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GLOSARIO

Alelo: Cada una de las dos 0 méas versiones de un gen.

Amplificacion Selectiva de Genoma Completo (SWGA): Técnica para amplificar
un genoma blanco utilizando secuencias de ADN comunes en el genoma, pero raros

en los genomas humano.

Barrido Selectivo: Proceso por el cual una nueva mutacién beneficiosa aumenta su
frecuencia y se fija (es decir, alcanza una frecuencia de 1) en la poblacion, y
conduce a la reduccion o eliminacion de la variacion genética entre las secuencias

de nucledtidos cercanas a la mutacion.

Desequilibrio de ligamiento: La ocurrencia de combinaciones de loci o genes

ligados en proporciones no aleatorias.

Frecuencia alélica: Representa la incidencia de una variante genética en una

poblacion.

Haplotipo: Un conjunto de variaciones de ADN, o polimorfismos, que tienden a

heredarse juntos.

Hitchhikking genético: Proceso mediante el cual un loci o gen con valor neutro
alcanza un valor alto, o incluso fijacion, en una poblacion porque esta

estrechamente relacionado con un gen que se esta seleccionando.

Locus: Lugar especifico del cromosoma donde estad localizado un gen u otra

secuencia de ADN. El plural de locus es "loci".

Secuenciacion de Genoma Completo (WGS): Proceso de determinar la totalidad, o

casi la totalidad, de la secuencia de ADN del genoma de un organismo.
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RESUMEN

Plasmodium falciparum en la Amazonia de Per( se ha descrito en afios recientes
como una poblacién clonal, presentandose en casos de infecciones monoclonales,
y que los parasitos que actualmente circulan serian producto de un reemplazo
clonal. Adicionalmente, la frecuencia de los parasitos portadores de la delecion de
los genes pfhrp2 y pfhrp3 ha aumentado, predominando en la poblacién de P.
falciparum. Por otro lado, no se conoce que factores genéticos podrian subyacer a
la persistencia de las infecciones por P. falciparum y al incremento en el tiempo de
los parasitos con la delecion de los genes pfhrp2/3. Por ello, el objetivo principal
del presente estudio fue identificar regiones genémicas de P. falciparum que
muestren evidencia de seleccion positiva reciente para esta especie; y de manera
especifica, en el grupo de parasitos con la delecién de los genes pfhrp2 y pfhrp3.
En ese sentido, se ha caracterizado una muestra de 172 parésitos colectadas entre
2013 — 2017, estimandose la frecuencia de la delecidon de los genes pfhrp2 y pfhrp3.
Es asi que la delecion de pfhrp2 ocurre en 76.7% de las muestras, la de pfhrp3 en
63.4%, y la doble delecion en 61.6%. Posteriormente, se analizaron los datos de
genoma completo de 100 muestras colectadas entre 2006 — 2018 con un maximo de
25% de datos faltantes. Se incluyeron 41 de 54 genomas secuenciados de las
muestras procesadas para el perfil pfhrp2/3, junto con 59 genomas secuenciadas por
colaboradores. A partir de la caracterizacion de la estructura poblacional de los 100
genomas de P. falciparum, se observo la agrupacién en base al periodo en el que
fueron colectadas y que las muestras del periodo de colecta mas recientes (Periodo
2: 2012 — 2018) se agrupaban en base a la presencia del gen pfhrp2. Asimismo, se

identifico que las muestras del Periodo 2 serian producto de una expansion clonal



posterior a un probable cuello de botella causado por las intervenciones del
programa PAMAFRO. En los parasitos del Periodo 2 se identificaron regiones
candidatas a estar bajo seleccién en loci con genes de la familia var, codificantes
para proteinas que interactian con el sistema inmunitario del hospedero; que
indicarian que la especie P. falciparum podria persistir por la evasién de sistema
inmunitario. Por otro lado, no se identificd evidencia de seleccion en los
cromosomas 8 y 13, en la regién cercana a las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3,
respectivamente. Pero, en los parasitos con la delecion pfhrp2/3, se identificaron
loci candidatos a estar bajo seleccion reciente. Entre los genes que se identificaron,
se incluyen AP2-G y FP2A, el primero codificante de un factor de transcripcion que
desencadena la diferenciacion a las etapas sexuales del parasito para su transmision,
y el segundo codifica una proteina involucrada en la digestion de hemoglobina y ha
sido reportado como candidato a conferir resistencia a la artemisinina a partir de
estudios in vitro y ex vivo. Los hallazgos del presente trabajo complementan los
reportes previos sobre el cambio en el tiempo en la poblacion de P. falciparum en
la Amazonia peruana, y brinda indicios de los mecanismos bioldgicos que explican
la permanencia del parésito y de forma especifica del incremento del grupo de
parasitos con la delecion de pfhrp2/3, resultados que pueden ser de relevancia en

las estrategias de vigilancia molecular de la especie.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, delecion, pfhrp2, pfhrp3, genoma,

seleccion



ABSTRACT

Plasmodium falciparum in the Amazon of Peru has been described in recent years
as a clonal population, presenting in cases of monoclonal infections, and that the
parasites would be the product of a clonal replacement. In addition, the frequency
of parasites carrying the deletion of the pfhrp2 and pfhrp3 genes has increased,
predominating in the P. falciparum population. On the other hand, it is not known
what genetic factors could underlie the persistence of P. falciparum infections and
the increase over time of the parasites with the deletion of the pfhrp2/3 genes.
Therefore, the main objective of the present study was to identify genomic regions
of P. falciparum that show evidence of recent positive selection for this species;
and specifically, in the group of parasites with the deletion of the pfhrp2 and pfhrp3
genes. In this sense, a sample of 172 parasites collected between 2013 - 2017 has
been characterized, estimating the frequency of deletion of the pfhrp2 and pfhrp3
genes. Thus, the deletion of pfhrp2 occurs in 76.7% of the samples, that of pfhrp3
in 63.4%, and the double deletion in 61.6%. Subsequently, the whole genome data
of 100 samples collected between 2006 — 2018 with a maximum of 25% missing
data were analyzed. Forty-one of 54 sequenced genomes from samples processed
for the pfhrp2/3 profile were included, along with 59 collaborator-sequenced
genomes. From the characterization of the population structure of the 100 P.
falciparum genomes, the grouping was observed based on the period in which they
were collected and that the samples from the most recent collection period (Period
2: 2012 - 2018) were grouped based on the presence of the pfhrp2 gene. Likewise,
it was identified that the samples from Period 2 would be the product of a clonal

expansion after a probable bottleneck caused by the interventions of the



PAMAFRO program. In Period 2 parasites, candidate regions to be under selection
were identified in loci with protein-coding genes of the var family, which would
indicate that the species P. falciparum could persist by evading the immune system.
On the other hand, no evidence of selection was identified on chromosomes 8 and
13, in the region close to pfhrp2 and pfhrp3 deletions, respectively. But, in parasites
with the pfhrp2/3 deletion, loci candidates for recent selection were identified. The
genes that were identified were AP2-G and FP2A, the first encoding a transcription
factor that triggers the differentiation to the sexual stages of the parasite for its
transmission, and the second encoding a protein involved in the digestion of
hemoglobin and has been reported as a candidate to confer resistance to artemisinin
from in vitro and ex vivo studies. The findings of the present work complement
previous reports on the change over time in the population of P. falciparum in the
Peruvian Amazon, and provide indications of the biological mechanisms that
explain the permanence of the parasite and specifically the increase in the group of
parasites. with the deletion of pfhrp2/3, results that may be relevant in the molecular

surveillance strategies of the species.

Keywords: Plasmodium falciparum, deletion, pfhrp2, pfhrp3, genome, selection



I.  INTRODUCCION
La malaria es una enfermedad tropical que sigue siendo un problema patente en el
mundo y en regiones tropicales como Per(. Esta enfermedad es considerada
reemergente, debido al incremento en el nimero de casos que ha experimentado en
distintos periodos luego de las intervenciones del Ministerio de Salud (1). El
principal vector transmisor de la infeccion es el mosquito hembra del género
Anopheles infectado con parasitos del género Plasmodium. Plasmodium vivax es
responsable de cerca del 84% de casos en Per(, mientras que Plasmodium
falciparum es responsable de la forma mas severa de malaria y causa cerca del 16%

de casos (1).

Una etapa crucial en el control de la enfermedad es el diagndstico. La técnica
estandar de oro para el diagndstico de malaria es la microscopia; sin embargo, su
principal limitacion es su baja sensibilidad en casos de baja parasitemia, ademas de
ser una técnica laboriosa y de requerir de personal especializado. Un método
diagnostico alternativo es mediante las pruebas de diagnostico rapido (PDRS) que
detectan antigenos producidos por los parasitos, y se caracterizan por su mayor

sensibilidad y facil implementacion para su aplicacion en campo (2).

En el caso de las PDRs para diagnostico de P. falciparum, el antigeno blanco de
interés es la proteina rica en histidina tipo 2 (HRP2). Esta proteina es secretada en
grandes cantidades en la etapa sanguinea del parasito, y debido a que presenta
secuencias repetidas de alanina e histidina en su estructura, su deteccion mediante
PDRs es potenciada. Asimismo, la proteina homoéloga HRP3, codificada por el gen

pfhrp3, también es detectada por las PDRs dirigidas a HRP2. Sin embargo, la



presencia de parasitos con la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3, puede conducir

a diagndsticos con resultados errados (3,4).

La delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 ocurren en alta frecuencia en la selva de
Per0. El afio 2010 se reporto la presencia de parasitos colectados en campo con la
delecion del gen pfhrp2, posteriormente se ha reportado el aumento de su
frecuencia, asi como de la delecion del gen pfhrp3 y de la doble delecion de pfhrp2
y pfhrp3, en muestras colectadas durante los afios 1998 — 2001, 2003 — 2005, 2009
— 2010, 2012 — 2014, y en un estudio que abarcd muestras del 2011 al 2018 (3,5~
8). Actualmente, la delecion de pfhrp2 se ha detectado en paises como Colombia y
Brasil (9,10); en este Gltimo pais en 159 muestras de 2016 — 2017, 82.3% portaban
la delecidon de pfhrp2, 96.2% de pfhrp3 y 79.8% la delecién de ambos genes (11).
Asimismo, la delecion de pfhrp2 se reporta en paises de Africa (12), donde P.

falciparum causa mas del 90% de casos de malaria.

Por otro lado, estudios de genética de poblaciones con marcadores microsatélites y
de genoma han sugerido que la poblacion de P. falciparum ha venido sufriendo
reducciones en el nimero de clonas circulantes como consecuencia de las
intervenciones de programas como el Proyecto Control de la Malaria en Zonas
Fronterizas de la Region Andina: Un Enfoque Comunitario - PAMAFRO (13), y
que en la actualidad estaria predominando una poblacion clonal que a su vez

corresponderia con los parasitos con la delecion de pfhrp2/3 (5,7,8,14).

A partir de estudios de genoma completo se han detectado en regiones del genoma
del parasito, loci que estan bajo presion de seleccién y que contienen genes

involucrados en resistencia a farmacos empleados en el tratamiento de la



enfermedad, asi como otros procesos bioldgicos como la evasion del sistema
inmunitario del hospedero y la diferenciacion a las formas sexuales (15,16).
Recientemente se ha reportado que la delecion del gen pfhrp2 también estaria
siendo seleccionada en muestras colectadas en Etiopia y analizadas mediante la
secuenciacion de la region del cromosoma 8 y 13 (17). Sin embargo, estos estudios
se concentran en la region de Africa, donde la enfermedad y el parasito se
desarrollan en diferentes circunstancias. Para empezar, la transmision de la malaria
en Africa es elevada, lo que es contrastante a lo observado en la Amazonia peruana
(18-20). También se ha sugerido que el uso de PDRs y la busqueda de tratamiento
a la enfermedad serian algunos de los factores que ejercerian presion de seleccion
en este grupo de parasitos (17,21), algo que en Perl no es extrapolable dado el

limitado uso de las PDRs.

En dicho contexto, en este estudio se ha llevado a cabo la caracterizacion de una
muestra de paréasitos de la especie Plasmodium falciparum con el fin de estimar la
frecuencia de la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 en la Amazonia peruana.
Asimismo, a partir de datos de genoma completo se ha descrito la poblacion de los
parasitos con la delecion y sin la delecion de dichos genes. Finalmente, se han
identificado regiones del genoma con evidencia de seleccion reciente que pueden
dar indicios de los factores genéticos que explican porque los parasitos con la

delecién de los genes pfhrp2/3 habria aumentado en el tiempo.



1.  ANTECEDENTES
2.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA MALARIA
La malaria es un problema persistente en paises tropicales en desarrollo. El afio
2020 se reportaron alrededor de 241 millones de casos de malaria a nivel mundial
y 627 mil muertes, de estos, el 93% de casos y el 94% de muertes se registraron en
Africa. Alrededor del 95% de los casos fue causado por el parasito Plasmodium
faliparum, ocurriendo principalmente en Africa. En contraste, en regiones de
América central y del sur y regiones de clima templado, la causa de malaria se

adjudica principalmente a Plasmodium vivax (22).

En Peru el numero de casos de malaria reportados a finales del 2022 fue de 24701.
Del total de casos de malaria en Per(, alrededor del ~84% fue causado por P. vivax
y ~16% por P. falciparum (1). Actualmente, los casos de malaria por P. vivax y P.
falciparum en Per( se concentran en la regiébn Amazoénica, principalmente en
Loreto (>80%) (1). El alto porcentaje de casos en la regién amazonica se deberia a
la reportada heterogeneidad en la transmision de la malaria (18), factores
sociodemogréaficos, como la edad, educacion, ocupacién y movilidad humana, asi
como las caracteristicas de los hogares y las condiciones ecoldgicas especificas de
la zona, estarian influenciando en el patron de transmision (18,23). Por otro lado, el
alto nimero de infecciones asintomaticas y submicroscopicas en la Amazonia
peruana, portadores de gametocitos, constituyen el reservorio que mantiene la
transmision en esta region ya que por sus caracteristicas, escapan a la vigilancia
rutinaria de la malaria por parte del Ministerio de Salud (MINSA) (24,25). A pesar
de los factores mencionados anteriormente, el nimero de casos de malaria ha

disminuido en los tltimos afios (Figura 1), a consecuencia de las medidas de control



adoptadas en la region como parte del Plan Malaria Cero ejecutado entre 2017-
2021, y recientemente por el Plan Hacia la Eliminacion de la malaria con periodo

de ejecucion 2022-2030 (26-28).

Casos de Malaria por afio

Casos

200

Semana epidemiolégica

Figura 1. Numero de casos de malaria entre 2019 — 2022 en la region Loreto.

Figura generada a partir de datos obtenidos de CDC Peru (1).

2.2. ETIOLOGIA DE LA MALARIA
La malaria es causada por parasitos del género Plasmodium. Los parasitos de
Plasmodium pertenecen al grupo de protozoarios Apicomplexa, que se distinguen
morfolégicamente por la presencia de organulos apicales especializados
involucrados en la invasion de la célula huésped (micronemes, rhoptries y granulos
densos) (2). Existen cinco especies de Plasmodium que pueden infectar al humano:
P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. knowlesi y P. ovale. El vector que facilita

la transmision de los parésitos es el mosquito hembra del género Anopheles.

2.2.1. Ciclo de vida del parasito
El ciclo de vida de Plasmodium es similar en todas las especies del parasito. La
transmision de los parasitos ocurre por la picadura de los mosquitos hembra del

género Anopheles e involucra a dos huéspedes. Cuando el Anopheles hembra



infectado se alimenta de sangre, inocula esporozoitos en el huésped humano. Los
esporozoitos infectan las células hepaticas y maduran en esquizontes, los cuales al
romperse liberan merozoitos (ciclo exoeritrocitico). Después de la replicacion
inicial en el higado, los merozoitos infectan los globulos rojos y experimentan una
multiplicacion asexual (ciclo eritrocitico). Dentro de los eritrocitos, los merozoitos
atraviesan un proceso de maduracién pasando por los estadios de trofozoito joven,
adulto y esquizonte, estos Gltimos se rompen liberando merozoitos. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad son adjudicadas a los parasitos en la
etapa sanguinea. Asimismo, algunos merozoitos se diferencian en las formas
sexuales del parasito, gametocitos masculinos (microgametocitos) y femeninos
(macrogametocitos). Los gametocitos son ingeridos por el mosquito cuando se
alimenta, dentro del mosquito tiene lugar la fase sexual del parésito (ciclo
esporogonico). En el estbmago del mosquito ocurre la formacion del cigoto por la
unioén de los gametocitos. Los cigotos se vuelven moviles y alargados (oocinetos)
que invaden la pared del intestino medio del mosquito donde se convierten en
ooquistes. Los ooquistes crecen, se rompen, liberando esporozoitos que llegan a las
glandulas salivales del mosquito. El ciclo de vida del parasito inicia huevamente
con la inoculacién de los esporozoitos en un nuevo huesped humano. Por otro lado,
en las especies P. vivax y P. ovale la forma esquizonte hepatica puede permanecer
latente como hipnozoito hasta su reactivacion, la cual puede ocurrir incluso afios

después de la infeccion (2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Plasmodium. Adaptado de (28).

2.3. DIAGNOSTICO DE MALARIA
Clinicamente, la malaria se puede diagnosticar en base a los sintomas como fiebre,
escalofrios y dolor de cabeza. Adicionalmente, se consideran algunos factores de
riesgo como el residir en zonas endémicas, la historia de viajes a zonas endémicas
con presencia de vector. Sin embargo, el diagnéstico definitivo es mediante la
demostracion de la presencia de parasitos o sus componentes mediante pruebas de

laboratorio (29).

2.3.1. Microscopia
El examen de la gota gruesa, tefiida con Giemsa, es el método estandar y rutinario
que se emplea para la identificacion de parasitos de malaria. Entre las principales
ventajas de la microscopia es que es una técnica de bajo costo, permite diferenciar
especies de Plasmodium, se puede determinar la densidad parasitaria y es Util para

monitorear la respuesta a la terapia (29). Esta técnica puede alcanzar una



sensibilidad de hasta 10 parésitos por microlitro de sangre cuando es realizada por
un microscopista experto; sin embargo, la sensibilidad en condiciones de campo es

de alrededor de 100 parésitos por microlitro de sangre (29,30).

2.3.2. Diagnostico basado en tecnologias moleculares
El diagnéstico mediante pruebas moleculares se basa en la amplificacion por
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de secuencias de ADN de parasitos del
género Plasmodium. La principal ventaja que ofrecen es su alta sensibilidad y
especificidad. Este grupo de pruebas puede alcanzar a detectar, en condiciones
optimas, infecciones por 0.02 parasitos/uL (31), este es el caso de la PCR en tiempo
real. Sin embargo, tiene como principal desventaja la dificultad de implementacion
para su aplicacidén en campo. Como alternativa se han desarrollado pruebas basadas
en PCR como la amplificacion isotérmica mediada por bucles, LAMP (Loop-
mediated isothermal DNA amplification). Esta técnica no requiere de un equipo
termociclador y su implementacion es sencilla ya que no requiere de mayor
experticia (32); asimismo, llega a alcanzar una especificidad y sensibilidad
promedio en muestras de campo de 91.9% y 91.8%, respectivamente, respecto a un

procedimiento estdndar de PCR en tiempo real (33).

2.3.3. Pruebas de diagndstico rapido
Las pruebas de diagndstico rapido (PDR) son una alternativa de herramienta de
diagnostico, en situaciones en las que el examen por microscopia no sea factible de
realizar. Las PDR se basan en la deteccion inmunologica de antigenos del parasito

en la sangre de un individuo con sospecha de infeccion por Plasmodium (30).



Las PDR disponibles para el diagnostico de malaria se basan en la deteccion de la
proteina HRP2, lactato deshidrogenasa (LDH) y aldolasa. Las PDR que detectan
LDH vy aldolasa permiten detectar diferentes especies de parasito, 0 de manera
general al género Plasmodium (pan LDH o pLDH) (4,31). Por otro lado, las PDR

que detectan HRP2 en sangre son especificas para Plasmodium falciparum (4,31).

La principal ventaja de las PDR que detectan HRP2 es la alta sensibilidad de la
prueba debido a las caracteristicas de la proteina. La proteina HRP2 es una proteina
de la etapa asexual del parasito, asimismo las secuencias repetidas de su estructura
contribuyen a que el antigeno presente multiples epitopos (4). Sin embargo, el
hallazgo de paréasitos que no tienen el gen pfhrp2 en muestras obtenidas en campo,

puede conducir a un diagndstico de falso negativo de la enfermedad (3).

2.4.  EVOLUCION POR SELECCION NATURAL
El principio de la evolucion por seleccion natural se basa en que los rasgos que
aumentan las posibilidades de supervivencia y reproduccién tienen una mayor
tendencia a transmitirse a la siguiente generacion. En la era gendmica, la seleccién
se refiere a cualquier propagacion diferencial no aleatoria de un alelo como

consecuencia de su efecto fenotipico.

2.4.1. Modos de Seleccion
La forma mas simple en la que la seleccion actla es aquella en la que un alelo es
favorecido y propagado, lo que se conoce como seleccién positiva. Por otro lado,
cuando ocurre la aparicion de un alelo perjudicial este disminuye en frecuencia en
la poblacion al punto de ser eliminado por seleccion negativa (34,35). En este

sentido, es mas probable que las mutaciones que ocurren de manera aleatoria sean



perjudiciales, por lo cual se someten a una seleccion negativa para ser eliminadas
del acervo genético antes de que alcancen frecuencia detectable. Este tipo de
seleccion negativa es denominado seleccion de fondo (background selection) (35).
Otro fendmeno en el cual un fenotipo depende de la interaccion de maltiples alelos
de un locus es la seleccion de equilibrio (balancing selection), en el cual maltiples
alelos son mantenidos a una frecuencia apreciable dentro de un conjunto génico. A
pesar de esta diversidad de modos de seleccion, la investigacion actual se ha
centrado en desarrollar métodos gendémicos para identificar evidencias de seleccion
positiva. Ese interés se debe a que este modo de seleccién deja huellas que son
detectables en contraste a los otros modos de seleccion. Asimismo, al ser la
seleccion positiva el mecanismo primario de adaptacion, su identificacion toma
gran interés teorico en investigacion (34,35). Ademas, identificar estas huellas de
seleccion es de utilidad en el entendimiento de la biologia de organismos de

relevancia en salud, como es en el caso de las enfermedades infecciosas parasitarias.

2.4.2. Hitchhiking y Barridos selectivos (Selective Sweeps)
El término Hitchhiking se le atribuye a Maynard Smith y Haigh para describir el
aumento en la frecuencia de un alelo neutro que esta ligado a un alelo que esta bajo
seleccion positiva. En consecuencia, la variabilidad genética de la vecindad

genomica del alelo bajo seleccion se ve afectada.

El término barrido selectivo, se refiere al barrido de la variacion que ocurre
alrededor de un sitio seleccionado después que un alelo favorable aumenta en
frecuencia hasta fijarse. EI termino barrido parcial se refiere a un evento en el que
un alelo aumenta rapidamente desde una frecuencia baja, pero sin alcanzar la

fijacion (debido a que el barrido sigue en curso, 0 a que la ventaja selectiva del alelo

10



ventajoso se ha debilitado). Por otro lado, el término barrido fuerte (Hard sweep)
hace alusién al modelo clésico de barrido selectivo en el que una nueva mutacién
ventajosa surge y se propaga rapidamente hasta fijarse por seleccion natural. Bajo
este modelo, la variacion neutra cerca del sitio que es favorecido se modifica junto
con el alelo favorecido. Esto se refleja en los patrones de variacion alrededor del
sitio seleccionado que son detectables mediante una variedad de pruebas de

seleccion (36,37).

Otro concepto relacionado al barrido selectivo es el de barrido suave (Soft sweep),
y describe dos escenarios que contrastan con el barrido fuerte. En un barrido suave
de origen unico, la mutacion eventualmente favorable ya existia previamente al
inicio de la seleccion, siendo inicialmente neutro o incluso ligeramente perjudicial.
El alelo se desplaza por la poblacion y se propaga potencialmente con diferentes
origenes de haplotipos a través de la recombinacion, hasta que finalmente un
cambio en el entorno lo favorece. En contraste, bajo un barrido suave de origen
maultiple, el alelo favorable fijo no desciende de una sola mutacion, sino de una
coleccion de multiples eventos independientes, un escenario que es mas probable
en poblaciones mas grandes. Los barridos suaves se caracterizan por la dificultad

para ser detectados (36-38).

2.4.3. Métodos para deteccion de huellas de seleccion

2.4.3.1. Métodos para detectar macroevolucion

Los métodos de deteccion de seleccion a nivel macroevolutivo dependen de

comparaciones de rasgos o secuencias homdélogos entre taxas relacionadas.
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2.4.3.1.1. Métodos basados en genes

Las sustituciones sindnimas se asumen como selectivamente neutras. De este modo,
informan sobre la tasa de evolucidn de fondo (background selection). Se considera
indicativo de seleccion si la tasa de sustitucion no sinénima difiere
significativamente. Ente estos métodos se incluyen la relacion dN/dS y la prueba

de McDonald-Kreiman (34).

2.4.3.1.2. Métodos basados en otras tasas

Estos métodos detectan las regiones que experimentan un cambio acelerado en un
linaje, pero que se conservan en linajes relacionados. Estas regiones son probables

candidatas para la seleccion.

2.4.3.2. Métodos para detectar microevolucion

La seleccidn positiva hace que un alelo ventajoso alcance una alta prevalencia o
fijacion (100% de prevalencia) rapidamente dentro de una poblacién. Cuando un
alelo favorable y las variantes circundantes de ese haplotipo alcanzan una alta
prevalencia en conjunto, se produce una reduccion de la diversidad genética
(heterocigosidad, polimorfismo o variabilidad) que rodea al alelo causal. Esta
reduccion, persiste hasta que la recombinacién y las mutaciones restauran la
diversidad. Los métodos descritos a continuacion se orientan a detectar estas huellas

de seleccion (34).

2.4.3.2.1. Métodos basados en frecuencias

En un barrido selectivo, una variante genética logra una elevada frecuencia junto

con las variantes vinculadas cercanas (alelos derivados de alta frecuencia). De este
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background homogéneo surgen nuevos alelos, pero inicialmente tienen una
frecuencia baja (exceso de alelos raros). Entre las pruebas que detectan este tipo de
huellas se incluyen la prueba de Ewens-Waterson, el célculo de D de Tajima, H de

Fay y Wu (34,39).

2.4.3.2.2. Métodos basados en desequilibrio de ligamiento

Los barridos selectivos conllevan a que una region genética alcance una alta
prevalencia en una poblacion, esta region incluye la variante causal y sus alelos
vecinos. Las asociaciones entre estos alelos definen un haplotipo, que persiste en la
poblacidon hasta que la recombinacidén rompe estas asociaciones. Entre los métodos
basados en desequilibrio de ligamiento se pueden mencionar la prueba de haplotipo
de rango amplio (LRH), el score de haplotipo integrado (iHS), la evaluacién de
haplotipo homocigoto extendido entre poblaciones (XP-EHH), el decaimiento de

desequilibrio de ligamiento (LDD) (34,37,39).

2.4.3.2.3. Métodos basados en diferenciacion poblacional

La seleccion ocurre sobre un alelo en una poblacion, pero no en otra, esto crea una
marcada diferencia en la frecuencia de ese alelo entre las dos poblaciones. Este
efecto de diferenciacion destaca en comparacién a la diferenciacion entre
poblaciones en relacion a los alelos neutros no seleccionados (36). La prueba Fst,
la prueba de Lewontin-Krakauer (LKT), y su variante hapFLK se incluyen en este

grupo (34,37,39).

2.4.3.2.4. Métodos compuestos

Se incluyen dos aproximaciones. La primera considera que la combinacién de las

puntuaciones de las pruebas para varios sitios en una region contigua puede reducir
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la tasa de falsos positivos. En la segunda estrategia la combinacion de multiples
pruebas independientes en un sitio puede mejorar la resolucién, permitiendo
distinguir variantes causales (34,37,39). En este sentido, diferentes pruebas pueden
proporcionar informacion complementaria. En el primer grupo se incluyen la
relacion de verosimilitud compuesta (Composite likelihood ratio - CLR) y relacion
de verosimilitud compuesta entre poblaciones (XP-CLR). En el segundo grupo se

incluye la prueba DH (34).

2.5. DETECCION DE HUELLAS DE SELECCION EN P. falciparum
Los parasitos como P. falciparum sufren presion de seleccion por distintos factores.
El sistema inmunitario del hospedero y del vector ejerce presion de seleccién en los
parasitos. De igual forma, las estrategias de control que tienen como objetivo
reducir el nimero de infecciones también ejercen presion selectiva en los parasitos.
De este modo, los tratamientos farmacoldgicos han llevado a la aparicion e
incremento de mutaciones asociadas con resistencia a antimalaricos. Analisis de la
region gendémica cercana a las mutaciones en los genes pfdhps y pfdhfr, empleando
microsatélites, han permitido identificar barridos selectivos asociados a la mutacién
en pfdhps en muestras de Venezuela. Esto fue evidenciado a través de la
disminucion de la heterocigosidad en la regién genémica, y que aparentemente se
mantendria incluso después del retiro del farmaco sulfadoxina-pirimetamina (40).
Por otro lado, en Kenia se reportd un efecto de presion de seleccion en el gen pfmdrl
distinto entre la zona costera y oeste que guardaria relacion con la diferente

transmision entre ambas zonas (41).

Los escaneos de genoma completo en Africa han identificado seleccion en

diferentes partes del genoma de P. falciparum. Al comparar el efecto de las
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estrategias de control en regiones con diferente grado de endemicidad en Africa
(Guinea, alta transmision y Gambia, menor transmision), han permitido identificar
huellas de seleccidn en otros genes. Adicionalmente a los genes asociados a la
resistencia a antimalaricos (pfcrt, pfdhps, pfdhpr, pfmdrl), se detectd evidencia de
seleccion en genes involucrados en la invasién y codificantes de antigenos como
mspl, glurp y ama (15,42). Asimismo, se report6 un alto grado de diferenciacion
entre ambas poblaciones con respecto al gen gdv1, el cual se expresaria en las etapas
sexuales del parasito y que se podria relacionar a diferencias en la transmision en
ambas regiones (42). Finalmente, en un estudio en el que se compararon grupos de
parasitos diferenciados espacial y temporalmente, se destaca la presencia de un SNP
(65K) en el gen pfnfs que para la fecha de las muestras (2014), presentaria evidencia
de reciente seleccion asociada con la introduccion y resistencia al farmaco

lumefantrina (16).

La seleccion de los paréasitos de la malaria varia en regiones con diferentes
intensidades y frecuencia de transmisién o incidencia de infeccion. Los paréasitos en
areas altamente endémicas experimentan competencia dentro del hospedero en la
etapa asexual a causa de la superinfeccion (43). Por el contrario, en areas de baja
endemicidad dentro del hospedero existe menor competencia o seleccién por el
sistema inmunitario y las oportunidades de transmision son limitadas debido a que

las poblaciones de mosquitos son estacionales y de baja densidad (42).
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2.6. DELECION DE LOS GENES pfhrp2 y pfhrp3 COMO UN CASO
POSIBLE DE SELECCION NATURAL EN P. falciparum
Los genes que codifican para las proteinas HRPs se ubican en regiones
cromosémicas subteloméricas altamente variables. El gen pfhrp2 estéa ubicado en el
cromosoma 8 (PlasmoDB ID: PF3D7_081800) y el gen pfhrp3 en el cromosoma 13
(PlasmoDB ID: PF3D7_1372200). El gen pfhrp2 esta flanqueado por los genes
PF3D7_0831900 y PF3D7_0831700, en las posiciones upstream y downstream
respectivamente. Asimismo, el gen pfhrp3 estd flanqueado por los genes
PF3D7_1372400 y PF3D7_1372100, en las posiciones upstream y downstream

respectivamente (Figura 3).

El gen pfhrp2 tiene una longitud de 1064 pares de bases (pb) y el gen pfhrp3 de 977
pb. Ambos genes constan de dos exones, el primer exén y el inicio del segundo
codifica la secuencia sefial y de corte de la proteina. Dentro del segundo exon se
ubican las secuencias ricas en histidina de los genes pfhrp2 y pfhrp3 (4). Las
regiones flangqueantes a la secuencia repetitiva muestran un porcentaje de similitud
de 85-90% a nivel de ADN; esto Gltimo indicaria que ambas secuencias descienden
de una secuencia comun que habria sufrido un proceso de duplicacion y luego

divergio (4).
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Figura 3. Ubicacion genémica del gen pfhrp2 en el cromosoma 8 (superior) y del

gen pfhrp3 en el cromosoma 13 (inferior). Adaptado de https://plasmodb.org/.

2.7.  FUNCION DE LA PROTEINA HRP2
Se ha postulado que la proteina HRP2 participa en la detoxificacion de moléculas
del grupo hemo. Los grupos hemo son el producto de la digestion de la
hemoglobina. La proteina HRP2, in vitro, se une al grupo hemo y media su
cristalizacion a un producto menos toxico denominado hemozoina (4). Por otro
lado, la proteina HRP3 también participaria en la polimerizacion del hemo a
hemozoina (44). Sin embargo, los parasitos con la delecién de pfhrp2 y pfhrp3
siguen produciendo hemozoina, por lo que se sugiere que habrian otros mecanismos
independientes de HRP2 (4,44,45). Entre estos puede mencionarse la participacion
de la proteina HDP (heme detoxification protein) que se encontraria conservada
funcionalmente en el género Plasmodium (46), por lo que el parasito tendria

proteinas con funciones redundantes.
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2.8.  P.falciparum CON LA DELECION DE LOS GENES pfhrp2 Y
pfhrp3
2.8.1. Distribucion de los parasitos con las deleciones de los genes pfhrp2
y pfhrp3
El primer reporte de parasitos con la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 en
muestras de campo fue de muestras de la Amazonia peruana. Gamboa Yy
colaboradores reportaron una prevalencia de 41% y 70% de la delecién del gen
pfhrp2 y pfhrp3, respectivamente y 21.6% para la delecién de ambos genes, en 148
parasitos colectados en el periodo 2003- 2007 (3). Posteriormente se ha reportado
que la frecuencia de los parasitos con la doble delecion ha aumentado en frecuencia,
siendo asi que entre muestras de los afios 2011 y 2018 el gen pfhrp2 esta

delecionado en 77.2% y pfhrp3 en 71.6% y la doble delecion en 67% (14).

Asimismo, los parasitos con las deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3 y sus genes
flanqueantes se han reportado en otras regiones en frecuencias variables. En
Sudameérica las regiones donde las deleciones se han reportado incluyen a los
estados de Acre, Rondonia y Para en Brasil, con frecuencias de 13.6% pfhrp2-,
35.9% pfhrp3- y 11.6% pfhrp2-/pfhrp3-; en la Amazonia de Colombia con 53.6%
pfthrp2-, 71.4% pfhrp3- y 53.6% pfhrp2-/pfhrp3-; y en Surinam con 14% pfhrp2-,
4% pfhrp3- y 2.6% pfhrp2-/pfhrp3- (9,10,47). En Centroamérica (Honduras,
Nicaragua y Guatemala) se reporta una frecuencia global de 25.8% pfhrp2-, 91.4%
pfhrp3-y 21% pfhrp2-/pfhrp3- (48). Asimismo, en regiones del continente africano,
la frecuencia reportada toma valores desde 0.4% en Angola, 2.4% en Senegal, 6.4%

en la Republica del Congo, 36.2% en Ghana, hasta 60 % en Eritrea (12,49-51).
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Las deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3 con sus genes flanqueantes evidencian
un aumento en su frecuencia en la selva de Per(. El andlisis de Akinyi y
colaboradores (47) con muestras colectadas en los periodos 1998-2001 y 2003-2005
reporta un incremento en la delecion del gen pfhrp2 de 20% a 40%, de manera
similar se observé un aumento de la delecién de su gen flanqueante P3D7_0831900
de 39% a 44%, lo que no se observé con el gen flanqueante P3D7_0831700 (5).
Posteriormente, el estudio de Quispe del 2017 (6), empleando muestras colectadas
entre los afios 2012 y 2014 reportd una frecuencia de 53% de la delecion del gen
pfhrp2, de 48% del gen pfhrp3 y de 37% de la delecion de ambos genes. En este
ultimo estudio la frecuencia reportada de la delecion del gen flanqueante
P3D7_0831900 fue de 31.3%; cabe resaltar el perfil genético variado de deleciones
que puede o no incluir a los genes pfhrp2 y pfhrp3 y sus genes flanqueantes (6)

(Tabla 1).

Tabla 1. Perfiles de delecion de pfhrp2, pfthrp3 y genes flanqueantes de P.

falciparum en 227 muestras. Quispe, 2017 (6)

San José de Santa
Comunidad de estudio Cahuide Lupuna Emilia
Variable
Numero de muestras 76 58 93

Perfil pflrp2 (PF3D7_0831700, pflirp2, PF3D7_0831900)
o+t 81 (35.7%)
. 71 (31.3%)
e 23 (10.1%)
+—+ 20 (8.8%)
o= 17 (7.5%)
—_— 8 (3.5%)
— 4 (1.8%)
—4— 3(1.3%)

Perfil pflup3 (PF3D7_1372100, pffirp3, PF3D7_1372400)
o+t 104 (45.8%)
e p 52 (22.9%
— 34 (15%)
S 14 (6.2%)
g 10 (4.4%)
G 8 (3.5%)
r— 3(1.3%)
Al 2(0.9%)

+: Presencia del gen
—: Ausencia del gen
PF3D7_0831700: Gen HSP-70
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La delecion de pfhrp2 podria tener multiples origenes. En un trabajo del 2013,
Akinyi y colaboradores identificaron que los parésitos con la delecion del gen
pfhrp2 colectados en los periodos de 1998-2001 y 2003-2005, se agrupan en
diferentes clusters poblacionales. Los 4 clusters identificados en el primer periodo
corresponderian a los linajes A-D de P. falciparum, mientras que en el segundo
periodo se observaron clusters hibridos de los linajes identificados previamente.
Por otro lado, el analisis de ancestria local con haplotipos construidos con
marcadores microsatélites cercanos a la region del gen pfhrp2 demostraron que los
haplotipos del primer periodo seguian presentes en el segundo periodo (5). Sin
embargo, los hallazgos de Quispe indican que los parasitos pfhrp2 negativos
aparecen en mayor frecuencia y que se agruparian en un unico cluster (6).
Posteriormente, dos estudios publicados en 2022 describen algunos aspectos
poblacionales de los parasitos con las deleciones pfhrp2/3, donde se menciona que
los parasitos habrian estado conformados por distintas clonas durante los afios de
2009-2010 y que en afios mas recientes habria una clona predominante, la cual porta

la delecion (7,8).

A pesar de los hallazgos descritos, se desconoce si la aparicién y aumento en
frecuencia de paréasitos con la delecion de pfhrp2 y de la delecion de pfhrp3 en la
Amazonia peruana seria producto de un efecto de presion selectiva especifico. En
el caso de Africa se ha identificado evidencia de seleccion de la delecion del gen
pfhrp2 posiblemente por el uso predominante de PDRs que permitiria que las clonas
con la delecion no sean diagnosticadas y por lo tanto, no tratadas, a diferencia de

los casos con las clonas portadoras del gen que son detectadas. Algo que habia sido
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sugerido previamente mediante modelos matematicos, junto a otros factores como

el nivel de transmision (20,21).

La delecion de los genes que flanquean a pfhrp2 no tendria un efecto en el desarrollo
de P. falciparum. Entre los genes que flanquean a pfhrp2, se incluye al gen que
codifica para la proteina hsp70-x, una proteina chaperona exclusiva de P.
falciparum y la Unica que se ha reportado que es exportada al eritrocito del
hospedero durante el desarrollo asexual del parasito (52). Sin embargo, se ha
demostrado mediante estudios in vitro que no es indispensable para el desarrollo
normal del parasito (53,54). El otro gen que flanquea a pfhrp2 es PHIST, el cual
codifica una proteina parte de una familia de 89 proteinas poco estudiada que se
expresan en distintas etapas del desarrollo del parasito (55,56). Sin embargo, se
desconoce la funcion de la proteina producto del gen PHIST. De manera similar, el
gen pfhrp3 estd flanqueado también por un gen de la familia PHIST, y por el
extremo 5’ por un gen codificante de una enzima de la familia de las acil Coenzima
A sintetasa (Acil-CoA-sintetatsa). P. falciparum tiene 11 genes de esta familia
distribuidos en los cromosomas 2, 3, 4, 5, 7, 12, 13, y 14, los cuales se expresarian
en la etapa eritrocitica del parasito y participarian en el metabolismo de lipidos.
Esta familia de genes estaria sufriendo recombinacion y conversion genética, y
también se ha sugerido que estarian bajo seleccion que favoreceria los cambios de
la proteina; sin embargo, se desconoce si la delecion del gen que flanquea a pfhrp3

en especifico pueda tener algin efecto sobre el parasito (57,58).
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2.8.2. Diferencias a nivel fenotipico en parasitos con la delecion de pfhrp2
y pfhrp3
Entre los rasgos genéticos que caracterizan a los parasitos con la delecion del gen
pfhrp2 esté la presencia de mutaciones de resistencia a farmacos antimalaricos.
Las mutaciones de resistencia descritas en este grupo de parasitos se ubican en los
genes pfcrt, pfdhrf, pfdhps, pfmdrl, ubicados en los cromosomas 5, 7, 4,y 13
(59,60). Sin embargo, estas mutaciones han sido descritas igualmente en parasitos

sin la delecion, por lo que no es un rasgo exclusivo.

Por otro lado, recientemente se ha reportado en estudios in vitro que el costo de
fitness de portar las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 es alto para el parésito en
comparacion con los silvestres (61), esto a pesar que no se han descrito a cabalidad
las funciones bioldgicas en las que participa la proteina. Igualmente, distintos
estudios han descrito algunas caracteristicas de P. falciparum cuando no presenta
el gen pfhrp2. De este modo, se ha reportado que la cepa Dd2, portadora de la
delecion, tiene un mecanismo de invasion eritrocitica dependiente de acido sialico
(62). Ademas, se ha sugerido que los paréasitos dependientes de acido sialico
podrian modificar su mecanismo de invasion por uno independiente, en condiciones
de agitacién del cultivo (denominado por los autores como cultivo en suspensién)
(62). El perfil de expresion en estas condiciones del estudio muestra una sobre-
expresion de genes relacionado con la invasion de eritrocitos (proteinas de unién a
eritrocitos, proteinas de exportacion, proteinas homdlogas de unién a eritrocitos)
(62,63). Se ha postulado que las condiciones en “suspension” guardan similitud con

las condiciones en la etapa sanguinea dentro del hospedero.
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Por otro lado, Yang y colaboradores mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 alteraron
la expresion de pfhrp2 en la cepa 3D7 al eliminar su segundo exon. La disrupcion
del gen pfhrp2 tendria como consecuencia la sobre-expresion de genes
mitocondriales que participan en el metabolismo del grupo hemo, lo que

compensaria la pérdida de la via metébolica de hemo mediada por HRP2 (45).

A pesar de que los estudios descritos fueron realizados en cultivos in vitro y que se
desconoce si los hallazgos ocurren de manera similar in vivo, se pueden considerar

indicios de que existen diferencias entre los parasitos con y sin la delecién de pfhrp2

y pfhrp3.
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I1l.  PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

Los casos de malaria en Perd han disminuido en los dltimos afios. Al 2022 se
registraron un total de 24701, concentrandose ~90% de los casos en la region
Loreto, de los cuales alrededor del 16% fueron causados por P. falciparum causante
de la forma severa de malaria (64). Uno de los factores que contribuyen a la
prevalencia de estos parasitos es la presencia de mecanismos de resistencia que son
seleccionados positivamente (16,65). Por otro lado, en los Gltimos afios los parasitos
P. falciparum que se reportan en mayor frecuencia tienen la delecion del gen pfhrp2
y de su homologo pfhrp3 (5,6). Sin embargo, se desconocen los mecanismos que

han permitido su incremento.

La delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 fue inicialmente reportada en muestras de
la selva peruana. En Peru se ha reportado la delecién de pfhrp2 entre 20 y 53% de
muestras evaluadas, los estudios realizados con muestras colectadas en los periodos
1998-2001, 2003-2005 y 2012-2014 obtenidas de distintas localidades de Loreto
muestran un aumento en la frecuencia de la delecién del gen pfhrp2 (20%, 40% y

53% en cada periodo) (5,6).

Las deleciones se han reportado también en otras regiones de Sudamérica como los
estados de Acre, Rondonia y Paré en Brasil (10,11), la Amazonia de Colombia (9)
y en Surinam (47). También se ha reportado la delecion de pfhrp2 en diferentes
paises de Africa en una frecuencia que oscila desde 0.4% en Angola, hasta 62% en
Eritrea (12,49-51,66). Sin embargo, se desconoce qué factores contribuyeron a la
aparicion y expansion de estos parasitos. En Africa se ha postulado que el uso de
PDRs puede haber conducido a la expansion de estos parasitos, sin embargo no hay

evidencia previa de un efecto similar por un método diagndstico (21). En el caso de
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Pert el uso de PDRs en el diagndstico de malaria es menos frecuente que la

microscopia, por lo cual no se podria sugerir una relacion similar (5).

La presion de seleccion en P. falciparum ocurre por diversos factores. Los genes
asociados a resistencia pfcrt, pfmdrl, pfdhfr y pfdhps muestran evidencia de haber
sufrido presion de seleccion por el tratamiento antimalarico en Africa y en otras
regiones (15,40,41). De igual forma, el sistema inmunitario del hospedero puede
ejercer presion de seleccion (47). Se ha reportado barridos selectivos en genes
codificantes de antigenos, candidatos a vacunas, proteinas que participan en la
interaccion con el eritrocito y en genes involucrados en el desarrollo de
gametocitos, y en consecuencia en la transmisién (15,65,67). Este tipo de analisis
no se ha realizado en P. falciparum en Peru. Ademas, los estudios de barridos
selectivos no reportan si la presencia de la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 se

relaciona con alguna diferencia en el genoma debido a seleccion.

P. falciparum con y sin la delecion tienen similitudes y diferencias entre si a nivel
genético y fenotipico. Los parasitos P. falciparum tienen mutaciones de resistencia
a farmacos antimalaricos, lo cual podria explicar su aumento en frecuencia; sin
embargo, es un rasgo compartido entre ambos grupos de parasitos con o sin la
delecion (60). Analisis de estructuracion con microsatélites han agrupado a los
parasitos con la delecidn junto con parasitos no delecionados en mas de dos clusters,
sugiriendo un origen multiple (5,47), pero también se ha encontrado que los
parasitos con la delecién forman un cluster separado de los parasitos sin la delecion
(6,9). A nivel fenotipico, se han identificado diferencias en la expresion de genes
relacionados a invasion o metabolismo del grupo hemo a partir de estudios in vitro

con la cepa Dd2 (62,63) o con la cepa 3D7 sin el gen pfhrp2 obtenida mediante

25



CRISPR-Cas9 (45). De este modo no se puede descartar que in vivo los parasitos
Plasmodium con la delecion se distingan de aquellos sin la delecién lo que podria

o no reflejarse en diferencias gendmicas por seleccion.

En ese sentido, en el presente estudio se propone la busqueda de regiones genémicas
que muestren evidencia de haber sufrido seleccidn positiva reciente o estar en
proceso de seleccion, en parasitos P. falciparum de la selva peruana. Para este
analisis se abordaran dos aproximaciones, la primera partird del total de parasitos
P. falciparum. En la segunda aproximacién se evaluaran por separado al grupo de
parasitos con la delecion de pfhrp2 y pfhrp3, y al grupo de parasitos sin la delecion.
De esta forma, se determinaran los barridos selectivos presente en la muestra
evaluada de Plasmodium falciparum, asimismo se identificaran los barridos
selectivos especificos de los parasitos que tienen la delecion de pfhrp2 y pfhrp3 que

podrian explicar su aumento en frecuencia.
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IV. JUSTIFICACION

La malaria sigue representando un problema de salud de importancia en Per( y el
mundo. A pesar de representar solo alrededor del 20% de casos en Perd, la malaria
por Plasmodium falciparum es un reto en su control y erradicacion. Durante los
afios 2012 y 2015 se report6 un incremento en los casos de malaria en la Amazonia
peruana (24). Asimismo, se reportaron dos brotes de malaria por P. falciparum, el
primero entre los afios 2010-2012 en Tumbes, y el segundo el 2013 en Cusco

(59,60). En ambos casos los parasitos portaban la delecion de pfhrp2.

No se conocen que mecanismos bioldgicos se estan seleccionando positivamente y
contribuyen a la persistencia de P. falciparum en la selva peruana. Se sabe que
factores sociodemograficos como la movilidad por diversas actividades, el tipo de
vivienda, entre otros, favorecen la transmision de la malaria en la selva peruana
(18). Por otro lado, los estudios de genética de poblaciones permiten ver el efecto
de las estrategias de control sobre el parasito. Es asi que la diversidad genética de
P. falciparum es baja a moderada, su reproduccion es clonal y la multiplicidad de
infeccion reportada es baja (menor al 8%) (6); sin embargo, no se ha logrado su
erradicacion. ldentificar las regiones del genoma del parasito bajo seleccion
positiva puede explicar los mecanismos que favorecen la permanencia de P.
falciparum, y también el aumento en frecuencia de los parésitos portadores de las

deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3.

En resumen, los resultados de este estudio contribuiran al entendimiento de la
genetica de P. falciparum, y los mecanismos biologicos que favorecen su
transmision. Asimismo, la informacion generada podria contribuir a la explicacion

del aumento en frecuencia de los parasitos con la delecion de los genes pfhrp2 y
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pfhrp3. Esta informacion puede ser de relevancia en la vigilancia molecular de la

malaria por P. falciparum en la Amazonia peruana.
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V.

5.1

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar las regiones del genoma de Plasmodium falciparum de la selva peruana

que presenten evidencia de haber sufrido seleccidn positiva reciente o que estén en

proceso de seleccion.

5.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Estimar la frecuencia de las deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3 en una
muestra de parasitos P. falciparum colectadas durante los afios 2013 — 2017
en dos centros de salud de Loreto.
Determinar la estructura poblacional de los parasitos P. falciparum a partir
de informacion de genoma completo en muestras colectadas entre 2006 —
2018
Detectar barridos selectivos recientes o0 en proceso en el genoma de P.
falciparum de la selva peruana mediante dos aproximaciones para el
analisis.
Determinar si el aumento de P. falciparum con la delecién de los genes

pfhrp2 y pfhrp3 es producto de procesos de presion de seleccion especificos.
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VI.

6.1.

METODOLOGIA

DISENO DE INVESTIGACION

Este es un estudio de tipo observacional descriptivo. Se realizo la caracterizacion

genética de una muestra de parésitos de la especie Plasmodium falciparum. Se

evaluaron muestras colectadas en el periodo 2006-2018 en la region Loreto, con el

fin de identificar barridos selectivos a partir de datos de genoma completo.

El estudio fue ejecutado en dos etapas:

La primera etapa consistioé en la caracterizacion de la delecion de los genes
pfhrp2 y pfhrp3 y sus genes flanqueantes. La caracterizacion se llevo a cabo
en 206 muestras colectadas durante el periodo 2013-2017 en Loreto,
disponibles a partir de estudios previos del laboratorio de malaria de UPCH
y de colaboradores del Departamento de Parasitologia del NAMRU-6, como
se describe en la seccion 6.2.2. Poblacion de estudio.

La segunda etapa comprendio el analisis de datos de genoma completo. Se
secuenciaron 54 muestras caracterizadas en la primera etapa, y a estas
muestras se adicionaron genomas almacenados en el repositorio de datos
del laboratorio de Malaria-UPCH (n=13), genomas secuenciados por la
unidad de malaria del Instituto de Medicina Tropical de Amberes (ITM)
(n=17), y genomas depositados en bases de datos publicas secuenciados por
el consorcio MalariaGEN (n=38), y por colaboradores de NAMRU-6
(n=24). Los analisis de genética de poblaciones se realizaron luego de
aplicar los filtros de calidad de muestras y SNPs, conservandose 59

genomas de muestras con la delecion del gen pfhrp2 y 41 muestras sin la
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delecion (incluidas 41 de las 54 muestras secuenciadas en esta tesis). Las

muestras contaron con informacion de la delecion del gen pfhrp2, region de

procedencia y afio de colecta (2006-2018).

Se propusieron dos aproximaciones para la basqueda de barridos selectivos

mediante escaneo del genoma completo del parasito.

1. En la primera aproximacion se propuso el analisis del total de parasitos
P. falciparum, con el fin de detectar barridos selectivos caracteristicos
de la especie presente en la Amazonia peruana.

2. En la segunda aproximacion se propuso el analisis de los paréasitos
agrupados en base a la presencia o ausencia de la delecion de pfhrp2/3,
a fin de identificar barridos selectivos especificos de cada grupo de

parasitos definido.

La segunda aproximacion fue la que se ejecutd debido a las caracteristicas

de la muestra evaluada.
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Primera etapa

206 Muestra infectadas
con P. falciparum
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Perfil de
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|
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completo
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(100 genomas*)

*41 de 54 genomas secuenciados
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Identificacion de barridos
selectivos en P, falciparum

Figura 4. Flujograma de trabajo.
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6.2. POBLACION DE ESTUDIO

6.2.1. Area de estudio
Las muestras incluidas fueron colectadas en los afios 2006 — 2018, en las provincias
de Loreto, Maynas, Ramon Castilla y Datem del Marafion. La colecta pasiva de las
muestras fue en el centro de salud de Padre Cocha (3° 41'54” S, 73° 16’43” W) y
en el Hospital de apoyo de Iquitos (3° 45” 36” S, 73° 15° 07 W), y comprendieron
muestras provenientes de los distritos de Alto Nanay, lquitos, Mazan, Morona,
Punchana, Tigre, Torres Causana, Trompeteros y Yavari. Las muestras colectadas

activamente tenian como origen los distritos de lquitos, San Juan y Nauta.

6.2.2. Poblacion de estudio
Las muestras seleccionadas tienen confirmada la infeccion por P. falciparum, y se
obtuvieron previa firma de un consentimiento informado. Las muestras se
colectaron como parte de un estudio de vigilancia pasiva (Protocolo NMRCD.
2007.0004, Enfermedad de la Malaria en Per() por el Departamento de
Parasitologia del NAMRU-6. Las muestras fueron caracterizadas para la delecion
de los genes pfhrp2/pfhrp3. A partir de estas muestras se seleccionaron aquellas con
la delecion de pfhrp2/pfhrp3 y muestras sin las deleciones, para la secuenciacién de

genoma completo.

El laboratorio de Malaria de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH)
tenia la informacion gendmica de 10 muestras de parasitos portadores de la delecion
pfhrp2/pfhrp3. Asimismo, se cont6 con la informacién genémica de 3 muestras sin
la delecidn. Estas muestras fueron colectadas de forma activa por el proyecto de

investigacion “Impacto de los portadores asintométicos en la epidemiologia y
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control de la malaria en la Amazonia Peruana” (Cddigo SIDISI: 57395), del

Laboratorio de Malaria de UPCH.

Las secuencias genOmicas obtenidas de bases de datos publicos, y por
colaboradores, fueron procedentes de los distritos de lquitos, Lagunas, Mazan,

Napo, Punchana, San Juan y Urarinas.
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Figura 5. Mapa de procedencia de las muestras incluidas en el estudio.

6.2.3. Muestras Bioldgicas

Unidad de analisis: Cromosoma

Unidad de muestreo: Muestra infectada con Plasmodium falciparum de acuerdo a

los criterios de inclusion.

Este es un estudio de tipo retrospectivo descriptivo, por lo cual no se llevd a cabo

el célculo del tamafio muestral.
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6.2.3.1.  Criterios de inclusion

e Muestras positivas a P. falciparum confirmado por microscopia o PCR.

e Muestras de P. falciparum con una parasitemia no menor a 200 paréasitos
por uL de sangre.

e Muestras obtenidas de individuos que hayan firmado el consentimiento
informado.

e Muestras de P. falciparum con suficiente cantidad de ADN para la
secuenciacion genémica.

6.2.3.2.  Criterios de exclusion

e Muestras con infeccion mixta por P. vivax.

e Muestras de P. falciparum con parasitemia menor a 200 parasitos por uL de
sangre.

e Muestras de ADN de P. falciparum degradadas.

6.2.4. Operacionalizacion de Variables

6.2.4.1. Variables independientes

e Afio de recoleccion de las muestras

e Delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3

6.2.4.2.  Variables dependientes

e Fst: indica la diversidad genética entre poblaciones. Es el grado de
diferenciacion genética entre pares de poblaciones. Su valor oscila entre 0y
1. Poblaciones altamente diferenciadas presentan valores cercanos a 1;
mientras que poblaciones semejantes tienen valores cercanos a 0.

e Desequilibrio de ligamiento (LD): asociacion no aleatoria entre los alelos

de marcadores ligados.
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Haplotipos largos: regiones de LD mucho mas largas de lo esperado dada la
frecuencia observada de un alelo. Los alelos de alta frecuencia son en
promedio alelos mas antiguos bajo neutralidad, por lo tanto, han
experimentado mas recombinacion, lo que resulta en haplotipos més cortos.
En contraste a alelos recientes que se seleccionan positivamente y aumentan
en frecuencia rapidamente.

Cluster: numero de subpoblaciones de P. falciparum determinado por los

marcadores SNPs en este estudio.
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6.3. PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

6.3.1. Caracterizacion de las deleciones de los genes pfhrp2, pfhrp3y
genes flanqueantes PF3D7_0831700, PF3D7_0831900,
PF3D7_1372100y PF3D7_1372400

6.3.1.1. Extraccién de ADN

La extracciéon de ADN se realizé a partir de sangre total o de papel filtro impregnado
con sangre. Se empled el protocolo de extraccion del laboratorio de malaria de
UPCH, adaptado a partir del manual del kit de extraccion E.Z.N.A blood DNA mini
kit (68). El protocolo de extraccion se basa en el uso de columnas de silica. El
protocolo adaptado consistid en la adicion de 40 uL de sangre total 0 72mm? de

papel filtro impregnado con sangre en un microtubo de 2 mL.

A la muestra se le adiciond 250 pL de buffer de lisis TEN 2X (Tris HC1 1M pH 8.0,
NaCl 5M, EDTA 0.5 M pH 8.0). Se incubd la mezcla a 65°C por una hora en
agitacion constante de 450 rpm. Concluida la incubacion se adiciond 25 uL de
proteasa K y se incubd por treinta minutos adicionales en agitacion constante. Paso
seguido, se agregd 250 pL de buffer de lisis (BL) y de etanol absoluto; luego de
agitar en vortex, se transfirio la mezcla a las mini columnas de silica y se procedid
a centrifugar a 8000 rpm por 1 min. Posteriormente se adiciond el buffer HBC y se
centrifugé a 8000 rpm por 1min. El lavado de las muestras fue con el buffer
correspondiente, dos veces, y se eliminaron residuos liquidos mediante
centrifugacion a 12000 rpm por 2 minutos. Finalmente, se resuspendié el ADN en
50 ul de buffer de elucion previa incubacion a 65°C por 5 minutos y centrifugacion

a 12000 rpm por 1 minuto.
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El ADN se almacen6 a -20°C para su posterior procesamiento.

6.3.1.2.  Deteccion de las deleciones de los genes de interés mediante

PCR convencional

El protocolo de deteccion de las deleciones incluye la amplificacion por PCR
convencional del exén 1 de los genes mspl, msp2 y glurp, en base al protocolo de
laboratorio adaptado a partir de reportes previos (69). Este paso sirve como control
de calidad de la muestra de ADN. Cada mezcla de reaccion comprendio buffer de
reaccion 1X, MgCl, 2.5 mM, dNTPs 0.2 mM, 1U de enzima polimerasa “hot start”,
Taq AccuStart 11 (Quantabio) o platinum Taq DNA polimerasa (Invitrogen). La
concentracion de cada cebador para la amplificacion del gen mspl fue de 0.24 puM,
y de 0.31 uM para los genes msp2 y glurp. A la mezcla de reaccion se adicion6 2.5

pL de ADN. El volumen final por reaccion fue de 12.5 pL.

Las muestras que amplificaron los genes control fueron evaluadas para detectar la
delecion de los genes pfhrp2, pfhrp3 y sus genes flanqueantes, empleando el
protocolo de laboratorio adaptado (6). Se realizd la amplificacion de la secuencia
del exon 2 de los genes pfhrp2, pfhrp3 y de los genes flanqueantes. La mezcla de
reaccién de cada protocolo incluy6 buffer de reaccién 1X, MgClz 1.5 mM, dNTPs
0.2 mM, 1U de enzima polimerasa “hot start”, Taq AccuStart II (Quantabio) o
platinum Tag DNA polimerasa (Invitrogen). La concentracion de cada cebador para
la amplificacion de cada gen fue la siguiente: para el gen pfhrp2 fue de 0.2 uM,
para pfhrp3 fue de 0.32 uM, en el caso de PF3D7_0831700 fue 0.28 puM, de

PF3D7_0831900 0.2 uM, de los genes PF3D7_1372100 y para PF3D7_1372400
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fue de 0.16 uM. A cada reaccion se agregd 3 pL de ADN. El volumen final de cada

reaccion fue de 25 pL.

La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador T100™ Thermal Cycler de la
marca Bio-Rad. La visualizacion de los productos de PCR fue mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% y TBE 0.5 X (Tris-borato 0.045 My EDTA
0.001 M), a un voltaje de 90V min por 60-90 minutos. En cada corrida de
electroforesis se incluyd un marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo
Scientific). Los geles fueron revelados en un fotodocumentador Gel Doc™
XR+System Bio-Rad. Las temperaturas y ciclos de amplificacion se resumen en

Anexo 2.

Los procedimientos descritos fueron ejecutados en presencia de muestras control.
Se utiliz6 una muestra de la cepa 3D7 como control positivo para todos los genes,
la cepa Dd2 fue empleada como control negativo del gen pfhrp2, la cepa HB3 fue
incluida como control negativo del gen pfhrp3, y una muestra no infectada como
control negativo para Plasmodium falciparum, ademas de una reaccién sin ADN
como blanco. En parte de los ensayos se usé una muestra previamente reportada
como portadora de la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 como control negativo

del gen pfhrp3.

6.3.2. Secuenciacion de genoma completo (WGS) de Plasmodium
falciparum
Se seleccionaron dos grupos de muestras portadoras y no portadoras de las
deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3, con la finalidad de llevar a cabo la

comparacién entre ambos grupos de parasitos presentes en la poblacion de P.
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falciparum de estudio. Treinta muestras con la delecion de los genes pfhrp2 y
pfhrp3 (pfhrp2/3 (-/-)) y 24 sin la delecion (pfhrp2/3 (+/+)), fueron seleccionadas

para secuenciacion de genoma completo (WGS).

6.3.2.1.  Protocolo Base de Secuencacion de Genoma Completo

6.3.2.1.1. PCR cuantitativa de muestras

Las muestras fueron cuantificadas empleando los cebadores propuestos por
Mangold y colaboradores (70) para la deteccion y cuantificacion del namero de
copias del gen ARN ribosomal 18S, en una reaccion con el colorante fluorescente
Sybr Green. Este procedimiento fue empleado para la seleccion de las muestras que
se secuenciaron en base a su parasitemia medida en parasitos por L. Se preparo la
mezcla de reaccion con una concentracion 1X de PerfeCTa SYBR Green FastMix
(QuantaBio), 0.3 uM de cebador forward y reverse, se utilizé 5 pL de ADN, y se
completd con H20O hasta un volumen final de 25 pL. La amplificacion se realizo en
el equipo termociclador CFX96TM Bio-Rad. El programa de amplificacion
consistio de la denaturacion inicial a 95°C por 2 minutos, y 45 ciclos que
consistieron en denaturacién a 95°C por 20 segundos, hibridaciéon a 52°C por 20
segundos y elongacion a 68°C por 30 segundos; luego del ciclado continda la
elongacion final a 68°C por 3 minutos. El protocolo incluye una curva de variacién
de temperatura de “melting”, posterior a la amplificacién, que consiste en un
aumento escalonado de la temperatura desde 65 a 85°C en incrementos de 0.5°C

cada 5 segundos.

6.3.2.1.2. Amplificacion Selectiva de Genoma Completo (SWGA)
El protocolo de sWGA fue una adaptacion del propuesto por Sundararaman y

colaboradores (71). De acuerdo al trabajo de referencia, la amplificacion se realiza
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en dos rondas; cada ronda con un set de 10 cebadores diferentes (set de cebadores

6Ay 8A), que se unen de manera aleatoria al genoma de P. falciparum.
6.3.2.1.2.1. sSWGA de una ronda

Para la estandarizacion, el protocolo SWGA fue ejecutado inicialmente con
solamente una ronda, similar a lo desarrollado por Mavila, A. (72). La mezcla de
reaccion de la ronda de amplificacion consistié de buffer de reaccion 1X, Sero-
albimina bovina (BSA) 0.1 mg/mL, dNTPs 1 mM y 3.5 uM del set de cebadores,
30 U de la enzima phi29 (New England Biolabs) y 1-20 ng de ADN gendmico
cuantificado por kit Qubit™ dsDNA HS Assay (Invitrogen). El volumen final de

reaccion fue de 50 pL.

La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador T100™ Thermal Cycler de la
marca Bio-Rad. El programa de amplificacion consistio de 10 minutos a cada uno
de las siguientes temperaturas, 35°C, 34°C, 33°C, 32°C, 31°C, y 16h a 30°C, con

un paso final de inactivacion de la enzima a 65°C por 10 minutos.
6.3.2.1.2.2. SWGA de dos rondas

Luego de la prueba de amplificacion gendémica con solo una ronda, se utilizé el
protocolo descrito por Sundararaman y se incluyé una segunda ronda de
amplificacion (71). La primera ronda de amplificacion se ejecutd sin ningun
cambio. Para la segunda ronda se preparé una mezcla de reaccion con las mismas
concentraciones de cada componente. A diferencia de la primera ronda de SWGA,
se us6 como molde 4 uL del producto de la primera ronda de amplificacion, y se
ajustd el volumen de agua. EI programa de amplificacion fue el mismo que el de la

primera ronda.
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6.3.2.1.2.3. Lavado de productos de SWGA

El producto de cada ronda de SWGA fue lavado usando beads magnéticos del
reactivo Ampure XP (Beckman Coulter). Para esto, se adicion6 a cada pocillo con
producto un volumen de beads igual al volumen de producto, se mezclé por pipeteo
y mediante una centrifugacion breve se recolectaron las gotas que hubieran quedado
en las paredes o tapas de cada pocillo. La mezcla se dejé incubar a temperatura
ambiente por 5 minutos, para posteriormente colocar la placa con muestras en un
soporte magnético (Invitrogen) por 5 minutos o hasta que la solucién se aclare. Se
descartd el sobrenadante, y a cada pocillo se le agregd 150 pL de etanol al 70%
preparado en el momento y se dej6 por un minuto. Se eliminé el alcohol y se repitid
el paso. Los residuos de alcohol se eliminaron con la ayuda de una pipeta de 10 uL,
para luego dejar secar por 2 minutos, sin retirar del soporte magnético. Se retiro del
soporte magnético y se adicion6 30 pL de buffer TE low o buffer de elucion del kit
de extraccion de ADN, se homogenizo por pipeteo y se centrifugd brevemente para
recuperar cualquier gota que quedara en las tapas o paredes de los pocillos, y se
dejd incubar por 5 minutos. Luego, la placa fue colocada nuevamente en el soporte
magnético hasta que la solucion se aclard. Finalmente, se transfirieron 27 pL de
sobrenadante a una nueva placa o strip de 8 pocillos. El producto recuperado se

almacené a -20°C.

Posterior a cada ronda de amplificacion se realiz6 una PCR cuantitativa para evaluar
el rendimiento de la SWGA en las muestras. Se siguié el protocolo descrito
previamente. Se emple6 como ADN molde una dilucién 1:10 del producto de la

ronda de SWGA respectiva.
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6.3.2.1.3. Secuenciacion de Genoma Completo (WGS)
El protocolo empleado fue el del kit Nextera XT DNA Library prep de Illumina

(73). Dependiendo del kit de secuenciacién, se prepararon entre 8 y 12 muestras.
Para las ejecuciones de WGS, las muestras se organizaron como se muestra en el

esquema de la Figura 6.

El protocolo de preparacion de bibliotecas utilizado en esta tesis se detalla en el

Anexo 3.

ACEE )= E)E)CCCCC
s (8 )RR (E)CE)E)C OO CIC O
e JC I O IC I IC IC IC IC IC X
o JC L JC IC JC JC IC I JC IC
e )L JC )C IC IC IC IC IC IC IC )
FC OO OO CIC O IC IC )
o JC L JC IC I JC IC IC JC IC
H(C OO

Figura 6. Esquema de placa para preparacion de bibliotecas. Se indica en color rojo

la combinacion de indexes por muestra.

6.3.2.2.  Modificaciones en protocolo de WGS
Se llevaron a cabo cinco corridas de secuenciacién de genoma completo, los
detalles de cada corrida se indican en el Anexo 4. Las principales diferencias en los

ensayos realizados se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Tabla resumen de corridas de Secuenciacion

Corrida | Nimero de muestras | Kit de Secuenciacion | Carga de bibliotecas
1 8 MiSeq v2 8 pM
2 12 MiSeq v3 8 pM
3 10 MiSeq v3 8 pM
4 12 MiSeq v3 10 pM
5 12 MiSeq v3 10 pM
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6.3.2.3.  Protocolo Final de Secuenciacion de Genoma Completo

Se evaluo la integridad de las muestras a ser secuenciadas mediante electroforesis

en un gel de agarosa al 0.7% a 80V por 40 minutos.

Para el enriquecimiento de las muestras se utilizd el protocolo de SWGA de dos
rondas descrito lineas arriba. Se evalud la presencia de contaminantes en los
productos de SWGA, mediante el ratio 260/230 obtenido por espectrofotometria
usando el equipo nanodrop. Un valor > 2 indica ausencia de contaminantes
organicos. En presencia de contaminantes se procedié con un paso adicional de

lavado con los beads Ampure XP.

Los productos finales de SWGA se procesaron siguiendo las indicaciones del
fabricante, descrito en el Anexo 3. Se consider6 que de acuerdo a la capacidad del
kit MiSeq v2, se pueden secuenciar 8 muestras y la concentracion final del pool de
bibliotecas es de 8pM. En el caso del kit MiSeq v3 se pueden secuenciar 12

muestras y la carga final del pool de bibliotecas es de 10pM.

6.4. CONSIDERACIONES ETICAS

Las muestras incluidas para este estudio fueron colectadas previamente y cuentan
con aprobacion del Comité de Etica del NAMRU-6 (Numero de protocolo
NMRCD.2007.0004) y de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Cddigo
SIDISI 57395). Todas las muestras que se han procesado en este estudio fueron
colectadas luego de la aprobacién y firma de un consentimiento informado de
acuerdo a las Normas del Etica y Bioseguridad. Todos los procedimientos siguen

los lineamientos establecidos en la Declaracion de Helsinki.
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6.5. PLAN DE ANALISIS

6.5.1. Primera etapa: Estimacion de la frecuencia de las deleciones

La primera etapa buscé caracterizar una muestra de parasitos P. falciparum
colectados en la ultima década; en este sentido se evaluod la frecuencia de las
deleciones de los genes pfhrp2, pfhrp3 y sus genes flanqueantes, y si la frecuencia

de las deleciones de pfhrp2/3 habria aumentado en comparacion a datos previos.

Para el calculo de la frecuencia de las deleciones solo se consideraron las muestras
que fueron procesadas en el laboratorio de malaria (n=219). El céalculo de la
proporcion de la delecion se realizd dividiendo el numero de muestras con la
delecion, con respecto al total de muestras en las cuales la amplificacion de los
genes control fue exitosa. La comparacion de la frecuencia de las deleciones de los
genes pfhrp2/3 se hizo incluyendo datos de un estudio previo (6), y mediante una

prueba exacta de Fischer.

Luego de estimar la frecuencia de las deleciones de los genes pfhrp2/3 y sus
flanqueantes, se seleccionaron las muestras para secuenciacion de genoma
completo (WGS). La seleccion posterior a la estimacion de la frecuencia de las
deleciones se hizo para incluir la mayor cantidad posible de parasitos sin la delecién
de los genes pfhrp2/3, a fin de realizar la comparacion de los grupos de parasitos
con y sin las deleciones de pfhrp2/3. Esto se tomo en consideracion dado que en los

afios mas recientes la doble delecion pfhrp2/3 habria seguido aumentando.
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6.5.2. Segunda etapa: Identificacion de barridos selectivos a partir de
datos de genoma completo

La segunda etapa de esta tesis tuvo como finalidad caracterizar la genética
poblacional de una muestra de P. falciparum colectada en un periodo de tiempo
mayor y evaluar su cambio en el tiempo. Considerando el aumento en frecuencia
de parésitos con la delecion del gen pfhrp2, la delecion fue incluida como una
variable en los analisis de estructuracion. A partir de los analisis de estructuracion
poblacional se agruparon a los paréasitos en base a la presencia de la delecion. Esto
ultimo se consider6 para los andlisis de buasqueda de barridos selectivos,
comparando los grupos de parasitos con y sin la delecion de los genes pfhrp2/3
identificados previamente. Teniendo en cuenta que inicialmente se propusieron dos
aproximaciones para el analisis de genética de poblaciones de las muestras (Figura
4), se termind ejecutando la aproximacion 2, lo cual se muestra en la seccion de

resultados.

Para esta segunda etapa, los datos de genoma obtenidos en esta tesis fueron
analizados en conjunto con secuencias gendmicas disponibles por colaboraciones.
A los 54 genomas obtenidos en esta tesis, se le adicionaron los 13 genomas
disponibles en la base de datos del laboratorio de malaria, 17 genomas secuenciados
por el ITM, 24 genomas secuenciados por NAMRU-6 y 38 genomas secuenciados
por el consorcio MalariaGEN, de los cuales 25 fueron proporcionados por el
laboratorio de malaria-UPCH; los genomas secuenciados por NAMRU-6 y
MalariaGEN fueron descargados de la base de datos pablica ENA
(https://lwww.ebi.ac.uk/ena/browser/). En total, inicialmente se contaron con 146

secuencias de genoma completo de P. falciparum.
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6.5.2.1.  Procesamiento de datos crudos de secuenciacion y generacion de

archivo de variantes (VCF)

La calidad de los archivos fastq fue evaluada con el programa FastQC (74). Con el
programa FastQ Screen se realizd la verificacion del porcentaje de genomas
secuenciados en cada muestra, el programa selecciona ~100000 reads y los alinea
con los genomas de P. falciparum y otras especies de Plasmodium, ademas del

genoma humano. Se cred un reporte resumen usando el programa multiQC (75).

Los reads pasaron por un filtro de calidad. Se us6 el programa BBduk (76) para
eliminar cualquier secuencia del genoma PhiX. Luego con el programa
Trimmomatic (77) se eliminaron las secuencias de los adaptadores y se establecié
como umbral minimo un promedio de calidad por base de 20, y una longitud
minima de 50 pb. Se verifico la calidad post-trimming de los reads con FastQC y
se genero un nuevo reporte resumen con los resultados de trimming y FastQC post-

trimming.

Las reads que pasaron el control de calidad fueron mapeados al genoma de
referencia de Plasmodium falciparum versién 3, descargado de la base de datos de
PlasmoDB (https://plasmodb.org). Se usé el programa Burrows-Wheeler Aligner
(bwa) con su funcion mem (78). Se generaron las estadisticas del mapeo con el
programa Picardtools (79). Adicionalmente, se estimé la cobertura promedio con el
programa Bedtools (80), para posteriormente estimar la cobertura en los genes

pfhrp2 y pfhrp3 con un script in-house de Python.

Se realizé el llamado de variantes con el programa GATK4 para generar archivos

gvcfs, usando la herramienta HaplotypeCaller (81,82). La informacion de genotipos
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de los archivos gvcfs de cada muestra se juntaron en un archivo de variantes (vcf)
con la informacion de genotipos de todas las muestras. Se usé la herramienta

GenotypeGVCFs.

A partir del archivo vcf con todas las muestras, se continu6 con los pasos de filtrado
de variantes. Se gener6 un nuevo archivo seleccionando solo la informacion de
polimorfismos de nucle6tido simple (SNP). Luego se realiz6 el Hard Filtering
siguiendo los pardmetros sugeridos en el manual de GATK4 (83). Los SNPs se
filtraron manteniendo aquellas con un minimo de calidad de profundidad de 2 (QD
< 2), un minimo de calidad de mapeo de 40 (MQ < 40), Calidad minima de 30

(QUAL < 30).

El archivo vcf con SNPs que pasé el primer filtrado fue reducido, limitando a
determinadas regiones del genoma del parasito. Se excluyeron las variantes
ubicadas en el genoma mitocondrial y del apicoplasto. Asimismo, se limité a las
variantes ubicadas en la region “core” del genoma parasitario, excluyendo regiones
subteloméricas, segun lo sugerido en (84). Adicionalmente, se eliminaron 6
muestras que se encontraban duplicadas y otras 6 muestras que fueron colectadas

en Tumbes, segun lo indicado en el articulo por el cual se secuenciaron.

El paso siguiente consistio en el filtrado de las variantes en base a parametros de
cada variante y de las muestras analizadas. Se us6 el programa VCFtools (85) para
obtener los valores de profundidad, de calidad, y frecuencias alélicas por SNP;
también los valores de cobertura promedio, y porcentajes de datos faltantes por

SNPs y por muestra. Se utilizé un script in-house de R para la visualizacion de la
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distribuciéon de estos parametros, y en base a ello se escogieron los valores minimos

para cada parametro.

Con el programa VCFtools se seleccionaron solo los SNPs bialélicos, asimismo se
filtraron aquellas variantes con cobertura promedio menor a 5, y también las
variantes con mas de 25% de datos faltantes. Luego, se eliminaron las muestras con

mas de 25% de datos faltantes.

Finalmente, se elimind wuna muestra secuenciada por MalariaGEN
(https://lwww.malariagen.net/), que corresponderia a una posible contaminacion

con cepa de referencia.

El archivo VCF generado contenia un total de 100 muestras y 39164 SNPs.

6.5.2.2.  Caracterizacion genética de la muestra de P. falciparum

6.5.2.2.1. Estimacion de la complejidad de infeccién

La complejidad de infeccion se obtuvo para cada muestra de los 100 genomas
mediante el indice de fijacion intra-individuo (Fws). El célculo de Fws se hizo con

el paquete moimix de R (86), y se obtiene mediante la formula siguiente:

F — 1 Hw
ws = I

Donde Hw es la heterocigocidad promedio para una muestra, y Ht la
heterocigosidad total de la muestra de paréasitos analizada. Fws toma valores entre

0y 1, un valor cercano a1l (> 0.95) indica que la muestra tiene mas de una clona.

Adicionalmente, se complemento el resultado de Fws con el andlisis usando el
programa estMOI (87). El cual estima el nimero probable de clonas presentes en

una muestra a partir de datos de mapeo y de cobertura.
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6.5.2.2.2. Andlisis de estructuracién poblacional

La caracterizacion de la estructuracion de la muestra se realizo para identificar la
presencia de clusters o agrupaciones de parasitos. La identificacion de clusters de
parésitos influyo en la aproximacion de analisis a sequir (Figura 4). Si se identifican
agrupaciones de parasitos, los anlisis siguientes se realizarian para cada grupo por

separado.
6.5.2.2.2.1.Andlisis de componentes principales (PCA)

Para el analisis de estructuracion poblacional se realizé un filtrado de las variantes,
en base al valor de desequilibrio de ligamiento. Las variantes en desequilibrio de
ligamiento, representado por un r? > 0.5, fueron filtradas usando el programa plink
1.9 (88). Las variantes que se conservaron fueron incluidas en el anélisis de

componentes principales con el programa plink 1.9.

La visualizacion de los resultados fue mediante un script in-house en el programa

R.
6.5.2.2.2.2.Andlisis de ancestria con el programa Admixture

El archivo con los genotipos obtenido luego del filtrado con plink, en formato ped,
fue usado para el analisis de ancestria usando el programa Admixture (89). Se
evaluaron valores de numero de clusters desde 1 a 10, con 10000 pseudoreplicas

(bootstrap), un valor de 10 de cross-validation, y 10 iteraciones.

El programa pophelper (90) se us6 para la visualizacion de los resultados de
ancestria. Para la eleccion del numero de cluster mas probable, se graficé en R los

valores de error de cross-validation que se obtiene en cada andlisis que el programa
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Admixture realiza para cada numero de cluster indicado (1 — 10). EI menor valor

de error de cross-validation indica el nimero de clusters mas probable.

En base a los resultados obtenidos de los analisis de estructuracién poblacional las
muestras se agruparon en base a la presencia/ausencia de la delecion de pfhrp2/3.
Asimismo, se agruparon las muestras en base al Periodo de colecta, las muestras
colectadas entre 2006-2011 correspondieron al Periodo 1, y de 2012-2018 al
Periodo 2. Los analisis siguientes se llevaron a cabo en las muestras del Periodo 2
y considerando dos grupos de parasitos diferentes si los parasitos portaban o no la

delecion pfhrp2/3.

6.5.2.2.3. Andlisis de decaimiento del desequilibrio de ligamiento

El analisis de decaimiento del desequilibrio de ligamiento proporciona informacion
respecto al grado de recombinacion en las muestras evaluadas. Este analisis se
realiz6 con el programa plink 1.9, el desequilibrio de ligamiento se estim6 mediante
el calculo del valor de r? entre pares de SNPs en una ventana de maximo 100 kb.
Luego, se graficd la variacion del r> promedio conforme aumentaba la separacion

en pares de bases entre SNPs.

6.5.2.3. Escaneo de genoma para detectar barridos selectivos

Para la deteccion de barridos selectivos se emplearon tres tipos de pruebas. EI test
de neutralidad de Tajima (D de Tajima) se basa en el espectro de frecuencias por
posicidn, el indice de fijacion Fst se basa en las diferencias en frecuencias alélicas,
y las pruebas basadas en desequilibrio de ligamiento para la deteccidn de regiones

con evidencia de haplotipos extendidos.
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Estas pruebas fueron aplicadas solamente a las muestras del Periodo 2 siguiendo la
Aproximacion 2 propuesta (Figura 4), comparando los grupos de los parasitos con
y sin la delecién de los genes pfhrp2/3.

6.5.2.3.1. Prueba de neutralidad con D de Tajima

Se utilizé el paquete scikit-allel para la prueba estadistica D de Tajima a nivel
gendmico (91). Para esto, se indicd que estime el valor del D en ventanas de 500 pb
sin sobreponerse. El calculo de D de Tajima se realiz6 para cada grupo de parasitos
por separado.

6.5.2.3.2. Anadlisis de diferenciacién poblacional por Fst

El valor de Fst se estim6 confrontando ambos grupos de paréasitos. Se realizé el
calculo de Fst de Hudson, usando el programa plink 2.0 (https://www.cog-
genomics.org/plink/2.0/). El Fst de Hudson es recomendado en casos donde los
grupos en comparacién difieren en el tamafio de individuos, por lo cual su calculo

es menos proclive a errores por el tamafio de la poblacion (92).

6.5.2.3.3. Deteccidon de barridos selectivos mediante pruebas basadas en

desequilibrio de ligamiento y haplotipos extendidos

Se utilizo el paquete rehh de R para las pruebas estadisticas basadas en desequilibrio
de ligamiento (93,94). Se estimé el indice iHS para la identificacion de loci
candidatos a estar o haber estado bajo presion de seleccion. Se categorizaron como
loci candidato aquellas regiones que presentasen un —Logio(p-value) > 5, o aquellas

que presentasen |iHS| > 4 y —Logio(p-value) > 4.

Adicionalmente, se realizé el analisis XP-EHH para la identificacion de regiones

gendémica que presenten haplotipos extendidos presentes en el grupo de parasitos
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sin la delecion del gen pfhrp2 y que difieran con el grupo sin la delecién. Las
regiones candidatas presentaron valores positivos o negativos si era candidato a
estar seleccion en el grupo sin la delecién o con la delecion, respectivamente.
Asimismo, el valor de —Logio(p-value) > 5 fue el minimo para considerar el loci

como significativo.

6.5.2.4. Analisis in silico de ontologia genética de las regiones candidatas

identificadas

Las regiones candidatas que presentaron valores superiores a los minimos fueron
enlistadas. Se identificaron los genes presentes contrastando las posiciones
gendmicas con la informacion presente en la base de datos PlasmoDB. La lista de
genes identificados fue utilizada para el analisis de Gene Ontology (GO) Erichment
con la correccion de bonferroni, usando la herramienta de PlasmoDB. El anélisis de
GO brinda informacién acerca de las funciones bioldgicas, funciones moleculares
0 componentes celulares enriquecidos por el conjunto de genes candidatos a estar

seleccionados.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion de las muestras P. falciparum para la delecion de
los genes pfhrp2, pfhrp3, y genes flanqueantes PF3D7_0831700,
PF3D7_0831900, PF3D7_1372100 y PF3D7_1372400

7.1.1. Procedencia de las muestras incluidas en el analisis

De 219 muestras analizadas, se obtuvo el perfil para un total de 172 muestras
colectadas entre los afios 2013 y 2017. Las 47 muestras que no se incluyeron en los
calculos no amplificaron los genes control, por factores como calidad de ADN, baja
parasitemia o por ser muestras con infeccion por P. vivax. Asimismo, no se
incluyeron las muestras que fueron obtenidas de bases de datos publicas al no tener
la informacion completa. Las muestras analizadas provenian de las provincias de
Maynas (103), Loreto (67), Datem del Marafion (1) y Ramon Castilla (1) (Tabla 3).
La mayor cantidad de muestras tienen como origen los distritos de Nauta e Iquitos.
De las 62 muestras de Nauta, 59 fueron colectadas en la comunidad de Santa Emilia,
y el resto en Victor Raul y 12 de octubre. En el caso de las muestras de Iquitos, 33
fueron colectadas en el hospital de Apoyo de Iquitos, 28 en la comunidad de

Lupuna, y el resto en las zonas de Amazon Hope (4), Huaturi (1) y San Pedro (2).
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Tabla 3. Lugar de procedencia de las muestras analizadas para perfil de la

delecidn de los genes pfhrp2 y pfhrp3 y flanqueantes

Distrito de Origen n
ALTO NANAY 2
IQUITOS 68
MAZAN 1
MORONA 1
NAUTA 62
PUNCHANA 17
SAN JUAN 14
TIGRE 4
TORRES CAUSANA 1
TROMPETEROS 1
YAVARI 1

7.1.2. Frecuencia de la delecion de los genes pfhrp2, pfhrp3 y los genes

flanqueantes

La muestra de P. falciparum incluida en esta tesis present6 una frecuencia de 76.7%
y 63.4%, para la delecion del gen pfhrp2 y del gen pfhrp3, respectivamente;
mientras que la frecuencia de la doble delecién fue de 61.6%. Asimismo, se
identifico que el 15.1% de las muestras tenian delecionado solo el gen pfhrp2, y el

1.7% solo tenian delecionado el gen pfhrp3 (Figura 7, Anexo 5a).
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Figura 7. Perfil de las deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3 en 172 muestras.
Los porcentajes presentados se obtuvieron tomando por separado a las muestras
pfhrp2 positivas vs negativas, pfhrp3 positivas vs negativas, y finalmente tomando

ambos genes de forma simultanea (cuatro barras inferiores).

Adicionalmente, se obtuvo el perfil de las deleciones y sus respectivos genes
flanqueantes. Se encontraron 6 perfiles diferentes para pfhrp2 y sus genes
flanqueantes, y 7 para pfhrp3 y sus flanqueantes (Anexo 5b). El perfil que consiste
en la delecion del gen pfhrp2 y del gen PF3D7_0831900 fue el mas frecuente de
los identificados, representando el 71.3% del total. Por otro lado, el perfil
conformado por la delecion de pfhrp3 y su gen flanqueante PF3D7132100 estuvo
presente en 55.6% del total de muestras con informacion completa. El perfil
combinado de los dos perfiles descritos lineas arriba, estuvo presente en el 54.4%
de las muestras, seguido en frecuencia por el perfil conformado por todos los genes
presentes (21.1%); y finalmente por el perfil compuesto por la delecion del gen

pfhrp2 y del gen PF3D7_0831900, y el resto de los genes positivos (14.6%).



Al ser las provincias de Iquitos y Nauta, las que tienen mayor nimero de muestras
en este estudio, se compard mediante test exacto de Fisher las proporciones de la
deleciones. Se observo que hay una diferencia significativa entre ambas provincias,

observandose una mayor proporcion de muestras pfhrp3 positivas en Nauta.

Test exacto de Fisher, p-value =0.015 Test exacto de Fisher, p-value =< 0.001

16% ) 15%

(35%

T4%

pfhrp2
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pfhrp3

positivo
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(n = €8) (n =62) (n = 68) (n =62)
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Figura 8. Comparacion de las proporciones de las deleciones de los genes pfhrp2 y

pfhrp3 entre los distritos de Iquitos y Nauta.

Por otro lado, para confirmar si la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 habria
seguido aumentando en frecuencia con el tiempo en las muestras de P. falciparum,
se llevé a cabo la comparacion de las proporciones por test exacto de Fisher, de las
muestras colectadas en el periodo 2012 — 2014 (incluyendo los resultados de trabajo
de Quispe y este estudio) y las muestras mas recientes incluidas en este estudio
(2015 —2017). Se encontré una diferencia significativa (p < 0.001) en la proporcion
de la delecién de pfhrp2 entre las muestras mas recientes y las del periodo anterior,
siendo mayor en el periodo 2015 — 2017; algo que no ocurre con la proporcién de

la delecidn del gen pfhrp3 (Anexo 6).
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7.2. Amplificacion Selectiva de Genoma Completo (SWGA) y Secuenciacion
de Genoma completo

7.2.1. Modificaciones en la estandarizacion del protocolo de SWGA y WGS

El protocolo de SWGA de una y dos rondas fue evaluado a partir de los resultados
obtenidos luego de ejecutar el WGS. Se observd que el porcentaje de reads
alineados con el genoma de referencia fue significativamente mayor cuando se
emplearon dos rondas de SWGA, asimismo presentd una menor dispersion de datos;
en contraste con lo observado cuando el genoma del parasito fue enriquecido

utilizando solamente una ronda de SWGA.

Solo se emplearon muestras con parasitemia mayor a 200 parasitos/pL. Asimismo
se observé que a mayor parasitemia el porcentaje de reads alineados con el genoma
de referencia es mayor. El porcentaje promedio de reads alineados fue mayor al
50% en las corridas que fueron enriquecidas con dos rondas de SWGA, a diferencia
de lo observado con una ronda, donde el porcentaje fue de minimo 29.4% a 85.6%

(Figura 9).

Parasitemia vs Porcentaje de reads alienados N rondas SWGA vs Porcentaje de reads alienados

% reads alineados

% reads alineados

" ParasiosiuL - . N de rondas de SWGA

Rondas * unarenda dos rondas Rondas B3 waronda B3 dos rondas

Figura 9. Resultados de WGS en base a SWGA. Izquierda, relacion de la parasitemia

con el porcentaje de reads alineados con el genoma de referencia. Derecha.
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Distribucion del porcentaje de reads alineados luego de SWGA con una o dos

rondas.

En la figura 10 se observa que la cobertura promedio de las cinco corridas
ejecutadas fue diferente, presentandose la mayor dispersién en la primera y tercera
corrida. Asimismo, la corrida tres presentd los menores valores de cobertura
promedio. En la corrida uno solo se ejecutd una ronda de SWGA vy en la tercera
corrida cuatro de las diez muestras analizadas fueron enriquecidas con solo una
ronda de SWGA, de las cuales 3 presentaron valores de cobertura promedio menor
a 10. De igual forma, en la figura 10 se muestran en diagramas de cajas los
porcentajes de genoma con cobertura de 5X obtenidos con cada corrida, donde
también se observa que la primera corrida presenta mayor dispersion de datos, junto

con la tercera corrida.
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Figura 10. Cobertura de las corridas de WGS. Imagen superior. Media de la
cobertura de cada una de las corridas de WGS ejecutadas. Imagen inferior.
Porcentaje promedio del genoma que tiene una cobertura minima de 5X, por corrida

de WGS.

7.3. Analisis de datos de genoma completo para la caracterizacion de la
poblacién de estudio

7.3.1. Origen de los genomas analizados

Luego de aplicar los filtros a los archivos de variantes (VCFs), se conservaron un
total de 100 muestras y 39164 SNPs, los cuales fueron incluidos en la segunda etapa
del analisis. Las muestras tenian como lugar de origen principalmente los distritos

de lquitos (43/100), seguido de Nauta (17/100), San Juan (15/100), y Mazan
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(10/100), como se indica en la tabla 4. Asimismo, los afios de colecta de las
muestras fueron entre 2006-2018.

Tabla 4. Tabla resumen de los distritos de origen de los genomas incluidos en el

analisis
Distrito de origen n
ALTO NANAY 2
IQUITOS 43
LAGUNAS 1
MAZAN 10
MORONA 1
NAPO 2
NAUTA 17
PAUCARES 1
PUNCHANA 6
SAN JUAN 15
TORRES CAUSANA 1
URARINAS 1

Adicionalmente, en la tabla del Anexo 7 se detallan las cantidades de las muestras
con y sin la delecién del gen pfhrp2. Se considero solo la delecion del gen pfhrp2,
dado que no se contaba con la informacién de la delecion del gen pfhrp3 para todas

las muestras obtenidas de datos publicos.

7.3.2. Caracterizacién genomica de la muestra analizada

7.3.2.1.Complejidad de la infeccion

El andlisis con Fws sugieren que de los 100 genomas analizados sélo 1 presentaria
mas de una clona (Figura 11), se observé que dicha muestra corresponderia a un
parasito con la delecion del gen pfhrp2 que fue colectada en el 2018. El analisis con
el programa estMOI guardd concordancia con los resultados de Fws de las 100

muestras analizadas.
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Figura 11. Analisis de la complejidad de infeccion mediante Fws. Un valor de Fws

> 0.95, sugiere la presencia de una tinica clona en la muestra analizada.

7.3.2.2.Analisis de estructuracion poblacional

7.3.2.2.1. Andlisis de componentes principales (PCA)

Luego de aplicar el filtro por desequilibrio de ligamiento se conservaron 9037
SNPs, que fueron incluidos en el analisis PCA. Se graficaron los componentes
principales (PC) 1 y 2. Por definicién, cada PC explica los mayores patrones de
variabilidad de las muestras, luego de que por este analisis el set de mas de 9 mil
SNPs fuera reducido dimensionalmente a unos 20 PCs (95,96). Adicionalmente, en
el Anexo 8 se muestran las tablas con los primeros 20 SNPs que contribuyen a cada

PC, y que se distribuyen en diferentes regiones del genoma.

En el grafico de PCs se observa que el PC1 explica el 17.8% de variabilidad en la
muestra, frente al 10.5% de PC2. De manera semejante, el PC3 solo explicaria el
9.41% de variabilidad de la muestra (Anexo 9b). No obstante, se puede apreciar la
distribucion de las muestras en base a las variables de estudio correspondientes al

afio de colecta y la presencia de la delecion del gen pfhrp2.
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Las muestras de P. falciparum se agruparon de acuerdo a la presencia de la delecion
del gen pthrp2 y al afio en que se colectaron (Anexo 9a). Primero, las muestras que
fueron colectadas entre el periodo 2006 — 2011 se encuentran disgregadas y
apartadas de las muestras colectadas en afios posteriores. Por otro lado, las muestras
colectadas entre 2012 — 2018, forman dos agrupaciones. Estas agrupaciones
corresponden a los grupos de paréasitos negativos (con la delecion) y positivos (sin
la delecidn) para el gen pfhrp2. Asimismo, se observan algunas muestras negativas
y positivas del 2009 — 2010 agrupando entre las muestras negativas y también entre
las positivas del 2012 — 2018. Lo que podria deberse a una cercania genética entre
las muestras de ambos periodos. Otro aspecto a resaltar es la presencia de muestras
(positivas y negativas) de 2016 ubicadas en la regidn intermedia, entre los grupos
negativos y positivos del periodo correspondiente, que podria deberse a una

composicion mixta de estas muestras.
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Figura 12. Analisis de componentes principales (PCA). Resultado de las 100
muestras. Se muestran las muestras agrupadas en periodos de colecta. Periodo 1:
2006 — 2011. Periodo 2: 2012 — 2018. Asimismo, las muestras se colorearon de

acuerdo al distrito de origen.

En base a lo observado en el PCA, las muestras de P. falciparum se pudieron
agrupar considerando dos periodos de colecta: Periodo 1: de 2006 — 2011; y Periodo
2: 2012 — 2018 (Tabla 5). En la figura 12 se grafico el lugar de colecta de las
muestras y la diferenciacion temporal junto con la presencia o ausencia de la
deleciéon del gen pfhrp2. Las muestras positivas para pfhrp2 del Periodo 2,
provienen en su mayoria de los distritos de Nauta (Comunidad de Santa Emilia) e

Iquitos y regiones aledafias. En el caso de las muestras negativas, el lugar de
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procedencia es mas diverso. Por otro lado, las muestras del Periodo 1 también

fueron colectadas en distintas regiones, en su mayoria de lquitos y zonas aledafias.

Tabla 5. Periodo de colecta y perfil de la delecion de pfhrp2

Periodo pfhrp2 Cantidad
Period_1 negativo |14
(2006 —2011)  |positivo |19
Period_2 negativo |45
(2012 -2018)  |positivo |22

Mediante una prueba exacta de Fisher se obtuvo que la diferencia en la proporcion
de parasitos con la delecion del gen pfhrp2 era significativamente mayor en el
Periodo 2 (Anexo 10). Si bien es un resultado que debe tomarse con cautela por la
aproximacion utilizada en la seleccion de las muestras, no deja de ser destacable la
coincidencia con lo observado en la comparacion que se realiz6 en la primera etapa

y lo reportado previamente.

7.3.2.2.2. Andlisis de ancestria

A partir del resultado del error de cross-validation obtenido con el programa
Admixture, no fue posible concluir el nimero de clusters presentes en la muestra
de parasitos analizados. Sin embargo, se puede sugerir que el nimero de clusters se
encuentra entre 4 u 8, al presentar los valores mas bajos de error (Anexo 11).
Teniendo en cuenta esto, se graficd el resultado de admixture para nimeros de

clusters de 4, 8 y 9 (Figura 13).

A partir de los graficos se observa que se comparte un patrén comin. En el caso de
las muestras correspondientes al periodo 2 (2012 — 2018), estas estarian compuestas

principalmente por dos clonas distintas entre si, que a su vez corresponderian a los
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parasitos con y sin la delecion; que en los graficos se distingue como los colores
predominantes en cada plot. Por otro lado, las muestras del periodo 1 (2006 —2011)
presentarian una composicién mixta tanto en el grupo de los parasitos con la

delecién y aquellos que no tienen la delecion.

Andlisis de Ancestria de P. falciparum
Parasitos agrupados en base a perido de colecta y presencia de pfhrp2

W clusterl [l Cluster2 [l Cluster3 [l Clusters Clusters
W clusters [l Cluster? [l Clusters [l Clusters

negativo positivo negativo positivo

zdayd

Periodo_1 Periodo_2

opoLiad

Figura 13. Analisis de ancestria ejecutado con Admixture. Se muestra la agrupacion

de los clusters, de acuerdo al periodo de colecta y a la presencia del gen pfhrp2.

Adicionalmente, se llevd a cabo un andlisis de estructuracién poblacional
incluyendo solo las muestras de los distritos de Iquitos y Nauta (Anexo 12). Este
analisis complementario se hizo considerando que la mayoria de las muestras
provenian de ambos distritos. A pesar de que las muestras de Nauta eran en su
mayoria positivas para el gen pfhrp2 y que fueron colectadas en el Periodo 2, el

agrupamiento del PCA es similar al observado con el total de muestras. El andlisis
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de ancestria muestra un patron de clusters similar, sugiriendo en este caso la
presencia de solo 4 clusters, y que los parasitos con la delecion de pfhrp2 son
diferentes a los parasitos sin la delecion. También se observé que, en ambos casos,
la poblacion clonal del Periodo 2 estaba presente en el Periodo 1. En dicho periodo
ambos grupos estuvieron compuestos por mas de una clona, y para el Periodo 2 la
complejidad habria disminuido (como se sugirié con el total de muestras). Cabe
resaltar que a pesar que en el Periodo 1 no se tenian muestras de Nauta, el analisis
de ancestria (Anexo 12b.2) muestra que la poblacion de Nauta presente en el
Periodo 2 (pfhrp2 positivas) esta genéticamente relacionada con las muestras de
Iquitos del Periodo 1y del Periodo 2 (pfhrp2 positivas) al observarse que el cluster
predominante en Nauta también estaba entre los clusters del Periodo 1. Esto es un

indicio de que el agrupamiento no esta influenciado por factores geogréaficos.

7.3.2.3.Decaimiento del desequilibrio de ligamiento (LD)

A partir de los resultados de estructuracion poblacional se continuaron los analisis
con las muestras del periodo 2 por cada grupo de parasitos por separado, las cuales
fueron pfhrp2/3 negativas o positivas. EI decaimiento del LD promedio con
respecto a la distancia que separa dos SNP se muestra en la figura 14, tanto para las
muestras con la delecion y sin la delecion. En ambos casos el LD promedio tiene
un valor mayor a 0.2, siendo en el caso de las muestras positivas para pfhrp2/3 las
que presenten un mayor valor. Asimismo, se observa gque en el caso de las muestras
con la delecidn el valor promedio decae cuando los SNPs se encuentran separados
a una distancia de ~200 Kb y se mantiene mayor a 0.4, mientras que en las muestras

positivas el valor de R? se mantiene elevado hasta ~400Kb. En este Gltimo grupo,
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el valor promedio de LD se mantiene por encima de 0.2 hasta pasado los 500 mil

pares de bases.

LD vs Distancia en Kb
P. falciparum agrupados por la delecién de pfhrp2/3

Negativo Positivo

T T T ) T ¥ T T ¥ )
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800

Distanciah(Kb)

Figura 14. Decaimiento del Desequilibrio de ligamiento (LD). Izquierda:
Decaimiento del desequilibrio de ligamiento vs la distancia en pb que separa los
SNPs, del grupo de muestras con la delecion de pfhrp2/3 del periodo 2 (45).
Derecha: Decaimiento del LD vs distancia en pb, para los parasitos positivos para

pfhrp2/3.

7.3.3. Busqueda de barridos selectivos en los genomas del periodo 2

De manera similar al analisis previo, las pruebas para basqueda de barridos
selectivos se realizaron considerando que la muestra incluida de P. falciparum del
Periodo 2 esta conformada por dos grupos de parasitos (pfhrp2/3 positivos y
negativos). Los resultados descritos a continuacion corresponden a lo obtenido de
manera especifica para cada grupo, asi como aquellos barridos que se identificaron

en comun para ambos grupos de paréasitos.
7.3.3.1.Analisis de diferenciacion poblacional por Fst

El célculo de Fst a nivel de genoma se realizo confrontando los parasitos con y sin

la delecion de pfhrp2/3 del periodo 2. En la figura 15 se muestra que los valores de
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Fst oscilaron desde 0 alcanzando incluso la unidad, en todos los cromosomas. No
se distingui6 algun locus que pueda representar una region candidata a diferenciar

ambos grupos y por ende candidato a estar o haber estado bajo seleccion.

pfhrp2/3 negativos vs positivos del Periodo 2

clJ:: ﬁ;h:‘.h‘f‘ﬁ qﬂ'ﬂ”’%’gnﬂ'fhj. ; ,,i ;

0.6

Fst

Chromosoma

Figura 15. Manhattan plot de los valores de Fst de Hudson a lo largo del genoma

de los parasitos.

7.3.3.2.Prueba de neutralidad D de Tajima

Se ejecutd la prueba D de Tajima por cada cromosoma para las muestras con y sin
la delecion de los genes pfhrp2/3. En las muestras negativas para pfhrp2/3, el valor
obtenido del estadistico fue principalmente negativo a lo largo del genoma,
observandose algunos loci en los que el valor fue positivo y mayor o igual a 2 en
los cromosomas 4,6 7, 10, 11y 12, que podrian corresponder a eventos de seleccion
de balance. Por otro lado, las muestras positivas para pfhrp2/3, también presentaron
valores negativos o cercanos a cero a lo largo del genoma, y de manera similar
presentaron valores mayores o iguales a 2 en regiones dentro de los cromosomas 4,

6,7,10, 12y 14.
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Figura 16. Manhattan plot del D de Tajima. Superior. Parésitos portadores de la

delecion de pfhrp2/3. Inferior. Parasitos positivos para el gen pfhrp2/3.

Al explorar las regiones donde el D de Tajima alcanzé valores mayores a 2, se
identificaron tanto en el grupo con y sin la delecion en los cromosomas 6, 7 y 12,
los genes VAR que codifican a la proteina PFEMP1; y el gen ACBP1, codificante de
la proteina de union a Acyl-CoA en el cromosoma 10. Por otro lado, en el grupo de
parasitos con la delecion se identifico una regién candidata en el cromosoma 11 que

contenia al gen FP2A, codificante de la proteina falcipaina 2a.

7.3.3.3.Deteccién de barridos selectivos mediante la estimacion de iHS

Se consideraron como regiones candidatas significativas aquellas que presentaron
un valor de —logioP-value > 5. También se han considerado de interés aquellos loci

que presentaron un valor de iHS > 4 y un —logioP-value > 4.
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Teniendo en cuenta esto, mediante la prueba basada en desequilibrio de ligamiento,
IHS, no se identificaron regiones candidatas en el cromosoma 8 ni en el cromosoma
13, cerca de la region donde ocurre la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3. Sin

embargo, se identificaron regiones candidatas a seleccidn en otros cromosomas.

En los parasitos con la delecion pfhrp2/3 algunas de las regiones candidatas se
ubicaron en los cromosomas 4, 5, 7, 11, 12, 13 y 14. Entre los genes dentro de las
regiones se incluyeron los genes var de PFEMPL, el gen PTPA y el gen AP2-G. De
manera similar, en el grupo de paréasitos positivos para pfhrp2/3, se identificaron
barridos selectivos en loci en los cromosomas 4, 5, 11, 12, 13 y 14. Se identifico
que los barridos se ubican en los genes CYP19C, var (PfEMP1), de L-lactato

deshidrogenasa y de una proteina rica en leucina.
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Figura 17. Manhattan plot del —log10P-value del |iHS|. Resultado| obtenido para
todo el genoma de los paréasitos con la delecion de pfhrp2/3 (superior), y sin la

delecion (inferior). En verde se indican los valores que son significativos, al superar
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el umbral de 5 de —logioP-value, o que fueron considerados de interés al tener |iHS|

> 4y —logioP-value > 4.

7.3.3.4.Deteccidn de barridos selectivos mediante las pruebas de comparacion

de poblaciones XP-EHH y rsb

La prueba XP-EHH, que permite detectar barridos selectivos candidatos especificos
comparando grupos de parasitos, identifico sefiales significativas (-logioP-value >
5) en loci ubicados en los cromosomas 4, 11y 12 de los parasitos pfhrp2/3 positivos.
Los genes contenidos en los loci fueron el gen RIF, una ribonucleoproteina putativa
y VAR (PfEMP1). Asimismo, solo se identifico un locus en el cromosoma 11 de los
parasitos con la delecion de pfhrp2/3. La sefial candidata se encontraba en el gen

FP2A, gen que codifica a la proteina falcipaina 2a.
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Figura 18. Manhattan plot del -log10P-value para las pruebas XP-EHH y rsh. En
verde se resaltan los valores que superaron el limite de significancia estadistica de

5. Superior: XP-EHH, inferior: rsb

La prueba de comparacion rsb, no identificé alguna sefial de seleccion significativa
(-logioP-value > 5) en genes conocidos en el grupo de parasitos con la delecion de
pfhrp2/3. Sin embargo, en el caso de los paréasitos positivos para el gen pfhrp2/3 si

identificaron sefiales en el gen RIF y VAR (PfEMP1).

7.3.3.5.Andlisis de ontologia genética (Gene Ontology) de los genes

identificados

El anélisis de Gene ontology (GO) realizado con la herramienta en linea de
PlasmoDB dio resultados no significativos de acuerdo con el p-value ajustado de

Bonferroni. Se procedié a evaluar la tasa de descubrimientos falsos (False
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Discovery rate — FDR) para los términos de GO de los genes identificados con
sefiales de seleccion candidatas por iHS, XP-EHH y rsb en ambos grupos de
parésitos. En el grupo de parasitos con la doble delecion, se incluian términos de
GO de procesos catabolicos de componentes proteicos celulares vy
organonitrdgenos, ademas de procesos de adhesion celular, entre otros; no obstante,
no alcanzaron significancia al tener FDR > 0.05 (Anexo 19). Por otro lado, en el set
de genes identificados con sefiales de seleccidn en el grupo de paréasitos sin la
delecion de pfhrp2/3, el FDR fue < 0.05 para procesos de interaccion con el
hospedero, incluyendo adhesion celular, evasion de la respuesta inmunitaria del
hospedero, respuesta a otros organismos y evasion antigénica, principalmente
(Anexo 20). En la figura 19 se muestra una representacion grafica de los términos
de Gene ontology identificados en el conjunto total de genes de las muestras con la
doble delecidn, obtenido con la herramienta online Revigo (http://revigo.irb.hr/). El
tamafio de los circulos refleja la frecuencia con la que aparecen los términos
relacionados a un proceso bioldgico como es el caso de los procesos catabdlicos
proteicos y adhesion al hospedero. Asimismo, el color refleja el logio del valor p
obtenido con la herramienta de PlasmoDB. Un grafico similar fue generado para

los parasitos positivos para ambos genes y se encuentra adjunto en el Anexo 21.
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Figura 19. Resultados de analisis de ontologia genética para los parasitos con la
doble delecién. Procesos bioldgicos identificados en el set de genes totales
identificados con regiones candidatas a seleccion. Grafico obtenido con Revigo a

partir de los resultados del analisis de GO con PlasmoDB.

7.3.4. Analisis de genes identificados con barridos selectivos en parasitos

pfhrp2/3 negativos

De los 24 SNPs en FP2A, 13 tenian como efecto el cambio del amino&cido
codificado, mientras que los 11 restantes eran variantes sinénimas. Asimismo, de
las 13 variantes con cambio de sentido o cambio del aminoacido, 3 polimorfismos
estaban fijados con una frecuencia de 100% en la muestra (Anexo 22). En las 10
variantes restantes se observo que la frecuencia variaba entre periodos y grupos
segun la presencia de la delecion. Este es el caso del el SNP identificado mediante
la prueba XP-EHH (11_593409 G_A.A), el cual tenia una frecuencia de 59.4% y
71.4% en el grupo positivos y negativos para pfhrp2/3 en el periodo 1; mientras que

en el periodo 2 la frecuencia de este SNP aument6 a 86.4% y 97.8% en el grupo
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positivo y negativo para pfhrp2/3 del periodo 2. Es decir, el SNP estaria
practicamente fijado en las muestras con la delecion del periodo 2. Esta variante se
encontraria en una region no definida de la proteina, cerca de un dominio
transmembrana. Asimismo, se observa que otras variantes también localizadas en
regiones no definidas de la proteina se habrian fijado al pasar del Periodo 1 al

Periodo 2 en ambos grupos de parasitos.

Por otro lado, en el gen AP2-G se identificaron 30 SNPs que generaban un cambio
en la secuencia de aminoacidos de la proteina (Anexo 23). De estos se observo que
ocho SNPs aumentaron de frecuencia entre el Periodo 1 al Periodo 2 en el grupo de
parasitos con la delecion. Lo que se evidencié también en el SNP core de la region
donde se detectd el barrido selectivo (12909914 C T.C), que paso de 46.2% a
~100% en los parasitos con la delecién, mientras en los parasitos sin la delecion el
aumento fue de 71.1% a 100%. De manera similar a lo observado en FP2A, esta
variante se habria fijado en el Periodo 2. En el caso de este gen que codifica para
un factor de transcripcion, los SNPs identificados se localizan en regiones no

definidas de la molécula.
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VIIl.  DISCUSION
Plasmodium falciparum de la regiébn Amazdnica de Per( ha sido descrito en
estudios recientes como una poblacion que ha sufrido un reemplazo y expansion
clonal. Asimismo, se ha reportado que las deleciones de los genes pfhrp2 y pthrp3
han seguido aumentando en frecuencia en esta poblacion, sin alguna explicacion
subyacente. Factores como la presion de seleccion en regiones del genoma del
parasito han explicado anteriormente la persistencia del parasito mediante el
desarrollo de resistencia a farmacos (16). De manera similar, el hospedero y el
vector pueden ejercer seleccion en genes envueltos en procesos biolégicos como la
interaccion con el hospedero, o en las etapas sexuales del parasito (15,67). En ese
sentido, en este estudio se llevo a cabo la caracterizacion genética y genomica de
una muestra de P. falciparum de la region Loreto; y la busqueda de regiones del
genoma que muestren evidencia de haber sufrido presién de seleccién que pueda
explicar la persistencia de P. falciparum en la selva de Per(, y adicionalmente el

aumento de los parasitos con la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3.

La muestra de paréasitos P. falciparum caracterizados en esta tesis presentan una
frecuencia de la delecion del gen pfhrp2 mayor con respecto a lo reportado en otros
estudios con muestras de la Amazonia peruana colectadas en afos anteriores. Los
resultados de este estudio demuestran que la frecuencia de la delecion del gen
pfhrp2 es significativamente mayor en comparacion a lo reportado anteriormente,
siendo estadisticamente significativo a lo reportado en un estudio previo que
empled el mismo protocolo de caracterizacion de la delecién (6). El aumento de la
frecuencia de la delecion del gen pfhrp2, pfhrp3 y de la doble delecién de ambos

genes ha sido reportado recientemente en un estudio por Valdivia y colaboradores.
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En dicho estudio se observa que en 324 muestras colectadas entre 2011 y 2018 el
gen pfhrp2 esta delecionado en 77.2% y pfhrp3 en 71.6% y la doble delecion en
67%. Asimismo, los investigadores reportan que la doble delecién habria cambiado
su prevalencia de 14.3% en 2011, alcanzando un pico de 88.39% en 2016 y
manteniéndose en 65% en las muestras de 2017-2018 (8). No obstante, en algunos
de los periodos considerados el namero de muestras fue bajo, por lo cual podria
haber un sesgo en estimacion de la frecuencia de la delecion en dichos periodos. De
manera similar se ha observado la tendencia de aumento de ambas deleciones en

diferentes estudios con muestras de diferentes periodos (3,5-8).

Por otro lado, en el presente estudio no se observé una variacion significativa de la
frecuencia de la delecién del gen pfhrp3 en el tiempo, con respecto al estudio previo
de Quispe (Anexo 6). Esto se deberia a la alta proporcion de muestras pfhrp3
positivas provenientes del distrito de Nauta colectadas entre 2015 y 2016 (74%,
Figura 8), la cual contrasta con lo reportado en el estudio citado, en el cual también
se incluyeron muestras de la comunidad de Santa Emilia del distrito de Nauta. En
dicho estudio las muestras positivas para pfhrp3 se detectaron en ~51% de 227
muestras totales, y en 57% de las 93 muestras que provenian de Santa Emilia (6).
El distrito de Nauta, en especifico la comunidad de Santa Emilia, de donde proviene
la mayoria de muestras de dicho distrito; se encuentra en una localizacion remota,
ubicada a 150 km de la ciudad de Iquitos, es Unicamente accesible por bote, y no
tiene ningun centro de salud. Lo observado en Santa Emilia seria similar a lo
observado en otros estudios que reportan proporciones variables de las deleciones

segun el lugar de colecta de las muestras (7,8,97).
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La proporcion de la delecion contrasta con reportes de otras regiones de
Sudamérica. En el caso de Brasil se reportd que la delecién de pfhrp2 estaba
presente en 71.7% (71/99) y 100% (60/60) de las muestras del estado de Acre y
Amazonas, respectivamente; dando una frecuencia total de 82.4% de 159 muestras
totales (98). Asimismo, las muestras fueron colectadas entre los afios 2016 — 2017,
en ese periodo los parasitos con la delecidn probablemente han seguido aumentando
hasta casi fijarse. Esto ultimo se sugiere, dado que previamente se reportd para el
estado de Acre que la frecuencia de la delecion de pfhrp2 era de 31.6% (25/79) (10).
Por otro lado, en muestras colectadas en Colombia en los periodos 2003 — 2010 y
2011 — 2012, la delecion de pfhrp2 se reportd solo en 15 muestras del primer
periodo (5.9% de 253) colectadas en uno de los siete departamentos incluidos;
mientras que la delecion de pfhrp3 fue identificada en ambos periodos, en

frecuencias de 45.5% de 112 y 41.9% de 253, en cada periodo respectivamente (9).

Adicionalmente, en las muestras con la delecién predomina la delecion de uno de
los genes flanqueantes a pfhrp2 y pfhrp3. El perfil identificado en mayor frecuencia
estd conformado por la delecién del gen pfhrp2 y su gen flanqueante
PF3D7_0831900, ubicado en la region upstream; algo similar se observa con el
patrén de la delecion de pfhrp3 y PF3D7 1372100, ubicado en la region
downstream a pfhrp3. Ambos perfiles de delecion habrian aumentado en
frecuencia, conformando el 93% y 88% del total de parésitos portadores de las
deleciones de pfhrp2 y pfhrp3, respectivamente. La coincidencia de la delecion de
los genes y los flanqueantes es consistente con los estudios previos en muestras de

Per( (6-8) y otras regiones como Brasil y Colombia (9-11).
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Por otro lado, en este estudio se ha caracterizado solamente la presencia del exon 2
tanto de pfhrp2 y pfhrp3, para definir la delecion de los mismos. Debe tenerse en
cuenta que la delecién de pfhrp2 puede ocurrir de forma parcial, por lo que el exén
1 podria estar delecionado cuando el exdn 2 esté presente total o parcialmente (97)..
En ese sentido, en muestras de Brasil se ha descrito un escenario que apuntaria a la
presencia de deleciones parciales. Los investigadores de dicho trabajo compararon
un protocolo de PCR que detecta solo al exén 2, con otro que detecta tanto al exén
1 como al exdn 2. De este modo, se observo que, con el primer protocolo, 60 de las
129 muestras analizadas presentaban la delecion; mientras que con el segundo
protocolo la cantidad de muestras con la delecion se reducia solo a 13 (99). A pesar
que los autores no mencionan la existencia de las deleciones parciales, esto podria
ser un caso. Sin embargo, esto deberia ser confirmado por otros metodos como la
secuenciacion de nueva generacion, dado que el patron contrasta con lo sugerido
previamente (97). La baja frecuencia de las deleciones en dicho estudio también se
puede atribuir al amplio periodo en el que las muestras fueron colectadas (2002 -

2020).

Previo al andlisis gendmico se llevo a cabo la optimizacién del protocolo de SWGA
y WGS. El resultado variable en el rendimiento del proceso de WGS se deberia a
factores técnicos como operativos. Uno de los factores determinantes fue el empleo
de dos rondas de amplificacion gendémica previa al WGS, obteniéndose mejor
cobertura que con una sola ronda, como se ha visto en estudios previos (71).
Asimismo, la calidad e integridad del ADN también impact6 en el rendimiento,
dado que se observo una mejora evidente cuando se emple6 ADN recién extraido

junto con un paso de limpieza adicional del producto de SWGA antes de la

80



preparacion de bibliotecas para WGS, para cumplir con los criterios de calidad
sugeridos por el fabricante (73). Ademaés, la reduccion en el tiempo de
manipulacion para detener la digestion enzimatica en el protocolo de preparacion
de bibliotecas también habria influido en la mejora de los resultados. Esto se deberia
a que un mayor tiempo de exposicion a la enzima puede conducir a un problema
denominado overtagmentation que afecta negativamente la calidad de los productos

de secuenciacion (73).

Los analisis de estructuracion poblacional con los datos de genoma completo de P.
falciparum muestran que los paréasitos colectados en afios mas recientes serian
producto de una expansion clonal de dos poblaciones diferenciadas. El patrén
clonal observado en las muestras del Periodo 2, sugieren que los paréasitos del
Periodo 1 (2006 — 2011) habria sufrido un evento de cuello de botella, y las clonas
sobrevivientes se habrian expandido. Las dos poblaciones clonales que se
distinguen en el Periodo 2 corresponden a los parasitos con y sin la delecion del gen
pfhrp2 (2012 — 2018). Esto es semejante a los resultados obtenidos en el trabajo de
Quispe, para el cual incluyé muestras de 2012 — 2014, reportando la presencia de
dos clusters y entre los cuales la proporcion de parasitos con y sin la delecion de
pfhrp2/pfhrp3 era diferente. Asimismo, la diferencia temporal en la poblacion de P.
falciparum de Peru ha sido reportado anteriormente (8,100). La caracteristica clonal
de los dos grupos de parasitos se respalda con el alto valor promedio de
desequilibrio de ligamiento a lo largo del genoma, esto coincide con una baja tasa
de recombinacion en ambos grupos de parésitos del Periodo 2 (pfhrp2/pfhrp3

negativos y positivos) (101).
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La poblacién de P. falciparum habria pasado de una poblacion de mayor
complejidad, conformada por mas de dos clonas, a una poblacion reciente mas
homogénea o clonal, lo que probablemente corresponderia a un remplazo clonal en
el tiempo. A pesar que con el analisis de ancestria del presente estudio no se ha
concluido el niumero de clusters, el resultado con ocho clusters, tendria semejanza
con los hallazgos de estudios previos que reportan que la poblacion de P. falciparum
habria estado conformado por varias clonas en muestras de antes del 2011, y en
muestras mas recientes se ha reportado menor nimero de clonas o haplotipos (7,8).
En el trabajo de Valdivia y colaboradores se report6 un haplotipo construido a partir
de siete microsatelites (H8) presente en 144 de 203 muestras, que habria
incrementado en el tiempo desde 2011 hasta ser el haplotipo predominante en 2018
(88.9%). Asimismo, 120 de las muestras portaban la doble delecion de pfhrp2/3'y
solo 7 muestras eran positivas, por lo cual los autores sugieren que la expansion de
dicho haplotipo explicaria el incremento de los parésitos con la delecion de pfhrp2.
Por el contrario, Akinyi y colaboradores reportaron que en muestras colectadas en
los periodos 1998 - 2001 y 2003 — 2005, se reportd que los paréasitos del primer
periodo estarian conformados por cinco clusters, y en el segundo periodo habria
hasta ocho clusters, de los cuales algunos serian hibridos de los clusters del primer
periodo (47). Una descripcién similar de la conformacién de varias clonas ha sido
reportado también en 93 muestras colectadas durante 2009 — 2010, provenientes de
comunidades de Requena, San Juan, Yurimaguas, Mazan, y otras cuatro localidades
(7). En este ultimo estudio se emplearon los mismos microsatélites de Akinyi, y se
observaron algunas de las mismas clonas entre estudios. Adicionalmente, otro

estudio con datos de genoma completo de muestras de 2006 — 2017 report6 que una
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clona relacionada con Bv1 seria predominante desde 2011 en la Amazonia peruana,
producto de un evento de reemplazo clonal (14). Una limitante del presente estudio
es que no se ha evaluado la presencia de la clona Bv1 o de alguna relacionada, ya
reportada en otros trabajos; sin embargo, los resultados obtenidos coinciden con el

perfil de reemplazo y expansion clonal reportado.

Adicionalmente, al analizar solamente las muestras de los distritos de donde se
colectaron la mayoria de las muestras (lquitos y Nauta), se observo que el patron
de estructuracién se mantenia. Se demostrd de este modo que las muestras de Nauta
del Periodo 2 (pfhrp2 positivas) estan genéticamente relacionadas con las de
Iquitos, del Periodo 1y 2. No obstante, la mayor frecuencia de parasitos positivos
en Nauta y el analisis de ancestria indican que los parasitos pfhrp2 positivos
estuvieron presentes tanto en Iquitos y Nauta durante el Periodo 1. Para el Periodo
2 los parasitos con la delecion se han expandido, casi reemplazando los positivos
en lquitos, mientras que en Nauta aun hay presencia de pfhrp2 positivos. Esto
sugiere que la expansion de los paréasitos con la delecion del gen pfhrp2 en Nauta
no ha sido igual a lo observado en lquitos, lo que podria explicarse por ser una

ciudad alejada y de dificil acceso.

Finalmente, el evento de cuello de botella que se sugiere que habria sido causado
por las intervenciones del programa PAMAFRO, explicaria la caracteristica clonal
de la poblacion del Periodo 2. Dicho programa estuvo en ejecucion desde el 1 de
octubre de 2005 hasta el 31 de diciembre de 2010, y abarco actividades como el
diagnostico, el tratamiento de la enfermedad, asi como el control del vector (102),
algo sugerido también en algunos de los estudios previos. Esto coincide con la

disminucion de casos reportado hasta 2011 que también implicaria una disminucion
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en la diversidad genética y riqueza alélica, lo cual ocurriria de manera aleatoria. La
expansion clonal descrita corresponderia con el aumento de casos reportados en la
region Amazonica, que alcanzd un pico en el afio 2016. Al ser el cuello de botella
un evento aleatorio, las clonas que se mantuvieron luego de PAMAFRO y que
portarian la deleciébn se expandieron, pero no se habrian seleccionado
necesariamente por las intervenciones dado que no se han registrado casos de
resistencia al tratamiento ofrecido, el cual consistié de un tratamiento combinado
de artemisinina (mefloquina + artesunato) para infecciones por P. falciparum (102).
Asimismo, no hubo reportes de mutaciones validadas asociadas con la resistencia
al tratamiento ofrecido (14,100). Se sugiere mas bien, que las variantes
identificadas en este trabajo tendrian una ventaja que favorece la transmision en un
contexto general de baja transmision, alta proporcion de mono-infecciones y
aspectos sociodemograficos caracteristicos de la region, factores que en su conjunto
explicarian la persistencia de las infecciones por P. falciparum, y en especifico el

aumento del grupo de parasitos con la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 (23).

Mediante tres tipos de pruebas de seleccion se han identificado barridos selectivos
en regiones genodmicas de P. falciparum que podrian explicar su persistencia. Entre
estos se encuentran los genes de la familia var que codifican para la proteina
PfEMPL, y que se encuentran en el genoma de P. falciparum en nimero de ~60
(103). Los genes var se expresan en las etapas asexuales y etapas tempranas de la
fase sexual gametocitica del parésito (104), y la proteina estd involucrada en
procesos bioldgicos de interaccidn con el hospedero humano, permitiéndole evadir
el sistema inmunitario humano al intercambiar las variantes de PFEMP1 (105,106).

Estos genes presentarian evidencia de seleccion de balance (balancing selection),
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al ser expuestos al sistema inmunitario del humano, y a su vez podria explicar la

persistencia de las infecciones por P. falciparum en la region Amazonica de Perd.

Adicionalmente, se identificaron barridos selectivos en ambos grupos de parasitos
en una regién que contiene al gen ACBP1, que codifica para una proteina de union
a acil-CoA. El gen ACBP1, codifica para la isoforma 1 de una proteina involucrada
en metabolismo de moléculas lipidicas, y también presentaria evidencia de
seleccidn de balance, que podria explicarse por el uso de mefloquina en la terapia a
malaria, dado que este farmaco inhibe la interaccion entre las proteinas de unién a

acil-CoA a las acil-CoAs en el parasito (107,108).

Por otro lado, el incremento de la frecuencia de los parésitos con las deleciones de
los genes pfhrp2 y pfhrp3 no se deberia a seleccion positiva de las deleciones. En
este estudio no se encontrd evidencia de seleccién de las deleciones, dado que
ninguna de las pruebas detectd barridos selectivos en los cromosomas 8 y 13 cerca
de la delecién del gen pfhrp2 y pfhrp3, respectivamente. Estos resultados contrastan
con lo reportado por Feleke y colaboradores (17), trabajo en el cual reportan una
region >143 kb extendida en la region centromérica a la delecion de pfhrp2,
sugiriendo que se habria seleccionado; en contraste en la regién alrededor de pfhrp3
donde no detectaron algo similar. EI mismo articulo junto con otros, han sugerido
que los parasitos con la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 habrian sido
seleccionados en las regiones de Africa por el uso de las pruebas de diagndstico
rapido, ya que luego del diagndstico las personas reciben el tratamiento para la
enfermedad. Asimismo, no han descartado que ademas existan otras regiones del
genoma del parésito siendo seleccionadas y que involucrarian otros procesos

bioldgicos (17,21).
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Entre los factores que se han sugerido que puedan favorecer el aumento de los
parasitos con la delecion de pfhrp2, se encuentran la edad, la baja transmision y la
busqueda de tratamiento en base a un diagndéstico por PDRs (20,21). Sin embargo,
esto ha sido sugerido para la region africana; en el caso de Perl no se puede
extrapolar un efecto por uso de PDRs, y tampoco se ha reportado alguna relacién
con la edad; pero no puede descartarse que la baja transmision de malaria en la
region pueda favorecer su incremento. Las mono-infecciones son predominantes en
las regiones de baja transmision y podrian aumentar las oportunidades del parasito
de sobrevivir, como se ha sugerido anteriormente, ya que seria un contexto menos
competitivo para la poblacion circulante y con menos eventos de recombinacion
entre linajes, lo que llevaria a un cambio de linajes mas lento (8). Adicionalmente,
se ha reportado que los parasitos con la delecion de pfhrp2/pfhrp3 tendrian menor

parasitemia por microscopia en comparacion con las muestras silvestres (20).

A pesar de que el analisis de Gene Ontology no dio resultados estadisticamente
significativos, se pudo observar que los términos de ontologia que aparecen en
mayor frecuencia y con FDR < 0.05, refieren procesos bioldgicos de interaccion

con el hospedero y procesos metabolicos del parésito en el grupo pfhrp2/3 positivos.

Por otro lado, se han identificado barridos selectivos que son especificos para los
parasitos con la delecién de los genes pfhrp2/3 en el Periodo 2. De los genes
identificados dentro de loci con barridos selectivos se puede destacar aquellos con
funciones bien definidas. Entre los genes identificados especificamente en los
parasitos con la doble delecion se incluyen el gen AP2-G, que codifica para un

factor de transcripcion; y el gen FP2A, que codifica para la proteina falcipaina 2a.
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El gen AP2-G es un gen de un solo exdn que estéa involucrado en el compromiso
del desarrollo a la forma sexual de los parésitos (109,110). Su expresion ocurre en
etapas tempranas del proceso de diferenciacion (111), siendo considerado por ello
el desencadenante de la diferenciacion a gametocitos; ademas de iniciar la
activacion de otros factores de transcripcion que pueden dar lugar a la
diferenciacién en gametocitos masculinos o femeninos (111-113). Debido a la
funcioén en la diferenciacién a gametocitos, la seleccion en este gen podria favorecer
los procesos de transmision de los parasitos con la delecion de pfhrp2/3. Esto ha
sido sugerido para el gen gdv1 al encontrarse evidencia de seleccion en poblaciones
de P.falciparum de Africa diferenciadas en el nivel de transmision (15,67). Este gen
facilita el inicio del compromiso sexual del parasito al permitir la activacion del gen
AP2-G especificamente (114,115). En este estudio se observo que la frecuencia del
SNP core en la region del barrido selectivo, ha aumentado en frecuencia al punto
de fijarse tanto en el grupo con la delecién como sin la delecion pfhrp2/3, a pesar
que no se detecto barrido selectivo en el segundo grupo. Sin embargo, dentro del
gen se observa que en el grupo de parésitos con la delecion pfhrp2/3, distintas
variantes habrian alcanzado una frecuencia de 1 en el Periodo 2, por lo que este
grupo probablemente se podria haber favorecido por la presencia de dichas

variantes en el gen.

Finalmente, FP2A es un gen de un solo exon que codifica para la falcipaina 2a, una
cisteina proteasa producida por los parasitos de etapas sanguineas como trofozoitos
y esquizonte, y que participa en la degradacion de la hemoglobina (116,117). Este
gen ha sido asociado con reducida susceptibilidad a artemisinina in vitro y ex vivo

al evaluarse el impacto de algunos SNPs en la susceptibilidad al farmaco (118—
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120). Al ser la digestion de la hemoglobina un paso necesario en la activacion del
mecanismo de accion del farmaco, se ha descrito menor actividad enzimatica
cuando el gen es parte de un haplotipo con SNPs en el dominio de cisteina proteasa

(121,122).

El cambio en la frecuencia del SNP core en el barrido selectivo identificado en
FP2A demuestra su fijacion en el tiempo en los parasitos con la delecion pfhrp2/3.
Sin embargo, a pesar que no se detectaron barrido selectivo en esta region en el
grupo de parasitos sin la delecion pfhrp2/3, también se vio un incremento en la
frecuencia de dicho SNP, pero sin lograr fijarse. Esto Gltimo podria deberse a que
ambos grupos de parasitos estdn sometidos a la misma presion por el esquema de
tratamiento empleado contra la malaria, pero que la seleccion en el gen FP2A habria
sido diferente en los parasitos con la delecién de los genes pfhrp2/3, en comparacion
a los parasitos sin la delecidon, quienes también muestran un incremento en la
frecuencia del SNP core pero sin llegar a fijarse. lgualmente, no se puede descartar
que la diferencia pueda deberse a que la proteina cumple una funcién compensatoria
en la digestién del grupo hemo en los parasitos con la delecion de pfhrp2/3.
Asimismo, se observa que en otras posiciones del gen algunos SNPs no sinébnimos,
aumentaron en frecuencia del Periodo 1 al 2, y estarian fijados en el Periodo 2. No
obstante, lo mencionado para los genes con barridos selectivos son sugerencias que
requieren de estudios complementarios que evalten la dindmica en el tiempo de la
diversidad genética, asi estudios complementarios para evaluar los efectos
estructurales y funcionales de las variantes identificadas en el gen de la falcipaina,
y comparar con lo reportado previamente para SNPs ubicados en regiones como el

dominio cisteina proteasa y el pro-dominio de la proteina (120,121).
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En contraste, en el caso de los parasitos sin la delecion de los genes pfhrp2/3 una
sefial especifica fue en el gen HSP101 que codifica para una proteina heatshock que
participa en un complejo para la exportacion proteica del parasito en la célula
huésped (123,124). Asimismo, el gen LDH que codifica para el lactato
deshidrogenasa se encontrd en una region donde se identifico un barrido selectivo.
Esta proteina es usada como blanco de las pruebas de diagndéstico rapido que se

usan de forma alternativa a las que detectan la proteina HRP2 (125).

En resumen, los hallazgos del presente estudio demuestran los cambios que ha
sufrido la poblacion de Plasmodium falciparum en la Amazonia peruana en el
tiempo como consecuencia de las intervenciones del plan PAMAFRO. Ademas, los
resultados del escaneo del genoma completo, sugieren regiones que explicarian la
persistencia del parasito debido a diversos factores genéticos, entre ellos la evasion
del sistema inmunitario del hospedero. De manera especifica, se han identificado
en el grupo de parasitos con la delecién de pfhrp2/3 barridos selectivos en loci con
genes involucrados en la diferenciacion a etapas sexuales y en un candidato a
resistencia a artemisinina; lo que podria facilitar la transmision de este grupo de
parasitos. Se considera que esta informacion debe ser tomada en cuenta en las

estrategias de vigilancia molecular de la especie en la region.
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CONCLUSIONES

La muestra de Plasmodium falciparum evidencia un aumento significativo
de la frecuencia delecion del gen pfhrp2 con respecto a afios anteriores, pero
esto no ocurre para la delecion del gen pfhrp3. Esto ultimo seria debido a
una diferencia especifica en la comunidad del distrito de Nauta, donde el
numero de parasitos pfhrp3 positivos ha aumentado.

La poblacion de Plasmodium falciparum de la Amazonia peruana ha sufrido
una reduccion de su complejidad por un cuello de botella ocasionado por las
intervenciones del programa PAMAFRO ejecutado durante los afios 2005 —
2010, y posteriormente la poblacién se expandié, dando como resultado que
la poblacion mas reciente sea clonal.

Los parésitos con la delecién de pfhrp2/3y los parasitos sin la delecidn estan
conformados por dos poblaciones clonales diferentes entre si.

La delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 no muestran evidencia de haber

sufrido seleccion positiva.
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LIMITACIONES

Entre las limitaciones del presente estudio se puede mencionar el bajo
numero de muestras en el grupo de parasitos sin la delecion, para el analisis
gendmico con muestras del Periodo 2.

Otra limitacion es que no se han empleado un ndmero de muestras
representativo de todos los distritos incluidos en el analisis, no obstante, no
se observd alguna tendencia de clustering por lugar de origen.

La alta cantidad de alelos raros caracteristico de la poblacional clonal de P.
falciparum en este estudio, dificulto la deteccidn de seleccion positiva con
las pruebas Fst y D de Tajima.

Para los analisis se ha decidio incluir datos con un maximo de 25% de data
faltante, tanto para los SNPs como para las muestras consideradas, con el
fin de conservar la mayor cantidad de variantes y muestras para los analisis.
La cobertura obtenida en las corridas de secuenciacion realizadas en UPCH

fue considerablemente menor a lo obtenido por MalariaGEN.

91



XI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda que para estudios subsiguientes se incluyan mayor nimero
de muestras por distrito.

Se recomienda realizar la genotipificacion con un protocolo que detecte
tanto la delecidn del exdn 1 como del exdn 2 de los genes pfhrp2 y pfhrp3,
para proporcionar informacién mas completa respecto al perfil de delecion.
Se recomienda evaluar la calidad e integridad de las muestras de ADN antes
de la preparacion de biblioteca, asi como emplear, en la medida de lo
posible, muestras de ADN de alta calidad y parasitemia para optimizar el
rendimiento y calidad los reads y la cobertura.

Se recomienda reforzar la evidencia de los hallazgos que sugieren que la
persistencia de Plasmodium falciparum se deberia a eventos de seleccion en
genes var, involucrados en la interaccidn y evasién del sistema inmunitario
del hospedero.

Es recomendable realizar méas estudios que permitan confirmar que el
aumento en la frecuencia de los paréasitos con la delecion pfhrp2/3 seria por
barridos selectivos en regiones del genoma con genes como AP2-G y FP2A.
AP2-G esta involucrado en procesos bioldgicos de diferenciacion hacia las
etapas sexuales del parésito; FP2A en el metabolismo de hemoglobina, y en
consecuencia en una posible alteracion de manera indirecta de la
susceptibilidad al tratamiento con artemisinina. Eventos de seleccion
involucrando los procesos bioldgicos mencionados pueden favorecer la
transmision de este grupo de parasitos, asi como también conferirle menor

susceptibilidad al tratamiento.
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e Se recomienda complementar los hallazgos con estudios de dindmica de la
diversidad genética en los genes donde se encontraron los barridos

selectivos.
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XI1l.  ANEXOS
ANEXO 1. Secuencia de primers para caracterizacion de deleciones de

pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes

Gen Secuencia 5’ a 3

5" GAT TAT TAC ACG AAACTC AAGC ¥

pfhrp2
5’ AAT AAATTT AAT GGC GTA GGC 3’

ofhrp3 5" AAA TAA GAG ATT ATT ACA CGA AAG 3°

5" TGGTGTAAGTGATGCGTAGT 3’

PF3D7_0831900 5" TAT GAA CGC AAT TTA AGT GAGGCAG ¥

(MAL7P1.230) 5 TAT CCA ATC CTT CCT TTG CAA CACC 3’

PF3D7_0831700 5 AGA CAA GCT ACC AAA GAT GCA GGT G 3°

(MAL7P1.228) 5" TAA ATG TGT ATC TCC TGA GGT AGC 3’

PF3D7_1372400 5" TTG AGT GCA ATG ATG AGT GGAG ¥’

(MAL13P1.485) 5 AAA TCA TTT CCT TTT ACA CTA GTG C 3’
PF3D7_1372100 5" TTC ATG AGT AGATGTCCTAGG AG 3’
(MAL13P1.475) 5" TCG TAC AAT TCA TCA TAC TCA CC 3'
5 TGA ATT TGA AGA TGT TCA CAC TGA AC 3’
GLURP 5 GTGGAATTGCTTTTTCTTCAACAACACTAA 3’
5" AAG CTT TAG AAG ATG CAG TAT TGA C 3’
MsP1 5" ATT CAT TAA TTT CTT CAT ATC CAT C 3’
5" ATG AAG GTA ATT AAA ACA TTG TCT ATT ATA
MSP2 3

V| M |D(M(O(M[O|M|O0|T|O(M[(O|TM|0|T|0|T

5’ CTT TGT TAC CAT CGG TAC ATT CTT 3’




ANEXO 2. Programas de amplificacion

a. Programas de amplificacion de genes control

MSP1 MSP2 GLURP
Paso 1] Denaturacion inicial| 95°C x 3min 95°C x 3min 95°C x 3min
Paso 2| Denaturacion 95°C x 30sec 95°C x 30sec 94°C x 50sec
Paso 3| Hibridacion 55°C x 30sec 58°C x 2min 58°C x 30sec
Paso 4| Extension 72°C x 45sec 72°C x 2min 72°C x 2min
Paso 5] Ciclos 2-4 per 35 ciclos | 2-4 per 35 ciclos | 2-4 per 35 ciclos
Paso 6 Hibridacion Final 55°C x 30sec 58°C x 2min 58°C x 2min
Paso 7| Extension final 72°C x 5min 72°C x 5min 72°C x 5min
b. Programas de amplificacion de genes pfhrp2/3 y flanqueantes

Pfhrp2- Pfhrp3- PF3D7_0831700| PF3D7_0831900| PF3D7_1372100| PF3D7_1372400

exon2 exon2 (MAL7P1 228) |(MAL7P1 230) |(MAL7P1 475) |(MAL7P1 485)
Paso 1 ?ﬁgﬁ”ra"ié“ 95°C x 4min |95°C x 4min [95°C x5min  [95°C x5min  [95°C x5min  |95°C x 5min
Paso 2 | Denaturacion 95°C x 50sec | 95°C x 50sec [95°C x 30sec 94°C x 30sec 94°C x 35sec 94°C x 35sec
Paso 3 | Hibridacion ggssej:C X 54°C x 30sec | 60°C x 30sec 65°C x 30sec 61°C x 40sec 61°C x 40sec
Paso 4 | Extension 72°C x Imin |72°C x 1min |68°C x 1min 68°C x 1min 72°C x 40sec 72°C x 40sec
Paso 5 | Ciclos 2-£Clirc)le(;sa‘5 z-iigﬁgjs 2-4 per 35 ciclos | 2-4 per 35 ciclos | 2-4 per 35 ciclos | 2-4 per 35 ciclos
Paso 6 | Extension final |72° x 10min |72° x 10min |68°C x 5min 68°C x 6min 72°C x 7Tmin 72°C x 7min




ANEXO 3. Protocolo detallado de Secuenciacion de Genoma Completo de

Plasmodium falciparum

13.1.1.1.1.1. Tagmentacion:
Los productos de SWGA se diluyeron a la concentracion de 2 ng/uL de ADN. En

una cabina de bioseguridad, se adiciond en una placa de PCR 10 pL de Tagment
DNA buffer (TD) y 5 uL de ADN, luego se agreg6 5 uL de Amplicon Tagment
Mix (ATM). Se mezclo por pipeteo x10 veces y se sello la placa para ser
centrifugada por 1 minuto a un maximo de 280 g. La placa se colocd en un
termociclador Mastercycler Nexus (Eppendorf), y se incub6 a 55°C por 5 minutos

y luego un paso a 10°C.

Una vez cumplido el tiempo de incubacion y cuando la temperatura alcanzo los
10°C, se procedi6 a retirar la placa inmediatamente y se agregd 5 pL de Neutralize
Tagment Buffer (NT). Se homogenizo por pipeteo, se sello la placa para centrifugar

y luego se dej6 incubando a temperatura ambiente por 5 minutos.

13.1.1.1.1.2. Amplificacion de bibliotecas

Se adiciond 5 L de los adaptadores de index i5 e i7 a cada muestra. Se elaboraron
combinaciones diferentes para cada muestra (Figura 6). Paso seguido, se agrego 15
pL de Nextera PCR Master Mix (NPM), la mezcla se homogenizo por pipeteo, se

sello la placa y se centrifugo.

El protocolo de amplificacion de bibliotecas consistié en 95°C por 30 segundos,
seguido de 12 ciclos de 95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por

30 segundos, y un paso final a 72°C por 5 minutos, para luego permanecer a 10°C.



13.1.1.1.1.3. Lavado de las bibliotecas

Para el lavado de las bibliotecas se emple6 el reactivo Ampure XP. La placa se
centrifugd por 1 minuto a 280 x g para colectar el contenido que pueda haberse

adherido a las paredes o la cubierta de la placa.

Se agregaron 30 pL del reactivo a cada pocillo con bibliotecas. La placa se sell6 y
se coloco en un agitador a 1800 rpm por 2 minutos. Adicionalmente, se homogenizo
por pipeteo suave. La mezcla se dejé incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Luego la placa fue colocada en la base magnética hasta que la solucion se aclaro.
Se retiro el sobrenadante y se agregé 200 pL de etanol al 80% preparado al
momento, se dejé incubar por 30 segundos, se elimino el sobrenadante y se repitid
este paso. Los residuos de etanol se eliminaron con la ayuda de una pipeta de 10
uL, para luego dejar secar la placa por 7-8 minutos. Se retird la placa del soporte
magnético y se agrego6 52.5 pL de Buffer de re-suspension (RSB). Se homogenizé
por agitacion a 1200 rpm por 2 minutos. La mezcla se colocd nuevamente en el
soporte magnético hasta que la solucién se aclaro, para finalmente recuperar 50 pL

del sobrenadante en un strip de 8 pocillos.

Las bibliotecas se cuantificaron empleando el kit Qubit™ dsDNA HS Assay
(Invitrogen).

13.1.1.1.1.4. Dilucion y pooling de las bibliotecas
Se realizo el calculo de la cantidad de bibliotecas y buffer RSB necesario para diluir
las bibliotecas a la concentracion de 2 nM. Se emple6 la férmula proporcionada por
el fabricante para obtener la concentracion molar inicial, reemplazando el valor

obtenido de la cuantificacion y como tamafio promedio se us6 1000 pb:



ng/ulL x 10°

g = Molaridad (nM)
660 mol X tamaio promedio de libreria (bp)

El pool se prepar6 mezclando las bibliotecas en un microtubo de 1.5 mL a la

concentracién de 2 nM cada una.

13.1.1.1.1.5. Denaturacién de bibliotecas y dilucion final

La denaturacion de las bibliotecas es a la vez una segunda dilucion de las bibliotecas

de 2 nM a 10 pM.

Para esto, en un microtubo de 1.5 mL se colocé 5 pL de bibliotecas y se le agregd
5 puL de NaOH 0.1 N, preparado en el momento. La mezcla se homogeniz6 por
pipeteo y luego de 5 minutos se neutralizd la reaccion adicionando 990 pL del

buffer HT1.

La concentracién final del pool denaturado de bibliotecas que se cargard en el
equipo de secuenciacion depende del kit de secuenciacién usado. En el caso de la
corrida realizada con el MiSeq reagent kit v2 la concentracion final fue de 8 pM, y
para las corridas usando el MiSeq reagent kit v3 la concentracién final fue de 10
pM. Para dilucion se prepard un volumen final de 660 pL agregando buffer HT1,

ademas se incorporé como control el genoma del fago PhiX al 1%.

13.1.1.1.1.6. Secuenciacion

La secuenciacion de las bibliotecas se realiz6 empleando el equipo MiSeq de
Illumina y se emplearon los componentes de los MiSeq reagent kit v2 o v3. Se
prepararon los archivos necesarios (Sample sheet y sample map) con la informacién
de las muestras procesadas y los reactivos que se utilizaron, se emple6 el programa

Illumina Experiment Manager 1.19.1.



Previo a la carga en el equipo, el cartucho del kit se dejo a descongelar dentro de
un recipiente con agua por ~2 horas. Una vez descongelado se cargé el volumen de
660 pL del pool de bibliotecas y se carg6 en el equipo, cuando el pool no se cargd
inmediatamente el cartucho fue colocado a 4°C protegido de la luz hasta el
momento de la carga del pool de bibliotecas. De igual forma, la flowcell del kit fue
retirada de su envase para su lavado con agua miliQ, con el fin de eliminar los

residuos de la solucién de almacenamiento.



ANEXO 4. Modificaciones al protocolo de Secuenciacion de Genoma

Completo

a. Primera corrida

El primer grupo de muestras secuenciado fue enriquecido mediante el protocolo de
SWGA de una sola ronda. Se siguieron los pasos de WGS descritos previamente.
Los resultados de la secuenciacidn fueron evaluados para las decisiones respecto a
las siguientes corridas. Se evaluaron las métricas de cobertura y porcentaje de reads

alineados con el genoma de referencia.

b. Segunda corrida

El segundo grupo de muestras fue ejecutado en un numero de 12 debido a la mayor
capacidad del kit MiSeq v3. Las muestras empleadas fueron amplificadas utilizando
el protocolo de SWGA de dos rondas. Igualmente, se procedio al analisis de los

datos para la decision de las corridas posteriores.

c. Terceracorrida

Con el fin de mejorar el rendimiento de la data generada, se redujo el nimero de
muestras a 10. Asimismo, se trabajo con muestras de ADN recién extraidas para
lidiar con el problema de la calidad de la corrida. En esta corrida, seis muestras
fueron enriquecidas por dos rondas de amplificacion gendmica y cuatro por solo
una. Esta modificacion se hizo con la finalidad de evaluar la capacidad del protocolo
de SWGA de enriquecer el genoma parasitario usando solo una ronda. Para ello, en
base a los resultados de la corrida 1, se seleccion un valor maximo de Cq de 24, a

partir de los resultados de gPCR de las muestras de dicha corrida.



d. Corridas cuatroy cinco

Para sobrellevar el problema de calidad se procedio a evaluar las muestras de ADN
por espectrofotometria y la integridad mediante electroforesis en agarosa al 0.7%.
Se adiciono un paso de lavado con beads de Ampure XP al producto final de SWGA

a fin de eliminar residuos organicos.

Los productos de sWGA lavados, fueron utilizados siguiendo los pasos de
secuenciacion descritos. Se procurd el manejo rapido de las muestras durante los
pasos de digestion enzimatica mediante el uso de la pipeta multicanal en la quinta
corrida. Se ajusté la carga final del pool de bibliotecas a 10 pM para mejorar el

rendimiento de la secuenciacion.



ANEXO 5. Perfil de las deleciones de los genes pfhrp2, pfhrp3 y genes

flanqueantes

a. Proporcion de la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3

Perfil n Proporcion IC 95
pfhrp2 + 40 23.3 [17.3-30.4]
pfhrp2 - 132 76.7 [69.6 - 82.7]
pfhrp3 + 63 36.6 [29.5 - 44.3]
pfhrp3 - 109 63.4 [55.6 - 70.5]

pthrp2/3 +/ + 37 215 [15.8 - 28.5]
pthrp2/3 - / - 106 61.6 [53.9 - 68.8]
pfhrp2/3 +/ - 3 1.7 [0.4-5.4]

pthrp2/3 -/ + 26 15.1 [10.3-21.5]




b. Tabla resumen con los perfiles de las deleciones de los genes pfhrp2,

pfhrp3y los genes flanqueantes

Perfil | n | Proporcion | IC 95

PF3D7 0831700/ pfhrp2 / PF3D7_0831900
I-1- 3 18 [0-86]
T+ 1 0.6 [0.000 - 7.4]
+1-1- 122 713 [64.9 - 78.1]
¥l-I+ 5 2.9 [0-9.7]
I+l- 1 0.6 [0-7.4]
y 39 228 [16.4 - 29.6]

e
PF3D7_1372100 / pfhrp3 / PF3D7_1372400

PF3D7_1372400

-/-1- 6 3.5 [0-1.7]
-/ -1+ 95 55.6 [48.5 - 63.7]
-/ +/- 1 0.6 [0-8.8]
-/+ ]+ 1 0.6 [0-8.8]
+/-/- 2 1.2 [0-9.3]
+/-/+ 5 2.9 [0-11.1]
+/+/+ 61 35.7 [28.7 - 43.8]

PF3D7_0831700 / pfhrp2 / PF3D7_0831900 / PF3D7_1372100 / pfhrp3 /

-/-1-]-1-1- 2 1.2 [0-9.1]
-/-1-|+]-1+ 1 0.6 [0 - 8.5]
-[-l+ |+ -]+ 1 0.6 [0-8.5]
+/-/-]-1-1]- 3 1.8 [0-9.6]
+/-1-|-1-1+ 93 54.4 [47.4 - 62.3]
+/-/-|-1+/+ 1 0.6 [0-8.5]
+/-/-|+/+]+ 25 14.6 [7.6 - 22.5]
+/-/+|-/-/- 1 0.6 [0 - 8.5]
+[-/+]|+/-]- 1 0.6 [0-8.5]
+/-[+|+/-1+ 3 1.8 [0-9.6]
+/+/-|+/-]- 1 0.6 [0 - 8.5]
+/+[+]--1+ 2 1.2 [0-9.1]
+/++]|-1+]- 1 0.6 [0 - 8.5]
+/+/+|+/+]+ 36 21.1 [14.0 - 28.9]




ANEXO 6. Comparacion de la proporcién de la delecion de los genes pfhrp2 y

pfhrp3 en muestras colectadas en el periodo 2012 — 2014 y 2015 - 2017

Test exacto de Fisher, pvalue =< 0.001 Test exacto de Fisher, p-value =0.274
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Para este andlisis se emplearon los datos obtenidos en la tesis de Mariela Quispe (6), debido
a que empleo el mismo protocolo para la genotipificacion de las deleciones. Se combinaron
los datos de las muestras que correspondieran al periodo 2012 — 2014 del presente estudio,
con los datos del estudio previo de Quispe; y se realiz6 la comparacion con los datos de las

muestras restantes (2015 — 2017).



ANEXO 7. Afio de colecta y perfil de la delecion del gen pfhrp2 de los

genomas incluidos

Ao pfhrp2 positivo | pfhrp2 negativo
2006 0 1
2007 1 0
2008 5 5
2009 2 1
2010 3 2
2011 8 5
2012 0 1
2013 3 4
2014 1 1
2015 0 9
2016 17 21
2018 1 9




ANEXO 8. Principales SNPs contribuyentes a cada componente principal del

PCA

a. Primeros 20 SNPs de mayor peso para el PC1

Cromosoma | SNP PC1

Pf3D7 11 v3 | Pf3D7 11 v3 1845877 A G 2.88362
Pf3D7_11 v3 | Pf3D7_11 v3 1858572 A T 2.88362
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 1125789 C T 2.88362
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 2609498 A T 2.86083
Pf3D7_02_v3 | Pf3D7_02_v3 667742 T C 2.85506
Pf3D7_11 v3 | Pf3D7_11 v3 1815802 G_A | 2.85506
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 1265623 T C 2.85205
Pf3D7_12 v3 | Pf3D7_12 v3 712024 A C 2.85049
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 303959 T C 2.84407
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 2476165 A G 2.84122
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 508547 G_A 2.82825
Pf3D7 05 v3 | Pf3D7 05 v3 503740 T C 2.8271
Pf3D7_11 v3 | Pf3D7 11 v3 1245173 T C 2.81166
Pf3D7_10 v3 | Pf3D7_10 v3 433422 G_A 2.80624
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 188509 A G 2.79877
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 564690 G_A 2.79758
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 852041 C_A 2.79204
Pf3D7 08 v3 | Pf3D7_08 v3 264697 A T 2.78683
Pf3D7_02 v3 | Pf3D7_02 v3 257473 G_A 2.78112
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 939288 C A 2.77221




b. Primeros 20 SNPs de mayor peso para el PC2

Cromosoma | SNP PC2

Pf3D7_09 v3 | Pf3D7_09 v3 714147 C G 3.50953
Pf3D7_04 v3 | Pf3D7_04 v3 895751 C A 3.43446
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 2759719 A G 3.40699
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 2770580 A G 3.3519
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 422254 T A 3.29779
Pf3D7_11 v3 | Pf3D7 11 v3 750688 C G 3.18658
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 365809 T A 3.16733
Pf3D7_02_v3 | Pf3D7_02 v3 86870 C T 3.15962
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 1974547 G C 3.15066
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 756010 A G 3.14781
Pf3D7_04 v3 | Pf3D7_04 v3 821816 A C 3.13448
Pf3D7_06 v3 | Pf3D7 06 v3 251219 T A 3.1336
Pf3D7_04 v3 | Pf3D7_04 v3 798595 G T 3.10956
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7 13 v3 434220 A T 3.10495
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 939288 C A 3.09602
Pf3D7_06 v3 | Pf3D7 06 v3 389832 G_A 3.09359
Pf3D7 03 v3 | Pf3D7 03 v3 142239 T C 3.0906
Pf3D7_05 v3 | Pf3D7_05 v3 1124184 G_A 3.08916
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 2232592 C A 3.08067
Pf3D7_05 v3 | Pf3D7_05 v3 143047 C_A 3.07678




C.

Primeros 20 SNPs de mayor peso para el PC3

Cromosoma | SNP PC3

Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 480428 T C 2.51647
Pf3D7_12 v3 | Pf3D7_12 v3 1758089 G T 2.4803
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 2261274 A G 2.47896
Pf3D7_07 v3 | Pf3D7_07_v3 1095414 G C 2.47603
Pf3D7 13 v3 | Pf3D7_13 v3 1155190 A G 2.47514
Pf3D7 10 v3 | Pf3D7 10 v3 544490 A T 2.46173
Pf3D7_09 v3 | Pf3D7_09 v3 453627 G_A 2.45265
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 2643430 G C 2.45235
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 2074256 A G 2.44675
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 2102174 T_A 2.4382
Pf3D7_13 v3 | Pf3D7_13 v3 208878 A C 2.43647
Pf3D7_08 v3 | Pf3D7_08 v3 373052 A C 2.4363
Pf3D7_09 v3 | Pf3D7_09 v3 127688 A T 2.4363
Pf3D7_08 v3 | Pf3D7_08 v3 526021 A G 2.42789
Pf3D7_09 v3 | Pf3D7 09 v3 311366 G T 2.41617
Pf3D7_07 v3 | Pf3D7 07 v3 180921 A C 2.40829
Pf3D7_07 v3 | Pf3D7_07_v3 365329 A G 2.40829
Pf3D7_08 v3 | Pf3D7_08 v3 505950 A G 2.39489
Pf3D7_14 v3 | Pf3D7_14 v3 2967750 C T 2.39474
Pf3D7_07_v3 | Pf3D7_07_v3 1044052 T C 2.39251




ANEXO 9. Analisis de componentes principales. Se identifican de acuerdo al

afno de colecta y a la presencia o ausencia del gen pfhrp2.

a. PClvsPC2

Andlisis de Componentes principales (PCA)
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b. PC1vsPC3
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ANEXO 10. Comparacion de la proporcion de la delecién de los genes pfhrp2

en muestras de los Periodo 1y Periodo 2

Test exacto de Fisher, p-value =0.03
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ANEXO 11. Error cross-validation, resultado del analisis con el programa
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ANEXO 12. Analisis de estructuracion poblacional para muestras de Iquitos
y Nauta

a. PCA

Analisis de componentes principales (PCA)
Plasmodium falciparum de lquitos-Nauta
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PCA de las muestras de Iquitos y Nauta. Se indica también la presencia de
las deleciones de los genes pfhrp2 y el periodo de colecta.

b. Analisis de ancestria
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1. Error cross-validation, resultado del analisis con el programa Admixture.

Andlisis de Ancestria de P. falciparum en lquitos-Nauta
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ANEXO 13. Loci candidatos a estar seleccionado por balancing selection, a partir del analisis D de Tajima para los parésitos

pfhrp2/3 negativos del Periodo 2

Crom. TajD Inicio Fin N SNPs Gen
4 2.93 156360 156859 38 PF3D7_0402500 rifin pseudogene
6 2.61 723467 723966 29 PF3D7_0617400 erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
7 2.87 563131 563630 22
7 3.73 563631 564130 10 PF3D7_0712500 RIF - rifin, pseudogene
7 3.17 567131 567630 10 PF3D7_0712600 VAR - erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
10 4.06 68325 68824 11 PF3D7_1001100 ACBP1 - Acyl-CoA binding protein, isoform 1, ACBP1
11 271 592872 593371 10 PF3D7_1115700 FP2A - cysteine proteinase falcipain 2a
12 2.86 767291 767790 10 PF3D7_1219300 VAR - erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1
12 2.64 1711791 1712290 8 PF3D7_1240400 VAR - erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1

ANEXO 14. Loci candidatos a estar seleccionado por balancing selection, a partir del analisis D de Tajima para los parasitos

pfhrp2/3 positivos del Periodo 2

Crom. TajD Inicio Fin N SNPs Gen
4 2.45 1133360 1133859 15 PF3D7_0425050 Plasmodium exported protein, unknown function, pseudogene
6 2.08 723467 723966 29 PF3D7_0617400 VAR - erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
7 2.89 525631 526130 8 PF3D7_0711900 RIF - rifin, pseudogene
10 3.59 68325 68824 11 PF3D7_1001100 acyl-CoA binding protein, isoform 1, ACBP1
12 2.23 407791 408290 12 PF3D7_1208800 zinc finger protein, putative
12 2.68 767291 767790 10 PF3D7_1219300 VAR - erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
12 2.22 1742791 1743290 21 PF3D7_1240900 VAR - erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
14 2.16 620977 621476 11 PF3D7_1415400 Btz domain-containing protein, putative




ANEXO 15. Resultados significativos del analisis iHS para los parasitos pfhrp2/3 negativos del Periodo 2

SNP Crom. Posicion iHS LogP-value Gen
4 354004 C_ T 4 354004 5.09 6.45
4_354006_C_T 4 354006 5.09 6.45 . . .
PF3D7_0406900 conserved Plasmodium protein, unknown function

4354219 C_T 4 354219 4.97 6.18

4 354231 C.T 4 354231 5.40 7.19

4 536732_T_C 4 536732 531 6.97 PF3D7_0412000 LITAF-like zinc finger protein, putative

4 603734_G_A 4 603734 4.46 5.09 o

— — PF3D7_0413200 rifin

4_603738_C_G 4 603738 4.46 5.09

5 602909 T A 5 602909 4.50 5.16 PF3D7_0514300 aspartate--tRNA ligase, putative

5 798716 C_T 5 798716 438 4.92 ) )

PF3D7_0519400 40S ribosomal protein S24

5_798717_C_T 5 798717 4.38 4.92

7527827 G C 7 527827 4.20 4,57 PF3D7_0712000 erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
11 1331667_C_A 11 1331667 4.74787302 5.69 PF3D7_1134200 conserved Plasmodium protein, unknown function
12 767824 _G_A 12 767824 6.53662895 10.20 PF3D7_1219300 erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
12909914 C_T 12 909914 4.14928018 4.48 PF3D7_1222600 AP2 domain transcription factor AP2-G
12 1176505 G_T 12 1176505 7.86868169 14.44 PF3D7_1228800 WD repeat-containing protein, putative
13 1120286_G_A 13 1120286 7.44168931 13.00 PF3D7_1326600 conserved Plasmodium protein, unknown function
14 1185608_G_A 14 1185608 5.25101496 6.82 PF3D7_1430100 serine/threonine protein phosphatase 2A activator
14 2018850_G_A 14 2018850 7.24677539 12.37 PF3D7_1449300 transcription factor I11b subunit, putative
14 2303623 C_ T 14 2303623 4.39431343 4.95 PF3D7_1456200 conserved Plasmodium protein, unknown function




ANEXO 16. Resultados significativos del analisis iHS para los parasitos pfhrp2/3 positivos del Periodo 2

SNP Crom. Posicion iHS LogP-value Gen

4 617475 AT 4 617475 6.41 9.84 PF3D7_0413600 26S protease regulatory subunit 6B, putative
4970199 C_G 4 970199 7.33 12.64 PF3D7_0421300 erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1

5 751695 A C 5 751695 -5.48 7.37 PF3D7_0518000 NOSIP domain-containing protein, putative
11 618602 A T 11 618602 7.47 13.08 PF3D7_1116300 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
11_636826_A G 11 636826 6.32 9.58 PF3D7_1116800 heat shock protein 101

12 767824 G_A 12 767824 6.35 9.66 PF3D7_1219300 erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1
13_1041516_T_A 13 1041516 4.35 4.87 PF3D7_1324900 L-lactate dehydrogenase
13 1184534 A G 13 1184534 4.13 4.45 PF3D7_1328100 proteasome subunit beta type-7, putative
14 1093398 T_G 14 1093398 7.42 12.92 PF3D7_1427900 leucine-rich repeat protein

ANEXO 17. Resultados significativos del analisis XP-EHH para los paréasitos pfhrp2/3 negativos vs positivos del Periodo 2

XPEHH_hrp2_positivo_

SNP C Posicién h - LogP-value Pop_sel Gen
rp2_negativo

4_603706_G_T 4 603706 4.66 5.51 hrp2_positive

4 603708 C_ T 4 603708 492 6.06 hrp2_positive

4 603716 C G 4 603716 5.12 6.52 hrp2_positive

4 603749 T_A 4 603749 4.95 6.14 hrp2_positive -

4 603763 T C 4 603763 5.05 6.36 hrgzjgosmve PF3D7_0413200 RIF - rifin

4 603764 T G 4 603764 5.04 6.33 hrp2_positive

4 603820 C T 4 603820 4.95 6.13 hrp2_positive

4 603827 A C 4 603827 5.02 6.30 hrp2_positive

11 593409 G_A 11 593409 -7.08 11.86 hrp2_negative PF3D7_1115700 cysteine proteinase falcipain 2a
11 1054078 C. T 11 1054078 7.69 13.85 hrp2_positive PF3D7_ 1126900 | small nuclear ribonucleoprotein F, putative
12 1712088 A T 12 1712088 4.57 5.31 hrp2_positive
12 1712095 C_G 12 1712095 4.62 5.41 hrp2_positive
12 1712113 A C 12 1712113 10.46 2491 hrp2_positive .
12 1712115 A T 12 1712115 9.96 22.65 hrp2_positive PF3D7 1240400 | VAR- erythrocg‘f%m”;bra”e protein 1,
12 1712118 G_A 2 1712118 9.96 22.65 hrp2_positive
12 1712125 T A 12 1712125 10.93 27.09 hrp2_positive
12 1712129 A C 12 1712129 11.06 27.73 hrp2_positive
12 1715843 A T 12 1715843 9.64 21.26 hrp2_positive intergeneic region
121715884 T _C 12 1715884 9.48 20.59 hrp2_positive PF3D7 1240500 | iasmodium RNA of unknown function

RUF6




ANEXO 18. Resultados significativos del analisis rsb para los parésitos pfhrp2/3 negativos vs positivos del Periodo 2

RSB_hrp2_positive_hr

SNP Crom. Posicion . LogP-value Pop_sel Gen
p2_negative
4491504 AT 4 491504 -5.60 7.68 hrp2_negative PE3D7 0410900 conserved Plasmodium
4 491520 T_A 4 491520 -4.72 5.634 hrp2_negative - protein, unknown function
4 603734 G_A 4 603734 4.43 5.02 hrp2_positive
4 603738_C_G 4 603738 443 5.02 hrp2_positive
4 603744 C_T 4 603744 471 5.60 hrp2_positive
PF3D7_0413200 RIF - rifin
4 603763_T C 4 603763 5.11 6.49 hrp2_positive
4 603794 T C 4 603794 5.65 7.80 hrp2_positive
4 603820 C_ T 4 603820 5.33 7.02 hrp2_positive
11_1191860 C_G 11 1191860 5.04 6.34 hrp2_positive PF3D7_1130900 conserved Plasmodium
protein, unknown function
. conserved Plasmodium
111199783 T A 11 1199783 5.84 8.30 hrp2_positive PF3D7_1131200 orotein, unknown function
11 1346267 T C 11 1346267 5.20 6.70 hrp2_positive
PF3D7_1134500 alpha/beta hydrolase, putative
111348187 C_T 11 1348187 5.06 6.38 hrp2_positive
11 1352911 C_ T 11 1352911 5.05 6.36 hrp2_positive PF3D7_1134600 zinc finger protein, putative
11 1414225 A T 11 1414225 5.64 7.76 hrp2_positive PF3D7_1136000 conserved Plasmodium
protein, unknown function
11_1415476_C_A 11 1415476 5.60 7.67 hrp2_positive PF3D7_1136100 conserved Plasmodium
protein, unknown function
11 1417280 T.C 11 1417280 5.60 7.66 hrp2_positive PF3D7_1136200 conserved Plasmodium
protein, unknown function
12 1712113 A C 12 1712113 571 7.94 hrp2_positive
121712115 AT 12 1712115 11.16 28.18 hrp2_positive
12 1712118 G_A 12 1712118 11.16 28.18 hrp2_positive PF3D7_1240400 erythmcytle g‘g’:/kl’;alne protein
121712125 T A 12 1712125 6.98 11.53 hrp2_positive
12 1712129 A C 12 1712129 6.73 10.76 hrp2_positive
12 1715843 A T 12 1715843 10.80 26.43 hrp2_positive intergenic




ANEXO 19. Resultados de ontologia genética para grupo pfhrp2/3 negativos del Periodo 2

ID Nombre Conteo de Conteo de Lista de genes resultante % de Enriqueci | Odds | P- Benja Bonfer
Background Resultado Backgrou | meinto ratio value mini roni
nd

GO:00 | cellular protein catabolic process 138 PF3D7_0413600,PF3D7_1115 2.2 9.62 | 13.12 | 0.0031 | 0.0658 | 0.2956
44257 700,PF3D7_1328100, 124 4813 7801
GO:00 | proteolysis involved in cellular protein catabolic 138 PF3D7_0413600,PF3D7_1115 2.2 9.62 | 13.12 | 0.0031 | 0.0658 | 0.2956
51603 process 700,PF3D7_1328100, 124 4813 7801
GO:00 | protein catabolic process 146 PF3D7_0413600,PF3D7_1115 21 9.09 | 12.36 | 0.0036 | 0.0658 | 0.3470
30163 700,PF3D7_1328100, 5347 4813 7951
GO:00 | protein unfolding 2 PF3D7_1116800, 50 221.27 | 485.6 | 0.0045 | 0.0658 | 0.4288
43335 1467 4813 9336
GO:19 | organonitrogen compound catabolic process 174 PF3D7_0413600,PF3D7_1115 1.7 7.63 | 10.28 | 0.0059 | 0.0658 | 0.5692
01565 700,PF3D7_1328100, 9174 4813 1568
GO:00 | cell-cell adhesion 62 PF3D7_0421300,PF3D7_1219 3.2 14.28 | 17.77 | 0.0081 | 0.0658 | 0.7745
98609 300, 5313 4813 4724
GO0:20 | positive regulation of DNA-templated 4 PF3D7_0413600, 25 110.64 | 161.8 | 0.0090 | 0.0658 | 0.8560
00144 transcription, initiation 108 4813 2572
GO:00 | regulation of RNA polymerase Il transcription 4 PF3D7_0413600, 25 110.64 | 161.8 | 0.0090 | 0.0658 | 0.8560
45898 preinitiation complex assembly 108 4813 2572
GO:00 | translocation of peptides or proteins into host cell 4 PF3D7_1116800, 25 110.64 | 161.8 | 0.0090 | 0.0658 | 0.8560
44053 cytoplasm 108 4813 2572
GO:00 | regulation of transcription initiation from RNA 4 PF3D7_0413600, 25 110.64 | 161.8 | 0.0090 | 0.0658 | 0.8560
60260 polymerase Il promoter 108 4813 2572
GO:00 | positive regulation of RNA polymerase 11 4 PF3D7_0413600, 25 110.64 | 161.8 | 0.0090 | 0.0658 | 0.8560
45899 transcription preinitiation complex assembly 108 4813 2572
GO0:20 | regulation of DNA-templated transcription, 4 PF3D7_0413600, 25 110.64 | 161.8 | 0.0090 | 0.0658 | 0.8560
00142 initiation 108 4813 2572
GO:00 | positive regulation of transcription initiation from 4 PF3D7_0413600, 25 110.64 | 161.8 | 0.0090 | 0.0658 | 0.8560
60261 RNA polymerase Il promoter 108 4813 2572
GO:00 | cell adhesion 70 PF3D7_0421300,PF3D7_1219 2.9 12.64 | 15.65 | 0.0103 | 0.0698 | 0.9794
07155 300, 1013 5174 6244
GO:00 | protein metabolic process 5 PF3D7_1116800, 20 88.51 | 121.3 | 0.0112 | 0.0698 1
19538 3 5193 5174

GO:00 | obsolete pathogenesis 75 PF3D7_0421300,PF3D7_1219 2.7 11.8 | 14.56 | 0.0117 | 0.0698 1
09405 300, 742 5174

GO:00 | proteolysis 227 PF3D7_0413600,PF3D7_1115 13 5.85 7.76 | 0.0124 | 0.0698 1
06508 700,PF3D7_1328100, 9979 5174

GO:00 | cellular response to heat 6 PF3D7_1116800, 16.7 73.76 | 97.04 | 0.0134 | 0.0711 1
34605 8846 8909

GO:00 | proteasome regulatory particle assembly 7 PF3D7_0413600, 14.3 63.22 | 80.85 | 0.0157 | 0.0746 1
70682 2039 7183




GO:00 | positive regulation of protein-containing complex 7 PF3D7_0413600, 14.3 63.22 | 80.85 | 0.0157 | 0.0746
31334 assembly 2039 7183
GO:00 | ubiquitin-dependent protein catabolic process 113 PF3D7_0413600,PF3D7_1328 1.8 7.83 9.5 | 0.0256 | 0.0988
06511 100, 2021 4998
GO:00 | protein peptidyl-prolyl isomerization 12 PF3D7_1116300, 8.3 36.88 | 44.05 | 0.0268 | 0.0988
00413 1132 4998
GO:00 | modification-dependent protein catabolic process 116 PF3D7_0413600,PF3D7_1328 1.7 7.63 9.25 | 0.0269 | 0.0988
19941 100, 0516 4998
GO:00 | modification-dependent macromolecule catabolic 120 PF3D7_0413600,PF3D7_1328 1.7 7.38 8.92 | 0.0286 | 0.0988
43632 process 100, 5934 4998
GO:00 | proteasome assembly 13 PF3D7_0413600, 7.7 34.04 | 40.38 | 0.0290 | 0.0988
43248 1582 4998
GO:00 | peptidyl-proline modification 13 PF3D7_1116300, 7.7 34.04 | 40.38 | 0.0290 | 0.0988
18208 1582 4998
GO:00 | proteasomal ubiquitin-independent protein 14 PF3D7_1328100, 7.1 31.61 | 37.26 | 0.0312 | 0.0988
10499 catabolic process 1578 4998
GO:00 | positive regulation of transcription by RNA 14 PF3D7_0413600, 7.1 31.61 | 37.26 | 0.0312 | 0.0988
45944 polymerase Il 1578 4998
GO:00 | translocation of peptides or proteins into host 14 PF3D7_1116800, 7.1 31.61 | 37.26 | 0.0312 | 0.0988
42000 1578 4998
GO:00 | translocation of molecules into host 14 PF3D7_1116800, 7.1 31.61 | 37.26 | 0.0312 | 0.0988
44417 1578 4998
GO:00 | regulation of protein-containing complex assembly 16 PF3D7_0413600, 6.3 27.66 | 32.28 | 0.0356 | 0.1025
43254 0212 6883
GO:00 | glycolytic process 17 PF3D7_1324900, 5.9 26.03 | 30.26 | 0.0377 | 0.1025
06096 8852 6883
GO:00 | ATP generation from ADP 17 PF3D7_1324900, 5.9 26.03 | 30.26 | 0.0377 | 0.1025
06757 8852 6883
GO:00 | purine ribonucleoside diphosphate metabolic 17 PF3D7_1324900, 5.9 26.03 | 30.26 | 0.0377 | 0.1025
09179 process 8852 6883
GO:00 | ADP metabolic process 17 PF3D7_1324900, 5.9 26.03 | 30.26 | 0.0377 | 0.1025
46031 8852 6883
GO:00 | ribonucleoside diphosphate metabolic process 18 PF3D7_1324900, 5.6 24,59 | 28.47 | 0.0399 | 0.1026
09185 704 2671
GO:00 | purine nucleoside diphosphate metabolic process 18 PF3D7_1324900, 5.6 2459 | 28.47 | 0.0399 | 0.1026
09135 704 2671
GO:00 | carbohydrate catabolic process 21 PF3D7_1324900, 4.8 21.07 | 24.18 | 0.0464 | 0.1132
16052 891 4268
GO:00 | nucleoside diphosphate phosphorylation 21 PF3D7_1324900, 4.8 21.07 | 24.18 | 0.0464 | 0.1132
06165 891 4268
GO:00 | response to unfolded protein 22 PF3D7_1116800, 45 20.12 | 23.03 | 0.0486 | 0.1141
06986 5304 1106
GO:00 | biological process involved in interaction with host 382 PF3D7_0421300,PF3D7_1116 0.8 3.48 443 | 0.0492 | 0.1141
51701 800,PF3D7_1219300, 4793 1106




ANEXO 20. Resultados de ontologia genética para grupo pfhrp2/3 positivos del Periodo 2

ID Nombre Conteo de Conteo de Lista de genes resultante % de Enriqueci | Odds | P- Benja Bonfer
Background Resultado Backgrou | meinto ratio value mini roni
nd
GO:00 | cell-cell adhesion 62 PF3D7_0712000,PF3D7_1219300,PF3D 438 11.78 | 14.32 | 0.0019 | 0.0331 | 0.1460
98609 7_1240400, 2212 0842 8132
GO:00 | cell adhesion 70 PF3D7_0712000,PF3D7_1219300,PF3D 43 10.43 | 1259 | 0.0027 | 0.0331 | 0.2070
07155 7_1240400, 2431 0842 4757
GO:00 | obsolete pathogenesis 75 PF3D7_0712000,PF3D7_1219300,PF3D 4 9.74 | 11.71 | 0.0033 | 0.0331 | 0.2520
09405 7_1240400, 1684 0842 8004
GO:00 | RNA polymerase Il preinitiation 1 PF3D7_1449300, 100 2434 | inf 0.0041 | 0.0331 | 0.3122
70898 complex assembly 0846 0842 4322
GO:00 | protein-DNA complex assembly 24 PF3D7_1228800,PF3D7_1449300, 8.3 20.28 | 24.37 | 0.0041 | 0.0331 | 0.3186
65004 9303 0842 7063
GO:00 | adhesion of symbiont to host 176 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 23 5.53 6.8 | 0.0050 | 0.0331 | 0.3860
44406 7_1219300,PF3D7_1240400, 7933 0842 2934
GO:00 cytoadherence to microvasculature, 176 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 2.3 5.53 6.8 | 0.0050 | 0.0331 | 0.3860
20035 mediated by symbiont protein 7_1219300,PF3D7_1240400, 7933 0842 2934
GO:00 | modulation by symbiont of host 190 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 2.1 5.12 6.27 | 0.0066 | 0.0331 | 0.5064
20013 erythrocyte aggregation 7_1219300,PF3D7_1240400, 6356 0842 3056
GO:00 | modulation by symbiont of host 192 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 21 5.07 6.2 | 0.0069 | 0.0331 | 0.5254
44068 cellular process 7_1219300,PF3D7_1240400, 1402 0842 6575
GO:00 | biological adhesion 195 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 2.1 4.99 6.1 | 0.0073 | 0.0331 | 0.5549
22610 7_1219300,PF3D7_1240400, 0145 0842 1058
GO:00 | protein-DNA complex subunit 33 PF3D7_1228800,PF3D7_1449300, 6.1 14,75 | 17.27 | 0.0078 | 0.0331 | 0.5962
71824 organization 4589 0842 8776
GO:00 | aspartyl-tRNA aminoacylation 2 PF3D7_0514300, 50 121.7 | 255.1 | 0.0082 | 0.0331 | 0.6232
06422 1 0089 0842 6749
GO:00 | antigenic variation 202 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 2 4.82 5.87 | 0.0082 | 0.0331 | 0.6278
20033 7_1219300,PF3D7_1240400, 6143 0842 6902
GO:00 evasion of host immune response 205 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 2 4.75 5.78 | 0.0086 | 0.0331 | 0.6610
42783 7_1219300,PF3D7_1240400, 9739 0842 0139
GO:00 | modulation by symbiont of host 205 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 2 4.75 5.78 | 0.0086 | 0.0331 | 0.6610
44003 process 7_1219300,PF3D7_1240400, 9739 0842 0139
GO:00 | response to host immune response 208 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 19 4.68 5.69 | 0.0091 | 0.0331 | 0.6952
52572 7_1219300,PF3D7_1240400, 4838 0842 7672
GO:00 | response to host 208 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 1.9 4.68 5.69 | 0.0091 | 0.0331 | 0.6952
75136 7_1219300,PF3D7_1240400, 4838 0842 7672
GO:00 | response to host defenses 208 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 1.9 4.68 5.69 | 0.0091 | 0.0331 | 0.6952
52200 7_1219300,PF3D7_1240400, 4838 0842 7672
GO:00 | response to other organism 208 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 1.9 4.68 5.69 | 0.0091 | 0.0331 | 0.6952
51707 7_1219300,PF3D7_1240400, 4838 0842 7672




GO:00 | response to defenses of other organism 208 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 19 4.68 5.69 | 0.0091 | 0.0331 | 0.6952
52173 7_1219300,PF3D7_1240400, 4838 0842 7672
GO:00 | response to external biotic stimulus 208 PF3D7_0413200,PF3D7_0712000,PF3D 1.9 4.68 5.69 | 0.0091 | 0.0331 | 0.6952
43207 7_1219300,PF3D7_1240400, 4838 0842 7672
GO:00 | transcription initiation from RNA 3 PF3D7_1449300, 33.3 81.13 | 127.5 | 0.0122 | 0.0405 | 0.9330
06384 polymerase 111 promoter 3 7733 6858 7733
GO:00 | transcription preinitiation complex 3 PF3D7_1449300, 33.3 81.13 | 127.5 | 0.0122 | 0.0405 | 0.9330
70897 assembly 3 7733 6858 7733
GO:00 | cellular protein-containing complex 177 PF3D7_1126900,PF3D7_1228800,PF3D 17 4.13 4.74 | 0.0341 | 0.1082 1
34622 assembly 7_1449300, 7626 2483
GO:00 | nucleosome assembly 10 PF3D7_1228800, 10 24.34 28.3 | 0.0403 | 0.1198 1
06334 6996 3066
GO:00 | protein-containing complex assembly 193 PF3D7_1126900,PF3D7_1228800,PF3D 1.6 3.78 4.33 | 0.0425 | 0.1198 1
65003 7_1449300, 554 3066
GO:19 | microtubule cytoskeleton organization 11 PF3D7_1430100, 9.1 22.13 | 25.46 | 0.0443 | 0.1198 1
02850 involved in mitosis 2069 3066
GO:00 | mitotic spindle organization 11 PF3D7_1430100, 9.1 2213 | 25.46 | 0.0443 | 0.1198 1
07052 2069 3066
GO:00 | regulation of transcription, DNA- 84 PF3D7_1222600,PF3D7_1449300, 2.4 5.8 6.46 | 0.0457 | 0.1198 1
06355 templated 2486 3066
GO:00 | transcription by RNA polymerase 11 12 PF3D7_1449300, 8.3 20.28 | 23.14 | 0.0482 | 0.1222 1
06383 5595 4841




ANEXO 21. Gréfico de resultados de analisis de ontologia genética para los parasitos pfhrp2/3 positivos.
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ANEXO 22. SNPs identificados en el gen FP2A, en los 100 genomas analizados.

Periodo_1_positivo

Periodo_1_negativo

Periodo_2_positivo

Periodo_2_negativo

SNP Alelo (19) —(14) 22) (45) ANN[*].HGVS_P Region en proteina
C 1 1 0.977 0.977 i i ina C-
11 592551 T C 0.Asp345Gly Peptidase_C1 Peptlda_lse C1A, papaina C
T 0 0 0.023 0.023 terminal
G 1 1 0.977 0.977 i i ina C-
11 592558 T G p.Thr343Pro Peptidase_C1 Peptlda_lse C1A, papaina C
T 0 0 0.023 0.023 terminal
A 0.5 0.357 0.955 0.977
11 592814 A T p.Asn257Lys Region de baja complejidad
T 0.5 0.643 0.045 0.023
T 0.5 0.357 0.955 0.977 . . B
11 592816 T _C p.Asn257Asp Region de baja complejidad
C 0.5 0.643 0.045 0.023
C 1 1 1 0.978 ) . B
11 592821 T_C T 0 0 0 0022 p.Lys255Arg Regidn de baja complejidad
C 0.688 0.857 1 1
11 592902 C_G s 030 0143 0 5 p.Ser228Thr Region de baja complejidad
A 0.938 0.964 0.909 0.956 ibi inio inhibi
11 592994 AT p.Asn197Lys |nh|b|t0r,_|?9 Dominio mhlbldor del
T 0.062 0.036 0.091 0.044 propéptido de catepsina (129)
A 0.733 0.821 0.75 0.611 ibi inio inhibi
11 593085 A _G p.Met167Thr Inhlbltorl_lgg Dominio |_nh|b|dor del
G 0.267 0.179 0.25 0.389 propéptido de catepsina (129)
A 0.794 0.821 0.705 0.544 . . B
11 593261 A T p-Asn108Lys Region de baja complejidad
T 0.206 0.179 0.295 0.456
T 0.794 0.821 0.705 0.544 ) . B
11 593265 T_A p.Lys107Met Region de baja complejidad
A 0.206 0.179 0.295 0.456
C 0.794 0.821 0.705 0.544 ) ) B
11 593271 C T p.Ser105Asn Region de baja complejidad
T 0.206 0.179 0.295 0.456
11 593409 G_A| A 0.406 0.286 0.864 0.978 p.Ser59Phe Region de baja complejidad




G 0.594 0.714 0.136 0.022
T 0.812 0.5 0.95 0.977 . . . .

11 593540 T_A p.GIn15His Region de baja complejidad
A 0.188 0.5 0.05 0.023

Se indican las frecuencias respectivas de cada SNP y la region de la proteina donde se localizaria. En negrita se resalta el SNPs que
forma el barrido selectivo identificado.




ANEXO 23. SNPs identificados en el gen AP2-G, en los 100 genomas analizados.

Periodo_1_positivo

Periodo_1_negativo

Periodo_2_positivo

Periodo_2_negativo

SNP Alelo (19) (12) 22) 145) ANN[*].HGVS_P Region en proteina
A 0.737 0.786 1 1
12 907264 A G p.Lys21Arg Region de baja complejidad
G 0.263 0.214 0 0
12 907403 _ G_A G 1 1 1 1 p-Met67lle Region de baja complejidad
12 907407 _G_T G 1 1 1 1 p.Glu69* Region de baja complejidad
G 1 1 1 0.989 . ) B
12 907426 G_A p.Cys75Tyr Region de baja complejidad
A 0 0 0 0.011
o 0.974 1 1 1 . ) B
12 907556 C_ T p.Asn118Asn Regidn de baja complejidad
T 0.026 0 0 0
o 0.947 0.571 1 0.978 . . ) B
12908019 _T_C p.Tyr273His Region de baja complejidad
T 0.053 0.429 0 0.022
T 0.947 1 1 1
12 908962 T _C p.11e587Thr Region de baja complejidad
C 0.053 0 0 0
G 0.947 0.571 1 0.978
12 909162 G_A p.Asp654Asn Region de baja complejidad
A 0.053 0.429 0 0.022
C 0.711 0.462 1 0.978
12 909914 C_ T p.Asn904Asn Region de baja complejidad
T 0.289 0.538 0 0.022
o 0.895 0.571 1 0.978 N ) B
12 910153 A C p.Lys984Thr Region de baja complejidad
A 0.105 0.429 0 0.022
12 910163 C_ T o 1 1 1 1 p.Asn987Asn Region de baja complejidad
12 910247 T_A T 1 1 1 1 p.lle1015lle Region de baja complejidad
12 910248 G_T G 1 1 1 1 p.Vall016Phe Regidn de baja complejidad
12 910257 A T A 1 1 1 1 p.1le1019Leu Regidn de baja complejidad
12 910324 T_A A 1 1 1 1 p.1le1041Lys Region de baja complejidad




12 910732 C_T C 1 1 1 1 p.Thr1177lle Region de baja complejidad
G 0.684 0.357 1 0.978

12 910741 G_A p.Gly1180Glu Region de baja complejidad
A 0.316 0.643 0 0.022
T 0.944 1 1 1

12 911273 T C p.-Asn1357Asn Regidn de baja complejidad
o 0.056 0 0 0

12 911300 C T o 1 1 1 1 p.-Asn1366Asn Region de baja complejidad
T 0.722 0.385 1 0.976 . ) B

12 911306 T_C p.Asn1368Asn Region de baja complejidad
C 0.278 0.615 0 0.024

12 911532 A G G 1 1 1 1 p.Serl444Gly Regidn de baja complejidad

12 912091 G_A G 1 1 1 1 p.Cys1630Tyr Regidn de baja complejidad

12 912233 G_A G 1 1 1 1 p.Glyl677Gly Region de baja complejidad
A 0.684 0.357 1 0.978

12 912840 G_A p.Asp1880Asn Region de baja complejidad
G 0.316 0.643 0 0.022

12 913124 A T T 1 1 1 1 p.Lys1974Asn Region de baja complejidad

12 913144 A G A 1 1 1 1 p.Asn1981Ser Region de baja complejidad

12 913148 G_T G 1 1 1 1 p.Lys1982Asn Region de baja complejidad

12 913157 C_A A 1 1 1 1 p.Asn1985Lys Region de baja complejidad
C 1 1 1 0.989 ) . B

12 913895 C T p.Tyr2231Tyr Region de baja complejidad
T 0 0 0 0.011
T 1 1 1 0.989 . . B

12 914436 T_A p.Tyr2412Asn Region de baja complejidad
A 0 0 0 0.011

Se indican las frecuencias respectivas de cada SNP y la region de la proteina donde se localizaria. En negrita se resalta el SNPs que

forma el barrido selectivo identificado




