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Objetivo

Caracterizar la composicion de secuencias de virus
ARN y su estructura entre diferentes poblaciones de
Anopheles darlingi en Colombia




Metodologia

Muestreo de Anopheles darlingi
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figura creada con ArcMap v. 10.8.2




Metodologia
Conformacion de la muestra

Region/ Sexo Estado gonotréfico/

Localidad Especie (n) Estado de alimentacion ID del Pool
Bajo Cauca/ Anopheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ No alimentadas AdarBC1
La Capilla
Bajo Cauca/ Anopheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ No alimentadas AdarBC2
N La Capilla
Bajo Cauca/ Anopheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ No alimentadas AdarBC3
Villa Grande
I Bajo Cauca/ Anopheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ No alimentadas AdarBC4
:%\_/ Villa Grande
Pacifico/ Anopheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ No alimentadas ' AdarPC1
15 por pool et ang - - .
. . 7 . pheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ No alimentadas | AdarPC2
An. darlingi / No gravidas / NO . artonio
alimentadas Pacifico/ Anopheles darlingi Machos No aplica AdarPC3
San Antonio (10)
Amazonas/ Anopheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ No alimentadas | AdarAM1
Caino Negro
Amazonas/ Anopheles darlingi  Hembras (15) No gravidas/ AdarAM?2

Charras No alimentadas



Metodologia

Extraccion de ARN total
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Procesamiento de la muestra y secuenciacion

Cantidad e integridad
Agilent 2100 Bioanalyzer

Secuenciacion en NovaSeq 6000
6Gb por muestra

Figura creada con BioRender.com

Pool Reads PE
AdarBC1 34885545
AdarBC2 34103154
AdarBC3 38644693
AdarBC4 44298715
AdarPC1 40688312
AdarPC2 44411203
AdarPC3 37709364
AdarAM1 44581293
AdarAM?2 37833632




Metodologia

Flujo de trabajo
bioinformatico aplicado a los
datos RNA-seq

Datos RNA-seq An. dalringi

Control de calidad
de reads
FastQC

Mapeo de reads en el genoma
de referenciade An. darlingi
Bowtie2

Ensamblaje de novo
de contigs
MetaSPAdes

Eliminacién de contigs redundantes
(id 95% en > 80% de la secuencia)
CD-HIT-est

nr-contigs

Consulta en BD de secuencias
de referenciaviral (RVDB)
DIAMOND

Agrupacion de OTUsvirales de
todas las muestras y deduplicacion
(id 95% en > 80% ).
CD-HIT-est

Traduccion de contigs en ORFs
VirtualRibosome

Completitud de los datos:
Consulta de transcriptoma sobre genes
esperados en Insecta
Trinity + BUSCO

Consultade reads no
mapeados al genoma en BD
de secuencias microbianas
Kaiju

Determinacién de abundancia de
reads por taxon de virus
(Matriz basada en reads)

Confirmacidn de especie:
Consultafrentea BD de COXI
de Anopheles
BlastN

HMMs frente a perfiles Pfam de
RdRps
HMMER

Mapeo de reads de cada muestra

sobre los vOTUs no redundantes
BBMap

Determinacion de abundancia de vOTUs

con el numero de reads mapeados
(Matriz basada en contigs)



Metodologia o o . o
Analisis de la composicion del metaviroma en An. darlingi

y sus diferencias entre subregiones de estudio
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Figura creada con BioRender.com



Resultados . :
Distribucion de los reads secuenciados en

el hospedero y su microbiota

Reads no mapeados a An. darlingi

Reads mapeados al genoma de An. darlingi . . .
clasificados como microbianos

AdarAM2 78.01% B

AdarAM1 81.23% AdarAM2
AdarPC3 74.88% AdarAM1
AdarPC3

AdarPC2 85.03%
An. darlingi reads AdarPC2

AdarPC1 86.68%
Unaligned reads AdarPC1
AdarBC4 84.96% AdarBCa
AdarBC3 82.93% AdarBC3
AdarBC2 84.81% AdarBC2
AdarBC1 85.30% AdarBC1
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Resultados Secuencias de virus ARN (vOTUs) en poblaciones naturales de

An. darlingi de Colombia

nr-contigs frente Base de 25 contigs virales no redundantes

Datos de Referencia Viral (vOTUs)
(RVDB) Partitiviridae
DIAMOND Phasmaviridae
Tymoviridae
Rhabdoviridae
Modelos Ocultos de Markov Totiviridae
(HMMs) frente a los diferentes Orden Ortervirales
perfiles Pfam de RdRps Uncalsified virus
HMMER

Entre estos vOTUs no se identificaron arbovirus patégenos conocidos y las
secuencias mostraron identidad frente a secuencias de virus relacionadas a
virus que han sido detectados previamente en insectos



Resultados , , o , ,
Diferencias en la composicion de taxones de virus entre diferentes

poblaciones de An. darlingi de Colombia (analisis basado en reads)

Analisis de similaridad Bray-Curtis del recuento de reads por
taxon de virus
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AdarBC1 AdarBC2 AdarBC3 AdarBC4 AdarPC1l AdarPC2 AdarPC3 AdarAM1 AdarAM2
AdarBC1 0,961 0,864 0,867 0,692 0,664 0,854 0,411 0,467 Bray-Curtis
AdarBC2 | 0,961 0,890 0,885 0,703 0,682 0,859 0,430 0,498 1
AdarBC3 | 0,864 0,890 0,947 0,743 0,732 0,899 0,474 0,466
AdarBC4 | 0,867 0,885 0,947 0,751 0,725 0,924 0,463 0,466
AdarPC1 0,692 0,703 0,743 0,751 0,956 0,814 0,602 0,632
AdarPC2 0,664 0,682 0,732 0,725 0,956 0,786 0,626 0,650
AdarPC3 | 0,854 0,859 0,899 0,924 0,814 0,786 0,484 0,529
AdarAM1| 0,411 0,430 0,474 0,463 0,602 0,626 0,484 0,825 . 0
AdarAM2 [ 0,467 0,498 0,466 0,466 0,632 0,650 0,529 0,825




Resultados

Diferencias en la composicion de vOTUs identificados entre las
diferentes poblaciones de An. darlingi (analisis basado en contigs)

Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS)
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Figuras creada con BioRender.com y metagenome-Seq



Conclusiones
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Figura creada con BioRender.com

Anopheles darlingi contiene secuencias de virus ARN que
corresponden a virus insecto-especificos

La estructura del metaviroma de An. darlingi tiende a tener
una mayor similitud entre las poblaciones cercanas
geograficamente

Este estudio constituye uno de los primeros analisis del
componente viral de esta especie en el Neotropico
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