037,50 | 186430,28 2,04 2222,75 11329,05| 8,42 |2090,87
Min 671234 112427 555996 28,97 8599 3440 | 27,75 5666
Max 1508602 314999 1262460 37,94 16898 8377 | 49,57 | 13672
Erro Padrdo | 47908,95 | 11846,85 | 38054,92 0,42 453,71 271,29 | 1,72 | 426,79

Anexo- Tabela 3. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi de Granada e Remansinho

em Maio de 2012. Detalhes por individuo do nimero de sequéncias genotipadas.

Sequéncias
IAmbiguas/ % ILoci % Loci |SNPs
Total de Baixa Sequéncias [Sequéncias [Sequénci [Polim6rfi[Polimérfi[Encontra
lAmostra  [Sequéncias |Qualidade [Retidas |Alinhadas |as dnicas|co co dos
B12G004 1544108 666145 877963 32,89 10817 3351 30,98 5638
B12G005 1101752 435090 666662 35,13 9175 2727 29,72 4572
B12G006 2343330 863314 1480016 217,27 15369 7482 48,68 12594
< B12G009 1592710 579277 1013433 29,25 13476 3902 28,96 6578
chs B12G010 1192662 462903 729759 31,71 11008 3277 29,77 5458
g B12G029 1469440 572374 897066 36,02 12269 3671 29,92 6213
B12G032 2482554 864938 1617616 22,99 13482 3765 27,93 6330
B12G034 2756898 1062446 1694452 24,19 13525 3735 27,62 6362
B12G035 1830182 724609 1105573 28,01 12156 3535 29,08 5996
B12G036 1614986 653287 961699 30,87 11946 3344 27,99 5781
B12G038 2151912 910121 1241791 27,78 12290 3420 27,83 5740
B12G042 1676572 672921 1003651 217,68 12154 3724 30,64 6127
B12G043 1870188 779402 1090786 24,80 11534 3188 27,64 5377
B12R020 2066510 492578 1573932 26,67 17934 8107 45,20 13501
B12R021 2287746 337225 1950521 32,95 20852 6464 31,00 10963
42‘-: B12R022 2269458 385148 1884310 36,68 22872 | 10124 | 44,26 16964
Z B12R023 2872556 355138 2517418 32,29 19831 5910 29,80 9914
% B12R024 2556684 303118 2253566 31,83 17921 5300 29,57 8911
~  BI12R025 2118638 279166 1839472 31,42 11567 3731 32,26 6032
B12R026 2398338 362229 2036109 32,41 24337 9073 37,28 15260
B12R027 2332556 326653 2005903 37,83 22662 9076 40,05 15139
B12R029 4681170 723510 3957660 34,30 30790 | 13665 | 44,38 | 23564
B12R030 1807220 197782 1609438 33,20 13961 3947 28,27 6774
B12R031 2828864 396820 2432044 32,80 24597 | 10212 | 41,52 17363
B12R032 3184864 499515 2685349 33,61 25865 | 11923 | 46,10 | 20708
B12R035 2907916 651756 2256160 34,05 21817 9063 41,54 15344
B12R036 3633000 722549 2910451 33,36 28222 | 14385 | 50,97 | 24734
Média | 2280474,59 | 565926,44 [1714548,15| 31,18 | 17127 [6300,04 | 34,78 [10664,33

XII




Desvio Padrao| 773535,64 | 221948,11 (772475,32 3,86 6141,58 | 3505,10 [ 7,67 |6034,04
Min 1101752 197782 666662 22,99 9175 2727 27,62 4572
Max 4681170 1062446 | 3957660 37,83 30790 | 14385 50,97 | 24734
Erro Padréo 148867 42713,93 |148662,94 0,74 1181,95 | 674,56 1,48 |1161,25

Anexo- Tabela 4. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi endo/exofdgicos em

Remansinho. Detalhes por individuo do nimero de sequéncias genotipadas.

Sequéncias
IAmbiguas/ % Sequénci SNPs
Total de  |Baixa Sequéncia [Sequénciasjas \Loci % Loci Encontrado
IAmostra  [Sequéncias |Qualidade |s Retidas |Alinhadas [inicas [Polimérfico [Polimérfico |s
A11R001 766700 154761 611939 40,73 11798 3542 30,02 5971
A11R002 1188546 223243 965303 73,35 4644 1485 31,98 2417
A11R003 880266 168676 711590 41,06 13115 3883 29,61 6566
A11R004 805712 170683 635029 49,56 7889 2437 30,89 4089
A11R005 1104246 187852 916394 36,98 14875 4222 28,38 7054
A11R006 1275964 247970 | 1027994 38,39 16958 4962 29,26 8337
A11R007 920928 167732 753196 52,24 11219 3389 30,21 5653
A11R008 750862 147932 602930 36,9 10252 3328 32,46 5531
A11R009 745762 132644 613118 38,66 11688 3553 30,40 5969
A11R010 993456 213665 779791 46,9 12817 3957 30,87 6663
A11R011 987798 201724 786074 62,04 8108 2485 30,65 4140
A11R012 1014508 191331 823177 53,12 9916 2995 30,20 5048
A11R013 856148 138137 718011 48,75 11283 3306 29,30 5547
S A11R014 938760 165558 773202 44,85 12092 3570 29,52 6097
%DA11R015 986842 154243 832599 43,94 13334 3759 28,19 6351
5 A11R016 961332 147922 813410 53,57 11808 3456 29,27 5949
A11R151 1207012 223748 983264 34,41 9124 2458 26,94 4239
A11R152 1649652 298997 | 1350655 22,91 11031 3073 27,86 5323
A11R153 1073860 171662 902198 21,46 11043 3065 27,76 5277
Al11R154 1154636 203058 951578 36,3 11412 3186 27,92 5375
A11R155 1435670 251998 | 1183672 34,18 17601 4910 27,90 8281
A11R156 1507744 236887 | 1270857 31,49 14953 4216 28,20 7329
A11R157 1355672 252438 | 1103234 28,56 14239 4102 28,81 6994
A11R158 1064252 232355 831897 28,55 9079 3361 37,02 5580
A11R159 1243968 214058 | 1029910 27,8 13222 4317 32,65 7327
A11R160 1142804 195638 947166 30,5 16090 4593 28,55 7854
A11R161 1273096 267922 | 1005174 29,45 9176 3147 34,30 5344
A11R162 1622878 291280 | 1331598 26,65 15745 4509 28,64 7691
o Al1R163 1918922 343755 | 1575167 30,49 16089 4365 27,13 7470
%')n Al11R164 1999590 349187 | 1650403 30,98 17717 4735 26,73 8138
g A11R165 1642172 277986 | 1364186 37,99 19180 5266 27,46 9018
é A11R166 1617696 279475 | 1338221 27,11 16269 4708 28,94 8043

XIV




Média 1190232,94| 215766,16 |974466,78| 38,75 [12617,69| 3698,13 29,62 6270,78
Desvio Padréo| 335195,67 | 58147,564 |280458,25| 11,71 |3324,90| 855,46 2,22 1477,06
Min 745762 132644 602930 21,46 4644 1485 26,73 2417
Max 1999590 349187 | 1650403 73,35 19180 5266 37,02 9018
Erro Padrdo | 59254,78 | 10279,13 | 49578,48 2,07 587,77 151,23 0,39 261,11

Anexo- Tabela 5. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi exofagicos em Granada.
Detalhes por individuo do nimero de sequéncias genotipadas.

Sequéncias
IAmbiguas/ % SequénclLoci % Loci
Total de  [Baixa Sequéncias [Sequéncias fias Polim6r [Polimérfi SNPs
lAmostra [Sequéncias|Qualidade [Retidas |Alinhadas [inicas (fico co Encontrados
A11G066 | 394064 76535 317529 21,53 3988 550 13,79 937
A11G067 | 502104 109288 392816 27,19 4712 376 7,98 606
A11G068 | 406356 79670 326686 28,34 4636 824 17,77 1405
A11G069 | 2184654 | 312508 1872146 24,74 9376 | 1765 18,82 3048
A11GO070 | 1387186 | 183272 1203914 26,39 11221 | 2170 19,34 3709
A11GO71 | 1109734 | 214357 895377 40,64 5983 707 11,82 1166
A11G072 | 1371834 | 213739 1158095 35,42 8044 | 1074 13,35 1771
A11G073 | 980908 151474 829434 34,88 11213 | 2148 19,16 3690
A11G074 | 609658 133205 476453 28,27 7518 | 1389 18,48 2370
A11G075 | 611494 130521 480973 34,74 7289 | 1267 17,38 2156
A11G076 | 726138 160578 565560 29,86 7659 | 1380 18,02 2338
A11GO077 | 1050010 | 247388 802622 28,33 7191 956 13,29 1514
A11GO078 | 1252044 | 281244 970800 33,13 4154 296 7,13 441
A11G079 | 564856 111824 453032 27,92 6401 | 1226 19,15 1981
A11G080 | 1312714 | 195392 1117322 28,08 13123 | 4228 | 32,22 7245
A11G101 | 437750 109077 328673 29,9 3764 323 8,58 515
A11G102 | 1449390 | 163190 1286200 25,5 14612 | 3270 | 22,38 5628
A11G103 | 886436 118386 768050 32,17 10673 | 2297 | 21,52 3929
A11G105 | 2930560 | 439499 | 2491061 33,31 11275 | 1793 15,90 2962
A11G107 | 385234 68945 316289 30,65 2521 173 6,86 262
_; A11G108 | 339608 49691 289917 42,76 4883 578 11,84 918
§ A11G109 | 517180 102373 414807 30,45 2573 163 6,34 263
§A11G110 351424 54240 297184 33,8 4466 301 6,74 502
© A11G111 | 289200 54908 234292 32,04 2294 139 6,06 210
A11G170 | 531320 70454 460866 45,51 4542 338 7,44 548
5 A11G171 | 723206 90696 632510 51,68 8368 | 1619 19,35 2746
i:i A11G172 | 496474 57256 439218 42,29 6891 955 13,86 1639
E A11G173 | 655670 79062 576608 30,58 7720 | 3174 | 41,11 5276
< A11G174 | 981246 102772 878474 47,78 12259 | 3233 | 26,37 5452
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A11G175 | 851246 98695 752551 47,99 11693 | 2927 | 25,03 4987
A11G176 | 676984 71143 605841 47,51 9095 | 1828 [ 20,10 3129
A11G177 | 747092 93070 654022 37,24 10258 | 1952 19,03 3309
A11G178 | 826530 158889 667641 33,79 9671 | 1742 18,01 2985
A11G179 | 871338 101617 769721 37,55 11747 | 2173 18,50 3617
A11G180 | 584488 60331 524157 36,03 9521 | 2063 | 21,67 3446
A11G181 | 848830 83847 764983 50,96 10621 | 2271 | 21,38 3857
A11G182 | 821150 129448 691702 41,69 11415 | 2671 | 23,40 4520
A11G183 | 595204 57790 537414 49,96 7890 | 2203 | 27,92 3625
A11G184 | 332040 42446 289594 37,01 4498 | 1307 | 29,06 2158
A11G185 | 339536 32810 306726 44,57 5303 | 1545 | 29,13 2594
A11G186 | 267846 35050 232796 39,15 3107 866 27,87 1415
A11G187 | 508960 52538 456422 23,13 4069 | 1142 | 28,07 1877
A11G188 | 325324 30776 294548 14,45 1176 366 31,12 582
A11G190 | 639238 60479 578759 53,81 7129 | 1901 | 26,67 3192
A11G191 | 482588 53279 429309 31,61 6439 | 1669 | 25,92 2771
A11G193 | 322134 35094 287040 43,45 4581 | 1237 | 27,00 2042
A11G194 | 380736 47711 333025 27,78 4746 | 1220 | 25,71 2058
A11G197 | 268450 31251 237199 35,5 3905 | 1135 | 29,07 1788
A11G198 | 433170 54368 378802 31,85 6660 | 1863 | 27,97 3058
A11G200 | 424056 45935 378121 37,69 6225 | 1706 | 27,41 2884
A11G201 | 320432 40254 280178 31,83 4306 | 1149 | 26,68 1926
A11G204 | 474732 48579 426153 41,34 7035 | 1966 | 27,95 3286
A11G205 | 578188 67444 510744 36,13 8264 | 2250 | 27,23 3742
A11G206 | 446400 55808 390592 34,01 5873 | 1650 | 28,09 2736
Média 718613,781106485,11|612128,67| 35,26 |7121,78|1509,52| 20,41 2533,54
Desvio Padrso| 484114,40 [ 79759,41 |411641,94 8,32 3141,72 902,48 | 8,03 1543,21
Min 267846 30776 232796 14,45 1176 139 6,06 210
Max 2930560 | 439499 | 2491061 53,81 14612 | 4228 | 41,11 7245
Erro Padrao | 656879,63 | 10853,88 | 56017,37 1,13 427,63 1122,81| 1,09 210

Anexo- Tabela 6. Resultado do sequenciamento ddRADseq para An. darlingi no intradomicilio em
Granada. Detalhes por individuo do nimero de sequéncias genotipadas.

Sequéncias
IAmbiguas/ % Loci % Loci SNPs
Total de Baixa Sequéncias [Sequéncias [Sequénci [Polimér [Polimérfic[Encontr
IAmostra Sequéncias |Qualidade [Retidas )Alinhadas |as unicas(fico 0 ados
A11G216 983342 151268 832074 32,08 13366 | 3557 26,61 6128
o A11G217 951378 129676 821702 12,38 6226 1431 22,98 2387
% A11G218 864416 133858 730558 23,3 10243 | 2797 27,31 4652
§A11G221 967144 90825 876319 23,52 10702 | 2779 25,97 4700
© A11G222 569726 63226 506500 21,69 7408 1746 23,57 2891
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A11G223 948518 138775 809743 25,93 11363 | 3134 27,58 5347
A11G225 976272 163146 813126 25,51 10469 | 3013 28,78 5127
A11G226 1009386 153420 855966 22,92 10360 | 2779 26,82 4765
A11G227 807746 82350 725396 24,99 8139 1976 24,28 3303
A11G228 968662 140020 828642 28,33 10976 | 2868 26,13 4860
A11G229 912996 134263 778733 28,58 10422 | 2785 26,72 4790
A11G230 1163968 182217 981751 25,29 11771 | 3231 27,45 5604
A11G231 1310522 205120 1105402 22,6 12026 | 3209 26,68 5454
A11G232 1130066 123454 1006612 16,08 8658 2191 25,31 3678
A11G233 958264 95993 862271 21,5 7312 1870 25,57 3169
A11G235 1407442 122690 1284752 13,2 8476 2158 25,46 3601
A11G236 738372 123330 615042 22,83 8345 2309 27,67 3829
A11G237 578534 54064 524470 23,56 4655 1091 23,44 1745
A11G238 538472 53019 485453 22,45 6064 1580 26,06 2605
A11G287 864574 151399 713175 36,59 13027 | 3732 28,65 6454
A11G288 782516 132395 650121 34,08 13350 | 3860 28,91 6481
A11G289 707680 111634 596046 37,71 11801 | 3528 29,90 5870
A11G290 964964 154083 810881 35,27 13271 | 3576 26,95 6087
A11G291 1114978 179765 935213 37,49 14561 | 4184 28,73 7213
A11G292 678758 112635 566123 39,38 10988 | 3111 28,31 5259
A11G293 1598850 253831 1345019 39,21 16091 | 4409 27,40 7508
A11G294 1268794 222619 1046175 36,51 14313 | 3934 27,49 6715
A11G295 1298098 221040 1077058 39,69 14984 | 4178 27,88 7040
A11G296 3675958 666013 3009945 32,35 19231 | 5220 27,14 9027
A11G297 1234226 201059 1033167 38,2 14484 | 3925 27,10 6664
A11G298 1572840 287610 1285230 41,58 13845 | 3781 27,31 6437
A11G299 1120990 184105 936885 36,14 15069 | 4115 27,31 7032
A11G300 1807618 287881 1519737 39,35 16287 | 4474 27,47 7773
A11G301 1088334 184823 903511 43,51 12598 | 3443 27,33 5804
A11G302 1111120 200835 910285 42,1 11717 | 3476 29,67 5910
A11G303 1118010 180086 937924 37,02 12242 | 3271 26,72 5498
A11G304 1825226 276677 1548549 41,29 15208 | 5070 33,34 8771
A11G305 1122844 178599 944245 33,17 13634 | 3678 26,98 6179
5 A11G306 1086662 178528 908134 37,08 13411 | 4220 31,47 7139
E A11G307 1164368 196852 967516 45,56 13609 | 4058 29,82 6812
é A11G308 1836158 303653 1532505 34,47 19974 | 5386 26,97 9213
< A11G309 1119720 210264 909456 44,79 14769 | 4271 28,92 7189
Média 1141631,24 | 176597,62 | 965033,62 31,41 12034,4 |3319,14| 27,29 |5635,95
Desvio Padrao] 509852,35 | 98770,54 |415621,81 8,79 3331,72 11020,81| 1,97 |1776,84
Min 538472 53019 485453 12,38 4655 1091 22,98 1745
Max 3675958 666013 3009945 45,56 19974 | 5386 33,34 9213
Erro Padrao| 78671,93 | 15240,62 | 64131,84 1,36 514,10 | 157,51 0,30 274,17
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Anexo- Texto 1. Script utilizado para o processamento dos dados com Stacks v.1 (Catchen et al. 2013).

# Filtrar as sequéncias com o process radtags

mkdir $src/filtered_segs
process_radtags -f $src/raw_sequences -o $src/filtered segs \
-i fastq -c -q —r

# Alinhar os resultados com o genoma de An. darlingi
## Arquivos SAM

mkdir $src/rad_alignments
for £ in $src/filtered seqs/*.fastqg
do

echo "Running bowtie alignments on: $f"

bowtie /genomes/Anopheles darlingi/AdarcC3 $f -p 30 --sam >
./rad_alignments/$(basename S$Sf |

sed 's/\.fastq//').sam 2>>./rad alignments/alignments.log

done

# Correr o programa ref map.pl
ref map.pl -o $stacks -n 0 -T 30 -m 5 -O popmap -b 1 -S \
-B darlingi radtags -D ‘Melinas RAD database' \

## Preparar essa fungdo para cada amostra em *

-s ./rad_alignment/*.sam \

# Correr o modo de corregdo rxstacks

rxstacks -b 1 -P $src/stacks -o ./stacks_cor --prune_haplo \
--1nl lim -10.0 -t 8 --verbose --1lnl dist

cstacks -b 1 -p 15 -o ./stacks_cor \

## Preparar essa funcdo para cada amostra *
-s ./stacks_cor/* \

while read f; do
sstacks -p 60 -b 1 -c ./stacks_cor/batch_1 \
-s ./stacks_cor/s{f} \
-o ./stacks_cor/ &>> ./stacks_cor/Log
done < files

# Consider todas as amostras como uma Gnica populacgéo

populations -b 1 -P ./stacks cor -M ./popmap -t 20 -r 0.5 -m 5 --fstats \
--write single snp --phylip --structure --log fst comp --vcf --genepop

# Correr o Structure usando runStructure.py

grep -v "#" $src/stacks_cor/batch_l.structure.str $src/structure_input.str

./runStructure.p -i $src/structure input.str -o $src/structure -p 10 -b 100000

\
-m 1000000 -x 40 -k 40 -n 60
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Anexo- Texto 2. Script utilizado para a conversdo de uma lista de genes para uma lista de GO.

#!/usr/bin/env python
#
# geneID2GO

import sys

# main()
#
def main(cmdline=None):
infile = open(sys.argv[1], "r")

# Cria um dicionaria com chaves de genelIDs e valores como a lista de termos
GO

d = {}
for line in infile:
line = line.strip("\n").split("\t")
if line[@] in d:
d[line[@]].append(line[1])
elif line[1] !'= "":
d[line[@]] = [line[1]]
infile.close()

# Print dicionario de maneira apropriada.
for genelID in d:

print "{}\t{}".format(geneID, ",".join(d[geneID]))
return @

# make_parser()

#

if __name__ == "_main__":
sys.exit(main(sys.argv[1:1))
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