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RESUMO

CRIPPA, T. O. Genoémica populacional de Plasmodium vivax: niveis e mecanismos
de diversidade genética na América. 2016. 95 f. Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S3o Paulo, 2016.

Malaria é um problema de salde publica global. No Brasil, Plasmodium vivax é o causador de
85% dos 142 mil casos de malaria relatados em 2013. Estudos genémicos tem o potencial de
complementar os estudos in vitro, provendo novas oportunidades para o descobrimento de alvos
para vacinas e drogas, além de auxiliar em testes de expressdo de genes. Deste modo, este
projeto teve como objetivos, a partir do sequenciamento de 9 genomas nucleares de isolados
simpatricos brasileiros de P. vivax coletados entre 2012 e 2013, avaliar: (a) os niveis e os
potenciais mecanismos de geracdo de diversidade genética utilizando polimorfismos de base
anica (SNPs), (b) os niveis de estrutura populacional na populaco brasileira simpéatrica em
comparagdo com outras regides da América, (c) os loci sob pressdo seletiva. Utilizamos técnicas
de sequenciamento de nova geracao associadas a identificacdo de marcadores moleculares
do tipo SNPs e anélises subsequentes de diversidade, estrutura populacional e de evidéncias
de selecao natural. Nossos resultados mostraram a populacdo do Brasil compartilhando mais
ancestrais com a do Peru, bem como a da Colémbia compartilhando mais ancestrais com a do
México. Genes de familias previamente descritas como hipervaridveis foram observados com os
maiores valores de diversidade; alguns genes envolvidos com a interacdo parasito-hospedeiro
apresentaram evidéncia de selecao balanceada, a partir do valor D de Tajima. A alta frequéncia
de recombinacdo meidtica encontrada em amostras das populacdes de parasitos, apesar da baixa
transmissao local de malaria, resultou no declinio do desequilibrio de ligacdo entre pares de SNPs
situados em uma distancia de 50 pares de bases ao longo do mesmo cromossomo. Os dados
apresentados corroboram com dados prévios de anélises com uso de SNPs, complementando

as informacdes sobre diversidade em escala genomica de populaces de P. vivax nas Américas.

Palavras-chaves: Plasmodium vivax. Malaria. SNP. Diversidade genética.



ABSTRACT

CRIPPA, T. O. Population Genomics of Plasmodium vivax: levels and mechanisms
of genetic diversity in America. 2016. 95 p. Master thesis (Parasitology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S3o Paulo, S3o Paulo, 2016.

Malaria is a public health problem worldwide. In Brazil,Plasmodium vivax is responsible for
85% of the 142 thousand malaria cases reported in 2013. Genomic studies complement in
vitro experiments, providing new opportunities for the discovery of targets for vaccines and
drugs, as well as enabling gene expression tests. Our objectives for this project, using genome
sequences from 9 P. vivax Brazilian sympatric isolates collected between 2012 and 2013, were
to evaluate the: a) genetic diversity levels and potential generating mechanisms using single
nucleotide polymorphisms (SNPs); b) population structure levels in the Brazilian population
in comparison with other regions in America;c)loci under selective pressure. We used new
generation sequencing techniques in association with the identification of SNPs as molecular
markers, and subsequent analysis of diversity , population structure and natural selection.
Our results show the Brazilian population sharing more ancestrals with Peru, and in addition
Colombia sharing more ancestrals with Mexico. Families of genes previously described as hyper
variable were observed to have the same diversity values and some genes involved in the
host-parasite interaction presented evidences of positive selection, considering Tagima?s D. The
high meiotic recombination frequency found in the parasite population samples, despite local
low transmission, produced a decrease in the linkage disequilibrium between SNPs pairs located
in the same chromosome at a 50 base pairs distance.The results presented here corroborate
previous results using SNPs analysis, complementing knowledge on diversity at a genomic scale

of P. vivax in the Americas.

Keywords: Plasmodium vivax. Malaria. SNP. Genetic diversity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Malaria

Malaria é um problema de salde publica global e a terceira principal causa de morte
por doencas infecciosas em criancas menores que cinco anos em todo o mundo (BLACK et al.,
2010) (BLACK et al., 2010). A malaria é uma doenca causada por parasitos apicomplexos do
género Plasmodium, transmitidos pela picada da fémea dos mosquitos do género Anopheles.
Ha cinco agentes etioldgicos causadores de infeccdo em seres humanos: P. falciparum, P. vivax,
P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (World Healph Organization - WHO -, 2014). Embora as
metas de eliminacdo abordem todas as malarias humanas, a alocacdo de fundos e recursos
estd em dois parasitos de maior importancia, P. falciparum e P. vivax. Essas duas espécies s3ao
epidemioldgica e biologicamente diferentes, portanto, ndo é possivel supor que os métodos de
controle desenvolvidos para a malaria falciparum sejam transferiveis para malaria vivax (BAIRD,
2007; BOCKARIE; DAGORO, 2006; BOUSEMA; DRAKELEY, 2011; LUXEMBURGER et
al., 1994). Evidéncias de infecces por P. vivax em populacdes cuidadosamente monitoradas
mostram que a maldria vivax ndo deve mais ser pensada como uma doenca benigna e raramente
fatal, mas que pode ser grave e letal (ANSTEY et al., 2009; BAIRD, 2007; PRICE et al., 2007)

1.2 Malaria nas Américas

P. vivax é o principal causador de malaria fora da Africa, principalmente atingindo a
Asia e as Américas, sendo ausente em regides da Africa Central e Ocidental. Nas Américas os
casos ocorrem normalmente em areas de densidade populacional muito baixa, enquanto que
o fendmeno oposto é encontrado na Asia, com alta densidade populacional (BATTLE et al.,
2012) (Figura 1). Na dltima década, a incidéncia de maléria vem diminuindo na América do
Norte (México), Central e do Sul. No final do ano de 2011, 12 dos 21 paises endémicos para
maléria na América chegaram ao objetivo tracado para 2015 (reducdo de 75% da incidéncia de
malaria quando comparado ao ano de 2000), enquanto outros 5 paises estdo préximos dessa
meta (WHO, 2012). As conquistas recentes sdo consideradas um reflexo da vontade politica
e empenho aos niveis nacional e global acompanhada do aumento do financiamento para a

malaria e do controle de doencas transmitidas por vetores.
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Figura 1 — Mapa de distribuicao espacial da endemicidade de Plasmodium vivax no mundo em
2010

60°W 20°W 20 60°E
0 5,000 10,000 15,000 Kilometres

Cores tendendo para vermelho representam uma maior endemicidade. Fonte: Adaptado de Malaria Atlas Project (MAP, 2016)

México, El Salvador e Costa Rica, trés paises em fase de pré-eliminacdo de malaria,
vem mantendo reducdes da incidéncia de malaria por mais de duas décadas (CARTER et
al., 2015). Responsavel por 99% dos casos de malaria no México, P. vivax, em 1980, atingia
mais de 100.000 hospedeiros humanos. Devido aos esforcos no controle intensivo de malaria
realizadas pelo Programa Nacional de Controle da Malaria na década de 1990, o nimero de
casos tem diminuido desde entdo (GONZALEZ-CERON et al., 2013). A transmissdo da malaria
nesse pais é geralmente baixa e sazonal, e estd concentrada em focos residuais ao longo da
costa do Pacifico. Nos Gltimos 10 anos, aproximadamente 80% dos casos de maléria relatados
no México provém das provincias de Oaxaca e Chiapas (BETANZOS, 2011). Estes focos de
maldria sao vulneraveis a eventos climaticos severos, como evidenciado por surtos de malaria
ocorridos coincidente com el Nifio e o furacdo Paulina em 1998, em Oaxaca e Chiapas, e do

furacdo Stan, no final de 2005 no sul do Chiapas.

Na América Central e do Sul, Repiblica Dominicana, Haiti and Venezuela mostraram
aumento da incidéncia de malaria na ultima década e paises que compartilham a Bacia
Amazdnica apresentaram declinio (CARTER et al., 2015), tais como a Colémbia, Peru e Brasil.

Apesar do declinio, o Peru é um dos paises da América Latina com maior valor de endemicidade
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em malaria, com impacto negativo na saidde e no desenvolvimento econémico (WHO, 2014).
A maioria dos casos de maléria (76% de 64,673) foram reportados na area da bacia Amazénia
(regido de Loreto) em 2014, sendo 83% de P. vivax (CHAPILLIQUEN, 2015). A maior parte
das infeccoes por P. vivax eram assintomaticas e nao detectaveis por microscépica, provendo
uma potencial importancia na transmiss3o local (BRANCH et al., 2005; DELGADO-RATTO
et al., 2014; GRIFFING; GAMBOA; UDHAYAKUMAR, 2013). Além disso, infecces miiltiplas
ocorreram mesmo depois da administracdo de tratamentos indicados (primaquina e cloroquina)
pela World Health Organization (WHO) (DELGADO-RATTO et al., 2014; GRAF et al., 2012).

A malaria na Coldombia, vem experimentando declinio entre os anos de 2006 a 2011,
que pode ser explicado por esforcos para reduzir a carga da doenca, gravidade e mortalidade
por uso extensivo de mosquiteiros com inseticidas, diagnéstico precoce e tratamento imediato
(WHO, 2014). Entre 1990 e 2011, houve predominancia de P. vivax sobre P. falciparum nos
2.964.818 casos, com média anual de 134.764; picos de indice parasitario anual (IPA) em 1994,
nas cidade de Guainia e Guaviare, e em 1998, nas cidades de Guaviare e Chocé (RAMIREZ et
al., 2014).

O Brasil também reportou decréscimo na incidéncia de maldria (76.8%) nos anos de
2000 a 2014, ainda assim atualmente contribui com 42% de todos os casos reportados de malaria
na América (FERREIRA; CASTRO, 2016). A transmissdo se mantém basicamente associada a
bacia Amazénica, que contribui com 99.5% dos casos de malaria do pais (FERREIRA; CASTRO,
2016). No Brasil, ambos P. falciparum e P. vivax sdo transmitidos através da Bacia Amazénica,
com infeccdes raras por P. malariae. A incidéncia relativa das duas espécies principais de
Plasmodium transmitidos no Brasil era de cerca de 50% cada, em 1988. Isso mudou a partir
de 1990 (quando 44,3% dos casos foram devidos ao P. falciparum) atingindo a situacdo em
2009, quando P. vivax tornou-se a espécie predominante (apenas 16,3% dos casos devido a P.
falciparum) (BARBOSA et al., 2014). P. vivax atualmente é o causador de 85% dos 142 mil
casos de malaria relatados neste pais em 2014 (WHO, 2014). Essa recente predominancia de P.
vivax no Brasil pode ser parcialmente explicado por caracteristicas bioldégicas que tornam essa
espécie menos responsiva que P. falciparum para estratégias de controle baseadas somente
no diagndstico precoce e tratamento imediato de infeccOes de estagio-sanguineo. P. vivax,
apresenta a forma de hipnozoito que pode persistir no hospedeiro humano durante varios meses,

estagio do parasito no figado em que ele fica dormente e eventualmente pode causar recaidas
(WHITE; IMWONG, 2012).

1.3 Ciclo de vida e tratamentos

A transmissdo do parasita ocorre através de um ciclo de vida complexo (Figura 2) que
se inicia com o repasto sanguineo da fémea do vetor Anopheles, a qual inocula no hospedeiro,

humano ou simio, centenas de formas esporozoitas. Essas formas atravessam a pele, alcancando
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a corrente sanguinea, o que possibilita a sua migracdo ao figado. Apés um processo de replicacdo
mitética assexuado denominado esquizogdnia, os hepatécitos se rompem, liberando milhares
de merozoitos novamente para a corrente sanguinea. No momento em que essas formas
invadem os eritrécitos, inicia-se o ciclo intra-eritrocitico que se mantém por uma constante
reproducao assexuada, acompanhada da diferenciacdo para formas intra-eritrociticas: anel,
trofozoito maduro e esquizontes respectivamente. Neste momento, os eritrécitos sdo rompidos
e 0s merozoitos jovens infectam novas hemacias. Durante esses ciclos de infeccao, uma parcela
dos merozoitos originam as formas sexuadas: gametdcitos feminino e masculino, que podem
ser aspiradas pelo vetor, quando este pica um hospedeiro infectado. No intestino do mosquito
os gametas se diferenciam em o microgameta (masculino) e macrogameta (feminino) que
se fundem gerando a forma mével chamada de oocineto, permitindo a recombinac3o entre
cromossomos homdlogos. O oocineto apés sua maturacdo na membrana basal origina o oocisto,
que se rompe liberando milhares de esporozoitos, que entdo migram para o epitélio da glandula

salivar maturando para a forma infectiva e possibilitando assim o recomeco do ciclo.
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Figura 2 — Ciclo de vida do género Plasmodium que infectam humanos
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Fonte: Adaptado de National Institute of Allergy and Infectous Diseases - NIAID

1.4 Diversidade genética em P. vivax

Conhecer os mecanismos que geram variacao genética em populaces de parasitos é
essencial para compreender a origem e dispersao de fendtipos de interesse. A recente emergéncia
de resisténcia a cloroquina em P. vivax e a ocorréncia de casos graves, eventualmente fatais, de
maldria vivax sugerem a aquisicao de novas caracteristicas fenotipicas por parasitos de diferentes
regides geograficas (PRICE; DOUGLAS; ANSTEY, 2009). No Brasil, tanto a ocorréncia de
resisténcia a cloroquina (SANTANA-FILHO et al., 2007; MARQUES et al., 2014) como a de
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doenca grave (ANDRADE et al., 2010) estdo bem caracterizadas. Os conhecimentos atuais sobre
a biologia populacional do parasito nao permitem prever padrdes de emergéncia e dispersao
desses fenétipos. De fato, nem sequer se conhece a contribuicdo relativa de mecanismos
dependentes de selecdo natural e de processos evolutivamente neutros (como a deriva génica
ou a migracdo) para a dispersdo espacial e a dindmica temporal de polimorfismos de relevancia

clinica ou em saltide publica.

Um dos problemas chave que medeiam o controle efetivo da maldria brasileira é a
falta de compreensao na estrutura populacional de P. vivax e sua dinamica de transmissao.
Desta forma, mais estudos de diversidade genética sao necessarios para se definir a diversidade,
distribuicdo e dindmica das populacdes de P. vivax e como as populacoes de parasitos se
diferem entre as localidades (HUPALO et al., 2016; JOSHI et al., 2008; JOY et al., 2008;
PEARSON et al., 2016; REID et al., 2010; SCHULTZ et al., 2010). O mapeamento global e
local das populacdes de P. vivax é essencial para o estabelecimento de metas para eliminacao
e intervencdo. Portanto, estudar a histéria demografica dos parasitas de malaria é Gtil por dois
motivos principais. Primeiro, inferéncias sobre tempo e magnitude nas mudancas do tamanho
populacional podem prover pistas das causas dessas mudancas. Em segundo, a influéncia
da histéria demografica ou da subestrutura populacional na variaciao do genoma devem ser
consideradas na identificacdo de regides sob pressao de selecdo e de alelos de resisténcia a
drogas (CHANG et al., 2012).

Estudar uma populacao local em profundidade possui duas vantagens sobre um estudo
analogo de amostras de todo o mundo: (a) os polimorfismos em uma populacdo local sdo
melhores para revelar assinaturas de selecdo recente e (b) a existéncia da estrutura populacional
em amostras globais pode resultar em padrdes de desequilibrio de ligacdo e de espectro de
frequéncia de alelos que artificialmente se assemelham aos esperados de selecdo. Estudos
de subestrutura em diferentes populacdes mundiais acometidas por maléria vivax mostraram
uma mesma face: a existéncia de pelo menos duas subpopulacdes dentro de uma mesma
populacdo (ABDULLAH et al., 2013; CHENET et al., 2012; DELGADO-RATTO et al., 2014;
GUNAWARDENA et al., 2014; JOY et al., 2008; LARRAN AGA et al., 2013; LIU et al.,
2014a). Assim, a comparacdo de genomas obtidos de amostras simpétricas de parasitos é uma
estratégia extremamente poderosa para avaliar a importancia relativa de diferentes mecanismos
(mutacdes pontuais, insercdes e delecdes, proliferacdo de motivos repetitivos e recombinacdo
meidtica) na geracdo de diversidade genética em P. vivax. Além disso, essa analise permite
inferir a ocorréncia de pressdes seletivas (diversificadora e purificadora) em diferentes regides

gendmicas, que afetam os padrdes de variacdo observados em nivel populacional.

O maior obstaculo, entdo, para esses estudos de genética de populacdes de P. vivax
foi, até recentemente, a falta de marcadores moleculares adequados para uso em larga escala.
Microssatélites, por exemplo, sdo marcadores (teis sob certas circunstancias, pois eles permitem
a detecc3o de estruturas genéticas em divergéncias recentes (PAYSEUR; JING; HAASL, 2011)
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e eles sdo abundantes tanto em genomas de P. falciparum quanto em P. vivax (RUSSELL;
SUWANARUSK; LEK-UTHALI, 2006). Niveis altos de diversidade genética em P. vivax, com
uso de microssatélites, vem sido demostrado em paises como Papua Nova Guiné, Thailandia,
Laos, India, Myanmar, Sri Lanka, Honduras, Brasil, Coldmbia, Peru e México (FERREIRA et
al., 2007; GUNAWARDENA et al., 2014; KARUNAWEERA et al., 2008; MENEGON et al.,
2014; MOBEGI et al., 2012; REZENDE et al., 2010; SUTTON, 2013). No caso do Brasil,
Sri Lanka e Myanmar, foi observada a alta diversidade genética mesmo com baixos niveis
de transmissdo (FERREIRA et al., 2007; GUNAWARDENA et al., 2014). Gunawardena et al.
(2010) observou, usando 12 microssatélites (marcadores tri e tetranucleotideos) em 425 isolados
de Sri Lanka, Myamar e Etiépia, que ha a clusterizacdo de acordo com a origem geogréfica.
Esse resultado é congruente com os de Karunaweera et al. (2008) em que isolados da América
Central, Africa, Sudeste Asiatico e Oceania apresentaram uma fracio de semelhanca entre os
clusters para os 14 marcadores de microssatélites utilizados. Neste mesmo estudo, em isolados
de mesma area no Brasil (Acre), no entanto, foi possivel observar subestrutura populacional.
Assim, a maior diferenciacdo genética foi encontrada no Brasil, ao longo de um periodo de 5 a
6 anos. Na Amazonia peruana, as poucas observacdes disponiveis em genética de populacoes P.
vivax foram coletadas em pequenas areas (dispersas aldeias e comunidades) e relatado que as
populacdes de parasitas eram heterogéneas e clonais. O uso em larga escala de microssatélites,
porém, tem limitacSes. Os métodos de tipagem usados atualmente estdo sujeitos a variacdo
de resultados entre laboratérios mesmo com um conjunto de marcadores iguais, reduzindo as

possibilidades de comparacao entre resultados obtidos.

Em contrapartida, SNPs (single nucleotide polimorphism) vem tendo uma consideravel
atencao por causa do seu potencial como marcadores para mapeamento genético e para estudo
de evolugdo molecular e dindmica populacional em P. vivax e em espécies aparentadas (BRIGHT
et al., 2012; CHAN et al., 2012; DHARIA et al., 2010; FENG et al., 2003; NEAFSEY et al.,
2008; NEAFSEY et al., 2012; ORJUELA-SANCHEZ et al., 2010; SACHIDANANDAM et al.,
2001) pois s3o relativamente faceis de se manejar e se apresentam com grande frequéncia.
Estudo realizado por Orjuela-Sanchez et al. (2010), baseado em um conjunto de 85 SNPs ao
longo do cromossomo 8 de P. vivax provenientes de isolados de campo do Brasil, Camboja,
Vietnd e Sri Lanka, mostrou uma clusterizacdo dessas amostras em trés populacées distintas:
uma formada por isolados do Camboja, Vietnd e Sri Lanka e outras duas de isolados do
Brasil. Alguns trabalhos vem propondo SNPs significativos, como Baniecki et al. (2015) que
propuseram 42 SNPs, testados em 87 amostras de paises da América, Africa e Asia, que
poderiam ser utilizados como barcode para P. vivax, utilizando técnica similar de geracao de
barcode de SNP usada por este grupo em P. falciparum (DANIELS et al., 2008).
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1.5 Gendmica de P. vivax

A conclusdo do sequenciamento de um genoma de referéncia de P. vivax (CARLTON et
al., 2008), gerado a partir do isolado Salvador | (paciente de El Salvador (Sal-1)), representou
um avanco crucial para os estudos de diversidade genética dessa espécie. Em muitos aspectos,
os genomas das espécies de Plasmodium (P. falciparum, P. knowlesi, P. vivax e P. y. yoelii)
s3o uniformes, tendo cerca de 23 a 27 Mpb entre os 14 cromossomos e contendo ~5500 genes,
com a maioria (~51%) contento pelo menos 1 intron. O genoma de ~26,8 Mpb de P. vivax,
consiste em 14 cromossomos em tamanhos que variam de 0,76 a 3,12 Mpb e 2733 pequenos
contigs de tamanhos 200-101.928 bases, com contetido G+C de ~42,3%; 4,3 Mb de pequenos
contigs nas regioes subteloméricas ainda permanecem ndo especificados devido a sua natureza
repetitiva (CARLTON et al., 2008).

Atualmente, ha cinco genomas completamente montados e anotados (NEAFSEY et al.,
2012) e outros com disponibilizacdo apenas dos reads (BRIGHT et al., 2012; CHAN et al.,
2012; CHAN et al., 2015; DHARIA et al., 2010; FENG et al., 2003; HUPALO et al., 2016;
NEAFSEY et al., 2008; NEAFSEY et al., 2012; ORJUELA-SANCHEZ et al., 2010; PEARSON
et al., 2016; SACHIDANANDAM et al., 2001), que fornecem uma base de dados para estudos
de variacdo genética de P. vivax em escala gendmica. A primeira andlise comparativa de
genomas completos de P. vivax (NEAFSEY et al., 2012) com uso de SNPs revelou uma
caracteristica extremamente interessante dessa espécie: para todos os tipos de polimorfismos
estudados (regides codificadoras e ndo-codificadoras, polimorfismos sinénimos e ndo-sindnimos,
regides repetitivas e n3o-repetitivas), os isolados analisados de P. vivax apresentaram muito
mais diversidade genética do que um conjunto de isolados de P. falciparum provenientes das
mesmas regioes geograficas. Uma anéalise comparativa de diversidade de microssatélites em
amostras de ambas as espécies provenientes do Camboja havia chegado a mesma conclusao
(ORJUELA-SANCHEZ et al., 2013). N3o se conhecem, entretanto, os mecanismos responséveis

por essa grande diversidade genética em P. vivax.

Este ano, dois artigos publicaram 228 (PEARSON et al., 2016) e 117 (HUPALO et
al., 2016) genomas completos de isolados de regides do Sudeste Asiatico, India, Oceania e
América, sendo 303,616 SNPs e 134,800 SNPs de alta qualidade, respectivamente. Desses
genomas, 25 sdo provenientes de amostras da regido noroeste do Brasil, contudo nesses
trabalhos os genomas apresentaram baixa cobertura. Ambos os trabalhos observaram estruturas
populacionais primeiramente determinadas pela localizacao das amostras, sendo esses resultados
condizentes com resultados prévios de microssatélites e estudos de SNPs (CARLTON et al.,
2008; KOEPFLI et al., 2015; NEAFSEY et al., 2012; SCHOUSBOE et al., 2014), porém
promoveram uma resolucdo maior dado a quantidade de informacGes agregadas. Amostras de
Velho Mundo separaram-se de amostras de Novo Mundo (HUPALO et al., 2016), sendo que a
Asia apresentou de modo geral clusters populacionais por pais (HUPALO et al., 2016; PEARSON

et al., 2016), excluindo-se a India, que apresentou uma populacdo composta por ancestrais
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distintos (HUPALO et al., 2016). No Novo Mundo, amostras americanas apresentaram presenca
de 3 ancestrais distintos, claramente diferentes dos encontrados no Velho Mundo, sendo que o
Brasil mostrou ser mais miscigenado, mesmo com amostras provindas de mesmo localidade
(HUPALO et al., 2016).

Além disso, evidenciaram fortes sinais de selecdo ocasionada por evolucdo recente
tanto em genes de resisténcia a drogas, como DHPS (dihydropteroate synthase) e DHFR-TS
(dihydrofolate reductase-thymidylate synthase) (HUPALO et al., 2016; PEARSON et al., 2016),
quanto em novos loci, como MAEBL (meroziote adhesive erythrocytic binding protein) (Hupalo,
et al, 2016). Huppalo et al. (2016) observaram que esses genes sob selecdo estavam adaptados
as diferencas regionais nos hospedeiros humano, mosquito e a outras variaveis ambientais.
De modo geral, esses dados reforcam a epidemiologia varidvel desses parasitas e destacam a

amplitude das abordagens que poderao ser necessarias para a eliminacdo global de P. vivax.

Assim, estudos gendmicos tem o potencial para complementar os estudos in vitro,
provendo novas oportunidades para o descobrimento de alvos para vacinas e drogas e, auxilio
em testes de expressdo de genes (BOZDECH et al., 2008; WESTENBERGER et al., 2010),
preenchendo assim, algumas das lacunas em nossa compreensdo da biologia P. vivax. Os novos
genomas brasileiros adicionam informacGes importantes ao banco de dados atual melhorando
o panorama sobre a variacdo genética em diferentes regides gendmicas e em diferentes tipos
de sequéncias (codificadoras e n3o-codificadoras). A disponibilidade de genomas adicionais
em regioes brasileiras permite ampliar a base de comparacdo com dados de outras origens
geograficas, elucidando padroes de divergéncia genética em cada populacdo e entre as diversas

populacoes ja analisadas na América.

Neste projeto foram analisados 9 genomas completos de isolados simpatricos de P.
vivax da Amazonia brasileira e genomas completos das Américas ja disponiveis no bando de
dados, avaliando: (a) os niveis e os potenciais mecanismos de geracdo de diversidade genética,
como mutacdes ou recombinacdes; (b) os niveis de diferenciacdo entre a populacdo simpétrica

brasileira e outras regides das Américas e (c) os loci sob pressdo seletiva.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Genomas de P. vivax disponiveis nos bancos de dados

Todos as seguintes amostras foram sequenciadas via tecnologia /llumina paired end
(reads com tamanhos ~75pb) (Tabela 1) (Figura 3). Belem e Brasill, foram adquiridas através
do banco de dados SRA (SRA, 2016), sendo amostras mantidas em macacos dos géneros Aotus
e Saimiri. Amostra PV4 foi adquirida através do banco de dados MalariaGen (MalariaGen,
2016) (PEARSON et al., 2016). Outras amostras do Brasil e de outras localidades da América
(Colémbia, México e Peru), foram adquiridas do banco de dados SRA (HUPALO et al., 2016).
Nessas amostras, a selecdo hibrida foi usada para capturar o DNA de P. vivax de amostras de
sangue humano sem utilizacdo da deplecdo de leucécitos. O DNA genémico da referéncia Sal-I
foi usado como modelo para a criacdo de pequenos fragmentos, utilizando a transcricdo in
vitro, que foram usados para hibridizacdo com o DNA de P. vivax das amostras. Dessa forma

apenas os fragmentos de P. vivax foram extraidos e submetidos ao sequenciamento.

Tabela 1 — Genomas de P. vivax disponiveis nos bancos de dados para paises do continente

americano
Regiao Nimero de amostras  Ano Referéncia
1 (Belem) 1980 (Chan, 2012)
Bragi] 1 (Brazil I) 1994 (Nayar et al 1997)
1 (PV4) 2009 (Pearson, et al, 2016)
20 2011 (Hupalo, et al, 2016)
Colémbia 31 2012-2013  (Hupalo, et al, 2016)
México 19 2000-2008  (Hupalo, et al, 2016)
Peru 34 2010-2013  (Hupalo, et al, 2016)

2.2 Amostras de parasitos brasileiros para sequenciamento
genomico nuclear

As amostras de P. vivax no Brasil foram colhidas entre novembro de 2012 e junho
de 2013, em zonas rurais com baixa transmiss3o de malaria: Acrelandia, com 8 amostras e
Remansinho, com 1 amostra (Tabela 2). Todas as amostras foram obtidas com consentimento

do paciente e guardides em estudo prévio.

Acrelandia esta situada entre os rios Abun3 e Iquiri, no Vale do Rio Acre. Situa-se a
112 km a leste de Rio Branco (capital do estado do Acre) (3), apresentando IPA < 50/mil
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Tabela 2 — Amostras brasileiras de P. vivax para sequenciamento genémico nuclear

Amostra Data da coleta Local

PV17 jun/13 Acrelandia
PV18 dez/12 Acrelandia
PV19 nov/12 Acrelandia
PV20 abr/13 Acrelandia
PV32 jun/13 Acrelandia
PV51 jun/13 Acreldndia
PV52 jun/13 Acrelandia
PV207 abr/13 Remansinho
PVACR  nov/12 Acrelandia

habitantes, em 2010 (Ministério da Salde, dados ndo publicados, 2011). Remansinho situa-se
no extremo oeste do estado de Rondonia e no sul do estado do Amazonas, junto a fronteira
com o Acre, a cerca de 120 km de Acrelandia (sede de municipio mais préxima) (Figura 3). De
2010 a 2013 houve uma queda na prevaléncia de infeccdes por P. vivax de 23.8% para 3.0%
(BARBOSA et al., 2014)
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Figura 3 — Mapa da distribuicdo do local de coleta das amostras da América utilizadas neste
estudo
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2.3 Preparo das amostras dos genomas

Foram colhidos tubos de ACD, na proporcdo 5:1, de sangue de pacientes infectados
por P. vivax, preferencialmente com parasitemia igual ou superior a 2-20 parasitos por campo
microscopico de grande aumento. O diagnéstico foi confirmado pelo exame microscépico de
gotas espessas. O sangue foi passado dos tubos de coleta (ACD) para um tubo estéril e foi

cortada a saida da mangueira onde flui o sangue. Cortou-se a entrada da mangueira (que foi
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fixada a parede do fluxo). Nesta posicdo, foi injetado o sangue a ser leucorreduzido, utilizando
uma seringa com agulha. Foi repetido este procedimento até que todo o volume de sangue
coletado tenha sido filtrado. Apds isso, cetrifugaram-se os tubos, desprezando o sobrenadante.
Mensurou-se o volume do precipitado restante. Ao pellet foi adicionado solucdo de glicerol na

proporcdo adequada (volume do precipitado restante x 1,66). Os criotubos com as amostras

foram mantidos a 80 °C por 24h, contendo alcool isopropilico.

Apds o procedimento de leucodeplecao da amostra, as hemdcias infectadas foram
lavadas com 5 mL de meio e centrifugadas por 5 min. Foi desprezado o sobrenadante e
estimado o volume do pellet com micropipeta. Em seguida, foi adicionado glicerol. As amostras

foram congeladas a -80 °C overnight e depois transferidas para nitrogénio.

A seguir foi feita a maturacdo dos esquizontes in vitro, seguindo o protocolo adaptado
do laboratério do Professor Manoj Duraisingh (Department of Immunology and Infectious
Diseases - Havard School of Public Health). Os criotubos com amostras descongeladas foram
transportados para banho de gelo, durante 1 minuto a temperatura ambiente €, logo em seguida,
durante 1 min a 37 °C. Os tubos foram transferidos para tubo de 50 mL e foi adicionado 1/5
do volume da amostra de NaCl 12%, e deixado em repouso durante um minuto. Em seguida
foram adicionados 10 x o volume da amostra inicial de NaCl 1,6% e centrifugados os tubos
por 8 min. Foi aspirado o sobrenadante e ressuspendido o pellet utilizando meio Mc Coy$
incompleto (sem soro). Depois, o pellet foi ressuspendido em meio McCoy$ completo (25%
soro AB inativado) para hematécrito de 2%. Foi aplicada a mistura de gases (5% COs, 5%
O, € 90% Ns) e os parasitos mantidos a 37 °C por 48 h.

2.4 Sequenciamento por lon Torrent e lon Proton

Foram construidas 9 bibliotecas de fragmentos de DNA de acordo com o protocolo
lonXpress™ Plus gDNAFragment Library Preparation. Cada biblioteca foi preparada a partir
de 1 pug de DNA. Para a fragmentacdo do DNA utilizou-se o sistema de sonicacdo Bioruptor(rR)
UCD-200 TS. Para bibliotecas com tamanho de leitura de 200 bases, o protocolo recomenda
3 ciclos de 15 minutos de sonicacdo, entretanto apds os 3 ciclos de sonicacdo verificou-se
que o DNA ainda n3o estava fragmentado na faixa de tamanho adequado, e sendo assim
foram feitos mais 2 ciclos de 15 min e para algumas das amostras ainda mais dois ciclos,
totalizando 5 ou 7 ciclos de sonicacdo. Todas as demais etapas de construcdo das bibliotecas
foram feitas de acordo com o protocolo sem modificaces. A PCR em emulsdo foi feita no
lonOneTouch™ 2 System, de acordo com o protocolo lon PGM Template OT2 200 Kit. Cada
biblioteca amplificada foi sequenciada em um /on318™™ Chip v2 de acordo com o descrito
no lonPGMTM Sequencing200 Kit v2. Todos os procedimentos descritos foram realizados
pela equipe chefiada pela Dra. Ana Tereza Ribeiro de Vasconcelos do Laboratério Nacional de
Computacdo (LNCC, Petrépolis/RJ).
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De modo a assegurar um bom suporte a identificacdo de polimorfismos sequenciamos

todos os genomas até obter um minimo de 40X de cobertura média.

2.5 Anilises de polimorfismos (SNPs)

116 arquivos fastqs das amostras obtidas do sequenciamento supracitado e dos dados
do banco de dados foram submatidos a anélises de qualidade e de presenca de adaptadores.
6 amostras foram excluidas por ndo apresentaram alta qualidade (Phred score > 30). Poste-
riormente, foram alinhados com a referéncia Sal-1 (CARLTON et al., 2008) usando Bowtie2
versdo 2.2.6 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) com pardmetros restritivos. Amostras com
mapeamento abaixo de 80% em relacdo a referéncia foram excluidas (11 amostras foram
excluidas do Brasil e Peru). As duplicatas foram identificadas e marcadas usando a ferramenta
Picard versdo 2.0.1 MarkDuplicates (PICARD TOOLS, 2016). Os reads mapeados foram ent3o
processados com Samtools (LI et al., 2009), a fim de apresentar as conversdes, classificacdes e
a indexacdo. O GATK versdo 2.0 (MCKENNA et al., 2010) foi usado para o SNPCall a partir
do manual de melhores praticas em deteccdo de variantes. SNPs foram identificados em cada
amostra usando individualmente GATK UnifiedGenotyper com a opcao Base Alignment Quality
(-bag CALCULATE_AS_NECESSARY) e filtros rigorosos foram aplicados para atingir SNPs
de alta confianca com GATK VariantFiltration. Os filtros utilizados incluiam minimo de 20X de
cobertura, mapping quality de 30, base quality de 30, ReadDepthAndAllelicFractionBySample
minimo de 1.0 e HaplotypeScore maximo de 3,0 (~50%). Os SNPs de elevada confianca
foram entdo genotipados na amostra usando GATK UnifiedGenotyper, com parametros default,
excluindo-se: -stand__call_conf 50.0 -stand_emit_conf 10.0 -dcov 200, que foram modificados.
SNPs "heterozigotos” (mais de um alelo por locus, indicando a coexisténcia de clones distintos
na mesma amostra) foram convertidos para o gendtipo majoritério se a proporcdo fosse 75:25
ou mais. Utilizamos o SnpEff (CINGOLANI et al., 2012) para anotar cada uma das ocorréncias
dos polimorfismos em regiGes intergénicas e codantes (sindnimas e n3o-sindnimas) com as
anotagdes de P. vivax Sal-lI do banco de dados PlasmoDB (PLASMODB, 2016)

Outros filtros foram aplicados para garantir a qualidade das amostras e SNPs. Foi
estabelecido limiar de 3000 SNPs para a continuidade do uso da amostra (13 amostras excluidas
do Brasil e Peru). Variantes que possuiam freqiiéncia de alelos minoritarios (MAF) maior que
0.01 e/ou com miltiplos alelos alternativos foram excluidas da analise (total de 5441 alelos em
amostras brasileiras), porque em uma dnica infeccdo as hipdteses seriam que estes indicam:
erro de sequenciamento ou multiplicidade de infeccdo. Ao total, obtivemos 84 amostras com

94122 SNPs confiaveis ndo repetitivos.
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2.6 Analise de dados

2.6.1 Estrutura populacional

Para a identificacdo de estruturas genéticas com um grande banco de dados sem a
presenca de um modelo de genética populacional delimitado utilizamos a anélise de componentes
principais (PCA) feita com o software PLINK (PURCELL et al., 2007). A inferéncia de uma
arvore de neighbor joining foi feita utilizando os pacotes adegenet e ape do R (JOMBART,
2012). Calculamos o indice de fixagdo (Fgsr) através VFCtools (DANECEK et al., 2011), a
fim de verificar a divergéncia das populacdoes americanas. Este indice mede a quantidade de
variacdo genética que pode ser explicada pela estrutura populacional, sendo a influéncia na

estrutura populacional provinda da relacdo entre deriva e fluxo génico.

Anadlise de ancestralidade compartilhada foi feita entre todas as amostras disponiveis
das Américas que passaram em nossas critérios de qualidade, através do software ADMIXTURE
(ALEXANDER; LANGE, 2011). ADMIXTURE é um software para a estimativa da probabilidade
maxima (maximum likelihood) de linhagens individuais a partir de conjuntos de dados de SNPs.
Ele usa o mesmo modelo estatistico do STRUTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000), mas calcula as estimativas muito mais rapidamente usando um algoritmo de otimizac3o
numérica rapida. Como o modelo utilizado assume desequilibrio de ligacdo (DL) que os pares
de SNP sejam independentes entre si, excluimos SNPs em pares que estivessem ligados. Como
seria impossivel remover todos os SNPs em DL, especialmente em popula¢bes recentemente
misturadas, usamos uma estratégia para mitigar os efeitos de DL que incluem marcadores
separados entre eles por uma certa distancia fisica no cromossomo. Com esse algoritmo, dos
94122 SNPs inicias, apenas 12762 SNPs n3o ligados foram usados na anélise com os mesmos
critérios estabelecidos por Pearson et al. 2016. O nimero ideal de clusters (K) foi determinado
com miltiplas corridas com diferentes valores de K (2 - 10), estimando-se o valor mais plausivel
de K usando a métrica de cross-validation; um bom valor de K ird exibir um valor minimo de

erro de cross-validation quando comparado com os outros valores de K.

2.6.2 Diversidade e selecao

As andlises subsequentes foram feitas excluindo-se as amostras Belem e Brasill. A
diversidade de nucleotideos (7) e o valor de D de Tajima, para identificacdo de evidéncia de
selecao natural, em médias por janelas de 1 kb, foram calculadas ao longo dos cromossomos,
usando VCFtools. Os resultados foram ent3o plotados de forma semelhante, com uso do
software R, utilizando uma média mével ao longo de cada cromossomo. 7 global foi calculado
utilizando a média total dos valores de diversidade encontrados para cada par de nucleotideos,
utilizando VCFtools. Para encontrar regidoes com maior diversidade foram estabelecidos que os

50 maiores valores encontrados ao longo do genoma paraw (cut off: Brasil 0.0034; Colémbia
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0.0034; Peru 0.0040; México 0.0053) e, maiores (cut off: Brasil 2.024; Colémbia 2.078; Peru
1.890; México 2.407) e menores (cut off: Brasil -1.096; Colémbia -1.724; Peru -1.622; México
-1.376) para D de Tajima .

Classificamos os genes encontrados nas regidoes de interesse usando anotacdes do
PlasmoDB para P. vivax e genes anotados como hipotéticos tiveram suas funcdes inferidas
através do PFAM (FINN et al., 2016). As funcBes dos genes de interesse foram averiguadas

em artigos associados ao género Plasmodium.

2.7 Analise de recombinacao

Para avaliar a frequéncia de recombinacao meidtica nas populacdes americanas, utiliza-
mos o decaimento do desequilibrio de ligacdo com distancias genéticas para cada conjunto de
amostras separadamente utilizando VCFtools. DL foi medido computando uma medida comum,
coeficiente de determinac3o r?, para pares de SNPs com distancia variavel. A mediana de r? foi
calculada em janelas de 50 pb ao longo de cada cromossomo. Para estimar os valores de de r?
esperados entre loci independentes em cada populacdo (linha de base), utilizamos a mediana

de todos os valores de r? para todos os pares de SNPs situados em cromossomos diferentes.
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3 RESULTADOS

3.1 Analise de 9 genomas completos de P. vivax do Brasil

Analisamos 9 amostras (PV17, PV18, PV19, PV20, PV207, PV32, PV51, PV52,
PVACR) de sangue contendo P. vivax provindas de uma regido simpatrica da Amazénia rural
brasileira. Apds a preparacdo das bibliotecas de forma a evitar os contaminantes provindos de
DNA humano, sequenciamos cada amostra através de corridas por lon Torrent e lon Proton,
sendo no total 4 corridas e seus resultados concatenados para a geracdo dos dados que serdo
mostrados. Juntamente com nossas amostras brasileiras, adicionamos genomas ja sequenciados

e disponiveis no banco de dados de outras amostras americanas.

Mapeamos todos os reads no genoma de referéncia do isolado Sal-I. Filtramos os
reads de baixa qualidade (MQ<30 - mapping quality score) e com cobertura menor que
a colocada como limite com o genoma de referéncia (DP<20 - depht). Mais de 91% dos
reads foram mapeados no genoma de Sal-I (Tabela 3). Os genomas sequenciados por outros
autores apresentaram de 18 a 94% de mapeamento contra a referéncia Sal-l (apenas amostras
com mapeamentos acima de 80% com Sal | foram consideradas neste estudo). Em primeira
instancia, mantivemos especificamente a amostra Brazil |, mesmo com 25% de mapeamento,
provavelmente pela alta taxa de contaminacao provinda de DNA de simios. Esse parasito foi
mantido em algumas andlises por ser uma das duas amostras adicionais de regides distintas

brasileiras disponiveis para comparacdo com aquelas sequenciadas neste trabalho.

3.2 Analise comparativa de amostras das Américas

A principio foram estabelecidos trés banco de dados: (A) Dentre as 116 amostras
das Américas (Brasil, Peru, Coldmbia e México) (Tabela S1) (Figura 2), restringimos nossas
analises a 11 amostras do Brasil, 31 da Colémbia, 23 do Peru e 19 do México, em um total de
84 amostras com 94122 SNPs filtrados e de alta qualidade, utilizado para todas as analises
(Tabela 3);(B) com as 84 amostras mais as amostras Brazil | e Belem e (C) com 37 dos
42 SNPs indicados pelo barcode de SNPs para P. vivax (BANIECKI et al., 2015), utilizados

apenas nas analises de estrutura populacional.

Ao todo foram obtidos 94122 SNPs de alta qualidade, para o primeiro banco de dados,
sendo destes 55.0% (50690) em regides intergénicas, 8.8% (8288) em introns e 36.2% (33122)
em regides codantes, dos quais 38.79% (12849) sdo SNPs que geraram mutacdes sindnimas e
61.20% (20273) n&o sindnimas (Tabela 3).



Tabela 3 — Genomas nucleares de P. vivax das regides do Brasil, Colémbia, México e Peru que passaram pelos testes
de qualidade desse estudo, com seus respectivos: local de coleta da amostra, alinhamento com Sal |
(referéncia) e quantidade de SNPs encontrados para cada amostra

Pais Regigo Amostra Alinhamento com Sal-1 (%) Ndmero de SNPs
Brasil Remansinho (Acre) 17 94.70 6445
18 93.47 6232
19 94.74 5524
20 93.38 6188
32 91.83 5528
51 94.01 5819
52 94.03 6158
207 94.57 6041
ACR 93.45 5414
PV4 95.00 8036
Placido de Castro (Acre) Brazil32 86.21 3685
Belem (Par3) Belem 88.68 4173
Brasill 25.08 4943
Colémbia Col015 87.08 6240
Quibdé (Chocd) Col020 86.13 5812
Col026 88.84 5147
Col036 89.71 6340
Buenaventura, (Valle del Cauca) Col038 88.69 6195
Col040 87.98 6818
Tumaco (Narino) Col280 87.27 6832
Col295 90.57 5875
Col437 88.43 6320
Col438-A 91.69 5378
Col438-B 92.91 5687
Col439 91.51 5258

1€



Tabela 3- Continuacdo da pagina anterior

Pais Regigo Amostra Alinhamento com Sal 11 (%) Ndmero de SNPs

Col440 87.31 6878

Col441-A 85.11 5928

Col441-B 92.05 4473

Col443-A 87.08 7186

Col443-B 87.76 6195

Col445 87.93 6687

Col446 86.94 7130

Col448 89.60 5392

Tierralta (Cérdoba) Col449 89.31 6407
Col485 88.79 5733

Col486 88.55 5605

Col487 87.13 5543

Col488 89.90 5092

Col489 88.44 5224

Col490 88.88 5745

Col491 89.33 5951

Col492 73.22 4297

Col493 90.35 5852

Col504 88.62 6391

Peru Peru06 86.67 4829
Santo Tomas (Loreto - Norte da Amazénia) Peru09 77.52 5228
Perul0 78.35 5394

Peru257 86.81 5198

Peru258 92.35 5972

Delta 1 (Madre de Dios - Sul da Amazénia) Peru259 86.67 4831
Peru260 89.31 5627

Peru262 88.18 5464

Peru852 75.67 4732

Mazan (Loreto - Norte da Amazénia) Peru858 75.57 5468
Peru869 82.61 5081

42



Tabela 3- Continuacdo da pagina anterior

Pais Regigo Amostra Alinhamento com Sal 11 (%) Ndmero de SNPs

Peru1008 87.36 5537

Peru1021 91.95 4128

Puerto America (Loreto - Norte da Amazonia) Peru1022 93.38 4697
Peru2025 85.42 7145

Peru3133 90.73 4295

Peru3136 81.12 6613

Padrecocha (Loreto - Norte da Amazonia) Peru3232 85.14 5066
Peru3280 86.31 6895

lquitos (Loreto - Norte da Amazonia) Peru4017 80.14 6589
Peru4023 92.14 4007

Sulina (Piura - Costa Norte) Peru00622 83.91 5944
Peru00699 84.07 4566

México Frontera Hidalgo (Chiapas) Mexico938-A 87.97 6112
Carrillo (Chiapas) Mexico32-E-03 84.38 6832
Tuxtla Chico (Chiapas) Mexico566-A 88.25 6120
Huehuetan (Chiapas) Mexico533-07 87.75 6061
Mexico330-A 87.70 6342

Mexico267-A 94.22 5592

Mexico980-A 87.96 6498

Mexicol086-A 85.32 7411

Mexico55-03 88.45 6457

Mexico203-04 88.91 6478

Mexicol18-A 88.34 6491

Tapachula (Chiapas) Mexicol65-A 88.88 5571
Mexico161-04 88.52 6014

Mexico760-A 92.36 4904

Mexico63-08 90.65 6036

Mexico21-A 94.54 5233

Mexico10-E-05 87.01 6977

Mexico31A-03 88.02 7081

€€



Tabela 3- Continuacdo da pagina anterior

Mexicol067-A 89.13 6831
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O diagrama de Venn dos alelos compartilhados (Figura 4) entre os quatro paises mostra
uma maior quantidade de SNPs compartilhados entre as amostras do México e Colombia
(5711 SNPs, aproximadamente trés vezes maior do que o encontrado entre México e Peru)
e em seguida entre as amostras do Brasil e Peru (3512 SNPs, cerca de duas vezes maior o
encontrado entre Brasil e Colémbia). Os 8529 SNPs (nicos compartilhados entre todas as
regides, foram divididos em 36,6% (3133) em SNPs de regides intergénicas e 50,9% (4339)
em genes de regides codantes, destes 57,8% (3123) foram considerados n3o-sinénimos.

6891 SNPs foram encontrados exclusivamente nos 11 isolados amazdnicos. Dos SNPs em

regides codantes, 40,0% (2759), temos que 65,2% (1798) sdo devido a mutacdes ndo-sindnimas.

Figura 4 — Alelos compartilhados entre populacdes de P. vivax nas Américas.

Coldbmbia Meéxico

' 56259 34135
Brasil (56259) (34159) Peru

(49719)
(26543) 19892 7330
571 1956
15485
1126 8741
8529

541 7647

11 45 3750
3512

Abaixo dos nomes dos paises ha o nimero total de SNPs encontrados para aquela populacdo

Identificamos alguns loci associados a residéncia a drogas com mutacdes ndo-sindnimas
com relacdo a Sal-1, incluindo: pvDHFR, pvDHPS e pvMDRL1. Os trés genes apresentaram uma
Unica mutacdo cada, sendo: no gene pvDHPS (A383G), associado a resisténcia a sulfadoxina
(PORNTHANAKASEM et al., 2016; RUNGSIHIRUNRAT et al., 2008); pvDHFR (S117N),
associado a resisténcia a pirimetamina (IMWONG et al., 2003) e o gene pvMDR1 (T958M),
associado a resisténcia a cloroquina (GOMES et al., 2016). Os dois dltimos apresentaram

mutacdo em trés das quatro regides €, pvDHPS em apenas duas regides.
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3.2.1 Estrutura populacional em diferentes regiées da América

Uma éarvore construida com o método de neighbour joining (Figura 5c¢), utilizada para
representar visualmente a matrix de distancia genética, mostrou uma razoavel separacdo das
amostras segundo o pais de origem. As analises subsequente da divergéncia genética entre
populacdes de parasitas utilizaram um método de anéalise multivariado (anélise de componentes
principais), uma andlise pareada de indices de fixacdo (Fsr) € um método bayesiano de

identificacdo de clusters implementado no programa ADMIXTURE.

Realizamos a PCA com os marcadores do tipo SNPs para explorar a estrutura popula-
cional de P. vivax nas Américas, com trés banco de dados distintos. O primeiro possuia 84
amostras da América, os segundo essas 84 mais as amostras Brazil | e Belem e o terceiro
foi formado por SNPs propostos como barcode para P. vivax (BANIECKI et al., 2015). Os
resultados mostraram que essas amostras brasileiras, Brasill e Belem, destuavam as analises
tanto de componentes principais (Figura S1a), que forcou a aglomeracdo das outras amostras
nos componentes C2 e C3, quanto de ancestralidade em que a amostra Brasill apresentou ser

um unico ancestral (Figura S1b).

A PCA das 84 amostras sem as amostras Brasill e Belem (Figura 5a) revelou estrutura
primeiramente determinada pela localizacdo geografica. Com a adicdo de isolados brasileiros
simpatricos ao estudo que originou os genomas do Peru, Colémbia e México, temos uma
diferenciacdo maior entre as amostras dos paises, principalmente das do Brasil, do que a
encontrada nos resultados de Hupalo et al. (2016). Em concordancia com os dados da
PCA, os dados de clusterizacdo obtidos por ADMIXTURE, com 2 clusters (K), mostram as

amostras brasileiras formadas por um (nico ancestral e as amostras mexicanas formadas por
majoritariamente um outro ancestral (Figura 5b). Esse valor de clusters populacionais foi
obtido segundo o menor valor de erro encontrado para K (Figura S2). As amostras peruanas e
colombianas, no entanto, mostraram influéncia de 2 ancestrais distintos, sendo a colombiana
mais proxima da mexicana enquanto o contrario acontece com a peruana; valor de K=3 também

mostra essa tendéncia, porém mais bem resoluta (Figura S3).



Figura 5 — Estrutura populacional baseada em SNPs de 84 amostras de P. vivax nas Américas.
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Em um panorama geral, podemos observar a atribuicdo de ancestrais devido a geografia
dos paises, isto é, paises mais proximos compartilham mais ancestrais que paises mais distantes.
Valores de Fgr (Tabela 4) foram condizentes com as estruturas apresentadas nos resultados do
ADMIXTURE, com Colémbia e México, apresentando o menor valor, Fg7 =0,025, e Brasil e
México com o maior valor, F g7 =0,092. Valores de F g1 tendendo a 1 implicam que quase toda
a variacao genética é explicada pela divergéncia entre populacdes, enquanto valores préximos
de 0 indicam predominio do componente de variacdo intra-populacdes. Valores obtidos com os
pares de populacdes Brasil vs. Peru e Brasil vs. Colédmbia apresentaram valores intermediarios
(0,037 e 0.055, respectivamente), condizentes com a proximidade geogréfica do local de coleta

das amostras.

Tabela 4 — Valores de F g para cada par de regides da América

Brasil Colombia  Peru México

Brasil - 0.055 0.037  0.092
Colombia - - 0.03 0.025
Peru - - - 0.047
México - - - -

Os autores do ADMIXTURE acreditam ser uma boa ideia diminuir a quantidade total de
marcadores para aqueles que ndo possuam DL, ja que o modelo que eles criaram n3o considera
explicitamente os SNPs com DL. O resultado foi similar ao banco de dados com SNPs totais,
porém menos informativo; as amostras brasileiras apresentaram ancestralidade com mais de um

cluster, independente do K=2 ou K=3, melhores valores de clusters encontrados (Figura S3).

A terceira PCA foi feita utilizando apenas 37 SNPs dos 42 SNPs do barcode que
passaram em nossos critérios de selecao; os 5 outros SNPs propostos n3o se apresentaram
como mutacao em nenhuma de nossas amostras, assim, foi tido como igual a referéncia Sal-I.
Esse barcode foi proposto em sitios que possuiam selecao neutra, isto é, regides intergénicas,
introns e regides codantes com a 4-fold-degenerated, com base em 87 amostras da Africa
(Etiépia), Asia (Sri Lanka) e América do sul (Guiana Francesa e Brasil). O resultado obtido
por Bacniecki et al. (2015) mostra a distingdo entre os trés continentes com utiliza¢do, por
exemplo, da PCA, porém dentro da América do Sul ndo houve clara distincdo. Ao refazermos
a PCA com os 37 SNPs em nossas 84 amostras do continente americano, observamos que o

barcode n3o é informativo para a distincdo de populagdes intracontinentais (Figura 6).
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Figura 6 — Analise de componentes Principais com trés eigenvectors para o barcode de 37
SNPs.

Percentuais dos eigenvectors sdo: C1 = 19,93%, C2 = 12,03% e C3 = 11,42%. Cores correspondem a: Brasil em rosa, Colémbia
em azul, México em laranja e Peru em verde

3.2.2 Diversidade nucleotidica e selecao em regides dos genomas da América

Anilises de diversidade nucleotidica a partir dos SNPs mostraram que as 4 regides
apresentaram valores de m médio similares (0.00037 - Brasil; 0.00040 - Colémbia; 0.00039 -
Peru; Mexico 0.00034). Os maiores valores de 7 por pares de SNPs em janelas de 1 Kb foram
identificados em regides previamente descritas como hipervariaveis, principalmente em genes

que codificam antigenos de estagios sanguineos do parasito (Figura 7), como:

- genes vir: a maior familia multigénica de P. vivax, com cerca de 346 genes que estdo
implicados na variacdo antigénica, correspondendo a 10% dos genes de P. vivax (CARLTON et

al., 2008). Localizados nas regides subteloméricas, podem exercer diferentes funcdes durante a
evasao do sistema imune (SINGH; GUPTA; PANDE, 2014)

- familia SERA (Serine Repeat Antigen - 8 genes de uma familias de 12 membros) que sdo
altamente expressos entre os estagios de trofozoito maduro a esquizontes do desenvolvimento

do parasito, servindo de alvo para interven¢es (HORII et al., 2010).
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- familias de proteinas associadas a superficie do merozoito (MSP - Merozoite Surface

Protein): se apresentam em 10 familias no genoma de P. vivax (CARLTON et al., 2008).

- MSP-7 (8 genes de uma familia de 11 membros): proteina que em P. falciparum liga-se
a MSP1 e possui uma expansdo do nimero de copias em P. vivax, que, nesta espécie,
ainda n3o se sabe se ha ligacdo com MSP-1 nesta (ltima espécie (GARZON-OSPINA et
al., 2012; GARZON-OSPINA; FORERO-RODRI GUEZ; PATARROYO, 2014).

MSP-3 (11 genes de uma familia de 11 membros): os onze membros da familia que
ocorrem in tadem no cromossomo 10, foram identificados como antigénicos e alguns de
seus membros estdo sujeitos a pressao do sistema imune, fixando ou acumulando diversas
mutacdes n3o-sindnimas como mecanismo de evasdo (GARZON-OSPINA; FORERO-
RODRI GUEZ; PATARROYO, 2015).

MSP-8: esse gene, utilizando métodos filogenéticos, foi identificado sob evidéncia de
selecdo purificadora em linhagens de P. vivax (PACHECO M ANDREI et al., 2012).

MSP-1: a proteina codificada por esse gene em P. vivax pode ter um papel importante

no processo de fixacdo e invasdo nos reticulécitos(ROY et al., 2009).



Figura 7 — Diversidade encontrada nos cromossomos 4, 7, 10 e 12, nas 84 amostras de P. vivax nas 4 populacoes das Américas.
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Nos 50 maiores picos de diversidade dentro de todos os cromossomos (Tabela 5), que
aparecem somente nas amostras brasileiras, temos que metade das regides sao compostas por
genes vir, proteinas hipotéticas e regides intergénicas. A outra metade é composta por:

- trés genes com dominios que envolvem tRNA;

- um gene com dominio do tipo Phrist, que possui um dominio identificado primeiramente

em P. falciparum em proteinas do tipo RESA (Ring-infected erythrocyte surface antigen).

- um gene que codifica proteina TATA- binding (TBP), que é caracterizado como um

fator de transcricao que se liga especificamente a regides do DNA chamadas de TATA box.

- um gene com dominio de actina, que é uma familia de proteinas globulares que

formam filamentos de actina.



Tabela 5 — 50 maiores valores de diversidade nucleotidica (7) encontrada nas quatro regides da América (Brasil,
Colémbia, México e Peru) divididos pelos cromossomos. Genes associados as regides, quando ndo em
regides intergénicas, foram identificados

Cromossomo Regido s Genes
Inicio (pb) Fim (pb) Brasil Peru Colémbia México
PVX_093680,
1 773001 774000 X (Phist protein
Pf-fam-b))
800001 801000 X

PVX_093710(VIR)

805001 806000 X X PVX_093715(VIR)
829001 830000 X PVX_093735(VIR)
2 1000 3000 X X

PVX_0096910(VIR)

PVX_096965(VIR),
PVX_096970(VIR),

66001 93000 X X X X PVX_096975(VIR
PVX_096980(VIR

PVX_096985(VIR

PVX_096990(VIR

)
)
),
)
)
)

3 3001 4000 X NC

PVX_001100
(RAD protein
(Pv-fam-e)),
PVX_001097
(tRNA
Asparagine),
PVX_001095(PH),
PVX_001090(PH),
)
)

9001 27000 X X X X

PVX_001085(PH),
PVX_001080(PH

472001 473000 X NC

ey
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Cromossomo

Inicio (pb)

901001

Regido

Fim (pb)

972000

Brasil

Peru

Colémbia

México

Genes

PVX_096001(VIR),

PVX_096001a(VIR),

PVX_096000(VIR),
PVX_095997(VIR),
PVX_095995(VIR),
PVX_095990(VIR),
PVX_103145(VIR),
PVX_103150(VIR),
PVX_103155(VIR),
PVX_103160(VIR),
PVX_000000
(Plasmodium
exported

protein, unknow
function),
PVX_000005
(Plasmodium
exported

protein, unknow
function),
PVX_000010
(Plasmodium
exported

protein, unknow
function),
PVX_000015(Pv-
fam-d

protein),

51001

69000

PVX_002507
(Pv-fam-b

protein),
PVX_002510
(Nucleosomal
binding protein

1),
PVX_002512(PH),

175001

176000

NC

144
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Cromossomo Regido s Genes

Inicio (pb) Fim (pb) Brasil Peru Colémbia México

PVX_003840(SERA),
PVX_003835(SERA),
PVX_003830(SERA),

)
)
562001 600000 X PVX_003825(SERA),
PVX_003820(SERA),
PVX_003815(SERA),
PVX_003810(SERA),
PVX_003805(SERA)
861001 873000 PVX_003485(VIR),
PVX_003475(PH)
17001 18000 PVX_088795(VIR)
37001 39000 PVX_088805(VIR)
1256001 1257000 X PVX_090240(CyRPA)
1291001 1298000 /':VX—OQO%O(PST'
protein)
1313001 1314000 PVX_110935(PH)
PVX_001635(VIR),
18001 31000 PVX_001640(VIR).
PVX_001645(VIR)
841001 842000 PVX_110035(PH)
969001 971000 PVX_099690(TLP-
2)
1044001 1045000 NC
PVX_099915
1115001 1117000 X (RNA-binding
protein)

1%
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Cromossomo Regido Genes

Inicio (pb) Fim (pb) Brasil Peru Colémbia México

1159001 1161000 X X PVX_099980(MSP1)

1356001 1357000 X PVX_086940(PH)

1392001 1393000 X PVX_086905(PH)
PVX_086900(PH),
PVX_086895(VIR),
PVX_086893(VIR),
PVX_086890(VIR),
PVX_086880(VIR),
PVX_086875(VIR),
PVX_086870(VIR),

1401001 1472000 X X X PVX_086865(VIR),
PVX_086863(VIR),
PVX_086860(VIR),
PVX_086855(VIR),
PVX_086850(VIR),
PVX_086845(VIR),
PVX_005040(PH),
PVX_005045(VIR),

8 1001 12000 X X X X PVX_094230(PH)

24001 25000 X X PVX_094240(VIR)

1639001 1640000 X NC

1672001 1673000 X PVX_119210(VIR)

9 3001 10000 X X

PVX_090835(PH)

14
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Cromossomo Regido s Genes

Inicio (pb) Fim (pb) Brasil Peru Colémbia México

PVX_090840(PH),
PVX_090845(60S
acidic ribosomal
protein P1),
PVX_090847
(tRNA Glycine),
PVX_090848
(tRNA

Leucine),

PVX_090860
36001 37000 X X (CPW-WPC
family protein)

21001 29000 X

40001 41000 X PVX_090865(actin)

PVX_091200(PH),
PVX_091205
(replication

factor C

subunit 5)

337001 338000 X

10
21001 22000 X PVX_079695(PH)

67001 69000 X PVX_079750(PH)
PVX_079755
(phosphoenolpyruvate/

71001 72000 X X phosphate
translocator

(PPT))

Ly
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Cromossomo Regido

Inicio (pb) Fim (pb)

1191001 1308000

Brasil

Peru

Colémbia

México

Genes

PVX_097755(MyoB),
PVX_097750(protein
kinase),
PVX_097745(ADF1),
PVX_097740(SRSF12),
PVX_097735(PH),
PVX_097730(PH),
PVX_097725(MSP3),
PVX_097720(MSP3),
PVX_097715(PH),
PVX_097705(MSP3),
PVX_097700(MSP3),
PVX_097695(MSP3),
PVX_097690(MSP3),
PVX_097685(MSP3),
PVX_097680(MSP3),
PVX_097675(MSP3),
PVX_097670(MSP3),
PVX_097665(MSP3),
PVX_0977660(IspE),
PVX_097655(50S
ribosomal

protein L28,
apicoplast),
PVX_097650(PH),
PVX_097645(PH
PVX_097640(PH
PVX_097635(PH
PVX_097630(PH),
PVX_097625(MSP8),
PVX_097620(PH),
PVX_097615(PH),
PVX_097610(PH),
PVX_097605(VPS11),
PVX_097600(PH)

)
).
)
)

1377001 1378000

NC

11 2027001 2029000

PVX_124725(VIR)

2062001 2063000

NC

1£14
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Cromossomo Regido s Genes

Inicio (pb) Fim (pb) Brasil Peru Colémbia México

PVX_082710(PH),
PVX_082700(MSP7),
PVX_082695(MSP7),
PVX_082685(MSP7),
12 751001 776000 X X PVX_082680(MSP7),
PVX_082675(MSP7),
PVX_082670(MSP7),
PVX_082665(MSP7),
PVX_082660(PH),
PVX_082655(MSP7)

881001 882000 X PVX_082480(PH)
2960001 2961000 X NC
2967001 2968000 X PVX_118675(PH)
13 1001 2000 X NC
PVX_084090
(liver stage
5001 7000 X associated
protein
1(LSAP1))
130001 131000 X PVX_084260(PH)
PVX_085105
909001 910000 X (transcription
initiation
TFIID-like)
PVX_086305
1992001 1994000 X X X X (ubiquitin-405
ribosomal
protein S27a)
2025001 2026000 X X NC

314
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Cromossomo Regido Genes

Inicio (pb) Fim (pb) Brasil Peru Colémbia México
PVX_1211885
(cytoadherence

14 43001 44000 X X linked asexual

protein
(CLAG))

996001 997000 X PVX_122920(PH)

2019001 2020000 X PVX_124065(PH)

2032001 2033000 X X

PVX_124975(PH)

Simbolos indicam: "X’ - SNPs incluidos entre os mais 50 polimérficos em cada pais, 'PH’ - Proteina Hipotética e 'NC' - Nada Consta

09
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Regides de familia SERA e MSP3 ainda apresentaram valor de D de Tajima dentre os
50 maiores e menores valores encontrados entre todos os SNPs. Além das familias ja destacadas
anteriormente para o teste D de Tajima temos entre os maiores valores, 44 genes identificados
distribuidos entre as quatro regides, 76 genes caracterizados como proteinas hipotéticas e 8
relacionados a processos ou subunidades de RNA (Tabela S2). Para o teste D de Tajima com os
menores valores, temos 121 genes distribuidos pelas 4 regioes, sendo que 21 deles codificantes
de proteinas vir, 55 caracterizados como proteinas hipotéticas e 10 relacionados a processos ou
subunidades de RNA (Tabela S3).

Trés grandes grupos de genes dividiram os valores de D de Tajima, em primeiro os
associados a interacdo parasito-hospedeiro, em seguida os associados ao ciclo de vida do parasito
e em terceiro um grupo associado a fertilidade, com apenas 5 dos 51 genes discriminados
(Tabela 6). Podemos destacar, para os associados a interacdo parasito-hospedeiro, em amostras
do Peru, genes que codificam proteinas TLP2 e CSP - valor D de Tajima positivo - e em
amostras da Colombia, a gene codificante da proteina MSP5 - valor D de Tajima negativo.
Para os relacionados ao ciclo de vida temos o ApiAP2, que apresentou D de Tajima positivo em
trés das quatro regides e negativo no Peru; (inico gene com valores de D de Tajima estudado
encontrado nas quatro regides. O Brasil e o Peru compartilharam 5 genes, sendo um deles o
ApiAP2, mencionado acima, e: RAD, PSOP24, SRPK1 e CuTP.



Tabela 6 — Funcdes do genes associados aos maiores e menores valores de D de Tajima para cada uma das regides da
América (Brasil, Coldmbia, México e Peru). As funcdes foram separadas em trés grandes grupos: interacdo
parasita-hospedeiro, regulacao do ciclo de vida e fertilidade. Foram apenas estabelecidas as funcdes de

genes que estivessem descritas em alguma espécie de Plasmodium.

Regido Funcio Genes D de Tajima Citacdo
INTERACAO PARASITO- HOSPEDEIRO
Brasil Evas3o da reposta do sistema imune RAD + Cornejo, et al, 2014
Superficie do merozoito 6cysteine + Hostetler, et al, 2015
Superficies de estagios sanguineos e esporozoitos CRMP1 + Thompson, et al, 2007
Superficies de estagios sanguineos e esporozoitos CRMP3 + Douradinha,et al, 2011
Superficies de estigios sanguineos e esporozoitos Pvstpl Winter, et al, 2005
Associado a infecdo do intestino pelos oocinetos PPLP5 + Ecker, et al, 2007
Associado ao estagio de oocineto PSOP24 Baum, et al, 2013
Sistema de remoc3o de antioxidante TrxR + Tiwari, et al, 2016
Protecdo contra estresse nitrosativo Trx1 + Wang, et al, 2014
Resposta do parasita a drogas ABCG2 + Eastman, et al, 2013
Peru Protecdo contra extresse oxidativo TLP2 + Afanador, et al, 2014
Invas3o de esporozoitos em hepatdcitos CSP + Ancsin, et al, 2004
Resisténcia a drogas MDR1 + Sanchez, et al, 2010
Motilidade do esporozoito e ligacdo no hepatdcito TREP Combe, et al, 2009
Colémbia Superficie de estagios sanguineos MSP5 Perraut, et al, 2014
Associado a invasdo de eritrdcitos ou interacdes com o Taechalertpaisarn, et al,
sistema imune do hospedeiro l Pal + 2012
jumdade s egloio s o domconems . Do, o 3
Associado a mediacdo do sequestro de hemdcias e ao
trafico de proteinas especificas para dentro da célula do PTEXS88 + Chisholm, et al, 2016
hospedeiro
México Protecdo do parasito de efeitos danosos durante HSP110c n Muralidharan, et al,

episddios de febre no hospedeiro

2013

¢S



Tabela 6- Continuacdo da pagina anterior

Regido Funcdo Genes D de Tajima Citagdo
Ligacao com enNtroatos ou associado a membrana RhopH2 n SamYellowe, et al, 1992
durante a invas3do
Ligacdo com enﬂtroatos ou associado a membrana RON3 n Zhao, et al, 2014
durante a invas3o
Ligacdo com eritrécitos ou associado a membrana L

. . RBP1a Gallinski, et al, 1992

durante a invasdo
Associado ao d§s.envoIV|mento da rede tubovesicular EVP1 Tamez, et al, 2008
(TVN) no eritrécito
ASSOCIADO AO CICLO DE VIDA

Brasil Regulacdo da transcricdo ApiAP2 + Lindner, et al, 2010
Regulacdo de genes estagio especificos AP20 + Kaneko, et al, 2015
Regulacdo de expressdo de genes associados a viruléncia HDA2 Coleman,et al, 2014
Expressdo de genes de estagio intraeritrocitico PREBP + 2K(<J)1n;’ak|Yasuda, et al,
Expressdo estagiocespecéfico Pvfama Zeeshan, et al, 2015
Sintese de repeticdes teloméricas TERT + Bottius, et al, 1998
Metilacdo de histonas e alvos ndo histénicos MYND Browm, et al, 2006
Associado a proliferacdo do parasito SRPK1 +
Componente facilitador de produtos integrados a Sec61gamma Erdmann, et al, 2011
membrana ou transportados ao lumen do RE
Formac&o da vesicula COPII Sec24a Lee,et al, 2008

Peru Associado a desenvolvimento e diferenciacdo :zzhyltransfe— + Bobenchik, et al, 2013
Associada ao centrossomo CEP76 + Kumar, et al, 2013
Associado a retencdo de proteinas no RE ERD2 + Elmendorf, et al, 1993

histone acetyl-
Sintese de lipoamida trasnferase Siwo,et al, 2015
GCN5

Associado a manutencdo dos estagios eritrociticos SufD Gisselberg, et al, 2013
Assou:ada a divisdo de organelas, endocitose e criagdo dynar.nlcllke Li, et al, 2004
de vesiculas protein
Associado a sumoilacdo SUMO Reiter, et al, 2013

€9
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Regido Funcdo Genes D de Tajima Citagdo
Colémbia Associado a montagem da estrutura do corpo basal delta tubulin + Francia, et al, 2016
Sobrevivéncia do parasito e degradacdo de proteinas Muralidharan, et al,
S RPN6 +
ubiquitinadas 2011
Associado a recombinacdo homéloga durante a mitose RAD54 Kumar, et al, 2013
Regula’(’:a.o do desenvolvimento dos estagios iniciais do GDV1 Mobegi, et al, 2014
gametdcito
Associado a atividade do hipnozoito Pl4K Zeeman, et al, 2016
CCr4NOT
México Envolvido na iniciacdo e alongamento da transcricio transcription Bischoff, et al, 2010
complex
subunit 1
FERTILIDADE
. . . Kenthirapalan, et al,
Brasil Associado a fertilidade CuTP +
2013
México Diferenciac3o sexual Guanylyl + Baker, et al, 2004
7 cyclase
Controle de translacdo em gametdcitos DOZI Bunnik, et al, 2016
Regulacdo da frequéncia da conversdo gametocitica HDA2 Coleman,et al, 2014
Associado a motilidade em gametas masculinos dynein heavy + Khan, et al, 2005

chain

A auséncia de simbolo na coluna 'D de Tajima’ representa que o valor de D é negativo

12°
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3.3 Declinio do desequilibrio de ligacao em diferentes populacoes

Observou-se um rapido declinio de DL em funcdo da distancia nucleotidica entre pares

2 entre

de SNPs em todas as popula¢des estudadas (Figura 8); em geral, os valores de r
pares de SNPs situados a mais de 50 pb no mesmo cromossomo foram semelhantes aqueles
encontrados entre SNPs situados em cromossomos distintos (isto é, sem ligac3o fisica entre
eles). O decaimento é ligeiramente mais rapido do que aquele encontrado por Pearson et al.
(2016) em amostras do Sudeste Asiatico e da Oceania (valores de r? equivalentes aos de loci
n3o-ligados sdo observados a partir de 100 e 200 pb de distancia entre pares de SNPs), regides
essas com alta transmissao de malaria. Em amostras peruanas, observou-se minimo DL mesmo

entre loci situados a menos de 50 pb de distancia.



Figura 8 — Valores de r? calculados entre pares de SNPs entre distancias definidas a partir de dados de SNPs por regi3o.
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Linha de base definida a partir de valores de r? de SNPs em cromossomos diferentes.

99
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4 DISCUSSAO

Para expandir nosso entendimento da diversidade genética em P. vivax, sequenciamos 9
genomas nucleares completos de parasitos da Amazonia brasileira de mesma origem geogréfica
e os comparamos ao nivel continental, utilizando genomas disponiveis de paises americanos.
A alta cobertura gerada pela tecnologia de sequenciamento por lon Proton e lon Torrent,
em nossas amostras, e da tecnologia /llumina, nas amostras disponiveis nos bancos de dados,
associada a triagem subsequente de SNPs com o uso dos mesmos métodos e softwares
especificos, assegurou uma maior comparabilidade entre os dados gerados neste trabalho e

aqueles derivados da literatura.

Estudos com P. vivax obtidos de amostras de sangue de pacientes infectados s3o
dificultados pela presenca de DNA humano. Devido a diferenca entre os tamanhos dos genomas,
se um unico leucécito estiver presente em uma amostra que contém 10 parasitos, mais de 95%
do DNA extraido sera de origem humana. Este problema agrava-se no estudo deP. vivax, em
comparacdo com P. falciparum, ja que a parasitemia em infeccGes naturais é tipicamente inferior
a 10.000 parasitos por ul de sangue (CHAN et al., 2015). Nas amostras do Brasil, Colémbia,
México e Peru sequenciadas depois de um processo de enriquecimento de DNA do parasito
por selecdo hibrida (HUPALO et al., 2016), entre 18 e 91% dos reads foram mapeados contra
o genoma de referéncia; em comparacdo, em nossas amostras, que passaram pelo processo
de deplecdo de leucécitos, a percentagem de mapeamento foi superior a 91%. Esses dados

mostram o sucesso obtido pela técnica de leucodeplecdo adaptada em nosso laboratério.

No primeiro estagio das anélises, com 94122 SNPs de alta confianca e com 60% do
genoma de referéncia codante (cromossomos variando entre 54 a 64%) observamos que mais
metade dos SNPs estavam presentes em regiGes intergénicas em amostras americanas, mesmo
que em amostras maioritariamente do Sudoeste asiatico e da Oceania haja similaridade na
quantidade de SNPs entre as regides intergénicas e codantes (PEARSON et al., 2016). Um
fato recorrente em genomas de P. vivax, com relacao as regides codantes, é a verificacdo de
uma quantidade maior de SNPs n3o-sinénimos (nsSNPs) em relacdo aos sindnimos (sSNPs).
A diferenca nesses genomas sugere a existéncia de selecdo diversificadora atuando em escala
genémica (PEARSON et al., 2016). Em Chan et al. (2012), a partir de dados de SNPs de
genomas nucleares completos de trés amostras do Camboja e duas de Madagascar, foi verificada
a existéncia de 1,5 vezes mais nsSNPs em relacdo a sSNPs. Neafsey et al. (2012), em dados
suplementares mostraram que existe também essa relacdo de maior quantidade de nsSNPs do
que sSNPs, tanto em P. vivax quanto em P. falciparum, em 5 amostras de regides diferentes
para cada espécie. Com um nimero mais expressivo de genomas sequenciados, como no caso
de Pearson et al. (2016), cerca de 58% foram considerados nsSNPs. Os dados obtidos neste

estudo corroboram esses resultados, apresentando amostras americanas com mais de 60% de
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nsSNPs, mesmo quando restringimos a analise para SNPs (inicos compartilhados por amostras

brasileiras.

Devido a natureza conservada das enzimas da via metabdlica do folato, sitios polimérficos
semelhantes nos genes DHFR e DHPS de P. vivax e P. falciparum podem conferir resisténcia
as drogas pirimetamina e sulfadoxina (HYDE, 1990; SAMAD et al., 2015; WANG et al., 1997).
Embora a combinacdo dessas drogas nao seja normalmente usada como um tratamento para a
infeccdo por P. vivax, essas duas drogas tem sido utilizadas para tratar pacientes co-infectados
com P. falciparum e P. vivax; uma pratica que teria exposto P. vivax a pressdao do farmaco e
que pode ter resultado em mutacdes-chave para os fendtipos resistentes relatados em infeccdo
por P. falciparum (SNOUNOU; WHITE, 2004). Polimorfismos em pvDHFR nos sitios S58R e
S117N sdo altamente relacionados a resisténcia de pirimetamina, sendo que mutacdes adicionais
podem aumentar o grau da resisténcia (IMWONG et al., 2003). A Colémbia, dnico pais que
apresentou as duas mutacdes em pvDHFR na maioria das amostras, passou por um processo
de uso dessas drogas para tratamento de P. falciparum durante mais de duas décadas e hoje
pode-se observer um alto nivel de resisténcia a pirimetamina principalmente na Bacia Amazonica
colombiana (OSORIO; PEREZ; GONZALEZ, 2007). Apesar de algumas mutacdes nos genes
DHFR e DHPS em conjunto estarem associadas a resisténcia (GREGSON; PLOWE, 2005;
HERNANDEZ et al., 2013;: HYDE, 1990; SIBLEY et al., 2001), n3o encontramos evidéncia
dessas em nossas amostras. Em duas (nicas amostras, uma do Peru e outra da Colédmbia, a
mutacdo A383G em pvDHPS, foi encontrada. A mutacdo A383G identificada sozinha, na dupla
com S382A ou na tripla com S382A e A553G, foi encontrada em 90% das amostras resistentes
onde malaria é endémica na Asia (PORNTHANAKASEM et al., 2016; RUNGSIHIRUNRAT et
al., 2008).

Por sua vez, a resisténcia a cloroquina é o principal desafio para os programas nacionais
de controle da maléria vivax. Os primeiros casos de resisténcia a essa droga foram descritos
em paises Asiaticos (BAIRD, 2004; LEE et al., 2009) e da Oceania; paises da América do Sul,
incluindo o Brasil (ALECRIM; ALECRIM,; MACEDO, 1999: GONCALVES LI: CRAVO; FER-
REIRA, 2014; MELO et al., 2014) também identificaram casos de resisténcia. Os polimorfismos
Y976F e F1076L no gene pvmdrl foram descritos como marcadores moleculares associados
a resisténcia a cloroquina (BREGA et al., 2005). Nossas andlises indicaram a existéncia da
mutacdao T958M em trés das quarto regides estudadas, excluindo-se o Brasil. Estudos prévios
com amostras da regido amazonica brasileira mostraram que a mutacdo T958M no gene
pvmdrl foi encontrada com frequéncia no Brasil e em amostras extra amazénicas (CHEHUAN
et al., 2013; GOMES et al., 2016; MARTHA et al., 2005).
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4.1 Estrutura Populacional de P. vivax na América

Dada a recente evidéncia da origem de P. vivax na Africa (LIU et al., 2014b), tem
sido proposto que populacdes de P. vivax do Novo Mundo foram fundadas na era colonial
por uma populacdo de parasitos europeus que agora est3o erradicados (CULLETON et al.,
2011). Assim, discutem-se os motivos que levaram a uma grande divergéncia entre amostras
de parasitos de Novo Mundo e do Velho Mundo, observada com o uso de marcadores como
microssatélites ou SNPs. Anélises de F g7, clusterizacdo e PCA mostraram resultados similares
em microssatélites, com as amostras da América do Sul parcialmente ou totalmente separadas
das demais (Asia e Africa) (KOEPFLI et al., 2015; SCHOUSBOE et al., 2014); em resultados
de clusterizacdo com uso de SNPs, foi sugerido que os isolados da Africa e India exibiam grande
heterogeneidade relativa aos ancestrais de isolados de outras populacGes, sendo inferido que
isto derivava tanto do Novo quanto do Velho Mundo (HUPALO et al., 2016; PEARSON et
al., 2016). Clusterizacdo por continente também foi observada em amostras genémicas de P.
falciparum (OCHOLLA et al., 2014; SAMAD et al., 2015).

Em amostras do Novo Mundo, podemos observar a atribuicdo de ancestrais com base na
geografia dos paises; paises mais distantes compartilham menos ancestrais, como por exemplo
Brasil vs. México, do que paises vizinhos, como por exemplo Brasil vs. Peru (ver também
(HUPALO et al., 2016)). No entanto, com o uso de marcadores genéticos mais polimérficos,
como os microssatélites, observa-se a formacao de grupos separados contendo amostras do
Brasil e Peru, com pouca miscigenac3o entre eles (KOEPFLI et al., 2015; SCHOUSBOE et al.,
2014). Com o uso de microssatélites, pode-se observar divergéncia acentuada entre algumas
subpopulacdes provenientes de uma mesma provincia do Peru (VANDENEEDE et al., 2010),
embora nem sempre esse padrdo se mantenha (DELGADO-RATTO et al., 2016). Porém, em
nossos dados de trés regiGes peruanas, obtivemos que 10 das 23 amostras apresentaram um
Gnico ancestral, sendo ele 0 mesmo encontrado no Brasil, mas ndo pudemos observar nessas
regides clara estrutura populacional. Em estudos com microssatélites unindo amostras da Asia
e da Colémbia, com K=5, temos a predominancia de 2 ancestrais na Colémbia, enquanto os
outros 3 predominam nas outras amostras (IMWONG et al., 2007), sendo que em dados com
SNPs foi possivel enxergar um ancestral na Colombia que raramente ocorreu em amostras da
India, de Madagascar e da Mauritania (HUPALO et al., 2016). Em concordancia os dados de
SNPs de outros autores, as nossas amostras colombianas apresentaram majoritariamente um
ancestral. Dados de microssatélites da regidao de Chiapas, no México, mesma regido de nossas
amostras gendmicas, mostraram a presenca forte de 3 ancestrais distintos (JOY et al., 2008).
Em contraste, os genomas do México que analisamos tém um Unico ancestral predominante,

mesmo sendo provenientes de regides distintas dentro do estado de Chiapas.

Dados de microssatélites em amostras brasileiras revelaram divergéncia entre 4 diferentes
localidades (REZENDE et al., 2010). Esse padrdo de diversidade pode ter sido resultado de

poucos parasitos com sua origem claramente atribuida a uma Unica subpopulacdo e em outros
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tantos com mistura desse ancestral. Essa inferéncia se torna mais 6bvia quando olhamos
atentamente ao resultado da nossa analise de clusterizacao com o banco de dados de amostras
brasileiras, provindas de mesmo local de coleta, ou seja, simpatricas, e tendo um Unico ancestral

presente.

4.2 Diversidade e selecao em populacées de P. vivax americanas

Estudos prévios de diversos autores mostraram que P. vivax é mais diverso comparado
a P. falciparum, sugerindo um maior e/ou mais estavel tamanho efetivo populacional (HUPALO
et al., 2016; NEAFSEY et al., 2012; PEARSON et al., 2016), mesmo quando o banco de
dados de P. vivax é menor que o de P. falciparum (HUPALO et al., 2016). Para analisar essa
diversidade, obtivemos dados de diversidade nucleotidica em cada uma das regides de interesse
(Brasil, Colémbia, Peru e México). Os resultados mostraram que a maior parte da diversidade
ocorre em familias de genes previamente descritos como hipervariaveis, como vir, MSP e SERA
(CARLTON et al., 2008).

Durante a ultima fase de invasdo das hemacias, diversas proteinas de superficie de
merozoitos (MSP-1, MSP-6, MSP-7 e MSP-9) formam um complexo que parece ser essencial
na ligacdo a receptores (por exemplo, banda 3) da superficie das células hospedeiras (ROY et al.,
2009). Os antigenos envolvidos nesse complexo sdo muito polimérficos, aparentemente sujeitos
a selecdo balanceada (WEEDALL; CONWAY, 2010), constituindo-se em alvos importantes
imunidade naturalmente adquirida. Além disso, temos que a grande quantidade relativa de
polimorfismos, é explicada pelo acimulo de substituicdes de aminoacidos que permitem que o
parasita consiga evitar a resposta imune do hospedeiro (ESCALANTE et al., 2004; WEEDALL;
CONWAY, 2010).

Em um olhar mais atento as outras regides de picos de diversidade podemos observar,
no caso do Brasil, genes envolvidos com formacao de filamentos de actina, codificante de
TATA-binding e com dominio Phrist. A producao de actina é essencial para o desenvolvimento
do ciclo do parasito; a forma do parasita transmitida pelo mosquito, chamada esporozoito,
precisa de motilidade para entrar nas glandulas salivares, para migrar pela pele e para entrar
nos capilares sanguineos e eventualmente hepatécitos. A motilidade dos esporozoitos baseia-se
exatamente no motor de actina-miosina (BANE et al., 2016). No caso de gene codificante de
TATA-binding, a simples existéncia de um gene homodlogo ao gene TBP de P. falciparum, em
P. vivax, sugere a existéncia de TATA box ou um equivalente ao motif de PfTBP-binding
(RUVALCABA-SALAZAR et al., 2005). Quanto ao gene com dominio Phrist, existem algumas
evidéncias de que as proteinas codificadas por esse gene se localizam na membrana do parasito
(OAKLEY et al., 2007).

Para inferir selecdo natural em escala genomica, utilizamos o teste D de Tajima em

janelas de 1 kb. O propdsito desse teste é identificar sequéncias ou regides que ndo se encaixam
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no modelo tedrico de neutralidade em um contexto de equilibrio mutacdo-deriva. Valores
positivos do teste D de Tajima sugerem a manutencdo de multiplos alelos na populacao - alguns
em baixa e e outros em alta frequéncia - em consequéncia de selecdo balanceada. Entre os
SNPs associados com valores positivos de teste D de Tajima em nossa populacdo, encontramos
mais exemplos daqueles situados em genes envolvidos com a interacao parasito-hospedeiro do
que associados ao ciclo de vida e a fertilidade do parasito. Desse primeiro grande grupo, os
genes com maior destaque sdo: TLP2 (protecdo contra extresse oxidativo), CSP (invasdo do
esporozoitos nos hepatécitos), RAD (evasdo da resposta do sistema imune), SRPK1 (associado
a proliferacdo do parasito) e CuTP (associado a fertilidade). O gene ApiAP2, que foi encontrado
associado a altos valores de D de Tajima nas 4 populacdes analisadas, estd associado a regulacao
da transcricdo. Ja entre os SNPs com valores de teste D de Tajima menores que 0, que podem
representar a perda de alelos raros na populacao como resultado de selecdo negativa, temos
como representantes os genes MSP5 (superficie de estagios sanguineos), RAD (evasdo da

resposta do sistema imune) e PSOP24 (associado ao estagio de oocineto) (Tabela 6).

A maioria dos genes identificados neste estudo apresentaram indices positivos de selecdo
balanceada em estudos prévios, ou possuem ortdlogos em P. falciparum (OCHOLLA et al.,
2014). Lembramos que a evidéncia de selecdo natural, positiva ou negativa, em genes que
codificam antigenos podem indicar variacdo ou restricao funcional que sdo imunologicamente

relevantes.
4.3 Desequilibrio de ligacao

Em todas as populacdes estudadas americanas, o declinio do desequilibrio de ligacao
em funcdo da distancia nucleotidica foi abrupto e rapido, atingindo menos da metade do valor
de r2 em uma distancia de 50 pb. Esse rapido declinio foi previamente observado tanto em
P. vivax (em amostras do Sudeste Asiatico e da Oceania (PEARSON et al., 2016), quanto
em P. falciparum (em amostras de genes de populacdes africanas (CONWAY et al., 1999);
ainda assim, o declinio descrito nesses exemplos anteriores é menos abrupto do que aquele
observado em nossas amostras, com a possivel excecdo de algumas amostras africanas de P.

falciparum (NEAFSEY et al., 2008). Esses resultados sdo compativeis com elevadas taxas de
recombinacdo meidtica nas populacdes de P. vivax das Américas, a despeito dos baixos niveis de
transmissao de malaria observados na maioria as areas endémicas de malaria desse continente.
Um fator importante para assegurar uma taxa de endocruzamento relativamente baixa em P.
vivax é a elevada proporcdo de hospedeiros que albergam simultaneamente miltiplos clones
geneticamente distintos de P. vivax, mesmo em regides com baixos niveis de transmissao de
malaria (KOEPFLI et al., 2015). A presenca de infeccdes multiclonais torna mais provavel a
fecundacao cruzada entre gametas geneticamente distintos do parasito no interior do inseto
vetor, elevando a taxa de recombinac3o efetiva (CONWAY et al., 1999) mesmo em regides

com baixa transmissdo, como o caso do Brasil.
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5 CONCLUSAO

Encontramos divergéncia entre as populacdes americanas estudadas, com uma tendéncia
a ancestrais distintos em funcdo ao aumento da distancia geografica. Deste modo, as populacdes
de P. vivax do Brasil compartilham mais ancestrais com o Peru e as da Colémbia com as
populacoes do México. A divergéncia entre populacdes do mesmo continente é evidente quando
se analisa o conjunto de SNPs observados nos genomas nucleares completos, porém n3o é
claramente observada quando se analisa um conjunto restrito de 42 marcadores propostos

como um barcode para essa espécie.

Os niveis de diversidade encontrados em nossas analises mostraram similaridade com
o proposto na literatura, em que genomas de P. vivax possuem mais diversidade do que
genomas de P. falciparum, mesmo em uma populacdo simpatrica como a brasileira. A alta
taxa de recombinacao meidtica encontrada em amostras da populacao brasileira sugere que
a recombinacdo seja um importante mecanismo de geracao de diversidade genética nessa
espécie a partir de polimorfismos presentes nos ancestrais e de novos polimorfismos gerados

por mutacdes.

Genes de familias previamente descritas como hipervariaveis foram observados com os
maiores valores de diversidade, seguidos, no caso do Brasil, de genes codificantes de fatores
de transcricao e de actina. ldentificamos, sob selecdo balanceada, mais genes envolvidos com
a interacdo parasito-hospedeiro do que associados ao ciclo de vida e a fertilidade, apesar do
inico gene com alto valor de D de Tajima encontrado nas 4 regides, ApiAP2, estar associado

a regulacdo da transcricdo.
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Figura S1 — Estrutura populacional baseada em SNPs de 86 amostras de amostras de P. vivax
nas Américas
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Figura S2 — valores de clusters populacionais do ADMIXTURE obtidos segundo o menor valor
de erro encontrado para K durante corridas de entre 2 e 10, com 84 amostras das
quatro regides da América (Brasil, Coldmbia, México e Peru)
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Figura S3 — Analises de ADMIXTURE com o banco de dados com K=2 e K=3 com 84 amostras de P. vivax nas Américas.
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Tabela S1 — Amostras americanas com seus nimeros de acesso e filtro para as analises

Regiao Amostra Ndmero de Acesso Filtro

Brasil 17 - Sim
18 - Sim
19 - Sim
20 - Sim
32 - Sim
51 - Sim
52 - Sim
207 - Sim
ACR - Sim
PV4 ERP000194 Sim
BrazilOl1 SRR1568121 N3o
Brazil02 SRR1568116 Nao
Brazil03 SRR1568197 N3o
Brazil08 SRR1568176 Nao
Brazill2 SRR1568108 N3o
Brazill3 SRR1562973 N3o
Brazill5 SRR1568233 N3o
Brazill7 SRR1568173 Nao
Brazil22 SRR1562939 Nao
Brazil24 SRR1568111 Nao
Brazil25 SRR1568188 Nao
Brazil27 SRR1568215 N3o
Brazil29 SRR1568193 N3o
Brazil30 SRR1564653 Nao
Brazil31 SRR1568784 N3o
Brazil32 SRR1568192 Sim
Brazil33 SRR1568212 Nio
Brazil34 SRR1562969 N3o
Brazil35 SRR1568222 Nao
Brazil87 SRR1562536 N3o
Belem SRR575087 Sim
Brasill AFMK01000000 Sim

Colémbia Col015 SRR1564664 Sim
Col020 SRR1568235 Sim
Col026 SRR1568128 Sim
Col036 SRR1573226 Sim
Col038 SRR1562524 Sim
Col040 SRR1568221 Sim
Col280 SRR1568236 Sim
Col295 SRR1562967 Sim
Col437 SRR1568171 Sim
Col438-A SRR1568155 Sim
Col438-B SRR1568227 Sim
Col439 SRR1562975 Sim
Col440 SRR1568230 Sim

Col441-A SRR1568159 Sim



Tabela S1- Continuacio da pagina anterior

Regido Amostra Ndmero de Acesso Filtro
Col441-B SRR1567977 Sim
Col443-A SRR1562971 Sim
Col443-B SRR1562555 Sim
Col445 SRR1568207 Sim
Col446 SRR1568118 Sim
Col448 SRR1564670 Sim
Col449 SRR1562870 Sim
Col485 SRR1568213 Sim
Col486 SRR1568160 Sim
Col487 SRR1562518 Sim
Col488 SRR1564665 Sim
Col489 SRR1564660 Sim
Col490 SRR1568169 Sim
Col491 SRR1564650 Sim
Col492 SRR1562965 Sim
Col493 SRR1562818 Sim
Col504 SRR1568112 Sim

Peru Peru03 SRR1759047 Nao
Peru04 SRR1759122 Nao
Peru05 SRR1759139 N3o
Peru07 SRR1568211 N3o
Peru06 SRR1568172 Sim
Peru08 SRR1562512 N3o
Peru09 SRR1562513 Sim
Perul0 SRR1562521 Sim
Peru257 SRR1568149 Sim
Peru258 SRR1562871 Sim
Peru259 SRR1562958 Sim
Peru260 SRR1568196 Sim
Peru262 SRR1568174 Sim
Peru612 SRR1759307 Nao
Peru00622 SRR1568166 Sim
Peru00692 SRR1568191 N3o
Peru697 SRR1759336 N3o
Peru00699 SRR1568216 Sim
Peru852 SRR1568182 Sim
Peru858 SRR1568195 Sim
Peru869 SRR1562534 Sim
Perug872 SRR1568122 Nao
Peru1008 SRR1568206 Sim
Peru1021 SRR1562567 Sim
Peru1022 SRR1562851 Sim
Peru2025 SRR1568162 Sim
Peru3133 SRR1564630 Sim
Peru3136 SRR1568157 Sim
Peru3232 SRR1568232 Sim
Peru3280 SRR1562615 Sim
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Tabela S1- Continuacio da pagina anterior

Regido Amostra Ndmero de Acesso Filtro
Peru3323 SRR1568184 Nao
Peru4017 SRR1562538 Sim
Peru4023 SRR1568117 Sim
Peru99622 SRR1568178 Nio

México Mexico330-A SRR1568231 Sim
Mexico267-A SRR1568225 Sim
Mexico980-A SRR1568223 Sim
Mexicol086-A SRR1568219 Sim
Mexico55-03 SRR1568218 Sim
Mexico938-A SRR1568201 Sim
Mexico32-E-03 SRR1568190 Sim
Mexico203-04 SRR1568181 Sim
Mexicol18-A SRR1568158 Sim
Mexicol65-A SRR1568153 Sim
Mexicol61-04 SRR1568150 Sim
Mexico760-A SRR1568127 Sim
Mexico566-A SRR1568126 Sim
Mexico63-08 SRR1568110 Sim
Mexico21-A SRR1568077 Sim
Mexico10-E-05 SRR1562840 Sim
Mexico533-07 SRR1562526 Sim
Mexico31A-03 SRR1562839 Sim
Mexicol067-A SRR1562968 Sim
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Simbolo '-' representa que essas amostras ainda ndo

foram disponibilizadas no banco de dados;

Sim na coluna Filtro representa que a amostra foi mantida nas
anélises de diversidade e estrutura populacional



Tabela S2 — 50 maiores valores de D de Tajima encontrados nas quatro regides da América (Brasil, Colémbia, México
e Peru) divididos pelos cromossomos

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
1 Brasil 379000 5 -
México 235000 6 PVX_087865(PH)
México 324000 5 PVX_087970(heat shock protein 110 (HSP110c))
Peru 45000 7 PVX_087700(PH)
Peru 546000 2 -
Peru 778000 4 -
2 Brasil 642000 2 PVX_081770(PH)
Colémbia 297000 7 PVX_081390(PH)
México 662000 8 PVX_081792(PH)
Peru 680000 3 -
3 Brasil 607000 4 PVX_096310(PH)
Brasil 656000 2 PVX_096265(40S ribosomal protein S5)
Colémbia 23000 7 PVX_001080(PH)
Colémbia 72000 3 PVX_001040(transcription factor with AP2 domain(s)(ApiAP2))
Colémbia 128000 8 PVX_000995(6-cysteine protein (P41))
Colémbia 622000 3 PVX_096295(PH)
México 9000 8 PVX_001100(RAD protein (Pv-fam-e))
México 11000 6 PVX_001095(PH)
México 20000 7 PVX_001080(PH)
México 26000 19 PVX_001080(PH)
México 393000 5 PVX_000660(PH)
México 615000 6 PVX_096300(PH)
México 960000 9 -
México 962000 5 PVX_000010(PH)
Peru 114000 3 PVX_001010(PH)
Peru 160000 2 PVX_000970(pre-mRNA-processing-splicing factor 8)

18



Tabela S2- Continuagdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
Colémbia/México 961000 41223 -
4 Brasil 157000 2 PVX_002645(PH)
Brasil 518000 3 PVX_003900(6-cysteine)
Brasil 815000 4 -
Coldmbia 533000 2 PVX_003870(PH)
Mésxico 46000 7 PVX_002505(PH)
México 583000 11 PVX_003820(SERA)
México 591000 9 PVX_003810(SERA)
México 757000 5 -
Peru 753000 8 PVX_003590(serine/threonine-specific protein kinase)
Colémbia/México/Peru 540000 4 /4/5 PVX_003865(PH)
5 Colémbia 471000 3 Er\éz(L;SOSrE;325(2—oxoglutarate dehydrogenase E1 component, mitochondrial
Colémbia 742000 4 -
Colémbia 1036000 2 -
México 111000 7 -
México 1236000 6 -
Peru 496000 2 PVX_089365(helicase)
Peru 847000 2 PVX_089810(RAD protein (Pv-fam-e))
Peru 952000 4 PVX_089935(PH)
6 Colémbia 155000 2 -
Colémbia/México 907000 40971 PVX_110855(PH)
7 Brasil 36000 2 -
Brasil 129000 2 PVX_098690(copper-transporting ATPase (CuTP))
Brasil 348000 2 PVX_098910(exoribonuclease)
Brasil 438000 6 PVX_099005(cysteine repeat modular protein 1, putative (CRMP1))
Brasil 657000 2 -
Brasil 969000 3 PVX_099690(thioredoxin-like protein 2 (TLP2))

8



Tabela S2- Continuagdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
Brasil 1406000 2 -
Colémbia 1037000 2 PVX_099770(PH)
Colémbia 1295000 7 PVX_087025(delta tubulin), PVX_087020(PH)
Colémbia 1325000 2 PVX_086960(vacuolar protein sorting-associated protein 33 (VPS33))
México 40000 3 PVX_098610(PH)
México 1322000 6 PVX_086970(PH)
México 1123000 4 PVX_099930(high molecular weight rhoptry protein 2 (RhopH2))
Peru 131000 3 PVX_098690(copper-transporting AT Pase (CuTP))
Peru 628000 5 FHVO)'(VI_L?)9)9255(methyltransferase), PVX_099257(RNA-binding protein musash
Peru 928000 2 -
Peru 970000 12 PVX_099690(thioredoxin-like protein 2 (TLP2))
Peru 1286000 3 PVX_087040(gamma-tubulin complex component)
8 Brasil 538000 2 PVX_094810(PRE-binding protein(PREBP))
Brasil 683000 2 -
Brasil 808000 2 -
Brasil 1068000 2 PVX_094450(PH), PVX_094455(PH)
Brasil 1362000 2 PVX_119585(asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing])
Brasil 1565000 3 PVX_119315(PH)
Brasil 1625000 5 PVX_119250(serine/threonine protein kinase (SRPK1))
Colémbia 214000 4 PVX_094400(60S ribosomal protein L13a)
Colémbia 604000 10 PVX_094885(PH)
Colémbia 618000 2 PVX_094895(phospholipase C-like)
Colémbia 794000 5 PVX_095095(PH)
Colémbia 1642000 9 -
México 276000 11 PVX_094470(PH)
México 965000 4 PVX_095290(PH)
México 1119000 5 PVX_095452(PH)

€8



Tabela S2- Continuagdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
México 1643000 8 -
Peru 123000 3 -
Peru 214000 4 PVX_094400(60S ribosomal protein L13a)
Peru 232000 2 PVX_094410(E3 ubiquitin-protein ligase)
Peru 301000 2 PVX_094510(PH)
Peru 1427000 3 PVX_119505(PH)
Peru 1538000 5 PVX_119355(circumsporozoite (CS) protein (CSP))
9 Brasil 26000 6 -
Brasil 1125000 3 -
Brasil 1196000 2 PVX_092230(PH)
Brasil 1705000 5 PVX_0192760(transcription factor with AP2 domain(s) (AP2-0))
Colémbia 131000 2 PVX_090960(translocon component PTEX88)
Colémbia 836000 3 PVX_091775(leucine-rich repeat protein (LRR11))
Colémbia 973000 2 -
Colémbia 1101000 2 -
Colémbia 1213000 2 PVX_092260(PH)
México 1524000 5 PVX_092570(transcription factor with AP2 domain(s)(ApiAP2))
México 559000 5 PVX_091480(PH)
México 223000 3 PVX_019065(transcription factor with AP2 domain(s)(ApiAP2))
México 1907000 3 PVX_092985(serine/threonine protein kinase)
México 310000 4 -
Peru 187000 2 -
Peru 791000 4 PVX_091755(calcium-dependent protein kinase 6 (CDPK6))
Peru 968000 5 -
Colémbia/Peru 46000 41127 -
Colémbia/Peru 588000 40940 PVX_091530(PH)
10 Brasil 227000 3 I(:’A\‘/R)(F__gzgs).’p)S(ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein, putative
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Tabela S2- Continuagdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
Brasil 370000 3 PVX_080105(PH)
Brasil 1063000 6 PVX_097895(TBC domain)
Brasil 1217000 10 PVX_097725(MSP3)
Mésxico 17000 4 PVX_079695(PH)
México 33000 5 PVX_079710(PH)
México 53000 6 PVX_079730(PH)
México 1283000 8 PVX_097635(PH)
México 1307000 10 PVX_097600(PH)
Peru 352000 2 -
Peru 363000 2 PVX_080100(multidrug resistance protein 1, putative (MDR1))
Peru 1090000 2 PVX_097852(conserved Plasmodium protein, unknown function)
Peru 1033000 7 PVX_097940(cell differentiation protein rcd1)
11 Brasil 434000 2 PVX_1149990(guanylyl cyclase)
Brasil 1489000 2 -
Brasil 1920000 2 PVX_113315(PH)
Colémbia 31000 10 -
Colombia 906000 5 PVX_114510(PH)
Colémbia 985000 2 PVX_114410(oxidoreductase, short-chain dehydrogenase family)
Colémbia 1151000 2 PVX_114240(PH)
Colémbia 1513000 4 -
Colémbia 1750000 2 PVX_113505(coatomer alpha subunit)
México 396000 4 PVX_115015(protein transport protein Sec24A (SEC24A))
México 1543000 4 PVX_113731(PH)
México 1765000 3 PVX_113495(polypyrimidine tract binding protein)
México 2062000 15 -
Peru 48000 2 -
Peru 724000 3 PVX_114670(ER lumen protein retaining receptor (ERD2))
Peru 1205000 2 PVX_114167(tRNA Leucine), PVX_114165(PH)

a8



Tabela S2- Continuagdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
Peru 1486000 3 PVX_113815(PH)
Peru 1887000 3 PVX_113355(centrosomal protein CEP76 (CEP76))
Brasil/Colémbia 1261000 40940 PVX_114090(PH)
12 Brasil 751000 14 PVX_082710(PH)
Brasil 1769000 2 PVX_117320(PH)
Brasil 1831000 4 PVX_117365(PH)
Brasil 1990000 2 PVX_117595(PH), PVX_117600(PH), PVX_117605(thioredoxin 1(TRX1))
Brasil 2633000 2 PVX_118355(PH)
Brasil 2908000 4 PVX_118625(trailer hitch homolog (CITH))
Coldémbia 136000 2 -
Colémbia 577000 6 PVX_082935(nucleolar complex protein 2)
Colémbia 2720000 2 PVX_118450(transporter)
México 2067000 8 PVX_118675(PH)
Peru 156000 2 PVX_083385(PH)
Peru 279000 3 -
Peru 1092000 2 PVX_116560(RNA-binding protein)
Peru 1223000 3 -
Peru 1513000 4 PVX_117060(PH)
Peru 1686000 3 PVX_117225(ATP synthase (C/AC39) subunit)
Peru 2255000 3 -
Peru 2626000 4 PVX_118345(protein transport protein SEC7(SECT))
Colémbia/Peru 2698000 40940 PVX_118425(serine/threonine protein kinase)
Colémbia/México 1223000 41001 -
Colémbia/Peru 2300000 40940 PVX_117970(flavodoxin domain containing protein)
13 Brasil 43000 5 PVX_084160(dynein heavy chain)
Brasil 330000 2 PVX_084460(PH)
Brasil 1013000 2 PVX_085205(ABC transporter G family member 2 (ABCG2))
Brasil 1638000 2 -
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Tabela S2- Continuagdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
Coldmbia 731000 4 PVX_084860(PH)
Colémbia 1774000 3 PVX_086035(transcription factor with AP2 domain(s) (AP2-G2))
Colémbia 1320000 2 PVX_085580(rap guanine nucleotide exchange factor (EPAC))
Colémbia 1999000 12 PVX_086315(26S proteasome regulatory subunit RPN6)
México 40000 8 PVX_084160(dynein heavy chain)
México 1988000 5 PVX_086295(U2 snRNP-associated SURP motif-containing protein (SR140))
México/Peru 1905000 41032 -
14 Brasil 265000 3 PVX_122077(NLI interacting factor-like phosphatase(NIF1))
Brasil 388000 2 PVX_122222(PH)
Brasil 669000 3 PVX_122530(telomerase reverse transcriptase (TERT))
Brasil 1738000 4 -
Brasil 2786000 4 -
Brasil 2974000 4 PVX_101505
Colémbia 1304000 2 -
Colémbia 1767000 2 -
Colémbia 1642000 2 PVX_123670(PH)
Coldmbia 2249000 6 PVX_100635(PH)
México 1329000 4 PVX_12330(PH)
México 1645000 4 PVX_123675(PH)
México 2808000 4 PVX_101335(26S protease regulatory subunit 8 (RPT6))
México 2928000 5 PVX_101485(rhoptry neck protein 3 (RON3))
Peru 725000 6 PVX_122620(exportin-1)
Peru 1371000 2 PVX_123340(eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 10)
Peru 1514000 3 -
Brasil/Colémbia 1465000 40941 PVX_123480(serine-tRNA ligase)

Simbolo 'PH’ indica Proteina Hipotética
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Tabela S3 — 50 menores valores de D de Tajima encontrados nas quatro regides da América (Brasil, Colémbia, México
e Peru) divididos pelos cromossomos

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes

1 Brasil 802000 12 PVX_093710(VIR)
Colémbia 653000 10 PVX_093575(DNA repair protein RAD54)
México 45000 6 PVX_087700(PH)
México 163000 4 PVX_087785(PH)
México 445000 5 -
Peru 372000 10 PVX_088025 (PH)
Peru 376000 8 PVX_088025(PH)

Brasil /Colémbia 544000 7/9 -

2 Brasil 35000 6 -

Brasil 78000 6 -

Brasil 266000 6 PVX_081345(secreted ookinete protein, putative (PSOP24))

Brasil 501000 5 PVX_081625(PH)

Coldmbia 88000 9 PVX_096985(VIR)

Colémbia 267000 8 PVX_081350(PH)

México 34000 4 PVX_096938(VIR)

México 53000 11 -

México 133000 4 -

México 405000 4 -

México 601000 4 PVX_081710(actin-like protein(ALP3))

México 623000 4 PVX_081745(RNA-binding protein)

Peru 264000 13 PVX_081345(secreted ookinete protelna (PSOP24))
3 Brasil 3000 6 -

Brasil 768000 7 PVX_096110(PH)

Brasil 896000 6 PVX_096003(VIR)

Colémbia 12000 9 PVX_001095(PH)

Colémbia 27000 16 PVX_001080(PH)
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Tabela S3- Continuacdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes

Colémbia 909000 18 PVX_096000(VIR)
Colémbia 908000 23 PVX_096000(VIR)
Colémbia 936000 14 PVX_103155(VIR)
Colémbia 1009000 14 -
México 17000 9 PVX_001085(PH)
México 337000 4 PVX_000745(erythrocyte vesicle protein 1(EVP1))
México 342000 4 PVX_000737(tRNA Isoleucine)
México 449000 4 PVX_000590(eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 2)
México 864000 4 -
México 883000 4 -
México 910000 7 PVX_096000(VIR)
Peru 393000 6 PVX_000660(PH)

4 Brasil 68000 7 -
Brasil 590000 7 -
Brasil 681000 6 PVX_003695(PH)
Brasil 872000 7 PVX_003475(PH)
Colémbia 1000 11 PVX_106210(VIR)
Colémbia 93000 13 PVX_002550(PH)
Colémbia 629000 10 PVX_003770(MSP5)
Colémbia 867000 29 -
México 29000 12 -
México 321000 4 PVX_002845(PH)
México 575000 5 PVX_003830(SERA)
México 603000 6 PVX_003800(SERA)
México 875000 5 PVX_003475(PH)
Peru 571000 10 PVX_003835(SERA)
Peru 838000 6 PVX_003510(VIR)

5 Brasil 471000 5 PVX_003950(transport protein SEC61 gamma subunit)
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Tabela S3- Continuacdo da

pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
Brasil 1284000 5 PVX_090270(tryptophan-rich antigen (Pv-fam-a))
Brasil 1296000 11 -
Brasil 1299000 5 PVX_090285(Pvstpl)
Colémbia 1238000 11 PVX_090220(PH)
Colémbia 1322000 25 -
Colémbia 1341000 18 -
México 20000 5 -
México 1066000 5 PVX_090045(PH)
México 1368000 14 PVX_090335(VIR)
Peru 313000 10 PVX_089110(PH)
Peru 375000 6 PVX_089200(histone acetyltransferase GCN5)
Peru 437000 7 -
Peru 1302000 10 -
Peru 1303000 8 -
Peru 1304000 7 -
Peru 1318000 11 -
6 Brasil 18000 7 PVX_001635(VIR)
Brasil 20000 5 PVX_001635(VIR)
Colémbia 87000 10 PVX_001720(DNA polymerase delta catalytic subunit)
México 351000 5 -
México 1013000 5 PVX_004525(VIR)
Peru 3000 7 -
Peru 32000 15 -
Peru 255000 9 PVX_001925(PH)
Peru 896000 7 -
Peru 532000 17 PVX_111365(U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MPP10)
7 Brasil 537000 5 -
Brasil 1265000 6 PVX_087065(PH)

06



Tabela S3- Continuacdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes
Brasil 1378000 8 -
Brasil 1424000 6 -
Colémbia 410000 9 PVX_098965(DNA repair protein REV1)
Colémbia 505000 18 PV_099100(PH)
Colémbia 623000 7 PVX_099250(ubiquitin fusion degradation protein 1 (UFD1))
Colémbia 111000 7 PVX_098670(prefoldin subunit)
Colémbia 1336000 10 PVX_086950(gametocyte development protein 1(GDV1))
Colémbia 1397000 8 PVX_086903(PH)
Colémbia 1413000 18 PVX_086895(VIR)
Colémbia 1461000 16 PVX_086845(VIR)
México 20000 5 PVX_098585(RBP1a)
México 1475000 9 PVX_005050(VIR)
México 1402000 6 PVX_086900(PH)
México 1476000 6 PVX_005050(VIR)
México 1490000 6 -
Peru 1468000 6 -
Peru 1471000 9 PVX_005045(VIR)

8 Brasil 366000 5 PVX_094595(histone deacetylase 2(HDA2))

Brasil 452000 7 PVX_094690(PH)
Brasil 625000 5 PVX_094900(PH)
Brasil 881000 5 PVX_095195(ATP-dependent RNA helicase DDX6 (DOZI))
Brasil 1233000 6 PVX_119735(transporter)
Coldmbia 199000 9 PVX_094385(PH)
México 19000 5 PVX_094235(PH)
México 345000 5 PVX_094580(transcription factor with AP2 domain(s) (ApiAP2))
México 1434000 7 PVX_119500(PH)
México 1460000 10 PVX_119450(PH), PVX_119445(FAD-dependent glycerol-3-phosphate

dehydrogenase)
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Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes

Peru 1651000 7 PVX_119225(PH)
Peru 1654000 9 -

9 Brasil 6000 5 PVX_090835(PH)
Brasil 61000 7 PVX_090878(PH), PVX_090880(phenylalanine-tRNA ligase beta subunit)
Brasil 452000 5 PVX_091355(PH)
Colémbia 4000 22 -
Colémbia 691000 12 PVX_091660(PH)
Colémbia 1773000 8 PVX_092865(protein kinase domain containing protein)
México 58000 6 PVX_090876(CCR4-NOT transcription complex subunit 1)
México 101000 5 -
México 979000 5 PVX_091950(autophagy-related protein 23 (ATG23))
Peru 11000 16 -
Peru 32000 14 PVX_090850(FeS cluster assembly protein SufD (SufD))
Peru 260000 9 -
Peru 1563000 7 PVX_092605(PH)
Peru 1788000 6 PVX_092875(dynamin-like protein)

10 Brasil 832000 5 PVX_080660(RNA pseudouridylate synthase)
Brasil 854000 6 PVX_080660(RNA pseudouridylate synthase)
Brasil 1033000 5 PVX_097940(cell differentiation protein rcd1)
Brasil 1054000 7 PVX_097910(PH)
Brasil 1220000 5 PVX_097720(MPS3)
Brasil 1251000 10 PVX_097685(MSP3)
Brasil 1275000 5 PVX_097655(50S ribosomal protein L28, apicoplast)
Colémbia 938000 10 PVX_098050(phosphatidylinositol 4-kinase (PI4K))
Colémbia 1074000 10 PVX_097885(PH)
Colémbia 1212000 27 PVX_097730(PH)
Colémbia 1227000 18 PVX_097710(MSP3)
Colémbia 1235000 28 PVX_097700(MSP3)

¢b



Tabela S3- Continuacdo da pagina anterior

Cromossomo Regido Inicio SNPs Genes

Coldmbia 1249000 12 PVX_097685(MSP3)
Colémbia 1258000 22 PVX_097675(MSP3)
Colémbia 1260000 9 PVX_097675(MSP3)
Colémbia 1275000 9 PVX_097655(50S ribosomal protein L28, apicoplast)
Colémbia 1399000 13 -
Colémbia 1411000 16 PVX_097530(VIR)
México 22000 8 PVX_079700(PH)
México 834000 14 PVX_080660(RNA pseudouridylate synthase)
México 1227000 8 PVX_097710(MSP3)
Peru 227000 9 PVX_079935(ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein (ARF-GAP))
Peru 650000 9 PVX_080410(transcription factor with AP2 domain(s)(ApiAP2))
Peru 991000 6 PVX_097995(ATP-dependent RNA helicase)
Peru 1092000 7 PVX_097850(small ubiquitin-related modifier (SUMO))
Peru 1236000 6 PVX_097700(MSP3)
Peru 1256000 35 PVX_097680(MSP3)
Peru 1251000 7 PVX_097685(MSP3)
Peru 1378000 6 PVX_097555(VIR)

11 Brasil 396000 5 PVX_115015(protein transport protein Sec24A (SEC24A))
Brasil 975000 6 -
Brasil 1120000 7 -
Brasil 1736000 6 PVX_1153520(MYND finger protein)
Colémbia 10000 11 -
Colémbia 174000 8 PVX_115290(signal recognition particle receptor)
Colémbia 2017000 7 -
México 11000 9 -
México 1726000 9 PVX_113535(PH)
México 1681000 5 PVX_113590(PH)

12 Brasil 1038000 6 PVX_116515(PH)
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Brasil 2960000 5 -
Colémbia 811000 9 -
Colémbia 1830000 10 PVX_117365(PH)
México 15000 5 -
México 774000 10 -
México 1086000 6 PVX_116555(PH)
México 2817000 7 PVX_118540(copper transporter)
Peru 974000 6 PVX_082375(PST-A protein)
Peru 2642000 7 PVX_118360(TRAP-like protein (TREP))
Peru 2727000 7 PVX_118455(clathrin coat assembly protein AP50)
Peru 2927000 8 PVX_118648(PH)
Brasil/Colémbia 2444000  6/9 -

13 Brasil 10000 6 PVX_084110(PH)
Brasil 675000 7 PVX_084815(PH)
Colémbia 745000 8 PVX_084870(chromatin assembly factor 1 P55 subunit)
Peru 700000 12 'Ijr\éiiﬂ]o)i?43\?}?((5(%&92\5/():%(121?:)0(voltage—dependent anion-selective channel
Peru 799000 9 PVX_084945(syntaxin)
Peru 827000 12 PVX_084985(PH)
Peru 897000 7 PVX_085045(ADP-dependent DNA helicase RecQ (WRN))
Peru 1101000 7 PVX_085320(cyclophilin)
Peru 2024000 9 PVX_086345(PH)

14 Brasil 16000 6 -
Brasil 996000 7 PVX_122920(PH)
Brasil 1565000 6 PVX_123600(PH)
Coldmbia 2064000 9 PVX_124105(PH)
México 631000 7 PVX_122500(PH)
México 1919000 5 PVX_123945(haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD2))
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Peru 43000
Peru 2062000
Peru 2396000
Peru 2803000

Colémbia/Peru 389000

15/12

Genes

PVX_121885(cytoadherence linked asexual protein (CLAG))
PVX_124100(T-complex protein 1 subunit gamma (CCT3)), PVX_124105(PH)
PVX_100810(PH)

PVX_101345(PH)

PVX_122222(PH)

Simbolo 'PH’ indica Proteina Hipotética
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