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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

Ala: aminoacido Alanina

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

Asn: aminoacido Asparagina

CAV: virus de la Anemia Infecciosa Aviar

Cf: concentracion final

CPA: Complejo Promotor de la Anafase

Ct: ciclo umbral

CV: coeficiente de variacion

EEUU: Estados Unidos

E: Eficiencia

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
g: gramos

G2: Fase G2 del ciclo celular

HEX: 5’-hexachloro-fluoresceina fosforamidita
HPD: intervalo de confianza

IBDV: virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fabricio
IBV: virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar
kb: kilobase

kDa: kiloDalton

LOQ: limite de cuantificacion



LT: Largo del amplicon

M: Fase mitdtica del ciclo celular

MCMC: cadenas de Markov Monte Carlo
MDV: virus de la Enfermedad de Marek
MEGA: Molecular Evolutionary Genetic Analysis
min: minutos

NA: Numero de Avogadro

NDV: virus de la Enfermedad de Newcastle
ng: nanogramos

°C: grados Celsius

ORF: marco abierto de lectura

PAST: Paleontological Statistics

pb: pares de bases

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

R2: Coeficiente de determinacionRCR: Replicacion del circulo rodante

s: segundos

SEN: Sefal de exportacion nuclear

SLN: sefial de localizacion nuclear

SNV: seroneutralizacion viral

SPF: Libre de patogenos especificos

tMRCA: edad del ancestro comuin mas reciente
Tyr: amino&cido Tirosina

1g: microgramo



uL: microlitros

uM: microMolar

UV: ultra violeta

Val: aminoacido Valina

Vo: Volumen inicial

vpl: gen que codifica para la proteina VP1
VP1: Proteina estructural de la capside
Vp2: gen que codifica para la proteina VP2
VP2: Proteina de andamio

Vp3: gen que codifica para la proteina VP3

VP3: Apoptina



Resumen

El virus de la Anemia Infecciosa Aviar (CAV, del inglés Chicken Anemia Virus) provoca
problemas sanitarios e importantes pérdidas econdémicas en la industria avicola
mundial. CAV genera una enfermedad inmunosupresora (anemia infecciosa) que
disminuye los pardmetros productivos a través del aumento de la incidencia de otras
patologias y la disminucion de la tasa de conversion de las aves. La infeccion de CAV
produce una sintomatologia que puede variar desde una leve inmunodepresion subclinica
hasta una grave inmunosupresion. Para controlar adecuadamente esta enfermedad se
necesita un conocimiento genético detallado de las cepas y variantes locales que permita
desarrollar métodos de diagnostico especificos y disefiar planes de vacunacion efectivos
para mantener la sanidad aviar. CAV (Anelloviridae) es un virus pequefio y desnudo, con
genoma de ADN simple hebra circular de polaridad negativa (2,3 Kb) que codifica para
tres genes parcialmente solapados, vpl, vp2 y vp3. Las cepas circulantes se clasifican en
un unico serotipo o variante antigénica y en variantes genéticas o genotipos en base a la
regién variable de vpl. El objetivo de esta tesis fue diagnosticar y caracterizar
genéticamente cepas de campo de CAV que circulan en la industria avicola uruguaya y
analizarlas en un contexto evolutivo general del virus. Durante la investigacion se disefid,
estandarizé y validé una metodologia de diagnostico molecular de CAV basada en PCR
en tiempo real. A partir de esta metodologia se estandariz6 un ensayo de cuantificacion
absoluta de la carga viral que mostr6 un excelente desempefio analitico. Para la
caracterizacion genética se secuencié y comparo la region parcial y completa de vpl de
25 cepas uruguayas de CAV; la caracterizacion gendmica se realiz6 mediante la
secuenciacién del genoma completo codificante de 10 cepas. Estas secuencias fueron
utilizadas en analisis filodindmicos globales para contribuir al entendimiento del origen,
dispersion y evolucion del virus en la regién y el mundo. En todos los analisis
filogenéticos se aprecia la formacion de cuatro clados, dos de los cuales circulan en
Uruguay (clados 11 y I1). El clado Il agrupa cepas que circulan en diferentes partes del
mundo, mientras que el clado 111 esta constituido por cepas vacunales introducidas en la
década del 90, cepas de campo y cepas que se podrian haber originado por

“asilvestracion” de vacunas. Los andlisis de coalescencia sugieren que CAV emergio

\



alrededor de 1923 previo al desarrollo de la avicultura industrial, y que los clados 11 y 111
se originaron hace aproximadamente 50 afios. El surgimiento de estos dos clados se da en
el periodo de mayor crecimiento de la avicultura mundial (1950-1970). Los analisis de
coalescencia indicaron también que CAV presenta altas tasas de sustitucion del orden de
10" sustituciones/sitio/afio. Utilizando aproximaciones bioinformaticas se confirmaron 4
eventos de recombinacion a nivel inter-clado en las cepas chinas SD22 y SD24, y las
cepas taiwanesas 4 y 6. Ninguna cepa uruguaya presento evidencia de recombinacion
entre ellas o con cepas de la region (argentinas y brasileras). Las cepas uruguayas del
clado 11 son muy divergentes filogenéticamente con la cepa vacunal utilizada actualmente
a nivel nacional para prevenir la enfermedad. Esta divergencia involucra cambios a nivel
nucleotidico y aminoacidico en los genes vpl, vp2 y vp3. Ademas, de establecer laamplia
circulacién en CAV en aves de produccion, este trabajo profundizé ademas en aspectos
evolutivos claves del virus, contribuyendo al entendimiento de los mecanismos
responsables de generar la variabilidad observada en las cepas de campo. La informacién
obtenida sera util para proyectar posibles escenarios epidemioldgicos de esta enfermedad

y disefar planes de control que se ajusten a estos comportamientos.
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1. Introduccion

1.1 Relevancia de CAYV para el sector productivo

Desde los afios 60 la produccion mundial de carnes se ha acelerado de forma notable, en
particular para las especies de ciclo productivo corto como cerdos y aves. De acuerdo a
proyecciones publicadas recientemente, la carne de ave se convertira en el tipo de carne
mas consumida en el mundo (OECD/FAO, 2016). Paises sudamericanos como Brasil y
Argentina se encuentran entre los mayores productores de carne aviar a nivel mundial.
En el 2017, Brasil encabezé la lista de mayor exportador del mundo con 4.3 millones de
toneladas, superando a Estados Unidos y la Union Europea (USDA, 2017). En Argentina,
en el periodo 2001-2015 la produccion de carne aviar crecié un 111% (FADA, 2015). En
los ultimos afios, Uruguay experimentd un incremento en la produccién avicola similar
al observado en los paises de la region. En el quinquenio 2010-2015 la produccion de
carne de pollo y huevos cerraron con un crecimiento de 38,5% y 31,2%, respectivamente
(DIEA, 2016). La posibilidad de crecimiento de esta cadena productiva, a través de la
reactivacion de las exportaciones y el incremento del consumo interno, indican que la
avicultura uruguaya se encuentra en un importante momento de desarrollo, y que debemos
estar preparado para las oportunidades que se presenten. Sin embargo, estamos muy por
debajo del esfuerzo e inversidn que realizan los paises del primer mundo en el aspecto
sanitario, el cual es considerado el factor de mayor impacto en la avicultura mundial ya
que incide sobre los pardmetros zootécnicos y puede convertirse en un fundamento de
restricciones comerciales en el mercado internacional. Contrariamente a lo que se suele
pensar, los problemas sanitarios mediaticos como el de Influenza Aviar no
necesariamente ocasionan las mayores pérdidas productivas en la industria avicola. Los
grandes compromisos econdémicos estdn relacionados a dolencias que no son tan
explosivas pero ocurren persistentemente en la mayoria de los lugares del mundo en
donde se practica la cria intensiva de aves. Las infecciones inmunosupresoras, como la
producida por CAV, tienen efectos muy negativos en la cadena productiva avicola. Una
infeccion por CAV puede disminuir la inmunidad vacunal para otros patégenos aviares y
puede aumentar la suceptibilidad de las aves a diversos patdgenos virales y bacterianos
(Schat et al., 2009). Lo anteriormente expuesto sustenta la relevancia epidemioldgica de

CAYV, siendo su estudio un instrumento importante para disefiar estrategias de control.
1



1.2. Clasificacion taxondmica

CAV es el tnico miembro del género Gyrovirus de la familia Anelloviridae. Los virus de
esta familia se agrupan en 12 géneros e infectan vertebrados (Rosario et al., 2017). Son
virus pequefios, sin envoltura, y con un genoma ADN simple hebra circular de polaridad

negativa (Figura 1).

Figura 1. A. Imagen de microscopia crioelectronica de una particula de CAV. Tomada de Crowther
(2003). B. Microscopia electronica de contraste negativo de particulas de un aislado de CAV. Tomada

de Virus Taxonomy (King et al., 2011).

1.3. Caracteristicas del virus
1.3.1. Genoma y proteinas de CAV

CAYV posee un genoma de ADN simple hebra circular de polaridad negativa de 2,3
kilobases (Kb) de longitud, y contiene tres genes parcialmente solapados: vpl, vp2 y vp3.
Existe una regién no transcripta del genoma donde se localiza el promotor/potenciador
que regula la replicacion y transcripcion del virus (Figura 2). ElI genoma de CAV
transcribe un solo ARNm policistronico (2,1 kb) que codifica para las 3 proteinas virales

requeridas para la infeccion de células en division (Schat et al., 2009).
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Figura 2. Representacion esquematica del genoma de CAV. Esté formado por tres ORF parcialmente
solapados. ORF 1: codifica la proteina estructural de capside VP1 (cap); ORF 2: codifica la proteina no
estructural VP2; ORF 3: codifica la proteina Apoptina VP3. Tomada y modificada de Virus Taxonomy
(King et al., 2011).

VP1 es una proteina estructural de 449 aminoacidos que forma la cépside viral. La
presencia de esta proteina en células infectadas por CAV se detecta a las 30 horas post
infeccion (Douglas et al., 1995). VP1 presenta la mayor variabilidad genética, ya que
contiene los epitopes neutralizantes (Todd et al., 1990a). Estos epitopes mapean
principalmente en la region hipervariable de la proteina que se extiende desde la posicion
139 hasta la 151. La region hipervariable se encuentra en un dominio hidrofilico cuya
estructura secundaria es una alfa hélice (Renshaw et al., 1996). El extremo N-terminal de
VP1 esta cargado positivamente por su riqueza en arginina, y es probable que actte como
un dominio de unién al ADN para empaquetar el genoma viral en la capside (Lee et al.,
2009). El extremo C-terminal contiene un motivo conservado (RCR) que participaria en

la regulacion de la replicacion.

VP2 es una proteina de 216 aminoacidos con actividad fosfatasa de especificidad dual.
La mutacion en residuos cataliticos claves (por ej. cisteina en la posiciones 95 y 97)
reduce la eficiencia de replicacion del virus, lo que indica que se requiere la actividad de
la fosfatasa de VP2 para la replicacion viral (Peters et al., 2002). VP2 también actla como
una proteina de andamio que altera la conformacion de VP1, ya que la formacion de

anticuerpos neutralizantes para CAV requiere la expresion de VP1 y VP2 en la misma



celula (Koch et al., 1995; Noteborn et al., 1998a; Noteborn et al., 1998b). VP2 induce la
apoptosis celular (Kaffashi et al., 2015).

Multimerizacion

Apoptina CPAl
Apoptina | I
SEN SLN

Figura 3. Representacion esquematica de las sefiales de localizacion de la Apoptina y los dominios de
interaccion con proteinas. Tomada y modificada de Heilman et al. (2006). SEN: sefial de exportacién
nuclear. SLN: sefial de localizacion nuclear. CPAL: complejo promotor de la anafase.

VP3 0 Apoptina es una proteina no estructural de 121 aminoacidos que induce apoptosis
en las células infectadas. Préximo al extremo N-terminal tiene una sefial de exportacion
nuclear (SEN), y en el extremo C-terminal una sefial de localizacién nuclear (SLN).
También presenta un dominio de multimerizacion que se superpone a la sefial SEN, y un
dominio de union a la subunidad CPA1 del Complejo Promotor de la Anafase (CPA/C)
que se solapa con la sefial SLN en el extremo C-terminal de la proteina (Heilman et al.,
2006; Noteborn et al., 1994) (Figura 3).

CAV tiene tropismo para las células del linaje hematopoyético. Estas células tienen
rapida proliferacion y experimentan las principales respuestas de estrés asociadas a la
replicacion viral. Estas respuestas son el resultado de la generacion de estructuras de
replicacion de ADN aberrantes y la exposicién del genoma viral monocatenario. La
Apoptina es un sensor de sefializacion del dafio del ADN a través de la ruta ATM-Chk2,
y migra al nacleo durante la replicacion viral (Kucharski et al., 2016). Una vez en el
nucleo la Apoptina induciria apoptosis en las células infectadas porque se asocia a la
subunidad CPA1 del CPA. El secuestro del CPAL por la Apotina detiene el ciclo celular

en la fase G2/M, lo que desencadena la apoptosis (Heilman et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de accién de la Apoptina en células infectadas. Tomada y modificada de Heilman et
al. (2006).

1.3.2. Replicacion y expresion de CAV

CAYV ingresa a la célula mediante receptores en la membrana celular que aun no se han
identificados (Schat et al., 2009). La replicacion del genoma ocurre en el nicleo y la
realiza la ADN polimerasa de la célula huésped en la fase S de la division celular. Durante
la replicacion se sintetiza un intermediario de doble hebra que actia como molde para la
generacion de ADN simple hebra viral, probablemente utilizando el mecanismo de
replicacién del circulo rodante (RCR) (Schat & van Santen, 2008).

La mayoria de los autores describen la presencia de un Unico ARN policistrénico de
aproximadamente 2,1 Kb que codifica para las tres proteinas VP1, VP2 y VP3 (Noteborn
et al., 1992). Estas tres proteinas se traducen en el citoplasma utilizando diferentes
codones de iniciacion (Schat et al., 2009). Una vez sintetizadas se transportan al nucleo
para ensamblar el virion. EI mecanismo por el cual el virién egresa de la célula es

desconocido (Figura 5).



Figura 5. Representacion esquematica del ciclo de vida de CAV. Tomada y modificada de Noteborn et

al. (1998c).

El ARN viral ademas se procesa (splicing) diferencialmente para generar tres transcriptos

de menor tamafio. Uno de estos transcriptos (1,3 kb) presenta un sitio de corte en la

posicion 1222 y un sitio de empalme en la posicion 1814. El segundo transcripto (1,2 kb)

tiene un sitio de corte adicional localizado en los nuclettidos 994 y 1095. El tercer

transcripto de 0,8 kb elimina la region que va desde la posicion 639 hasta la posicion 1719

(Figura 6). La presencia de estos transcriptos mas pequefios se detectan en etapas tardias

del ciclo viral; se desconocen sus funciones y si son traducidos (Kamada et al., 2006).

ARNm

i + ¥ # i
1 500 1000 1500 2298

kb 333 2293
2:0 | ]
122 1814
1-3 O [
994 1095
1-2 O
639 1719
0-8 .

Figura 6. Representacion esquematica de los cuatro transcriptos de ARN en donde se indican los sitios

de procesamiento alternativo para los transcriptos de 1,3 Kb, 1,2 Kb y0,8 Kb. Tomada de Kamada et al.

(2006).



1.4. Variabilidad de CAV

Todas las cepas de CAV se agrupan en una Unica variante antigénica o serotipo (Koch et
al., 1995). Se han descrito tres variantes genéticas o genotipos mediante analisis
filogenéticos de la region hipervariable del gen vpl (Figura 7) (Craig et al., 2009; Islam
et al., 2002; Kim et al., 2010) y cuatro genotipos cuando se realizan los analisis con las
secuencias de genomas completos (Elthair et al., 2011). La variabilidad genética del virus
se genera principalmente por mutacion, aunque también se describieron eventos de
recombinacion intra e inter genotipos, todos con puntos de recombinacién en el gen vpl
(He et al., 2007; Elthair et al., 2011).
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Figura 7. Arbol filogenético basado en la secuencia nucleotidica completa del gen vpl de CAV. Se
observa la formacion de tres genotipos denominados I, 11 y I1l. Tomada de Olszewska-Tomczyk et al.
(2016).



1.5. Anemia Infecciosa Aviar
1.5.1. Patogenia

CAV puede infectar aves de todas las edades, y las consecuencias de esta infeccion en
pollos libres de patdgenos (SPF) dependen de la edad del ave y la presencia de anticuerpos
maternos. En base a esto encontramos una manifestaciéon clinica y subclinica de la
enfermedad (Schat & van Santen, 2008).

La manifestacion clinica se produce en pollos menores a dos semanas de edad sin
anticuerpos maternos. La presentacion es aguda y ocurre en el periodo de 7 a 14 dias de
edad. Las aves infectadas suelen presentar signos clinicos tales como palidez, depresion
y disminucion de la ganancia de peso. Durante la necropsia, se puede observar anemia,
hemorragias, atrofia del timo y cambios en la médula 6sea (Schat & van Santen, 2008).
La forma subclinica de la enfermedad se presenta en aves de mayor edad, una vez que los
anticuerpos maternos contra CAV han disminuido (3-4 semanas de edad). Esto vuelve a
las aves susceptibles a la infeccidon, teniendo como resultado la inmunosupresion (Schat
& van Santen, 2008).

CAV se replica en los hemocitoblastos de la médula 6sea y en los linfoblastos o linfocitos
inmaduros en el timo (Adair et al., 2000; Miller and Schat et al., 2004). Los primeros son
precursores de los eritrocitos, trombocitos y heterdfilos que son los equivalentes de
neutréfilos en mamiferos, y los segundos son precursores de las células T CD4+ y CD8+.
En todas las células infectadas se desarrolla una infeccion citolitica, desencadenada por
un mecanismo apoptotico a partir de 6-8 dias post-infeccion (Hu et al., 2000). La
destruccién de los hemocitoblastos en la médula ésea (lo cual se evidencia 8 dias post
infeccion) genera anemia, hemorragias e infecciones bacterianas secundarias debido a
una disminucion de la respuesta inmune innata (Engstrom and Luthman 1984). La
deplecién de linfocitos resulta en inmunosupresion y aumento de la susceptibilidad a

diversos patdgenos virales y bacterianos (Adair et al., 2000) (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de los efectos de la infeccion de CAV sobre la hematopoyesis y

el desarrollo de las células T. Tomada de www.actualidadavipecuaria.com.

1.5.2. Interaccion con otros patégenos

Las infecciones que se asocian mas comunmente con CAV son dermatitis gangrenosa
(Staphylococcus aureus), colibacilosis y aspergilosis pulmonar (Goryo etal., 1987). Suele
ademas observarse un aumento en la susceptibilidad a condronecrosis bacteriana con
osteomielitis (Staphylococcus aureus) (McNamee et al., 1999). CAV también promueve
la multiplicacion del Crytosporidium (Hornok et al., 1998), y genera sinergia con los virus
de la Enfermedad de Newcastle (NDV), de Marek (MDV), de la Bronquitis Infecciosa
Aviar (IBV) y de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa de Fabricio (IBDV). Después de
una infeccién dual con anemia y otro agente, se generan lesiones mas severas debido al

sinergismo y potenciacidn que tiene el otro agente (Adair et al., 2000; Toro et al., 2006).

La respuesta inmune a muchas de las vacunas, incluidas MDV, NDV Yy laringotraqueitis,
es obstaculizada cuando éstas se aplican en aves infectadas con CAV. La vacunacion
contra NDV o MDYV, realizada utilizando cepas muy atenuadas, puede incluso generar

reacciones severas si las aves estan previamente infectadas con CAV (Adair et al., 2000).


http://www.actualidadavipecuaria.com/

1.5.3. Herramientas de control de la enfermedad
a) Diagnostico

El diagnostico de CAV se puede realizar en base a los signos clinicos y hallazgos macro
y microscopicos en la necropsia (Imai et al., 1998). Existen también pruebas seroldgicas
como la de neutralizacion viral (von Bilow et al., 1986), ELISA (Todd et al., 1990b),
inmunofluorescencia (McNulty et al., 1984) y pruebas de deteccion directa como la PCR,
DotBlot (Noteborn et al., 1992), hibridacion in situ y aislamiento en cultivos celulares,

huevos embrionados y aves susceptibles (Pope et al., 1991).

El aislamiento en cultivo celular requiere de lineas celulares especificas ya que el virus
no crece normalmente en cultivos celulares primarios, ni en lineas celulares comunes.
Solo las células linfoblastoides transformadas permiten la replicacion, aungue con bajo
rendimiento (Natesan et al., 2006). La linea MDCC MSB1 es la méas usadas a nivel
mundial para el crecimiento y aislamiento de CAV. El aislamiento en huevos
embrionados es dificultoso porque requiere de inoculacion en el saco vitelino
(Rosemberger et al., 1989; McNulty et al., 1990).

Para la evaluacion de la presencia de anticuerpos existen métodos como el de ELISA y la
seroneutralizacion viral (SNV) (Todd et al., 1990b). Los anticuerpos contra CAV estan

presentes en aves vacunadas o previamente infectadas (Lee et al., 2009).

La deteccion por técnicas moleculares, incluyendo PCR, es una alternativa a los métodos
convencionales, ya que posee alta sensibilidad, especificidad y permite obtener resultados
en menor tiempo (Todd et al., 1992). Los ensayos de PCR tienen como blanco las regiones
solapadas que codifican VP2-VP3 y VP1-VP2, y fueron empleados por primera vez por
Taylor y cols. (1989). Més recientemente, se han desarrollado metodologias de PCR en
tiempo real o PCR cuantitativa que han adquirido mucha importancia en la deteccion de
patogenos por su alta sensibilidad, especificidad y rapidez. La mayoria de estos ensayos
disefiados para CAV emplean una region variable del genoma (region codificante del gen
vpl) (Markowski-Grimsrud et al., 2002; Olszewska-Tomczyk et al., 2016). Solo existe
un ensayo que emplea una region conservada del genoma (van Santen et al., 2004), pero
se disefid en base a un nimero muy limitado de secuencias y no detecta algunas variantes

nuevas.
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b) Vacunas

Existen en el mercado tres tipos de vacunas para CAV que difieren en su nivel de
atenuacién (Schat & van Santen, 2008). La primera vacuna comercial surgio en Alemania
a principio de la década de los ‘90. Esta vacuna de baja atenuacidén se aplica en
reproductoras entre las semanas 9 y 15 de vida para asegurar que el virus vacunal no se
transmita al huevo. Puede aplicarse por via oral (agua de bebida) o por via parenteral
(intramuscular, subcutanea, intradérmica), y se emplea frecuentemente en el mercado

€uropeo.

La segunda vacuna, desarrollada a finales de la década de los ‘90, corresponde a un virus
vivo muy atenuado. El alto nivel de atenuacion de este virus y su incapacidad de infectar
por via oral requiere de aplicacién individual, por via parenteral. Estas vacunas se
administran después de la quinta semana de edad para no tener problemas con la
interferencia de anticuerpos maternos, que tienen una vida media de 14 dias en
reproductoras pesadas y de 28 dias en reproductoras livianas. En el afio 2000 se desarroll6
una vacuna en Estados Unidos con virus vivo atenuado en cultivo celular, indicada para

pollos de engorde de un dia de edad por via oral o parenteral (Schat & van Santen, 2008).

La vacunacion con cepas menos atenuadas aplicadas en el agua de bebida es mas
econdmica, pero la infeccion oral es menos inmunogénica y su éxito probablemente se
vea mas afectado por los niveles de anticuerpos maternos presentes en las aves. La
vacunacion por via parenteral tiene un alto costo de mano de obra, pero induce excelente

inmunidad.

Las vacunas atenuadas mas utilizadas a nivel mundial son la Nobilis P4 (la Unica
autorizada en Uruguay) que se aplica por via parenteral y Del-Ros (utilizadas en algunos

paises de la region) que se aplica en el agua de bebida.

Aunque las vacunas recombinantes podrian ser una buena alternativa, hasta la fecha no

se encuentran disponibles en el mercado (Schat & van Santen, 2008).
1.6. CAV en Uruguay, la region y el mundo

CAV se detecto inicialmente en Japon en 1979, en Europa en 1981 y en EE.UU. en 1989.

Posteriormente, se demostro su presencia, tanto serolégicamente como por aislamiento,
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en la mayor parte de las regiones del mundo con una industria avicola desarrollada. En
Latinoamérica hay varios estudios en los que revelan la presencia de CAV en las aves.
En México los primeros registros de la enfermedad fueron en 1993 en reproductoras y
pollos de engorde, pero se reconocié como enzoobtica en 1999, ya que todas las granjas
estudiadas resultaban seropositivas (Nestor et al., 2007). En Venezuela, a partir del afio
1996, se ha reportado seropositividad para CAV, valores bajos de hematocrito en pollos
de engorde y presencia de lesiones microscopicas compatibles con las causadas por el
virus (Urdaneta et al., 1996). En Brasil se describid la circulacion de CAV por primera
vez en 1991 (Brentano et al., 1991). En Argentina se detectd por primera vez en 1994, y
los analisis filogenéticos mostraron que todos los aislamientos se agrupan en un Unico
genotipo (genotipo Il1) (Craig et al., 2009). En Uruguay se realizd por primera vez la
deteccion y caracterizacion de CAV en el afio 2014 utilizando siete muestras de timo y
bursa colectadas durante el periodo 2013-2014 (Techera, 2014). Los analisis genéticos
realizados con una pequefia region de vpl (region hipervariable), sugieren que estas cepas

uruguayas presentan una considerable variabilidad nucleotidica.
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2. Hipotesis de Trabajo

En Uruguay circulan variantes de CAV que pueden detectarse y caracterizarse
adecuadamente mediante el andlisis de la region codificante del gen vpl, y mas
profundamente mediante el andlisis del genoma completo. La comparacion de estas cepas
con las descritas en la region y en el resto del mundo permitira una mejor comprension

de la epidemiologia y evolucion de este importante patdgeno aviar.

3. Objetivos

Objetivo General

Diagnosticar y caracterizar genéticamente cepas de campo del virus de la Anemia
Infecciosa Aviar gque circulan en aves de la industria avicola uruguaya para analizarlas en

un contexto evolutivo general del virus.
Objetivos Especificos

- Disenfiar, estandarizar y validar una metodologia de diagndstico molecular basada en

PCR en tiempo real que permita una cuantificacion absoluta y precisa de CAV.
- Identificar el virus en muestras colectadas en la industria avicola uruguaya.

- Caracterizar genéticamente las cepas mediante el andlisis de la secuencia completa y

parcial (region hipervariable) del gen vpl.

- Establecer la variabilidad gendmica de las cepas uruguayas mediante el analisis de

genomas completos.

- Comparar las cepas uruguayas con cepas de la region y el mundo, incluyendo cepas

vacunales comerciales.

- Analizar la evolucion global del virus mediante la estimacion de la edad de ancestros
recientes, determinacion de la tasa de sustitucion nucleotidica, y analisis de

recombinacion.
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4, Materiales y métodos

4.1. Muestras

Se utiliz6 una cepa vacunal de CAV para estandarizar los ensayos de diagndstico y
caracterizacion molecular, y para disponer de un control positivo para el diagnostico de
cepas de campo. Dicha cepa vacunal se utiliza en Uruguay para inmunizar contra CAV a
las reproductoras y en consecuencia a su descendencia. Es una vacuna a virus vivo

atenuado y fue elaborada en base a la cepa CAV P4 (Nobilis, Intervet).

Se analizaron 83 muestras uruguayas de pollos con sintomas sugerentes de
inmunodepresidn, las cuales fueron colectadas entre los afios 2004 y 2016. La colecta de
las muestras se hizo en 20 establecimientos avicolas de Canelones y los 6rganos utilizados
fueron timo, bursa y tonsilas cecales. EIl procesamiento del material bioldgico fue
realizado por veterinarios especialistas en avicultura que colaboran con nuestro grupo de
trabajo. Las muestras se remitieron al laboratorio con los registros correspondientes y se

almacenaron a -80° C hasta su procesamiento.
4.2. Extraccion del genoma viral

Para realizar la extraccion del ADN viral a partir de la muestra vacunal se utilizo el kit
QIAmp Viral DNA Mini Kit (Qiagen) (anexo 1.a). Se parti6 de 0,01 g de vacuna
liofilizada resuspendida en 200 pl de PBS pH 7,5. En el caso de las muestras de campo
la extraccion de ADN se realizd siguiendo un protocolo estandar de fenol-cloroformo
(anexo 1.b). También se realizaron extracciones de ARN, realizadas con el kit “Quick-
RNA™ MiniPrep” (Zymo Research) (anexo 1.c), sequidas de una Retrotranscripcion con

random primers, ya que se observé en estas una deteccion eficiente de CAV.
4.3. Estandarizacion del ensayo de PCR en tiempo real

Se estandarizo la deteccion del genoma de CAV mediante PCR en tiempo real utilizando
la cepa vacunal Nobilis P4. Se disefio un juego de cebadores (CAV-F 630 y CAV-R 756)
y una sonda de hidrolisis doble quencher (CAV-VP2-VP3). Los cebadores amplifican
una region de 127 pb de la region solapada de los genes vp2 y vp3 del genoma de CAV.
La sonda presenta el fluoréforo HEX (5’-hexachloro-fluoresceina fosforamidita) en el

extremo 5°, y un doble quencher de moléculas no fluorescentes (ZEN y 3IABKFQ) (Tabla
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1). Para los ensayos se utilizé el Hot Mater Mix de Bioron. Para la estandarizacién del

ensayo se probaron diferentes concentraciones de sonda y cebadores (0,05 uM - 0,15

UM, 0,1 uM - 0,3 uM y 0,2 uM - 0,6 pM), manteniendo siempre la relacion recomendada

de concentracion sonda:cebadores (1:3). Las condiciones de ciclado se detallan en la tabla

2 (Protocolo 1). Todos los experimentos basados en PCR en tiempo real se realizaron en

el equipo ABI 7500 (Applied Biosystems) de la Seccion Genéetica Evolutiva, que emplea

el software ABI 7500 version 3.0.

Tabla 1. Cebadores y sonda utilizada en las reacciones de PCR en tiempo real, final y para secuenciar.

) Posicion en el
Cebadores y sonda Secuencia 5" —3° Polaridad
genoma
Cebadores CAV-F630* ACGCTAAGATCTGCAACTG + 630-648 2
y sonda HEX-CAAGCCTCC-ZEN-
PCRen CAV-VP2-VP3* CTCGAAGAAGC-3IABKFQ + 707-726 2
tiempo
real CAV-R756* TTACCCTGTACTCGGAGG - 756-739 2
CAV6* ATCATCACCACTACTACAGCG + 1681-1701 °
CAV4* GTTGCTCGTCGGGTCTCAT - 1651-1633 °
Cebadores
PCRen |CAV-Genoma Uru fw* | GCAACTGCGGACAATTCAGA + 642-661 °
tempo | cAv-Genoma Uru rev* | ATTCCAGCGATACCAATCCG - 583-564 °
final
CAV-58 fw* GGTACGTCACAGCCAATCA + 229-247 8
CAV-VP1-100 rev* | TACCGCTGTCTCCTCCGAT - 950-932
VP1 A fw ** CAAGAAGGTGTATAAGACTG + 808-827 2
b
Cebadores VP1 A rev ** ATCGCTGCTGTACTTAACAT - 1566-1547
para VP1 B fw ** GAAACCCGCTTTCAGCT + 1450-1466 2
secuenciar
VP1 B rev ** CAGTACATGGTGCTGTT - 2165-2149
CAV-Sec 4 fw *** | AGGGCAACGTTCAGTTTCTA + 1812-1831°

2 Posicion nucleotidica en el genoma de la cepa LN1401 de CAV (KU641013).

b posicion nucleotidica en el genoma de la cepa CAV18 de CAV (KJ872514).

* Cebadores y sonda disefiados para este trabajo. **Cebadores descritos por Craig

***Cebador descrito por Rimondi et al. (2014).

et al. (2009).
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Tabla 2. Protocolos de ciclados de PCR. Protocolo 1: PCR en tiempo real. Protocolo 2: amplificacion del
fragmento CAV6-CAV4. Protocolo 3: Amplificacion del fragmento de 2100 pb. Protocolo 4:
Amplificacion del fragmento de 722 pb.

Proceso Temperatura| Tiempo

Protocolo 1 | Lectura pre-PCR 50°C 5 min
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
Desnaturalizacion 95°C 15s _
Hibridacion-Extension 60°C 1 min 40 ciclos
Lectura pos-PCR 70°C 5 min

Protocolo 2 | Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 30s
Hibridacion 64° C 30s 40 ciclos
Extension 72°C 3min20s
Extension final 72°C 5 min

Protocolo 3 | Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 30s
Hibridacion 60° C 30s 40 ciclos
Extensién 72°C 3min 20s
Extension final 72°C 5 min

Protocolo 4 | Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 30s
Hibridacion 58°C 30s 35 ciclos
Extensién 72°C 50s
Extensién final 72°C 5 min

El analisis de especificidad del método se realizd a través de diferentes aproximaciones.
Durante el disefio de cebadores y sonda se evalud la capacidad de los mismos para unirse
a regiones no especificas, ya sea correspondientes al genoma de CAV como de la especie
blanco del virus, Gallusgallus. Esto se hizo utilizando la herramienta BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), la cual permite buscar homologia con todas las
secuencias disponibles en la base de datos del GenBank. Una vez culminado el disefio de
cebadores y sonda, y la puesta a punto del método, se evalud su capacidad para detectar

como negativas tanto muestras de virus comunes (IBV, IBDV, NDV y Reovirus) como
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muestras negativas para CAV diagnosticadas por otros métodos moleculares basados en

PCR a tiempo final.

La sensibilidad clinica (capacidad de un método para detectar una muestra que se sabe
positiva) se analizo utilizando un total de 15 muestras. El resultado de este analisis se
expresa en porcentaje, y es particularmente importante en aquellos métodos que son

desarrollados con fines diagndsticos.
4.4. Ensayo de cuantificacion absoluta

El ensayo de cuantificacion absoluta se basa en la generacion de una curva estandar a
partir de diluciones seriadas de ADN viral cuyo numero de copias genémicas es conocido.
Esta curva estandar representa la relacion lineal entre el logaritmo del nimero de copias
ADN viral y el Ct (primer ciclo de la PCR donde se registra fluorescencia significativa)
de cada dilucion. Para realizar la curva estandar se amplifico un fragmento de 2270 pb de
la cepa vacunal Nobilis P4 con los cebadores CAV6-CAV4 que abarca la mayor parte del
genoma viral e incluye el amplicén de la PCR en tiempo real. Este fragmento se purificd
y se calculé el nimero de copias de ADN/ul (). A partir del producto de PCR purificado
se realizaron diluciones seriadas que se sometieron a una PCR en tiempo real. Con los Ct
resultantes y el Y calculado se generd la curva estandar. En la figura 9 se esquematiza la

metodologia realizada para la generacién de la curva estandar.
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Figura 9. Metodologia empleada para la generacion de la curva estandar. Para realizar la curva estandar
(relacion lineal entre el Log 10 del numero de copias de ADN viral y el Ct) se amplificé un fragmento de
la cepa vacunal Nobilis P4 (2270 pb) que contiene el amplicon de la PCR en tiempo real, se purificd y se
calcul6 el nimero de copias de ADN/ul (Y). A partir del producto de PCR purificado se realizaron
diluciones seriadas que se sometieron a una PCR en tiempo real. Con los Ct resultantes y el Y calculado
se generd la curva estandar. [ADN]: concentracion del producto de PCR purificado expresada en g/pL.
NA: nimero de Avogadro (6,022 x 1023 moléculas/mol). LT: largo del amplicon expresado en

nucleétidos. 660: peso molecular de un nucleétido expresado en g/mol.nt.

4.4.1. Amplificacién del fragmento de 2270 pb con cebadores CAV6-CAV4

El fragmento de 2270 pb que contiene la secuencia empleada en el ensayo de diagnostico
de PCR en tiempo real se amplifico con el juego de cebadores CAV6 y CAV4 (Tabla 1).
Se utilizo un termociclador con gradiente de temperatura “CG1/96” (Corbett Research) y
las condiciones detalladas en las tablas 2 (Protocolo 2) y 3 A. El amplicon se purificd con
el kit DNA Clean & Concentrator (Zymo Research) (anexo 1.d).
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Tabla 3. Concentraciones de los reactivos de las reacciones de PCR en tiempo final. A) Para los
amplicones CAV6-CAV4 y el de 2100 pb. B) Para el amplicon de 722 pb.

A) B)
Vo/tubo Vo/tubo
Reactivos Co Ct (uL) Reactivos Co Ct (uL)
H20 9.75 H20 10.25
Buffer 10 X 1X 15 Buffer 10 X 1X 15
MgCl, 25 uM 2 UM 1.2 MgCl, | 25puM | 2uM 1.2
dNTPs 10mM | 0.3 mM 0.45 dNTPs | 10 mM | 0.2 mM 0.3
Taq 5U/ L |0.067 pL 0.2 Taq |5U/pL|[0.05pL| 0.15
CebadorF | 10 uM | 0.3 uM 0.45 Cebador F| 10 uM | 0.4 uM 0.3
CebadorR | 10 uM | 0.3 pM 0.45 Cebador R| 10 uM | 0.4 uM 0.3
ADNCc 1 ADNCc 1

4.4.2. Calculo de Y (NUmero de copias de ADN/uL)

El nimero de copias de ADN/ul () se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Y =[ADN] x NA
LT x 660

[ADN] es la concentracion del producto de PCR purificado expresada en g/pul, NA es el
nimero de Avogadro (6,022 x 10% moléculas/mol), LT es el largo del amplicon
expresado en nucledtidos, y 660 es el peso molecular de un nucle6tido expresado en
g/mol.nt. La concentracion del transcripto se midi6 con un NanoDrop 1000
(ThermoScientific, EEUU).

4.4.3. PCR en tiempo real

A partir del producto de PCR de 2270 pb se realizaron ocho diluciones seriadas en base
10 en un rango de 1x10% a 10 copias de ADN/ul. Las diluciones incluyeron ADN
proveniente de una muestra negativa para CAV para simular una situacion real donde el
genoma viral se encuentra en baja proporcién en relacion al celular. Cada ensayo, que

incluye la realizacion de las diluciones seriadas y las reacciones de PCR en tiempo real
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(Figura 10), se realizo por triplicado bajo las mismas condiciones. También fue realizada

por triplicado cada reaccion de PCR en tiempo real a partir de un mismo ADN.

Diluciones seriadas 1:10
9 |.I| _..-" | .-" ") I.-' =] I_..-" ] 'w.__]

—— .
& F
, f

& | ' o I i
o TN ? V 9 U V
1=10% 1=107 1=10° 1=10° 1=10% 1=10° 1=10¢F 1=10°
ADMN de muestra J

|l

negativa para CAV I

Seusalul de-_%DE para realizar cada réaccifm :ie P-ER en tiempo real

Figura 10: Esquema representativo de las diluciones de ADN utilizadas para generar la curva estandar.
A partir del producto se PCR se realizaron ocho diluciones seriadas en base 10.

4.4.4. Curva estandar

La mejor recta que describe la relacion entre el Logio (N° de copias de ADN) y el Ct se
obtuvo por el método de los minimos cuadrados implementado por el programa PAST
(PAleontological STatistics) version 1.94b (nttp://palaeo-

electronica.org/2001 1/past/issuel 01.htm).

El desempefio analitico del ensayo se determind midiendo cuatro pardmetros: la
eficiencia, el coeficiente de determinacidn, el rango dinamico y el coeficiente de variacion

intra- e inter-ensayo.

La eficiencia se calcul6 usando la formula E = (10¢¥%) — 1 (Ginzinger, 2002; Pfaffl, 2001)
donde k es la pendiente de la curva estandar. Un valor de E=1 corresponde a una eficiencia
de amplificacion del 100%, lo que indica que la PCR es capaz de duplicar el ADN molde
de un ciclo a otro. El coeficiente de determinacion (R?) se calculd mediante la formula:

R2 — o> X Y
g2 X 0?2 Y
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oXY es la covarianza de Log copias de ADN/reaccion y Ct; oX es la desviacion tipica de

la variable de Log copias de ADN/reaccion; oY es la desviacion tipica del Ct.

Este coeficiente puede tomar valores de 0 a 1, siendo 1 cuando todos los valores estimados

caen sobre la recta de regresion.

En el rango dinamico de un ensayo se observa una relacion lineal entre el Logio del
numero de moléculas de ADN vy el Ct. Este rango esta delimitado por el limite de
cuantificacion LOQ inferior y el LOQ superior. Dentro de estos limites, la PCR se
comporta de forma lineal y permite cuantificar una muestra problema. EI LOQ superior

generalmente no se detecta ya que suele ser muy alto y no es (til en la préactica.

Para medir la reproducibilidad del ensayo se calcul6 la variabilidad intrinseca de los datos
a través de los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo de los valores de Ct. Los
coeficientes de variacion intra-ensayos indican la variabilidad de los Ct en tres reacciones
idénticas de un mismo experimento; los coeficientes de variacion inter-ensayos reflejan
la variabilidad de los Ct en tres experimentos independientes. Los coeficientes de

variacion se calcularon mediante la formula:
C.V. = (Sn-1/X) x 100, donde X es la media de los Ct y Sn-1 la desviacion estandar.
4.5. Diagndstico de muestras de campo por PCR en tiempo real

La metodologia de PCR en tiempo real estandarizada se aplicé en 83 muestras uruguayas,
de pollos que no presentaban la manifestacion clinica de la enfermedad, pero mostraban
exacerbacion de sintomas respiratorios, sugerentes de inmunodepresion. Los 6rganos
utilizados para los diagndsticos fueron timo, bursa y tonsilas cecales. En todos los casos
se utilizd como control interno un ensayo previamente disefiado en el laboratorio que

amplifica una region de la beta actina aviar (Tesis de Maestria Ana Marandino).
4.6. Obtencidn de la secuencia parcial y completa del gen vpl

La secuencia completa del gen vpl (1350 pb) de todas las muestras positivas para CAV
se obtuvo utilizando los cebadores CAV-Genoma Uru fw y CAV-Genoma Uru rev, los
cuales amplifican un fragmento de 2100 pb (Tabla 1). Para secuenciar todo el amplicon
se utilizaron cebadores adicionales disponibles en la literatura: VP1 A fw, VP1 A rev,
VP1 B fw, VP1 B revy CAV-Sec 4 fw (Tabla 1).
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Las concentraciones de los reactivos utilizadas en las reacciones de PCR y las condiciones
de ciclado se detallan en la tabla 3 Ay 2 (Protocolo 3), respectivamente. Las reacciones
se realizaron en un termociclador con gradiente de temperatura “CG1/96” (Corbett

Research).
4.7. Obtencidn de la secuencia del genoma completo codificante

El genoma codificante completo se obtuvo en dos amplicones parcialmente solapados
(Figura 11). Uno de ellos fue el mismo que se utilizé en la seccion 4.6 (2100 pb) y el otro
(722 pb) se obtuvo con los cebadores CAV-58 fw y CAV-VP1-100 rev (Tabla 1).

Las concentraciones de los reactivos utilizadas en las reacciones de PCR y las condiciones
de ciclado se detallan en la tabla 3 (A y B) y 2 (Protocolo 3 y 4), respectivamente. Las
reacciones se realizaron en un termociclador con gradiente de temperatura “CG1/96”
(CorbettResearch).

CAV 58 fw

VP3

Anemia Infeccioza Aviar

CAV (2,298 nts) tCA\' Genoma Uru rev

cap
4 CAV Genoma Uru fiv

_VP1

CAV VP1 100rev

Figura 11. Representacién gréafica de las regiones del genoma de CAV amplificados por PCR en
tiempo final para obtener los genomas completos codificantes. Con flechas pequefias se indica la
posicion de los cebadores.
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4.8. Visualizacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.
La electroforesis se realizd a 90 volts con buffer TAE 1x. Los geles fueron tefiidos con

bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y visualizados bajo luz UV.
4.9. Purificacion de los amplicones y secuenciacion

La purificacién de los amplicones a partir de los productos de PCR de la muestra vacunal
y de las muestras de campo se realizo con el kit DNA Clean & Concentrator (Zymo
Research), siguiendo las instrucciones del fabricante (anexo 1.d). Los amplicones
purificados se secuenciaron en ambas direcciones de forma automatica en Macrogen
(Corea).

4.10. Andlisis bioinformaticos
4.10.1. Disefio de cebadores y sondas

El disefio de cebadores se realizd sobre secuencias conservadas del genoma viral. Los
cebadores se analizaron con la herramienta Oligoanalizer de IDT (Integrated DNA

Technologies), empresa donde fueron adquiridos (http://www.idtdna.com).

4.10.2. Edicion y alineamiento de secuencias nucleotidicas

Las secuencias obtenidas se ensamblaron y editaron con el programa SeqMan del paquete
Lasergene 7.0 (DNASTAR). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo MUSCLE
del programa MEGA versién 7 e incluyeron secuencias de las diferentes variantes de
CAV que se encuentran disponibles en la base de datos del GeneBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.10.3. Determinacion de secuencias recombinantes

Para determinar la presencia de recombinantes en el conjunto de secuencias obtenidas en
este trabajo se utilizo los paquetes informaticos SplitsTree4 y RDP4 (Recombination
Detection Program) (Huson & Bryant, 2006 ; Martin et al., 2010).

El programa SplitsTree4 compara los alineamientos de secuencias mediante la
construccion de redes filogenéticas. La diferencia de las redes filogenéticas con los

tradicionales arboles filogenéticos es que estos Gltimos asumen Unicamente evolucion
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vertical de los linajes, ya que se considera que los linajes actuales solo reciben
informacion de linajes parentales ancestrales. Por el contrario, las redes filogenéticas
permiten visualizar eventos evolutivos, como el intercambio horizontal de genes o la
recombinacion, que implican la transferencia de informacion a partir de linajes
contemporaneos. Estos eventos se representan como lineas transversales en las ramas de
los arboles filogenéticos. Para darle soporte estadistico a los resultados se calcul6 la
probabilidad (en forma de p-value) de existencia de secuencias recombinantes en el
conjunto de datos analizado (Phi test). Para obtener mas informacion sobre el
recombinante, por ejemplo para identificar el punto de recombinacion, se utilizo el
programa RDP4. Este programa integra siete algoritmos (RDP, Bootscann, MaxChi,
Chimaera, GeneConv, Sis-scan y 3seq) que detectan las secuencias recombinantes, las
hipotéticas secuencias parentales y los sitios de recombinacion. Los algoritmos se basan
en dos tipos de metodologias: i- métodos filogenéticos (RDP y Bootscan) que comparan
arboles filogenéticos construidos a partir de distintas partes de la secuencia, detectando
los eventos de recombinacion por diferencias en las topologias de estos arboles, v ii-
métodos de sustitucion nucleotidica (MaxChi, Chimaera, GeneConv, Sis-scan y 3seq) que
determinan en las secuencias nucleotidicas un agrupamiento de sustituciones que se ajuste

a una distribucion estadistica esperada.

Para el analisis se utilizé un tamafio de ventana de 200 pb y una significancia estadistica
de p<0,05. Los datos de las secuencias utilizadas tanto en el SplitsTree como en el RDP4

se encuentran en el anexo 2.a, 2.b y 2.c.
4.10.4. Analisis filogenéticos

Se realizaron analisis filogenéticos basados en la secuencia completa (1350 pb) y parcial
(726 pb) del gen vpl, y en la secuencia de genomas completos codificantes (1823 pb)
(anexo 3.a, 3.b y 3.c). En estos analisis se compararon todas las de cepas de campo y
vacunales disponibles en la base de datos y ademas las secuencias uruguayas obtenidas
en este estudio. Se determind el modelo de sustitucion en cada alineamiento con
jModelTest (Posada, 2008). Estos datos se emplearon para inferir arboles filogenéticos
con el método de maxima verosimilitud implementado en el servidor

http://www.phylogeny.fr/. Para obtener el nivel de significancia de las ramas de los
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arboles filogenéticos se aplico el método de aLRT (approximate likelihood ratio test).

Las filogenias se visualizaron con TreeGraph2 (Stover & Mauller, 2010).
4.10.5. Analisis de similitud nucleotidica y aminoacidica

Los célculos de similitud nucleotidica y aminoacidica se realizaron con el programa

MEGA 7.0, utilizando el modelo de sustitucion p-distance.
4.10.6. Analisis de coalescencia

Para realizar el andlisis de coalescencia se utilizaron secuencias datadas y obtenidas en
distintos puntos en el tiempo (datos heterocronicos) (anexo 4.a, 4.b, 4.c, 4.d, 4.e y 4.1).
Se emplearon todas las secuencias uruguayas obtenidas en este trabajo y las disponibles
en el NCBI.

Se estimé la edad del ancestro comin mas reciente (tMRCA) de todas las secuencias de
vpl completas (1350 pb) y parciales (726 pb). Ademas se estimaron la tasa de sustitucion

(sustituciones/sitio/afio) y el tMRCA de los clados Il y I11.

Para el Clado Il se realizaron analisis de coalescencia con cuatro dataset diferentes. El
primer dataset (n=154) estaba formado por todas las secuencias completas de vpl,
datadas entre los afios 1976 y 2016 (anexo 4.a). El segundo (n=281) incluyd todas las
secuencias parciales de vpl (726 pb), datadas entre los afios 1976 y 2016. Esto se realiz
con el fin de contar con un mayor nimero de secuencias y mayor cantidad de afios
representados (anexo 4.d). El tercer dataset (n=35) se realiz6 con secuencias completas
de vpl que pertenecian Unicamente el Clado Il datadas entre los afios 1977 y 2016 (anexo
4.b). Por dltimo, el cuarto dataset incluyé las secuencias parciales de vpl del Clado Il

(n=93) datadas también entre los afios 1977 y 2016 (anexo 4.e).

Para el Clado Il se realizaron los mismos anélisis que para el Clado I, siendo los dos
primeros los descriptos anteriormente. El tercer dataset incluyd todas las secuencias
completas de vpl que forman el Clado Il (n=117) datadas entre los afios 1976 y 2015
(anexo 4.c). El cuarto incluyo6 las secuencias parciales de vpl que forman el Clado 111
(n=186) datadas entre los afios 1976 y 2015 (anexo 4.f).

Las estimaciones de estos parametros evolutivos fueron calculadas con el paquete
BEAUTI/BEAST (Drummond et al., 2012). Previamente se utiliz6 el programa BEAULti
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para, a partir de un alineamiento de secuencias en formato NEXUS, generar un archivo

en formato XML que sirve de input al BEAST.

El paquete BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees) (Drummond et
al., 2012) analiza secuencias de ADN utilizado aproximaciones bayesianas a través de
cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). Para calcular el tMRCA el programa BEAST
genera un grupo de arboles filogenéticos a partir de un alineamiento de secuencias de
edad conocida, y para cada uno de ellos estima la edad de la raiz. Para nuestros datos se
analizaron un total de 10.000 arboles, ya que el largo de la cadena de Markov utilizado
fue de 100.000.000 pasos y se tomaron muestras cada 10.000. Para asegurarse que la
MCMC habia llegado a la convergencia se corrobord que todos los parametros tuvieran

valores de ESS (Effective Sample Size) mayores a 200.

La estadistica bayesiana se caracteriza por incorporar incertidumbre a cada parametro
calculado. La incertidumbre de los dos pardmetros, tMRCA vy la tasa de sustitucion, en
nuestro conjunto de datos se calculé6 mediante los valores del intervalo de confianza del
95% (HPD 95%).

Con el programa TRACER (Drummond et al., 2012) se analizaron de forma grafica los

archivos generados por el BEAST.
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5. Resultados

5.1. Estandarizacion del ensayo de PCR en tiempo real

El ensayo de diagndstico de CAV basado en PCR en tiempo real se estandarizé utilizando
la cepa vacunal Nobilis P4. Ademas se utilizaron para probar el ensayo la muestra positiva
M43 y la muestra negativa 221403. Las condiciones estandarizadas para la reaccién se
muestran en la tabla 4. Las curvas de amplificacion presentaron buenos niveles de
fluorescencia en las muestras positivas y controles, los blancos fueron negativos (Figura
12)

Tabla 4. Concentracion final (Cf) de los reactivos de PCR en tiempo real.

Reactivos Cf

Hot Master Mix (Bioron) 1X
CAV-F630 0.3 uM
CAV-R756 0.3 uM
CAV-VP2-VP3 0.1 uM

07 £ 0.7}
/ \
£ 08 / £ £ 06 ‘ y
Control + / / | i
051 /. 051 Control
/ M43 ‘
041 / 0.44‘
a3 / 0.3“
02 / 021
/ |
. 014
®' 0.0 Z 0.05
o ~ Blanco s Blanco 221403
: ol
0 2 4 6 &8 10 12 14 18 18 20 2 24 26 2 I R ¥ ¥ B 4 « 0 2 4 6 & 10 12 14 168 18 20 2 2 26 2 N R ¥ ¥ B & @«
Cycle Cycle

Figura 12. Ensayo de diagndstico de CAV por PCR en tiempo real de una muestra positiva (M43) y una
muestra negativa (221403). Para cada ensayo se muestran las curvas de amplificacion de deteccion del
genoma de CAV. (A) En el ensayo de diagndstico de la muestra positiva hay un incremento de
fluorescencia en la muestra'y en el control positivo (cepa vacunal) de la reaccion de deteccion del genoma
de CAV. (B) En el ensayo de diagnostico de la muestra negativa no se observa incremento de la
fluorescencia como se observa en el control positivo. (A y B) No se detecta incremento de fluorescencia

correspondiente a los blancos de PCR.
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El anélisis de especificidad realizado con el BLAST indicé que los cebadores y la sonda
solo hibridan correctamente con las regiones gendmicas de CAV en base a las cuales
fueron disefiados. Las muestras de campo negativas para CAV vy las muestras
correspondientes a otros virus (IBV, IBDV, NDV y Reovirus) no generaron
amplificaciones positivas. La sensibilidad clinica del método se analiz6 empleando un
total de 15 muestras positivas para CAV. Todas las muestras fueron correctamente
diagnosticadas como positivas con el método de diagnostico, alcanzando asi una
sensibilidad clinica del 100%.

5.2. Ensayo de cuantificacion absoluta
5.2.1. Obtencién del ADN estandar

Se amplificé un fragmento de 2270 pb que abarca la secuencia del amplicon empleado en
los ensayos de diagnostico de CAV. El amplicon purificado tuvo una concentracion de

58 ng/ul correspondiente a 2,3 x 10'° copias de ADN/pL.
5.2.2. Curva Estandar

La curva estandar mostré un rango dinamico lineal de 1x10? - 1x108 copias de ADN por

reaccion (Figura 13).

Los valores de eficiencia (E: 96,1%) y coeficiente de determinacién (R?: 0,9987) de la
curva estandar fueron muy satisfactorios (Figura 13); los valores aceptables de estas
variables son E entre 90-110% y de R? mayor a 0,98. Los valores minimos de los CVs

intra- e inter-ensayo indicaron que la reproducibilidad del ensayo es alta (Tabla 5).
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Figura 13. Curva estandar del ensayo de diagnéstico de CAV por PCR en tiempo real. Cada punto

representa el Ct de nueve medidas (tres ensayos independientes con tres replicas cada uno) para su

correspondiente valor de Log (copias de ADN/reaccién). Se indican los valores de la eficiencia de la

reaccion (E) y el coeficiente de determinacion (R?) de la curva de regresion lineal.

Tabla 5. Variabilidad intra- e inter-ensayo

Variaciones intra-ensayo Variaciones inter-ensayo
Copias de ) _

ADN/reaccion Media de Ct CcVv Media de Ct CcVv
1x102 32.47 - 32.55 1.21-1.50 32.51 1.22
1x10° 29.31 - 29.39 0.46-0.71 29.35 0.55
1x10* 25.94 - 26.04 0.96-1.20 25.99 0.99
1x10° 22.45 - 22.57 0.74-1.29 22.51 0.99
1x10° 19.01- 19.09 0.79-1.14 19.05 0.91
1x10’ 15.59 - 15.67 0.49-1.45 15.63 1.00
1x108 11.98 - 12.72 1.74-2.15 12.05 1.87

CV: coeficiente de variacion de los valores de Ct (%)

Ct: ciclo umbral.
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5.3. Aplicacién del ensayo de PCR en tiempo real en muestras de campo

La metodologia de PCR en tiempo real estandarizada detectd el genoma viral de CAV en
28 de las 83 muestras uruguayas provenientes de aves que no presentaban manifestacion
clinica de anemia, aunque tenian problemas respiratorios sugerentes de inmunodepresion

(Tabla 6). En todas las muestras analizadas se amplifico correctamente el control interno.

Tabla 6. Muestras positivas para CAV por PCR en tiempo real. Se detalla el nombre de la muestra, el

afio en que fue colectada, el 6rgano analizado y la edad del animal.

Muestra Ao de colecta Organo analizado Edad (dias)
M23 2005 Bursa ND
M34 2005 Bursa ND
M43 2007 Bursa ND

MO0509 2009 Bursa ND
MO0610A 2010 Bursa ND
M0610B 2010 Bursa ND
421102 2011 Bursa 38
421103 2011 Bursa 46
351201 2012 Bursa ND
221401 2014 Bursa 56
221402 2014 Bursa 27
M1403 2014 Timo 42
141404 2014 Bursa 47
171401 2014 Bursa 45
171403 2014 Bursa 42
361401 2014 Bursa ND
361402 2014 Bursa ND
31501 2015 Bursa ND
201502 2015 Tonsila 40
211501 2015 Tonsila 17 semanas
171502 2015 Bursa 42
361501 2015 Bursa ND
451502 2015 Tonsila ND
051601 2016 Bursa 18 semanas
071601 2016 Bursa 49
181601 2016 Bursa 41
471602 2016 Bursa 48
471604 2016 Bursa 48

ND: no disponible
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5.4. Caracterizacion genética de las cepas de CAV uruguayas utilizando el gen vpl
5.4.1. Amplificacion y secuenciacion

En todas las muestras uruguayas, diagnosticadas como positivas para CAV por PCR en
tiempo real (Tabla 6), se intentd amplificar el fragmento de 2100 pb que contiene el gen
completo vpl. En 25 de las 28 muestras uruguayas se obtuvo el amplicén esperado (Figura

14) el cual fue purificado y secuenciado bidireccionalmente.

Figura 14. Amplificacion del fragmento
de 2100 pb que contiene el gen completo
vpl. Carril 1: Blanco de PCR. Carril 2:
5000 Muestra 361402. Carril 3: Muestra
221403. Carril 4: Muestra 361501. Carril

200 5: Control Positivo (cepa vacunal Nobilis
0 P4). Carril 6: Marcador de peso molecular
400 Low Range, Thermo Fisher (se indican
100 los tamafios en pares de bases).

5.4.2. Determinacion de secuencias recombinantes
Previo a la realizacion de los analisis filogenéticos se implementd una busqueda de

secuencias recombinantes con los programas SplitsTree4 y RDPA4.

En este andlisis se incluyeron todas las secuencias completas del gen vpl (1350 pb)
disponibles en la base de datos del GenBank (206 secuencias) y las 25 secuencias

uruguayas obtenidas en este estudio (anexo 2.a).

En la red filogenética obtenida con el programa SplitsTree4 se definen claramente cuatro
agrupaciones o clados: clado | formado unicamente por cepas de origen australiano, clado
Il formado por cepas de campo que circulan en diferentes partes del mundo, clado Il
formado por cepas estadounidenses, europeas, africanas, asiaticas, uruguayas y por todas
las cepas vacunales que se han desarrollado hasta la fecha, y el clado IV formado
Unicamente por una cepa japonesa. Para mejor visualizacion de los clados se realiz6 una
red filogenética utilizando s6lo secuencias de referencias y las secuencias uruguayas
(Figura 15).
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Segun el resultado del Phi test se encontrd evidencia estadisticamente significativa de
recombinacion en el conjunto de datos analizado. La cepas chinas SD22 y SD24 y las
cepas taiwanesas 4 y 6 son posibles secuencias recombinantes y se encuentran unidas con
lineas transversales al clado 11 y al clado I11 (clados parentales hipotéticos). Estas cepas
habian sido previamente reportadas como recombinantes (He et al., 2007; Ou et al., 2018).
Ademas confirmamos que los puntos de recombinacién en todos los casos ocurrieron en
el gen vpl. En ninguna de las cepas uruguayas se encontro evidencia de recombinacion

mediante estos analisis.

Seis de los siete algoritmos integrados en el paquete RDP4 identificaron que las
secuencias nucleotidicas de vpl de las cepas chinas SD22 y SD24, y las cepas taiwanesas

4y 6 son recombinantes.
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Figura 15. Red filogenética basada en la secuencia nucleotidica completa del gen vpl de secuencias de
referencias de CAV. Se definen cuatro clados: clado I (en verde), clado Il (en anaranjado), clado 111 (en

azul) y clado 1V (en rojo). En violeta se sefiala las cepas recombinantes.

32



Se realiz6 también este analisis con todas las secuencias parciales del gen vpl (726 pb)
disponibles en la base de datos del GenBank (313 secuencias) y las 25 secuencias
uruguayas obtenidas en este trabajo (anexo 2.b). En la red filogenética no se visualizaron
eventos de recombinacion y ninguno de los siete algoritmos integrados en el paquete

RDP4 identificd secuencias recombinantes en estas cepas.
5.4.3. Analisis filogenéticos
5.4.3.1. Secuencia completa del gen vpl

Se realizaron dos analisis por maxima verosimilitud basados en la secuencia nucleotidica
completa del gen vpl. En el anélisis realizado con las 202 secuencias del GenBank y las
25 uruguayas (anexo 3.a) se aprecian cuatro clados (Figura 16); el clado I, integrado
Unicamente por cepas de origen australiano; el clado 11, constituido por cepas de campo
que circulan en diferentes partes del mundo; el clado 11l formado por cepas asiaticas,
europeas, africanas, estadounidenses, uruguayas y todas las vacunales desarrolladas hasta

la fecha y el clado IV formado Unicamente por una cepa de origen japonés.

Clado IV
0,99

0,88

0.9

Clado |

Figura 16. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud basada en todas las secuencias
nucleotidicas completas de vpl (1350 pb) disponibles en la base de datos del GenBank junto con todas
las secuencias uruguayas obtenidas en este trabajo. El modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajustd

a este conjunto de datos fue el HKY+I+G. Se muestran los apoyos estadisticos de los principales nodos.
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El andlisis realizado con cepas representantes de los diferentes clados de CAV muestra la

formacion de los mismos clados (Figura 17). La cepa vacunal Nobilis P4 secuenciada en

este trabajo se agrupa en el clado I, mientras que las cepas de campo uruguayas

obtenidas en este estudio se agrupan en los clados Il y I1I.
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Figura 17. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud basada en secuencias nucleotidicas

completas del gen vpl de cepas representantes de los diferentes clados de CAV y las secuencias

uruguayas. EI modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajusté a este conjunto de datos fue el

HKY+I+G. Las secuencias obtenidas en esta tesis se indican en negrita. Se muestran los apoyos

estadisticos de los principales nodos.
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Las cepas uruguayas que se encuentran dentro del clado Il se agrupan en cuatro
subgrupos, presentando mayor identidad con cepas argentinas, africanas y asiaticas.
Unicamente dos cepas uruguayas pertenecen al clado 111 (361501 y 361402). La cepa
uruguaya 361501 presenta mayor identidad con cepas polacas, mientras que la cepa
361402 presenta mayor identidad con una cepa estadounidense y la cepa vacunal Del-

Ros.
5.4.3.2. Secuencia parcial del gen vpl

Se realizaron dos analisis filogenéticos por maxima verosimilitud utlizando la secuencia
parcial del gen vpl (726 pb), que contiene la region hipervariable de este gen. Esto se
realizo con la finalidad de incorporar un mayor nimero de secuencias disponibles en la
base de datos, en particular las secuencias sudamericanas (brasileras y argentinas). El
primer analisis fue realizado con todas las secuencias disponibles en la base de datos del
GenBank (309 secuencias) y las 25 secuencias uruguayas obtenidas en este trabajo (anexo
3.b) (Figura 18), mientras que el segundo analisis se realizé con cepas representantes de
los diferentes clados de CAV (Figura 19). En ambos analisis se observa la formacion de

los cuatro clados descritos en base a la secuencia completa del gen vpl.

Clado IV

0,66

0,79
0,66

Figura 18. Reconstruccion filogenética por méxima verosimilitud basada en todas las secuencias
nucleotidicas parciales de vpl (726 pb) disponibles en la base de datos del GenBank junto con todas las
secuencias uruguayas obtenidas en este trabajo. El modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajusto a

este conjunto de datos fue el HKY+I+G. Se muestran los apoyos estadisticos de los principales nodos.
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Figura 19. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud basada en secuencias nucleotidicas
parciales de vpl (726 pb) de cepas representantes de los diferentes clados de CAV vy las secuencias
uruguayas. ElI modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajustd a este conjunto de datos fue el
HKY+I+G. Las secuencias obtenidas en esta tesis se indican en negrita. Se muestran los apoyos

estadisticos de los principales nodos.

36



Aqui también se observa que la cepa vacunal secuenciada en este trabajo agrupa en el
clado 111, mientras que las cepas de campo uruguayas agrupan en los clados 11 y Ill. Las
cepas uruguayas del clado Il agrupan en cinco subgrupos, presentando mayor identidad

con cepas argentinas, brasileras, africanas y asiaticas.

En el clado I11 se incluyen, ademas de las cepas descritas anteriormente, cepas brasileras.
La cepa uruguaya 361501 (clado I11) presenta mayor identidad con cepas coreanas (que
no tienen disponibles secuencias completas de vpl) mientras que la cepa 361402 (clado
[11) tiene mayor identidad con una cepa estadounidense y la cepa vacunal Del-Ros (al

igual que sucede con el analisis basado en vpl completo).
5.4.4. Variabilidad nucleotidica y aminoacidica en VP1

5.4.4.1. Similitud nucleotidica y aminoacidica entre las cepas uruguayas y la cepa

vacunal Nobilis P4

El andlisis nucleotidico y aminoacidico de VP1 incluy6 todas las cepas uruguayas
obtenidas en este estudio y la cepa vacunal autorizada en nuestro pais Nobilis P4. La
similitud nucleotidica y aminoacidica intra-clado es mayor a 97%.

Las cepa uruguaya 361402 del clado 111 es la que presenta mayor identidad nucleotidica

con respecto a la cepa vacunal (Tabla 7).

Tabla 7. Similitud nucleotidica y aminoacidica de VP1 entre las cepas uruguayas y la cepa vacunal
Nobilis P4

Similitud nucleotidica (%0) Similitud aminoacidica (%)
clado 1 2 1 2
1-Cepas uruguayas IlI 97.04 97.77
2-Cepas uruguayas Il | 94.67-96.07 97.63-100 97.55-99.78 98.89-100
3- Nobilis P4 97.48-98.00 | 94.59-96.00 |97.77-98.22 97.55-98.00

Las diferencias aminoacidicas entre las cepas de campo uruguayas y las cepas vacunales
Nobilis P4 y Del-Ros (muy utilizada en algunos paises de la region) se observan en la
Figura 20. La cepa 361402 es la cepa uruguaya que posee mayor identidad aminoacidica
con la cepa vacunal Nobilis P4 y presenta s6lo un cambio aminoacidico en la posicion 22

con respecto a la cepa vacunal Del-Ros.
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Figura 20. Andlisis comparativo de la secuencia aminoacidica completa de VP1 de las cepas de campo

uruguayas y las cepas vacunales Nobilis P4 y Del-Ros.

5.4.4.2. Similitud nucleotidica y aminoacidica intra-e inter- clado

El analisis nucleotidico y aminoacidico del clado I incluyo las 2 secuencias disponibles
en GenBank. Para el clado Il se analizaron 55 secuencias (23 secuencias uruguayas y 32
de otros paises), en el clado Il se analizaron 169 secuencias (2 secuencias uruguayas y
167 de otros paises), y en el clado IV se considero la Gnica secuencia que lo conforma

(anexo 3.a).

La similitud nucleotidica y aminoacidica varia dentro de los clados, siendo el clado 111 el
mas variable. Los niveles de identidad inter-clado son similares para todas las

comparaciones (Tabla 8)
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Tabla 8. Similitud nucleotidica y aminoacidica de VP1 a nivel intra- e inter-clado

Similitud nucleotidica %o

Similitud aminoacidica %o

clado | I i W | I i W
I (2)* 99.8 99.33

I (55)* | 93.78-95.11 | 96.8-100 96.66-98.66 | 97.1-100

11(169)* | 93.7-95.33 | 93.33-96.89 | 94.37-100 95.76-100 | 94.2-99.78 | 93.53-100
IV(1)* | 94.67-95.04 | 94.74-96.22 | 95.92-97.8 | - | 97.55-98.22 | 95.32-96.88 | 95.09-98.66 | -

*entre paréntesis se especifica el nimero de secuencias que conforman el clado.

Las secuencias de vpl uruguayas presentaron 18 sustituciones nucleotidicas que no se

habian observado en cepas de otras partes del mundo (Figura 21).
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Figura 21. Sustituciones nucleotidicas de vp1l especificas de las cepas uruguayas. Con un circulo en rojo

se sefiala la Unica sustitucion nucleotidica que provocé un cambio aminoacidico no observado en cepas

de otras partes del mundo.
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La cepa uruguaya 071601 fue la unica que presentd un cambio aminoacidico no
observado en cepas de otras partes del mundo. Este cambio fue en la posicion
aminoacidica 242 de VP1 (Tyr—Asn), que corresponde a la sustitucion nucleotidica no

sindnima de la posicién 724 de vpl (sefialada en rojo en la Figura 21).

5.5. Caracterizacién genomica de las cepas de CAV uruguayas basadas en la

secuencia de genomas completos codificantes
5.5.1. Amplificacion y secuenciacion

Se seleccionaron 10 muestras uruguayas para obtener el genoma completo codificante.

La eleccion se hizo en base al clado al cual pertenecian y al afio de colecta (Tabla 9).

Tabla 9. Muestras uruguayas para las que se obtuvo el genoma completo codificante.

Muestra | Afio de colecta clado
M34 2005 I
M43 2007 I

M0610B 2010 Il

421102 2011 I

351201 2012 I

141404 2014 I
M1403 2014 I

361402 2014 1]

361501 2015 1l

471602 2016 I

En las 10 muestras uruguayas el genoma se amplificé en dos fragmentos, el fragmento de
2100 pb que incluye vpl (Figura 14) y el fragmento de 722 pb que abarca las secuencias
de los genes vp2 y vp3 (Figura 22).
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Figura 22. Amplificacion del fragmento
de 722 pb que contiene los genes vp2 y
1500 vp3. Carril 1: Blanco de PCR. Carril 2:
850 Muestra 221403. Carril 3: Muestra
361402. Carril 4: Control Positivo (cepa
400 vacunal Nobilis P4). Carril 5:-. Carril 6:
200 Marcador de peso molecular Low
Range, Thermo Fisher (se indican los

50 tamarfios en pares de bases).

5.5.2. Determinacioén de secuencias recombinantes

Previo a la realizacién de los analisis filogenéticos se implementd una busqueda de
secuencias recombinantes con los programas SplitsTree4 y RDP4. En este anélisis se
incluyeron todas las secuencias completas codificantes del genoma de CAV disponibles
en la base de datos del GenBank (136 secuencias) y las 10 secuencias uruguayas obtenidas

en este estudio (anexo 2.c).

Los resultados obtenidos en este analisis fueron los mismos que los presentados en la
seccidn 5.4.2 para el gen vpl. Seis de los siete algoritmos integrados en el paquete RDP4
identificaron que los genomas de las cepas chinas SD22 y SD24 vy las cepas taiwanesas 4
y 6 son recombinantes (He et al., 2007; Ou et al., 2018).

5.5.3. Andlisis filogenéticos

Se realizaron dos analisis filogenéticos por maxima verosimilitud basados en la secuencia
de genomas completos codificantes. En el andlisis filogenético realizado con todas las
secuencias disponibles del GenBank (132 secuencias) y las 10 secuencias uruguayas
(anexo 3.c) se obtienen, al igual que con vpl, cuatro clados (Figura 23). El clado | esta
integrado Unicamente por cepas de origen australiano. El clado Il incluye cepas asiaticas,
sudamericanas y australiana. El clado Il esta constituido por cepas asiaticas,
estadounidenses, uruguayas y todas las vacunales desarrolladas hasta la fecha. El clado

IV formado unicamente por la cepa de origen japonés.
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Figura 23. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud basada en todas las secuencias de
genomas completos codificantes de CAV disponibles del GenBank junto con todas las secuencias
uruguayas obtenidas en este trabajo. EI modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajusto a este

conjunto de datos fue el GTR+I+G. Se muestran los apoyos estadisticos de los principales nodos.

En el anélisis filogenético realizado con cepas representantes de los diferentes clados de
CAV se observa la formacion de los cuatro clados descritos previamente (Figura 24). La
cepa vacunal secuenciada en este trabajo se agrupa en el clado 111, mientras que las cepas

de campo uruguayas obtenidas en este estudio se agrupan en los clados Il y I11.
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Figura 24. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud basada en secuencias de genomas
completos codificantes de cepas representantes de los diferentes clados de CAV y las secuencias
uruguayas. EI modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajusto a los datos fue el GTR+I+G. Las

secuencias obtenidas en esta tesis se indican en negrita.
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Las cepas uruguayas que se encuentran dentro del clado Il presentan mayor identidad con
cepas argentinas, brasileras y asiaticas. La cepa uruguaya 361501 (clado Ill) presenta
mayor identidad con cepas chinas, mientras que la cepa 361402 (clado I11) comparte gran

identidad con una cepa estadounidense y la cepa vacunal Del-Ros.
5.5.4. Variabilidad nucleotidica y aminoacidica en VP2 y VP3

5.5.4.1. Similitud nucleotidica y aminoacidica entre las cepas uruguayas y la cepa

vacunal Nobilis P4

El analisis nucleotidico y aminoacidico de VP2 y VP3 incluyé las 10 cepas uruguayas
para las que se obtuvo la secuencia de genoma completo codificante y la cepa vacunal
Nobilis P4.

Para el gen vp2, la identidad nucleotidica intra-clado es mayor a 98% y la identidad
aminoacidica mayor a 99%. Con respecto a la cepa vacunal Nobilis P4, la cepa uruguaya
361402 del clado Il es la que presenta mayor identidad de secuencia nucleotidica y

aminoacidica (Tabla 10).

Para el gen vp3, la identidad nucleotidica intra-clado es mayor a 99% vy la identidad
aminoacidica mayor a 97%. Con respecto a la cepa vacunal Nobilis P4, las cepas
uruguayas de ambos clados presentan similar identidad de secuencia nucleotidica y

aminoacidica (Tabla 11)

Tabla 10. Similitud nucleotidica y aminoacidica de VP2 entre las cepas uruguayas y la cepa vacunal
Nobilis P4

Similitud nucleotidica (%0) Similitud aminoacidica (%)
clado 1 2 1 2
1-Cepas uruguayas IlI 99.39 100
2-Cepas uruguayas 11 98.92-99.69 98.77-100 99.07-100 99.07-100
3-Nobilis P4 99.54 99.08-99.85 99.54 98.61-99.54
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Tabla 11. Similitud nucleotidica y aminoacidica de VP3 entre las cepas uruguayas y la cepa vacunal

Nobilis P4
Similitud nucleotidica (%0) Similitud aminoacidica (%)
clado 1 2 1 2
1-Cepas uruguayas IlI 99.18 97.52
2-Cepas uruguayas 11 98.91-99.73 99.18-100 96.69-99.17 98.35-100
3-Nobilis P4 99.45-99.73 99.45-100 98.35-99.17 98.35-100

Las diferencias aminoacidicas en VP2 y VP3 entre las cepas de campo uruguayas Y las

cepas vacunales Nobilis P4 y Del-Ros (muy utilizada en algunos paises de la region) se

observa en las tablas 12 y 13 respectivamente.

Tabla 12. Analisis comparativo de la secuencia aminoacidica de VP2 de las cepas de campo uruguayas y

las cepas vacunales Nobilis P4 y Del-Ros.

Posicion aminoacidica

Cepa clado| 5 169 | 177 | 180
351201/M14-03/471602 ] G D A S
M34/M43/M06-10B/421102/141404 | G D G T
VP2 361402/361501 1l G D G T
Nobilis P4 1] G G G T
Del-Ros i D D G T

Tabla 13. Andlisis comparativo de la secuencia aminoacidica de VP3 de las cepas de campo uruguayas y

las cepas vacunales Nobilis P4 y Del-Ros.

Posicion aminoacidica
Cepa clado| 21 31 54 64 73
421102 I N R A S \/
M34/M43/M06-10B/M14-03/141404/471602 I S R A N Vv
VP3 361402 1"l S R A N A
361501 Il S K \ N \/
Nobilis P4/ Del-Ros 1] S R A N V
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5.5.4.2. Similitud nucleotidica y aminoacidica intra-e inter-clado.

El analisis nucleotidico y aminoacidico del clado I incluyo las 2 secuencias disponibles
del GenBank. Para el clado Il se analizaron 29 secuencias (8 secuencias uruguayas y 21
secuencias disponibles en la base de datos), para el clado I11 se analizaron 110 secuencias
(2 secuencias uruguayas y 108 secuencias disponibles en la base de datos) y el clado IV

incluyd la Gnica secuencia que lo conforma (anexo 3.c).

Para VP2 los clados I, Il y Il presentan similitudes nucleotidicas equivalentes a nivel
intra-clado. No ocurre lo mismo con las similitudes aminoacidicas, siendo el clado |
(representado unicamente por dos secuencias) el que presenta la mayor identidad vy el
clado Il el que presenta la menor. Se observan niveles de identidad nucleotidica inter-
clado muy similares para todas las comparaciones. La mayor identidad aminoacidica

inter-clado se observa entre los clados I-1V y la menor entre los clados 1I-111 (Tabla 14)

Para VVP3 los clados I, Il y 111 difieren en la similitud nucleotidica y aminoacidica a nivel
intra-clado, siendo las dos cepas del clado | las que presentan la mayor identidad, y las
del clado Il la menor. Se observan niveles de identidad nucleotidica inter-clado muy
similares para todas las comparaciones. La mayor identidad aminoacidica inter-clado se

observa entre los clados I1-1V y la menor entre los clados I-11 y I-111 (Tabla 15)

Tabla 14. Similitud nucleotidica y aminoacidica de VP2 a nivel intra- e inter-clado

Similitud nucleotidica % Similitud aminoacidica %
clado I I i v I I i v
I (2)* 99.69 99.07
I1(29)* | 98.31-99.23 | 98.31-100 97.69-99.54 | 97.22-100
I11(110)* | 98.16-99.23 | 97.7-99.85 | 98.16-100 97.22-99.54 | 95.83-100 | 95.83-100
IV(1)* 98.46 08-99.39 | 98.31-99.54 | - 99.07 97.69-99.54 | 97.22-99.54 | -
*entre paréntesis se especifica el numero de secuencias que conforman el clado.
Tabla 15. Similitud nucleotidica y aminoacidica de VVP3 a nivel intra- e inter-clado
Similitud nucleotidica % Similitud aminoacidica %
clado | 1 i v I I I v
I (2)* 99.45 98.35
I1(29)* | 97.81-99.18 | 98.09-100 94.21-97.52 | 95.87-100
I11(110)* | 97.54-98.91 | 97.81-100 | 97.81-100 94.21-97.52 | 95.04-100 | 95.04-100
IV(1)* 98.36 98.63-99.73 | 98.63-99.73 | - 95.87 97.52-99.17 | 96.69-99.17 | -

*entre paréntesis se especifica el numero de secuencias que conforman el clado.
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La secuencia uruguaya 361402 fue la Unica que presentd una mutacién en los genes vp2
y vp3 (genes solapados y con corrimiento del marco de lectura) que no se habia observado
en cepas de otras partes del mundo (Figura 25). Para el gen vp2 es una mutacion sinénima
(posicidn 324) ya que no provoca cambio de aminoacido, mientras que para el gen vp3 es

una mutacion no sinénima (posicion 218 Val—Ala).
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Figura 25. A) Posicidén nucleotidica en vp2 de la mutacion observada solo en la muestra uruguaya 361402.
B) Posicion nucleotidica en vp3 de dicha mutacion.

47



5.6. Analisis de coalescencia

A traves de andlisis de coalescencias se estimo la edad del ancestro comun mas reciente
(tMRCA) de todas las secuencias de vpl completas (1350 pb) y parciales (726 pb)
disponibles en el NCBI y las secuencias uruguayas obtenidas en este trabajo. Ademas se
estimaron la tasa de sustitucion (sustituciones/sitio/afio) y el tMRCA de los clados Il y
Il.

En todos los andlisis de coalescencia el reloj molecular que mejor se ajustd a los datos
analizados fue el relajado. Este modelo permite que los diferentes linajes evolucionen a

distinta velocidad.

El tMRCA calculado para todas las secuencias completas de vpl disponibles (154 sec) es
de 116 afios (Figura 26), lo que indica que el ancestro se habria alrededor de 1900 (HPD
1853-1938). En base a las secuencias de vpl parcial (281 sec) el tMRCA es de 93 afos
(Figura 27), lo que indica que el ancestro se habria originado alrededor de 1923 (HPD
1901 - 1953). La tasa de sustitucion global para el analisis con vpl completo es de
4,3x10%sustituciones/sitio/afio 'y para el de vpl parcial es de 6,3x10*

sustituciones/sitio/ano.

El tMRCA calculado para el clado Il con el primer dataset de secuencias (vpl completo)
es de 52 afios, lo que indica que el ancestro de este clado se habria originado en 1964
(HPD 1954-1973) (Tabla 16). Con el segundo dataset de secuencias (vpl parcial) el
tMRCA es de 55 afios y el origen en 1961 (HPD 1952-1974) (Tabla 16). Con el tercer
dataset de secuencias el tMRCA es de 44 afos y el origen en 1972 (HPD 1962-1977)
(Tabla 16). Con el cuarto dataset de secuencias el tMRCA es de 49 afios y el origen en
1967 (HPD 1947-1977) (Tabla 16).

El tMRCA calculado para el clado 111 con el primer dataset de secuencias (vpl completo)
es de 52 afos, lo que indica que el ancestro de este clado se habria originado en 1964
(HPD 1954-1971) (Tabla 16). Con el segundo dataset de secuencias (vpl parcial) el
tMRCA es de 56 afios y el origen en 1960 (HPD 1954-1973) (Tabla 16). Con el tercer
dataset de secuencias el tMRCA es de 47 afios y el origen en 1968 (HPD 1961 -1973)
(Tabla 16). Con el cuarto dataset de secuencias el tMRCA es de 49 afios y el origen en

1966 (HPD 1954-1973) (Tabla 16).
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Si consideramos las medias geométricas de los tMRCA para los clados 11 y 111, se observa

en la tabla 16 que ambos clados tienen similar origen en el tiempo.

Tabla 16. Edad del ancestro comin mas reciente (tMRCA) de los clados Il y 111 con su correspondiente
intervalo de confianza (HPD 95%) y tasa de sustitucidn (sustituciones/sitio/afio) de los clados Il y 11l con

su correspondiente intervalo de confianza.

Regién analizada | clado | tMRCA | HPD 9505 | Tasade HPD 95%
sustitucion

VP1 completo Il dataset 1 52 43-62
VP1 parcial Il dataset 2 55 42-64

VP1 completo Il dataset 3 44 39-54 45x10 4 2,6x10 4 -6,9 x10 4
VP1 parcial Il dataset 4 49 39-69 3,5x10 1,9 x10 “4-5,7x10 *

VP1 completo | Il dataset 1 52 45-62
VP1 parcial Il dataset 2 56 43-62

VP1 completo Il dataset 3 47 42-54 3,5x10 4 2,7x10 *-45x10*
V/P1 parcial Il dataset 4 49 42-61 5,3x10 3,9 x10 - 6,9x10 *

Clado IV

10047 ’/
52,4692
—< Clado 1Nl

100,0448

—116,0423

— Clado Il

Figura 26. Reconstruccion filogenética datada basada en la secuencia nucleotidica completa de vpl de
todas las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank para los cuatro clados y las cepas
uruguayas obtenidas en este trabajo. Se indica, en los nodos, la edad en afios del ancestro comin mas
reciente.
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Clado IV

04419

55,5767
Clado 11l

— 89,3582

— 92,8808 \
Clado |

35,0259 Clado Il

Figura 27. Reconstruccion filogenética datada basada en la secuencia nucleotidica parcial de vpl (726
pb) de todas las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank para los cuatro clados y las cepas
uruguayas obtenidas en este trabajo. Se indica, en los nodos, la edad en afios del ancestro comdn mas

reciente.
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6. Discusion

6.1. Ensayo de diagnostico y cuantificacion de CAV basado en PCR en tiempo real

El diagndstico clinico de CAV es dificultoso debido a que la enfermedad suele presentarse
en sus formas mas leves y pasa desapercibida. Por esta razén, es necesario desarrollar
métodos de diagnostico mas rapidos y sensibles, como los basados en PCR en tiempo
real, que complementen la clinica. Considerando la distribucion mundial del virus y su
variabilidad, estos métodos deben de ser lo suficientemente robustos para poder aplicarse

en cepas de diferentes procedencias.

Existen algunos métodos de diagnéstico de CAV basados en PCR en tiempo real (Tabla
17) que presentan una o varias desventajas importantes. Una de las mas recurrentes es el
disefio en base a regiones altamente variables, como es el caso del gen vpl. Esta region
gendmica es la mas estudiada porque permite clasificar las cepas y porque contiene los
epitopes neutralizantes. La alta variabilidad dificulta su utilidad como blanco para el
disefio de métodos de diagnoéstico, ya que hay una alta probabilidad de que existan cepas
de CAV que escapen a su deteccion (Davidson et al., 2013; Varela et al., 2014). Otros
métodos tienen el inconveniente de haber sido disefiados en base a cepas especificas
(Markowski-Grimsrud et al., 2002), o en base a pocas secuencias (Varela et al., 2014).
También existen métodos que utilizan sondas de hibridacion FRET (en el gen vpl) que
no detectan todas las cepas circulantes (van Santen et al., 2004). Algunos estudios han
empleado SYBR-Green como fluorocromo (Rimondi et al., 2014) aunque este suele ser

menos especifico que las sondas fluorescentes.

Sin considerar disefio de los métodos, un inconveniente muy frecuente es la ausencia de
una correcta validacion. La correcta validacion consiste en evaluar la especificidad,
sensibilidad clinica y desempefio analitico del ensayo y es fundamental para asegurar su

buen funcionamiento.
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Tabla 17. Resumen de los métodos de diagnéstico desarrollados hasta la fecha para CAV.

Estandares

Referencia Region Sistemade  Validacion encurvade  Rango E R? Variacion Variacion
blanco  Deteccién calibracion  dinamico intra-esy  inter-esy
Markowski-Grimsrud et al., 2002 ~ vpl ~ Sonda de Parcial Plasmido 101-107 107 % 0,998
Hidrdlisis
van Santen et al., 2004 vp2 Sonda de Parcial Plasmido 102-10° 107,9% 1.0
hibridacién
Davidson et al., 2013 vpl Sonda de Parcial Plasmido 102-10%  109,9 % 0,995
Hidrdlisis
Rimondi et al., 2014 vp2-vp3  SYBR Green No
Varela et al., 2014 vpl Sonda de Parcial Plasmido
Hidrdlisis
Olszewska-Tomczyk et al., 2016 vpl Sonda de No
Hidrdlisis

E: Eficiencia. R Coeficiente de determinacion. esy: ensayo.

En el presente trabajo se desarrollo y valido por primera vez en Uruguay, una metodologia
de diagndstico molecular de CAV basada en PCR en tiempo real. Para esto se disefié un
juego de cebadores (CAV-F 630 y CAV-R 756) y una sonda de hidrdlisis. El ensayo
amplifica y detecta una regién de 127 pb de la regién solapada de los genes vp2 y vp3 del
genoma viral. Se eligio esta region porque existen antecedentes que indican que las
regiones correspondientes a genes solapados son particularmente conservadas (Hughes et
al., 2001; Pavesi et al., 2006) lo que la convierte en un blanco ideal para ensayos de
diagnostico. El ensayo molecular desarrollado en el presente trabajo presenta ventajas
frente a otras técnicas de diagnoéstico alternativas ya que es rapido, especifico y sensible.
Estas caracteristicas son muy valoradas por los profesionales veterinarios porque les

permite aplicar medidas de control rapidamente.

A partir de esta metodologia se estandarizé un ensayo para la cuantificacion absoluta y
precisa de la carga viral de CAV en futuros estudios. La curva estandar obtenida tuvo una
eficiencia (E) de 96,1%, un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9987 y un limite de
cuantificacion (LOQ) inferior de 100 copias. Estos resultados estan dentro de los valores
considerados como muy satisfactorios, por lo tanto los datos y conclusiones que se pueden
obtener a partir de esta curva estandar son totalmente validos. Ademas los bajos valores
de los CVs intra e inter-ensayo avalan la reproducibilidad que tiene este ensayo (Tabla
6).

Es importante destacar que la aplicacion de esta metodologia en muestras de campo revel6
una alta prevalencia de este virus en las muestras analizadas (33%). Esto nos ha permitido

crear conciencia de la importancia de CAV en el ambito veterinario ya que las infecciones
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inmunosupresoras, como la producida por CAV, tienen efectos muy negativos en la
cadena productiva avicola. CAV pueden alterar la eficacia de la vacunacion y afectar la
gravedad de otras infecciones. Una infeccion por CAV puede disminuir la inmunidad
vacunal para otros patogenos aviares, ya que al eliminar los linfocitos T citotoxicos se
produce una disminucion de la inmunidad protectora (Schat et al., 2009). Se observa
también que pollos infectados con CAV, y posteriormente con virus de la Bronquitis
Infecciosa Aviar (IBV) presentaron sintomas y lesiones caracteristicas de bronquitis méas
severas que aquellas presentes en pollos infectados Unicamente con IBV (Toro et al.,
2006). Las infecciones primarias de cepas de CAV al causar deplecion de linfocitos,
estarian generando inmunosupresion y aumentando la susceptibilidad de los pollos al

virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar (IBV) y probablemente a otros virus aviares.
6.2. Origen y divergencia genética de CAV

Los resultados obtenidos en esta tesis, permitieron establecer que el ancestro comin mas
reciente de CAV se habria originado alrededor de 1900 (segun los analisis de vpl
completo) o 1923 (con secuencias parciales de vpl). Esta diferencia en los resultados
puede deberse a que en el segundo analisis el nimero de secuencias disponibles era mayor
y con mejor representacion de afios, obteniéndose asi un resultado méas preciso. CAV se
detecto inicialmente en Japon en 1979, en Europa en 1981 y en EEUU en 1989.
Posteriormente se demostro la presencia de anticuerpos especificos contra CAV en sueros
de pollos en EEUU en 1959 (Schat et al., 2009). Por lo tanto el primer reporte de CAV
fue 36 afios después de su supuesto origen. Dos factores pudieron favorecer a la deteccion
tardia de CAV; la manifestacion subclinica de la enfermedad y la existencia de pocas
herramientas metodoldgicas para la deteccién de nuevos virus en ese periodo. Resulta
interesante que el ancestro de las variantes actuales de CAV haya surgido durante el inicio
del desarrollo de la avicultura industrial, aunque previo a su auge. Es posible que la
variante ancestral tuviera alguna ventaja selectiva en ambientes de encierro, con mayor
densidad de aves y sometidos a ciclos de cria rapida; esto le habria permitido expandirse
y reemplazar variantes previas. La avicultura comercial comenz6 su desarrollo en la
década de 1920 con el descubrimiento de la vitamina D, lo cual permitié la sobrevivencia
de las aves en los meses de invierno y el confinamiento en lugares cerrados y techados.

El auge en la avicultura mundial se produjo recién en el periodo 1950-1970, ya que fue
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en esa etapa que ocurrieron grandes avances en la nutricién, la mejora genética de las
aves de corral, el aumento de la mecanizacion y el programa de erradicacion de
enfermedades (Gordon, 1996).

6.3. Mecanismos de variabilidad genética de CAV
6.3.1. Tasas de sustitucion nucleotidica

La tasa de sustitucion es un parametro critico para la comprension de la evolucion de los
virus, dado que las restricciones en la diversidad genética dentro de una poblacion viral
puede conducir a una menor adaptabilidad y patogenicidad (Denison et al., 2011). A pesar
de su importancia, este parametro no se habia establecido para CAV. En este trabajo se
obtuvieron las primeras tasas de sustitucion reportadas para este virus. Los valores
obtenidos son extremadamente altos y similares a las tasas de evolucion estimadas para
los demas Anellovirus, entre 2,79 x 10#y 8,63 x 10 sustituciones /sitio /afio (Cadar et
al., 2013), y para otros virus ADN simple hebra de mamiferos (Shackelton et al., 2005;
Pereira et al., 2006; Maya et al., 2013). Estos valores son llamativos porque CAV es
replicado por la maquinaria de ADN celular que suele funcionar con alta fidelidad. Sin
embargo, es posible que solo un subconjunto de esta maquinaria se use para replicar el
genoma de CAV. El molde simple hebra del genoma de CAV o los mecanismos utilizados
para su replicacion podrian también estar alterando la eficacia o la precision de las
polimerasas utilizadas. Ademas, los mecanismos de revision y reparacion pueden no ser
tan activos o eficientes en estos genomas o en una célula infectada. Alternativamente, la
falta de una doble hélice puede dejarlos vulnerables a procesos mutacionales como la
oxidacion, metilacion y desaminacion de bases nitrogenadas (Domingo et al., 1997;
Shackelton et al., 2005; Walsh & Xu, 2006)

Esta alta tasa de sustitucion de CAV explica la diversidad que este virus ha alcanzado
desde su emergencia, reflejada en la divergencia de sus genes y en la existencia de

diversos grupos (clados) que se observan en los arboles filogenéticos.

Al realizar el anélisis de divergencia genética de los genes vpl, vp2 y vp3 de todas las
secuencias disponibles en la base de datos y las uruguayas obtenidas en este trabajo,
encontramos que los valores maximos de diversidad nucleotidica fueron de 6,67% (vpl),

2,3% (vp2), y 2,46% (vp3). A nivel aminoacidico los valores fueron de 6,47% (VP1),
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4,17% (VP2) y 5,79% (VP3). Se observa claramente que la secuencia codificante de vpl
es mas diversa a nivel nucleotidico y aminoacidico que los otros dos genes de CAV,
corroborando resultados previos (Ducatez et al., 2006). Esto puede ser consecuencia de
las funciones de cada una de las proteinas y a la organizacion gendémica de CAV, ya que
los genes vp2 y vp3 estan solapados y presentan corrimiento en una posicion del marco
de lectura. Las secuencias solapadas tienen bajas tasas de evolucidn y son regiones mas
conservadas en la mayoria de los genomas virales ADN y ARN. En IBDV (virus de
Gumboro), los genes vp2 y vp5 estan solapados y presentan un corrimiento en el marco
de lectura, lo que genera que evolucionen bajo diferentes presiones selectivas. La proteina
estructural VP2 (capside viral) presenta seleccion negativa o purificadora mientras que la
proteina no estructural VP5 puede cambiar en forma mas libre. La proteina VP2 presenta
mayores restricciones funcionales o estructurales que VP5, que seria una proteina con un
rol regulador menos relevante y de mas reciente origen evolutivo (Hernandez et al., 2010).
Esto puede estar ocurriendo en CAV y podria explicar la menor diversidad aminoacidica

observada en VP2 con respecto a la proteina reguladora VVP3.
6.3.2. Recombinacién en CAV

La recombinacién cumple un papel importante en la evolucion de muchos virus y es
esencial para generar y mantener la diversidad genética de los mismos (Li et al., 2017).
Los procesos por los cuales ocurre la recombinacion dentro de los virus ADN simple
hebra todavia estdn poco caracterizados pero posiblemente involucren una cantidad de
mecanismos diferentes. Como la recombinacion homdloga requiere moléculas en doble
hebra, estos virus podrian recombinar como consecuencia de un desprendimiento
prematuro del complejo de replicacion. Este desprendimiento puede darse por choques
entre complejos de transcripcion y las enzimas de replicacion o por roturas
monocatenarias en el intermediario replicativo de doble hebra. Si la replicacion se reinicia
en una molécula distinta de aquella en la que se inicio, los genomas resultantes seran
recombinantes generados por un mecanismo conocido como copy-choice, tipico de los

virus con genoma de ARN (Martin et al., 2011).

Como sucede con la mayoria de los virus de ADN, la recombinacion en CAV se describe
en muy baja frecuencia (Li et al., 2017). Los eventos de recombinacion inter o intra-

clados en cepas de campo de CAV son poco frecuentes (He et al., 2007; Eltahir et al.,
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2011; Zhang et al., 2013; Li et al., 2017; Ou et al., 2018). En la mayoria de los trabajos
se observa que el punto de recombinacion (breakpoint) ocurre en las regiones codificantes
del genoma, sobre todo en el gen vpl. Nosotros analizamos todas las secuencias
disponibles de vpl y de genomas completos codificantes y confirmamos cuatro eventos
de recombinacion entre clados mayores (inter-clado) en las cepas chinas SD22 y SD24
(He et al., 2007), y las cepas taiwanesas 4 y 6 (Ou et al., 2018). En todos los casos el
punto de recombinacion ocurrié en el gen vpl. No detectamos ningun evento de
recombinacion entre cepas mas estrechamente relacionadas (intra-clado) a pesar de que
estos eventos han sido descritos previamente (Elthair et al., 2011). Esto puede deberse a
que los métodos utilizados para detectar recombinacion tienen un rendimiento deficiente
y no identifican puntos de corte cuando las secuencias parentales son cortas y presenten

alta similitud nucleotidica en sus genomas (Bay et al., 2011).
6.4. Divergencia filogenética de CAV

Las cepas circulantes de CAV originadas del ancestro comun presentan una marcada
diferenciacion filogenética en cuatro clados con buenos soportes estadisticos, al igual que
se describié en Eltahir et al. (2011) (Figura 16, 17, 18, 19, 23 y 24). La misma
clasificacion se obtiene utilizando genomas completos o el gen vpl (completo o parcial),
lo que sugiere que el analisis de este gen es suficiente para la correcta clasificacion
genética de las cepas. Esta clasificacion en cuatro clados se sustenta por las diferencias
nucleotidicas y aminoacidicas existentes entre las cepas analizadas. Sin embargo, la cepa
del clado IV quizéas deberia ser considerada una cepa atipica mas que un nuevo clado, al
menos hasta que se establezca si existen otras cepas con caracteristicas similares. En este
contexto, la cepa japonesa atipica podria ser incluida dentro del clado Il o0 no ser
considerada en los andlisis de clasificacion general. En algunos estudios de
caracterizacion genética de CAV, esta cepa se descarta en la clasificacion y se describen
unicamente tres clados o genotipos (Craig et al., 2009; Hailemariam et al., 2008; He et
al., 2007; Islam et al., 2002; Kim et al., 2010). Esto demuestra que no existe una
nomenclatura consensuada para la denominacion de los clados y es un tema que requerira
estudios muy profundos. Un problema comun de varias publicaciones es la utilizacion de
pocas secuencias en los estudios de clasificacion, lo que impide la comparacion de

resultados y la obtencidn de conclusiones generales. En esta tesis, y como aproximacion
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a esta problematica, empleamos todas las secuencias disponibles de genomas completos
y del gen vpl para poder evaluar la variabilidad de CAV a nivel mundial (Figura 16, 18

y 23).

La formacion de los clados Il y 111 no muestra un patron geogréafico claro, lo que puede
deberse a que la diseminacion del virus se produce con rapidez y facilidad de una regién
a otra por intermedio de portadores naturales o por el comercio de aves y sus productos.
(Carter et al., 2005). Para el caso de los clados formados por la cepa japonesa o las
australianas (IV y ) es dificil realizar asociaciones validas debido al bajo nimero de
secuencias que los conforman. Son necesarios mas relevamientos a nivel mundial que
permitiran establecer si estas variantes fueron capaces de expandirse o permanecen
restringidas a zonas geograficas delimitadas. Es probable que se confirme la
diferenciacién genética de las cepas australianas ya que ésta se observa en otros virus
aviares como IBV e IBDV, rasgo que se lo atribuye al aislamiento geografico de este

continente (Ignjatovic & Sapats, 2002; Ignjatovic et al., 2006).

Los clados Il y 11 tienen un origen similar de aproximadamente 50 afios, que coincide
con el periodo de auge de la avicultura comercial. El clado Il est4 formado por cepas de
campo que circulan en diferentes partes del mundo. Por otro parte, el clado 11l esta
formado por cepas vacunales introducidas en la década del 90, cepas de campo que se
originaron al menos 20 afios previo al desarrollo de las vacunas y cepas que se podrian
haber originado por “asilvestracion” de vacunas (vaccine-like) como ya fue reportado por
Ou et al. (2018).

6.5. Las cepas uruguayas en el contexto de la diferenciacién global de CAV

Las cepas uruguayas obtenidas en este trabajo se agrupan en los clados Il y I11. Ninguna
cepa presento evidencia de recombinacion entre ellas o con cepas de la region (argentinas
y brasileras). Esto puede deberse a que existen muy pocas secuencias disponibles del gen
vpl y de genomas completos codificantes para analizar y a la similitud entre las

secuencias que eviten la deteccion.

Las cepas del clado Il son mayoritarias y se trata claramente de cepas de campo como las
del resto del clado, mientras que las dos cepas del clado 111 podrian tener diferente origen.

El genoma de una de las cepas uruguayas del clado Il (361501) presenta mayor
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homologia con cepas de campo de este clado, mientras que el genoma de la otra cepa
(361402) mantiene una mayor homologia con la cepa vacunal Del-Ros. Por lo tanto, es
posible que esta Ultima cepa se haya originado como consecuencia de eventos de
reversion de la cepa vacunal Del-Ros. Este proceso de “asilvestracion” requiere que la
cepa vacunal adquiera la capacidad de circular nuevamente en la naturaleza y puede
ocurrir debido a una atenuacion deficiente o a procesos evolutivos que incluyen
mutaciones en sitios atenuados, mutaciones compensatorias en otras partes del genoma,
recombinacion, reordenamiento o cambios en la diversidad de cuasiespecies (Hanley et
al., 2011). Se han reportado casos de reversion en virus ARN (Jennings et al., 1994;
Nielsen et al., 2001; Lupini et al., 2011;) asi como también en virus ADN (Christensen et
al., 1992), resaltado los problemas de seguridad inherentes en el uso de vacunas vivas

atenuadas tradicionales (Nielsen et al., 2001).

Ademas de la similitud genética, la hipotesis de la asilvestracion de la cepa uruguaya
361402 del clado 11 se sustenta en algunas caracteristicas aminoacidicas. Se ha descrito
que los aminoacidos en las posiciones 139 y 144 de la proteina VP1 no son
independientes, una glutamina en la posicion 139 siempre esta asociada a una glutamina
en la posicion 144, mientras que una lisina en la posicion siempre 139 esta asociada a un
acido glutamico en la posicion 144 (Simionatto et al., 2006). Los aminoacidos en estas
posiciones tienen un papel vital en el crecimiento y propagacion del virus. La presencia
de glutamina en estas posiciones, esta asociada a una disminucion de la tasa de
propagacion del virus en cultivo celular MDCC-MSB-1 (Renshaw et al., 1996). La cepa
361402, homologa con la cepa vacunal Del-Ros, es la Unica que presenta una lisina y un
acido glutamico en las posiciones 139 y 144, mientras que el resto de las cepas uruguayas

presentan glutaminas.
6.6. Diferencia de cepas de campo uruguayas (clado I1) con vacunas comerciales

Las cepas uruguayas del clado Il son muy divergentes filogenéticamente de la cepa
vacunal utilizada actualmente a nivel nacional para prevenir la enfermedad, evidenciando
la necesidad de evaluar el nivel de proteccion de las vacunas actuales. La divergencia
entre las cepas de campo y la vacunal esta sustentada por cambios relevantes en la
secuencia nucleotidica y aminoacidica de VP1 (Tabla 7, Figura 20), VP2 (Tabla 10 y 12)

y VP3 (Tabla 11 y 13). De los 14 cambios observados en la proteina VVP1 entre las cepas
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uruguayas del clado Il y la cepa vacunal Nobilis P4, siete de ellos son cambios de
aminoacidos con diferentes propiedades quimicas. En las posiciones 92, 139 y 144
ocurren sustituciones de residuos polares sin carga por residuos polares con carga. En el
caso de las posiciones 97, 157 y 287 se observa la sustitucion de residuos apolares por
residuos polares sin carga. En la posicion 254 ocurre la sustitucion de un residuo polar
con carga negativa por un residuo polar sin carga. Estos cambios podrian tener
implicancias en la estructura secundaria de la proteina VP1, aunque para su analisis se
requieren mas estudios. De los tres cambios observados en la proteina VP2 entre las cepas
uruguayas del caldo Il y la cepa vacunal Nobilis P4, dos de ellos constituyen cambios de
aminoacidos con diferentes propiedades quimicas. En la posicion 169 las cepas uruguayas
presentan la sustitucion de un residuo polar con carga negativa por uno polar sin carga.
Algunas cepas del clado 11 (351201, M14/03 y 471602) presentan, también en la posicion
177, la sustitucion de un residuo apolar por uno polar sin carga. Estos cambios ocurrieron
en el extremo C-terminal de esta proteina. Esto estd en concordancia con otros estudios
que indican que los tres cuartos del extremo N-terminal de VP2 son extremadamente
conservados, ya que cumplirian funciones esenciales (Farkas el al., 1996). Para la proteina
VP3 los cambios aminoacidicos que se observan en las posiciones 21 y 64 no implican

cambios de aminoacidos con diferentes propiedades quimicas.

La divergencia entre las cepas de campo del clado Il y las vacunas sugiere que hasta el
momento no se han generado cepas vacunales a partir de cepas de campo del clado II.
Segun esta hipdtesis, todas las cepas vacunales de CAV se desarrollaron utilizando cepas

semillas del clado I11, lo cual explica su composicion actual.

Debido a que es comln que las cepas de campo en Sudameérica sean del clado I, la
aplicacion de vacunas atenuadas puede generar la aparicion de recombinantes, como los
recombinantes inter-clados observados entre las cepas chinas y las taiwanesas. La co-
circulacion de variantes es un requerimiento indispensable para la ocurrencia y deteccion

de eventos de recombinacion (Pérez et al., 2014)

Se ha reportado para otros virus de ADN simple hebra, como parvovirus canino, la
recombinacion entre cepas de campo y vacunales (Mochizuki et al., 2008). La
patogenicidad o capacidad de distribucion de estos nuevos virus es impredecible. Por esta

razon, la introduccién de cepas vacunales muy divergentes a las cepas de campo que
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circulan en Uruguay podria llevar a la recombinacion entre los genomas virales,

generando mayor diversidad y la aparicion de nuevos clados.
6.7. Impacto del trabajo en la genética de virus aviares en Uruguay y la region

Este trabajo contribuyd a mejorar nuestro conocimiento de la sanidad en la industria
avicola uruguaya mediante el desarrollo de metodologias de diagnostico de PCR en
tiempo real, y la caracterizacion genética de las cepas de CAV que circulan en nuestro

pais.

Las técnicas de PCR en tiempo real son consideradas las herramientas de mayor
aplicabilidad diagnostica, debido a su sensibilidad, caracter cuantitativo, velocidad y
grado de automatizacion. El desarrollo de un ensayo de PCR en tiempo real para el
diagnostico de las cepas de CAV permitira acortar los tiempos de diagndsticos y aumentar
su especificidad. Este ensayo validado permite también la cuantificacion absoluta de
CAV, aspecto relevante porque su titulacién es dificultosa y lleva mucho tiempo. CAV
solo replica en lineas celulares de linfocitos y por lo tanto no genera placas o un efecto
citopatico evidente. Un ensayo de PCR en tiempo real nos permite una alternativa de
cuantificacion viral para futuros estudios de patogenicidad de las cepas circulantes en
nuestro pais y la regién. La caracterizacion genética del virus, realizada mediante el
analisis de su secuencia, nos permitié determinar los clados circulantes, y analizar su
impacto en pardmetros de interés veterinario (divergencia con cepas vacunales,
relevamiento de variantes, etc.). Uno de los principales problemas en la investigacién de
CAV es la escasa informacion que se dispone del virus en la region y el mundo, a pesar
de su importancia sanitaria y bioldgica. Si bien hay secuencias disponibles en el GenBank,
la mayoria corresponde a virus obtenidos en forma esporadica o en un brote particular.
Existen muy pocos casos en que se hayan obtenido virus en una misma regién en forma
seriada a lo largo del tiempo. Este trabajo profundizo ademas en aspectos evolutivos
claves, como lo es el calculo de tasas de sustitucion y la edad del ancestro comin mas
cercano (tMRCA) de los clados circulantes en Uruguay (11 y I11), y contribuy6 en el
entendimiento de los mecanismos responsables de generar la variabilidad observada en
las cepas de CAV. La informacion obtenida sera util para proyectar posibles escenarios
epidemioldgicos de esta enfermedad y disefiar planes de control que se ajusten a estos

comportamientos.
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La deteccidn, caracterizacion y andlisis de las relaciones evolutivas y mecanismos que
gobiernan la evolucién de CAV son relevantes para reforzar las capacidades productivas
de nuestro pais y generar un impacto positivo a escala social y economica. Por otro lado
colabora con la definicion del estatus sanitario que presenta la region, y genera

conocimiento basico imprescindible para comprender la evolucion de CAV.

61



7. Conclusiones

e Se desarroll6 un método de diagndstico del virus de CAV basado en PCR en tiempo
real que funciona adecuadamente y puede aplicarse en todas las variantes virales de
circulacibn mundial. Este método de diagndstico también puede utilizarse para la
cuantificacion absoluta de CAV, siendo particularmente apropiado para esta tarea segun

los resultados obtenidos durante su validacion.

e La aplicacion del ensayo estandarizado en muestras de campo sugiere una importante

circulacién de CAV en la industria avicola uruguaya.

e Se determind el afio de origen de CAV y de los clados Il y 111. Estos clados tienen
distinto origen lo que explica los patrones de variabilidad genética observados en las

cepas uruguayas y del mundo.

e Se reportaron las primeras tasas de sustitucion para CAV, cuyos valores son
extremadamente altos y explica la diversidad que CAV ha alcanzado desde su

emergencia.

e Se obtuvieron, por primera vez en Uruguay, el genoma completo codificante de diez
cepas de campo y de la cepa vacunal autorizada. Este resultado es importante porque
existe escasa informacion de las cepas de CAV circulantes en Sudamérica (3 genomas

completos) a pesar de su importancia sanitaria y bioldgica.

e Se evidencid diferencias genéticas entre las cepas de campo del clado Il circulantes en

nuestro pais y cepas vacunales.

8. Perspectivas
e Continuar con el diagnostico y caracterizacion genética de muestras de campo.
e Obtener y analizar mas genomas completos de cepas de CAV uruguayas y de la region.

e Determinar las presiones selectivas que actian sobre los genes vp2 y vp3 para

comprender como evoluciona esta region del genoma de CAV.
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e Realizar nuevos analisis de filogeografia que incluyan datasets actualizados. Estos
analisis nos permitiran avanzar en el conocimiento del lugar y el afio de origen de CAV
en la region, la dindmica de distribucion y las rutas migratorias de las diferentes variantes

regionales.

e Evaluar si existen diferencias en las tasas de propagacion de CAV en cultivo celular
entre cepas uruguayas que presentan glutamina en las posiciones 139 y 144 de VP1y la

cepa que presenta lisina y acido glutamico.

e Realizar estudios de proteccion con las cepas vacunales del clado 11 y las cepas del

clado 1.

e Sintetizar un clon infectivo que nos permita el estudio de cuasiespecies y calculo de la

tasa de mutacion en cultivos primarios de embriones de pollos.
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10. Anexos

10.1. Anexo 1: Protocolos

a) Extraccion de ADN vacunal con el kit “QIAmp Viral DNA Mini Kit" (Qiagen).
e Resuspender 0,01 g de vacuna liofilizada en 200 uL. de PBS pH 7.5.

e Utilizar esta suspension para realizar la extraccion de ADN con el kit "QIAmp Viral
DNA Mini Kit" (Qiagen).

e Colocar la suspension en un tubo de 1,5 ml y agregar 20 puL de proteinasa K.
e Adicionar 200 pL de buffer AL a la muestra.
e Mezclar con vortex por 15 segundos.

e Incubar a 56 °C por 10 minutos y centrifugar brevemente para remover las gotas de

las paredes del tubo.
e Adicionar 200 pL de etanol (96-100 %) y mezclar con vortex por 15 segundos.

e Colocar la solucidon en una columna “QIAamp Mini spin column” (en un tubo colector
de 2 ml) y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo tubo y

descartar el filtrado.

e Adicionar 500 pL de buffer AW1 y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto. Colocar la

columna en un nuevo tubo y descartar el filtrado.

e Adicionar 500 puL de buffer AW2 y centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos. Descartar

el filtrado.
e Secar la columna centrifugando a 13.000 rpm por 1 minuto.

e Colocar la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml y adicionar 80 pL de buffer de

elucion.

e Incubar a TA por 1 minuto y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.
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b) Extraccion de ADN viral Fenol/Cloroformo
e Cortar de 4 a 6 pliegues de bursas de Fabricio de un mismo lote.
e Macerar con 300 pl de buffer de lisis.
Buffer de lisis (1 mL):
-870 uL de H20
-20 uL de EDTA 5M
-10 uL de Tris 1M
-20 uL de NaCl 5M
-80 pL de SDS 10 %

e Agregar al macerado 4 pL de proteinasa K 1 mg/mL e incubar a 55 °C por una hora,

agitando el tubo cada 15 minutos.

e Agregar 400 pL de fenol/cloroformo/IAA, mezclar y centrifugar 5 minutos a 13000

rpm.

e Recuperar la fase superior, transferir a un nuevo tubo y agregar 400 pL de

fenol/cloroformo/IAA. Mezclar y centrifugar 5 minutos a 13000 rpm.

e Recuperar la fase superior, transferir a un nuevo tubo y agregar 400 pL de cloroformo.

Mezclar y centrifugar 5 minutos a 13000 rpm.

e Recuperar la fase superior, transferir a un nuevo tubo y agregar 0,1 volimenes de

acetato de sodio 3M y 2,5 volumenes de etanol absoluto frio.

e Incubar toda la noche a -20 °C.

e Centrifugar 15 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.

e Lavar con 400 de etanol 70 % frio y centrifugar 15 minutos a 13000 rpm.
e Descartar el sobrenadante y secar el pellet en estufa a 37 °C.

e Resuspender el pellet en 50 uLL de H20.
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c) Extraccion de ARN con el kit “Quick-RNA™ MiniPrep” (Zymo Research)
e Pesar 25 mg de tejido y homogeneizar con 600 pL del buffer ZR.

e Centrifugar la suspension a 3.000 g durante 2 minutos para eliminar restos de tejido.
o Transferir el sobrenadante a una columna y centrifugar a 12.000 g por 1 minuto.

e Agregar a la columna 400 pL de buffer de pre-lavado a la columna y centrifugar a

12.000 g por 1 minuto.
e Agregar a la columna 700 pL de buffer de lavado y centrifugar a 12.000 por 1 minuto.
e Secar la columna centrifugando a 13.000 rpm por 2 minutos.

e Colocar la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml y adicionar 30 pl de H2O libre de

ARNasas.
e Incubar a TA por 1 minuto y centrifugar a 13000 g por 30 segundos.
e Almacenar el ARN a -80° C.

d) Purificacion de producto de PCR con el kit DNA Clean & Concentrator (Zymo

Research)

e Adicionar 5 volumenes de ADN de buffer de unidn a cada volumen de muestra de
ADN.

e Colocar la mezcla dentro de una columna Zymo-Spin en un tubo colector.
e Centrifugar a méaxima velocidad (=10000 g) por 30 segundos. Descartar el filtrado.

e Adicionar 200 uL de ADN buffer de lavado a la columna y centrifugar por 30

segundos. Repetir este paso.
e Colocar la columna dentro de un nuevo tubo de 1.5 ml.

e Adicionar 23 pLL de ADN de buffer de elucion directamente en la columna y

centrifugar para eluir el ADN.

72



10.2. Anexo 2: Secuencias usadas para analisis de recombinacion.

a) Secuencias nucleotidicas completas de vpl

N° de acceso

Nombre de muestra

Pais de origen

AB027470 TR20
KX377126 NGP-4 India
AF527037 BL-5 Malasia
DQ124934 BJ0401 China
AY843527 TJBD33 China
D31965 82-2 Japon
KJ728817 6 Taiwén
AJB888526 CAV/Lanlate-NIE/11-02/28 Nigeria
AJB888525 CAV/Abeokuta-NIE/19-04/117 Nigeria
AJ888523 CAV/Ikire-NIE/11-02/9 Nigeria
AJ888522 CAV/Ejioku-NIE/11-02/107 Nigeria
KX811526 SD15 China
KX447637 LY-2 China
KX447636 LY-1 China
KX447635 HB160430 China
KX447634 BS-C2 China
KX447633 BS-C1 China
KX772161 1207PT05/2012 Taiwén
KY053900 CAV/NAM/TANUVAS/09 India
KY486136 HLJ14101 China
KY486137 HLJ15108 China
KY486138 HLJ15109 China
KY486139 HLJ15125 China
KY486140 HLJ15140 China
KY486141 HLJ15165 China
KY486142 HLJ15166 China
KY486143 HLJ15169 China
KY486144 HLJ15170 China
KY486145 JL14023 China
KY486146 JL14024 China
KY486147 JL14026 China
KY486148 JL14028 China
KY486149 JL15120 China
KY486150 NX15091 China
KY486151 NX15140 China
KY486152 JS15165 China
KY486153 JS15166 China
KY486154 LN15169 China
KY486155 LN15170 China
AB031296 A2 Japén
AB119448 G6 Japén
AF227982 CAU269 7 Australia
AF311892 98D02152 USA
AF311900 98D06073 USA
AF313470 Del Ros USA
AF390038 3.1 Malasia
AF395114 BD 3 Bangladés
AF475908 China
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AY839944 LF4 China
AY846844 TJBD40 China
D10068 26P4 USA
DQ016138 130 VP1 Eslovenia
DQ016139 469 Eslovenia
DQ016140 69 VP1 Eslovenia
DQ124935 AH6 China
DQ124936 AH4 China
DQ141670 SH11 China
DQ141671 SH16 China
DQ141672 HN9 China
DQ991394 01 4201 USA
EF159948 Haryana_Sonepet India
EF176599 C14 China
EF683159 3711chickenAustralia Australia
EU424059 ANAND India
FJ172347 SDLYO08 China
FJ498867 India
FJ883781 INDTNO6 India
FJ883782 INDAPO7 India
FJ896818 INDKAO6 India
JF507715 CIAV89 69 Corea del Sur
JF712621 India
JQ690762 China
JX260426 GD_1 12 China
JX964755 GXC060821 China
KC414026 CAT_CAV China
KF224926 GD B 12 China
KF224927 GD C 12 China
KF224928 GD D 12 China
KF224929 GD E 12 China
KF224930 GD F 12 China
KF224931 GD G 12 China
KF224932 GD H 12 China
KF224933 GD_I 12 China
KF224934 GD J 12 China
KF224935 GD K 12 China
KF224936 GD_L 12 China
KF224937 GD M 12 China
KF224938 GD_N_12 China
KJ004667 G579 Japon
KJ004668 HY80 Japén
KJ004669 NI77 Japon
KJ620989 VRDCCAVTNC108 India
KJ728814 1 Taiwan
KJ728815 2 Taiwan
KJ728818 7 Taiwan
KJ728819 8 Taiwan
KJ728820 9 Taiwan
KJ728821 10 Taiwan
KJ728822 12 Taiwan
KJ728823 13 Taiwan
KJ728824 14 Taiwan
KJ728825 16 Taiwan
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KJ728826 17 Taiwan
KJ728827 18 Taiwan
KJ728828 19 Taiwan
KJ728829 20 Taiwan
KJ728830 22 Taiwan
KJ872513 CAV_10 Argentina
KJ872514 CAvV_18 Argentina
KM226337 Al76 Japon
KM226338 AQ77 Japon
KM226339 G174 Japén
KM226340 IBA94 Japén
KM226341 KY80 Japon
KM226342 G791 Japon
KM226343 NI92 Japén
KM458172 CAVLOD513 Polonia
KM458173 CAVLUB5W113 Polonia
KM458174 CAVLUB5W813 Polonia
KM458175 CAVMPL213 Polonia
KM458176 CAVMPL313 Polonia
KM458177 CAVOPL113 Polonia
KM458178 CAVOPL313 Polonia
KM458179 CAVPOD113 Polonia
KM458181 CAVSLA213 Polonia
KM458182 CAVSLA313 Polonia
KM458183 CAVSLA1213 Polonia
KM458184 CAVZPOMB813 Polonia
KM458185 CAV3995 Polonia
KM496300 SC BL China
KM496301 SC DL1 China
KM496302 SC DL2 China
KM496303 SC HY China
KM496304 SC LS China
KM496305 SC_MS China
KM496306 SC MZ China
KM496307 SC _MZ42A China
KM496308 SC NC1 China
KM496309 SC _NC2 China
KM496310 SC PS China
KP090251 NAM227 India
KP090253 EABCOM India
KP090254 NAMCCAV India
KP090256 CAVVPINAMMO1 India
KP090257 CAVVPINAMMO?2 India
KP120755 CAVNAMKS5 India
KP120756 CAVNAMKS4 India
KP120757 CAVNAMKS3 India
KP120758 CAVNAMKS1 India
KP120759 CAVNAMKS6 India
KP120760 CAVNAMKS7 India
KP780287 CAVVietnamBN113 Vietham
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietnam
KP780289 CAVVietnamVP713 Vietham
KP780290 CAVVietnamVP813 Vietnam
KP780291 CAVVietnamVP913 Vietnam
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KP780292 CAVVietnamVP1013 Vietnam
KT276305 IR IrAn
KU050677 GD_102
KU050678 GD_103
KU050679 GD_104
KU050680 GD_101
KU095829 Tunisia_1328 09 Tlnez
KU221054 SD1403 China
KU598851 SD1510 China
KU641013 LN1401 China
KU641014 JN1503 China
KU641015 SD1511 China
KU645506 SD1512 China
KU645507 SD1507 China
KU645508 SD1502 China
KU645509 JS1503 China
KU645510 SD1509 China
KU645511 LN1402 China
KU645512 HN1504 China
KU645513 BJ1406 China
KU645514 HB1404 China
KU645515 SD1515 China
KU645516 HB1517 China
KU645517 SD1513 China
KU645518 JS1501 China
KU645519 SD1508 China
KU645520 HN1405 China
KU645521 SD1514 China
KU645522 SD1518 China
KU645523 SD1505 China
KU845734 FAdV_N22 China
KU845735 CIAV_F10 China
KX377124 NGP_1 India
KX377125 NGP_2 India
141404 Uruguay
471604 Uruguay
471602 Uruguay
181601 Uruguay
71601 Uruguay
51601 Uruguay
451502 Uruguay
361501 Uruguay
171502 Uruguay
211501 Uruguay
201502 Uruguay
361402 Uruguay
361401 Uruguay
171401 Uruguay
M1403 Uruguay
221402 Uruguay
221401 Uruguay
351201 Uruguay
421103 Uruguay
421102 Uruguay
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M0610B Uruguay
MQ509 Uruguay
M43 Uruguay
M34 Uruguay
M23 Uruguay
KX377127 NGP_7 India
KX377128 NGP_8 India
KX377129 NGP_10 India
KX377130 NGP_11 India
KY024579 RSBR15 Brasil
M55918 Cuxhaven 1 Alemania
u65414 704 Australia
u69548 ConnB USA
M55918 Cuxhaven Alemania
L14767 CIA-1
D10068 26P4
Nobilis P4 Uruguay
AY999018 SD24 China
DQ141673 SD22 China
KJ620989 VRDC/CAV/TN/C1/08 India
KJ728816 4 Taiwan

b) Secuencias nucleotidicas parciales de vpl

N2 de acceso

Nombre de muestra

Pais de origen

KU195689 _IR1_CAV_VP1 Iran
KX377126 NGP-4 India
AF527037 BL-5 Malasia
DQ124934 BJ0401 China
AY843527 TIBD33 China
D31965 82-2 Japon
KJ728817 6 Taiwan
AY999018 SD24 China
DQ141673 SD22 China
KJ728816 4 Taiwan
KX772161 1207PT05/2012 Taiwan
KY053900 CAV/NAM/TANUVAS/09 India
KX447634 BS-C2 China
KX447637 LY-2 China
KX811526 SD15 China
KY486136 HLJ14101 China
KY486137 HLJ15108 China
KY486139 HLJ15125 China
KY486140 HLJ15140 China
KX447636 LY-1 China
KY486143 HLJ15169 China
KY486145 JL14023 China
KY486146 JL14024 China
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KY486147 JL14026 China
KY486148 JL1402 China
KY486150 NX15091 China
KY486151 NX15140 China
KY486153 J§15166 China
KY486154 LN15169 China
KY486155 LN15170 China
KU195690 IR2_CAV_VP1 Iran
KU195691 IR3_CAV_VP1 Iran
KU195692 IR4_CAV_VP1 Iran
KU195693 IR5_CAV_VP1 Iran
KT390277 STH28 Sudafrica
KT390278 STH47 Sudafrica
KT390279 STH27 Sudafrica
KT390280 STH19 Sudafrica
KT390282 STH23 Sudafrica
KT390283 STH33 Sudafrica
KJ865862 CAV1221-2010 Brasil
KJ865863 CAV1086-2010 Brasil
KJ865864 CAV1029-2010 Brasil
KJ865865 CAV1013-2010 Brasil
KJ865866 CAV976-2010 Brasil
KJ865867 CAV841-2010 Brasil
KJ865868 CAV740-2009 Brasil
KJ865869 CAV632-2009 Brasil
KJ865871 CAV584-2009 Brasil
KJ865872 CAV240-2008 Brasil
KJ865873 CAV206-2008 Brasil
KJ865874 CAV140-2008 Brasil
KJ865875 CAV1136-2006 Brasil
KJ865876 CAV263-2006 Brasil
KJ865877 CAV15-2006 Brasil
KJ620990 VRDC_CAV_TN_C6_10 India
KJ620991 VRDC_CAV_TN_C7_10 India
KJ620992 VRDC_CAV_CHD_C2_09 India
KJ620993 VRDC_CAV_VC_C3_09 India
KJ620994 VRDC_CAV_CHD_C4_09 India
KJ620995 VRDC_CAV_MH_C5_09 India
KJ620996 VRDC_CAV_TN_C8_10 India
KJ621023 VRDC_CAV_MH_BR_C37_12 India
KJ126838 HK1_13 Japon
KF716159 U101 India
KC691410 CMB12077 Camboya
KC691411 CMB11090 Camboya
KC691412 CMB11091 Camboya
FR850021 AN_China_92 China
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FR850022 AN_China_95 China
FR850023 JS_China96 China
FR850024 JS_China_3 China
FR850025 JS_China_72 China
FR850026 JS_China_85 China
FR850027 JS_China_81 China
FR850028 JS_China_80 China
FR850029 AN_China_13 China
FR850030 JS_China_90 China
HQ872023 HU_China_50 China
HQ872024 JS_China_11 China
HQ872025 HU_China_13 China
HQ872026 HU_China_8 China
HQ872027 HU_China_6 China
HQ872028 HU_China_10 China
HQ872029 JS_China_22 China
HQ872030 AN_China_23 China
HQ872031 AN_China_36 China
HQ872032 AN_China_34 China
HQ872033 JS_China_70 China
HQ872034 JS_China_78 China
HQ872035 JS_China_32 China
HQ872037 JS_China_84 China
HQ872038 JS_China_83 China
HQ872039 JS_China_9 China
HQ872040 JS_China_14 China
HQ872041 JS_China_17 China
HQ872042 JS_China_60 China
HQ872043 JS_China_66 China
HQ872044 JS_China_4 China
HQ872045 JS_China_6 China
HQ872046 JS_China_7 China
HQ872047 JS_China_73 China
HM018710 09D367 Corea del Sur
HM018711 JB_KYS Corea del Sur
HM018712 JB_LCK2 Corea del Sur
HMO018713 HKYJ_HI_4A Corea del Sur
HM018714 HKYJ_HI_1D Corea del Sur
HMO018715 HH_D Corea del Sur
HM018716 103farm_8 Corea del Sur
HMO018717 CN_YJS Corea del Sur
HMO018718 JB_BJS1 Corea del Sur
HM018719 09D243 Corea del Sur
HM018720 CN_MJfarm Corea del Sur
HM018721 JB_AH4_6 Corea del Sur
HMO018722 JB_YKS19 20 Corea del Sur
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HM018723 CN_BR_37 Corea del Sur
HM018725 09D301 Corea del Sur
HMO018726 09D354 Corea del Sur
HM018727 CN_HJH Corea del Sur
HM018728 HKYJ _DP_1 Corea del Sur
HM018729 09D359 Corea del Sur
HMO018730 09Q174 Corea del Sur
HM018731 09D318 Corea del Sur
HM018732 JB_KYS14 Corea del Sur
HM018733 CN_SHCK Corea del Sur
HM018734 CN_KRfarm Corea del Sur
HMO018735 HKYJ_DP_3 Corea del Sur
HM018736 HKYK_KC_ 2 Corea del Sur
HMO018737 CN_KKT Corea del Sur
HM018738 SHJE6B Corea del Sur
HMO018739 CN_TBfarm Corea del Sur
HMO018740 SHJE2 Corea del Sur
EU871767 Arg439 Argentina
EU871768 ArgAN_1 Argentina
EU871769 Arg628 Argentina
EU871770 Arg609 Argentina
EU871771 Arg655 Argentina
EU871772 Arg673 Argentina
EU871773 Arg513 Argentina
EU871774 ArgA008 Argentina
EU871775 ArgA006 Argentina
EU871776 Arg684 Argentina
EU871777 Arg728 Argentina
EU871778 Arg729 Argentina
EU871779 ArgAOO18R Argentina
EU871780 ArgA0010_28 Argentina
EU871781 ArgA0010_34 Argentina
EU871782 Arg753 Argentina
EU871783 ArgA0021 3 Argentina
EU871784 ArgA0021_4 Argentina
AY583755 CAV-A_Chicken_India India
AY583757 CAV-E_Chicken_India India
AB027470 TR20

AB031296 A2 Japon
AB119448 G6 Japén
AF227982 CAU269 7 Australia
AF311892 98D02152 USA
AF311900 98D06073 USA
AF313470 DelRos USA
AF390038 3.1 Malasia
AF395114 BD 3 Bangladés
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AF475908 China
AY839944 LF4 China
AY846844 TJBD40 China
D10068 26P4 USA
DQ016138 130_VP1 Eslovenia
DQO016139 469 Eslovenia
DQO016140 69_VP1 Eslovenia
DQ124935 AH6 China
DQ124936 AH4 China
DQ141670 SH11 China
DQ141671 SH16 China
DQ141672 HN9 China
DQ991394 01_4201 USA
EF159948 Haryana_Sonepet India
EF176599 Ci4 China
EF683159 3711chickenAustralia Australia
EU424059 ANAND India
FJ172347 SDLY0S8 China
F1498867 India
FJ883781 INDTNO6 India
FJ883782 INDAPQO7 India
FJ896818 INDKAO6 India
JF507715 CIAV89 69 Corea del Sur
JF712621 India
JQ690762 China
JX260426 GD_1_12 China
JX964755 GXC060821 China
KC414026 CAT_CAV China
KF224926 GD_B_12 China
KF224927 GD_C_12 China
KF224928 GD_D_12 China
KF224929 GD_E_12 China
KF224930 GD_F_12 China
KF224931 GD_G_12 China
KF224932 GD_H_12 China
KF224933 GD_I_12 China
KF224934 GD_J 12 China
KF224935 GD_K_12 China
KF224936 GD_L_12 China
KF224937 GD_M_12 China
KF224938 GD_N_12 China
KJ004667 G579 Japon
KJ004668 HY80 Japén
KJ004669 NI77 Japon
KJ620989 VRDCCAVTNC108 India
KJ728814 1 Taiwan
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KJ728815 2 Taiwan
KJ728818 7 Taiwan
KJ728819 8 Taiwan
KJ728820 9 Taiwan
KJ728821 10 Taiwan
KJ728822 12 Taiwan
KJ728823 13 Taiwan
KJ728824 14 Taiwan
KJ728825 16 Taiwan
KJ728826 17 Taiwan
KJ728827 18 Taiwan
KJ728828 19 Taiwan
KJ728829 20 Taiwan
KJ728830 22 Taiwan
KJ872513 CAV_10 Argentina
KJ872514 CAV_18 Argentina
KM226337 Al176 Japén
KM226338 AO77 Japén
KM226339 G174 Japén
KM226340 IBA94 Japén
KM226341 KY80 Japén
KM226342 G791 Japén
KM226343 NI192 Japén
KM458172 CAVLODS513 Polonia
KM458173 CAVLUB5W113 Polonia
KM458174 CAVLUB5WS813 Polonia
KM458175 CAVMPL213 Polonia
KM458176 CAVMPL313 Polonia
KM458177 CAVOPL113 Polonia
KM458178 CAVOPL313 Polonia
KM458179 CAVPOD113 Polonia
KM458181 CAVSLA213 Polonia
KM458182 CAVSLA313 Polonia
KM458183 CAVSLA1213 Polonia
KM458184 CAVZPOMS813 Polonia
KM458185 CAV3995 Polonia
KM496300 SC_BL China
KM496301 SC_DL1 China
KM496302 SC_DL2 China
KM496303 SC_HY China
KM496304 SC_LS China
KM496305 SC_MS China
KM496306 SC_Mz China
KM496307 SC_MZz42A China
KM496308 SC_NC1 China
KM496309 SC_NC2 China
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KM496310 SC_PS China
KP090251 NAM?227 India
KP090253 EABCOM India
KP090254 NAMCCAV India
KP090256 CAVVPINAMMO1 India
KP090257 CAVVPINAMMO?2 India
KP120755 CAVNAMKS5 India
KP120756 CAVNAMKS4 India
KP120757 CAVNAMKS3 India
KP120758 CAVNAMKS1 India
KP120759 CAVNAMKS6 India
KP120760 CAVNAMKS7 India
KP780287 CAVViethamBN113 Vietham
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietnam
KP780289 CAVViethamVP713 Vietham
KP780290 CAVVietnamVP813 Vietnam
KP780291 CAVVietnamVP913 Vietham
KP780292 CAVVietnamVP1013 Vietham
KT276305 IR Irdn
KU050677 GD_102

KU050678 GD_103

KU050679 GD_104

KU050680 GD_101

KU095829 Tunisia_1328_09 Tlnez
KU221054 SD1403 China
KU598851 SD1510 China
KU641013 LN1401 China
KU641014 JN1503 China
KU641015 SD1511 China
KU645506 SD1512 China
KU645507 SD1507 China
KU645508 SD1502 China
KU645509 JS1503 China
KU645510 SD1509 China
KU645511 LN1402 China
KU645512 HN1504 China
KU645513 BJ1406 China
KU645514 HB1404 China
KU645515 SD1515 China
KU645516 HB1517 China
KU645517 SD1513 China
KU645518 JS1501 China
KU645519 SD1508 China
KU645520 HN1405 China
KU645521 SD1514 China
KU645522 SD1518 China
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KU645523 SD1505 China
Ku845734 FAdV_N22 China
KU845735 CIAV_F10 China
KX377124 NGP_1 India
KX377125 NGP_2 India
KX377127 NGP_7 India
KX377128 NGP_8 India
KX377129 NGP_10 India
KX377130 NGP_11 India
KY024579 RSBR15 Brasil

M55918 Cuxhaven_1 Alemania

u65414 704 Australia
U69548 ConnB USA

Nobilis_P4 Uruguay

141404 _ Uruguay

471604 Uruguay

471602 Uruguay

181601 Uruguay

71601 Uruguay

51601 Uruguay

451502 Uruguay

361501 Uruguay

171502 Uruguay

211501 Uruguay

201502 Uruguay

361402 Uruguay

361401 Uruguay

171401 Uruguay

M1403 Uruguay

221402 Uruguay

221401 Uruguay

351201 Uruguay

421103 Uruguay

421102 Uruguay

MO0610B Uruguay

MO0509 Uruguay

M43 Uruguay

M34 Uruguay

M23 Uruguay

c) Secuencias de genomas completos codificantes

N2 de acceso

Nombre de muestra

Pais de origen

D31965

82-2

Japon

KJ728814

1

Taiwan
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KJ728815 2 Taiwan
KJ728816 4 Taiwan
KJ728817 6 Taiwan
KJ728824 14 Taiwan
KJ728825 16 Taiwan
KJ728826 17 Taiwan
KJ728827 18 Taiwan
KJ728828 19 Taiwan
KJ728829 20 Taiwan
KJ728830 22 Taiwan
KJ728818 7 Taiwan
KJ728819 8 Taiwan
KJ728820 9 Taiwan
KJ728821 10 Taiwan
KJ728822 12 Taiwan
KJ728823 13 Taiwan
KX772161 1207PT05/2012 Taiwan
KX377124 NGP-1 India
KX377125 NGP-2 India
KX377126 NGP-4 India
KX377127 NGP-7 India
KX377128 NGP-8 India
KX377129 NGP-10 India
KX377130 NGP-11 India
KT276305 IR Iran
KP780287 CAV/Vietnam/BN1/13 Vietnam
KP780288 CAV/Vietnam/HN1/13 Vietham
KP780289 CAV/Vietnam/VP7/13 Vietnam
KP780290 CAV/Vietnam/VP8/13 Vietham
KP780291 CAV/Vietnam/VP9/13 Vietham
KP780292 CAV/Vietnam/VP10/13 Vietham
AF527037 BL-5 Malasia
EF683159 3711/Chicken/Australia Australia
AF227982 CAU269/7 Australia
u65414 704 Australia
AB027470 TR20
DQ141670 SH11 China
DQ141671 SH16 China
DQ141672 HN9 China
DQ141673 SD22 China
DQ124934 BJ0401 China
DQ124935 AH6 China
DQ124936 AH4 China
AY999018 SD24 China
AY843527 TIBD33 China
AY846844 TIBD40 China
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AY839944 LF4 China
AF395114 BD-3 Bangladés
AF390038 31 Malasia
AF475908 China
AF285882 SMSC-1 Malasia
AF311892 98D02152

AF311900 98D06073

FJ172347 SDLYO08 China
EF176599 Ci14 China
DQ991394 3n USA
KJ872514 CAV-18 Argentina
KF224926 GD-B-12 China
KF224927 GD-C-12 China
KF224928 GD-D-12 China
KF224929 GD-E-12 China
KF224930 GD-F-12 China
KF224931 GD-G-12 China
KF224932 GD-H-12 China
KF224933 GD-1-12 China
KF224934 GD-J-12 China
KF224935 GD-K-12 China
KF224936 GD-L-12 China
KF224937 GD-M-12 China
KF224938 GD-N-12 China
IX964755 GXC060821 China
IX260426 GD-1-12 China
JF507715 CIAV89-69 Corea del Sur
KU645516 HB1517 China
KU645517 SD1513 China
KU645518 JS1501 China
KU645519 SD1508 China
KU645520 HN1405 China
KU645521 SD1514 China
KU645522 SD1518 China
KU645523 SD1505 China
KU598851 SD1510 China
KU641013 LN1401 China
KU641014 JN1503 China
KU641015 SD1511 China
KU050677 GD-102

KU050678 GD-103

KU050679 GD-104

KU050680 GD-101

KU221054 SD1403 China
KJ872513 CAV-10 Argentina
KY053900 CAV/NAM/TANUVAS/09 India
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KX447633 BS-C1 China
KX447634 BS-C2 China
KX447635 HB160430 China
KX447636 LY-1 China
KX447637 LY-2 China
KX811526 SD15 China
KY024579 RS/BR/15 Brasil
KU845734 FAdV-N22 China
KU845735 CIAV-F10 China
KU645506 SD1512 China
KU645507 SD1507 China
KU645508 SD1502 China
KU645509 JS1503 China
KU645510 SD1509 China
KU645511 LN1402 China
KU645512 HN1504 China
KU645513 BJ1406 China
KU645514 HB1404 China
KU645515 SD1515 China
KY486136 HL14101 China
KY486137 HLJ15108 China
KY486138 HLJ15109 China
KY486139 HLJ15125 China
KY486140 HLJ15140 China
KY486141 HLJ15165 China
KY486142 HLJ15166 China
KY486143 HLJ15169 China
KY486144 HLJ15170 China
KY486145 JL14023 China
KY486146 JL14024 China
KY486147 JL14026 China
KY486148 JL14028 China
KY486149 JL15120 China
KY486150 NX15091 China
KY486151 NX15140 China
KY486152 JS15165 China
KY486153 JS15166 China
KY486154 LN15169 China
KY486155 LN15170 China
AF313470 Del-Ros
M55918 Cuxhaven-1 Alemania
M34 Uruguay
471602 Uruguay
141404 Uruguay
361402 Uruguay
351201 Uruguay
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361501 Uruguay
421102 Uruguay
MO06/10B Uruguay
M43 Uruguay
M14/03 Uruguay
Nobilis_P4 Uruguay

10.3. Anexo 3: Secuencias usadas para analisis filogenéticos.

a) Secuencias nucleotidicas completas de vpl

N° de acceso

Nombre de muestra

Pais de origen

AB027470 TR20
KX377126 NGP-4 India
AF527037 BL-5 Malasia
DQ124934 BJ0401 China
AY843527 TJBD33 China
D31965 82-2 Japén
AJB888526 CAV/Lanlate-NIE/11-02/28 Nigeria
AJ888525 CAV/Abeokuta-NIE/19-04/117 Nigeria
AJ888523 CAV/Ikire-NIE/11-02/9 Nigeria
AJ888522 CAV/Ejioku-NIE/11-02/107 Nigeria
KX811526 SD15 China
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KX447637 LY-2 China
KX447636 LY-1 China
KX447635 HB160430 China
KX447634 BS-C2 China
KX447633 BS-C1 China
KX772161 1207PT05/2012 Taiwan
KY053900 CAVINAM/TANUVAS/09 India
KY486136 HLJ14101 China
KY486137 HLJ15108 China
KY486138 HLJ15109 China
KY486139 HLJ15125 China
KY486140 HLJ15140 China
KY486141 HLJ15165 China
KY486142 HLJ15166 China
KY486143 HLJ15169 China
KY486144 HLJ15170 China
KY486145 JL14023 China
KY486146 JL14024 China
KY486147 JL14026 China
KY486148 JL14028 China
KY486149 JL15120 China
KY486150 NX15091 China
KY486151 NX15140 China
KY486152 JS15165 China
KY486153 JS15166 China
KY486154 LN15169 China
KY486155 LN15170 China
AB031296 A2 Japén
AB119448 G6 Japon
AF227982 CAU269 7 Australia
AF311892 98D02152 USA
AF311900 98D06073 USA
AF313470 DelRos USA
AF390038 31 Malasia
AF395114 BD 3 Bangladés
AF475908 China
AY839944 LF4 China
AY846844 TJBD40 China
D10068 26P4 USA
DQ016138 130 _VP1 Eslovenia
DQ016139 469 Eslovenia
DQ016140 69 VP1 Eslovenia
DQ124935 AH6 China
DQ124936 AH4 China
DQ141670 SH11 China
DQ141671 SH16 China
DQ141672 HN9 China
DQ991394 01 4201 USA
EF159948 Haryana_Sonepet India
EF176599 Cl4 China
EF683159 3711chickenAustralia Australia
EU424059 ANAND India
FJ172347 SDLYO08 China
FJ498867 India
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FJ883781 INDTNO6 India
FJ883782 INDAPQ7 India
FJ896818 INDKAO6 India
JF507715 CIAV89 69 Corea del Sur
JF712621 India
JQ690762 China
JX260426 GD 1 12 China
JX964755 GXC060821 China
KC414026 CAT CAV China
KF224926 GD B 12 China
KF224927 GD C 12 China
KF224928 GD D 12 China
KF224929 GD E 12 China
KF224930 GD F 12 China
KF224931 GD G 12 China
KF224932 GD H 12 China
KF224933 GD | 12 China
KF224934 GD J 12 China
KF224935 GD K 12 China
KF224936 GD L 12 China
KF224937 GD M 12 China
KF224938 GD N 12 China
KJ004667 G579 Japon
KJ004668 HY80 Japén
KJ004669 NI77 Japén
KJ620989 VRDCCAVTNC108 India
KJ728814 1 Taiwan
KJ728815 2 Taiwan
KJ728818 7 Taiwan
KJ728819 8 Taiwan
KJ728820 9 Taiwan
KJ728821 10 Taiwan
KJ728822 12 Taiwan
KJ728823 13 Taiwan
KJ728824 14 Taiwan
KJ728825 16 Taiwan
KJ728826 17 Taiwan
KJ728827 18 Taiwan
KJ728828 19 Taiwan
KJ728829 20 Taiwan
KJ728830 22 Taiwan
KJ872513 CAV_10 Argentina
KJ872514 CAV_18 Argentina
KM226337 Al76 Japon
KM226338 AQ77 Japon
KM226339 G174 Japén
KM226340 IBA94 Japén
KM226341 KY80 Japon
KM226342 G791 Japon
KM226343 NI92 Japén
KM458172 CAVLOD513 Polonia
KM458173 CAVLUB5W113 Polonia
KM458174 CAVLUB5WS813 Polonia
KM458175 CAVMPL213 Polonia
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KM458176 CAVMPL313 Polonia
KM458177 CAVOPL113 Polonia
KM458178 CAVOPL313 Polonia
KM458179 CAVPOD113 Polonia
KM458181 CAVSLA213 Polonia
KM458182 CAVSLA313 Polonia
KM458183 CAVSLA1213 Polonia
KM458184 CAVZPOM813 Polonia
KM458185 CAV3995 Polonia
KM496300 SC BL China
KM496301 SC DL1 China
KM496302 SC DL2 China
KM496303 SC HY China
KM496304 SC LS China
KM496305 SC_MS China
KM496306 SC_MZ China
KM496307 SC_MZ42A China
KM496308 SC NC1 China
KM496309 SC NC2 China
KM496310 SC _PS China
KP090251 NAM227 India
KP090253 EABCOM India
KP090254 NAMCCAV India
KP090256 CAVVPINAMMO1 India
KP090257 CAVVPINAMMO2 India
KP120755 CAVNAMKS5 India
KP120756 CAVNAMKS4 India
KP120757 CAVNAMKS3 India
KP120758 CAVNAMKS1 India
KP120759 CAVNAMKSG6 India
KP120760 CAVNAMKS7 India
KP780287 CAVVietnamBN113 Vietnam
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietnam
KP780289 CAVVietnamVP713 Vietnam
KP780290 CAVVietnamVP813 Vietnam
KP780291 CAVVietnamVP913 Vietnam
KP780292 CAVVietnamVP1013 Vietnam
KT276305 IR Iran
KU050677 GD 102

KU050678 GD 103

KU050679 GD 104

KU050680 GD 101

KU095829 Tunisia_1328 09 Tlnez
KU221054 SD1403 China
KU598851 SD1510 China
KU641013 LN1401 China
KU641014 JN1503 China
KU641015 SD1511 China
KU645506 SD1512 China
KU645507 SD1507 China
KU645508 SD1502 China
KU645509 JS1503 China
KU645510 SD1509 China
KU645511 LN1402 China
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KU645512 HN1504 China
KU645513 BJ1406 China
KU645514 HB1404 China
KU645515 SD1515 China
KU645516 HB1517 China
KU645517 SD1513 China
KU645518 JS1501 China
KU645519 SD1508 China
KU645520 HN1405 China
KU645521 SD1514 China
KU645522 SD1518 China
KU645523 SD1505 China
KU845734 FAdV_N22 China
KU845735 CIAV_F10 China
KX377124 NGP_1 India
KX377125 NGP_2 India
141404 Uruguay
471604 Uruguay
471602 Uruguay
181601 Uruguay
71601 Uruguay
51601 Uruguay
451502 Uruguay
361501 Uruguay
171502 Uruguay
211501 Uruguay
201502 Uruguay
361402 Uruguay
361401 Uruguay
171401 Uruguay
M1403 Uruguay
221402 Uruguay
221401 Uruguay
351201 Uruguay
421103 Uruguay
421102 Uruguay
M0610B Uruguay
MO0509 Uruguay
M43 Uruguay
M34 Uruguay
M23 Uruguay
KX377127 NGP_7 India
KX377128 NGP_8 India
KX377129 NGP_10 India
KX377130 NGP_11 India
KY024579 RSBR15 Brasil
M55918 Cuxhaven_1 Alemania
u65414 704 Australia
U69548 ConnB USA
M55918 Cuxhaven Alemania
L14767 CIA-1
D10068 26P4
Nobilis P4 Uruguay
KJ620989 VRDC/CAV/TN/C1/08 India
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b) Secuencias nucleotidicas parciales de vpl

N2 de acceso

Nombre de muestra

Pais de origen

KU195689 _IR1_CAV_vP1 Irdn
KX377126 NGP-4 India
AF527037 BL-5 Malasia
DQ124934 BJ0401 China
AY843527 TJBD33 China
D31965 82-2 Japon
KX772161 1207PT05/2012 Taiwan
KY053900 CAV/NAM/TANUVAS/09 India
KX447634 BS-C2 China
KX447637 LY-2 China
KX811526 SD15 China
KY486136 HLJ14101 China
KY486137 HLJ15108 China
KY486139 HLJ15125 China
KY486140 HLJ15140 China
KX447636 LY-1 China
KY486143 HLJ15169 China
KY486145 JL14023 China
KY486146 JL14024 China
KY486147 JL14026 China
KY486148 JL1402 China
KY486150 NX15091 China
KY486151 NX15140 China
KY486153 JS15166 China
KY486154 LN15169 China
KY486155 LN15170 China
KU195690 IR2_CAV_VP1 Iran
KU195691 IR3_CAV_VP1 Iran
KU195692 IR4_CAV_VP1 Irdn
KU195693 IR5_CAV_VP1 Iran
KT390277 STH28 Sudafrica
KT390278 STH47 Sudafrica
KT390279 STH27 Sudafrica
KT390280 STH19 Sudafrica
KT390282 STH23 Sudafrica
KT390283 STH33 Sudafrica
KJ865862 CAV1221-2010 Brasil
KJ865863 CAV1086-2010 Brasil
KJ865864 CAV1029-2010 Brasil
KJ865865 CAV1013-2010 Brasil
KJ865866 CAV976-2010 Brasil
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KJ865867 CAV841-2010 Brasil
KJ865868 CAV740-2009 Brasil
KJ865869 CAV632-2009 Brasil
KJ865871 CAV584-2009 Brasil
KJ865872 CAV240-2008 Brasil
KJ865873 CAV206-2008 Brasil
KJ865874 CAV140-2008 Brasil
KJ865875 CAV1136-2006 Brasil
KJ865876 CAV263-2006 Brasil
KJ865877 CAV15-2006 Brasil
KJ620990 VRDC_CAV_TN_C6_10 India
KJ620991 VRDC_CAV_TN_C7_10 India
KJ620992 VRDC_CAV_CHD_C2_09 India
KJ620993 VRDC_CAV_VC_C3_09 India
KJ620994 VRDC_CAV_CHD_C4_09 India
KJ620995 VRDC_CAV_MH_C5_09 India
KJ620996 VRDC_CAV_TN_C8_10 India
KJ621023 VRDC_CAV_MH_BR_C37_12 India
KJ126838 HK1_13 Japon
KF716159 U101 India
KC691410 CMB12077 Camboya
KC691411 CMB11090 Camboya
KC691412 CMB11091 Camboya
FR850021 AN_China_92 China
FR850022 AN_China_95 China
FR850023 JS_China96 China
FR850024 JS_China_3 China
FR850025 JS_China_72 China
FR850026 JS_China_85 China
FR850027 JS_China_81 China
FR850028 JS_China_80 China
FR850029 AN_China_13 China
FR850030 JS_China_90 China
HQ872023 HU_China_50 China
HQ872024 JS_China_11 China
HQ872025 HU_China_13 China
HQ872026 HU_China_8 China
HQ872027 HU_China_6 China
HQ872028 HU_China_10 China
HQ872029 JS_China_22 China
HQ872030 AN_China_23 China
HQ872031 AN_China_36 China
HQ872032 AN_China_34 China
HQ872033 JS_China_70 China
HQ872034 JS_China_78 China
HQ872035 JS_China_32 China
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HQ872037 JS_China_84 China
HQ872038 JS_China_83 China
HQ872039 JS_China_9 China
HQ872040 JS_China_14 China
HQ872041 JS_China_17 China
HQ872042 JS_China_60 China
HQ872043 JS_China_66 China
HQ872044 JS_China_4 China
HQ872045 JS_China_6 China
HQ872046 JS_China_7 China
HQ872047 JS_China_73 China
HMO018710 09D367 Corea del Sur
HM018711 JB_KYS Corea del Sur
HMO018712 JB_LCK2 Corea del Sur
HM018713 HKYJ_HI_4A Corea del Sur
HMO018714 HKYJ_HI_1D Corea del Sur
HM018715 HH D Corea del Sur
HM018716 103farm_8 Corea del Sur
HMO018717 CN_VIS Corea del Sur
HM018718 JB_BJS1 Corea del Sur
HM018719 09D243 Corea del Sur
HM018720 CN_MlJfarm Corea del Sur
HM018721 JB_AH4_6 Corea del Sur
HM018722 JB_YKS19_20 Corea del Sur
HM018723 CN_BR_37 Corea del Sur
HM018725 09D301 Corea del Sur
HMO018726 09D354 Corea del Sur
HM018727 CN_HJH Corea del Sur
HM018728 HKYJ DP_1 Corea del Sur
HMO018729 09D359 Corea del Sur
HMO018730 09Q174 Corea del Sur
HM018731 09D318 Corea del Sur
HM018732 JB_KYS14 Corea del Sur
HM018733 CN_SHCK Corea del Sur
HMO018734 CN_KRfarm Corea del Sur
HM018735 HKYJ_DP_3 Corea del Sur
HMO018736 HKYK_KC 2 Corea del Sur
HM018737 CN_KKT Corea del Sur
HM018738 SHIJE6B Corea del Sur
HM018739 CN_TBfarm Corea del Sur
HM018740 SHJE2 Corea del Sur
EU871767 Arg439 Argentina
EU871768 ArgAN_1 Argentina
EU871769 Arg628 Argentina
EU871770 Arg609 Argentina
EU871771 Argb655 Argentina
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EU871772 Arg673 Argentina
EU871773 Arg513 Argentina
EU871774 ArgA008 Argentina
EU871775 ArgA006 Argentina
EU871776 Arg684 Argentina
EU871777 Arg728 Argentina
EU871778 Arg729 Argentina
EU871779 ArgAOO18R Argentina
EU871780 ArgA0010_28 Argentina
EU871781 ArgA0010_34 Argentina
EU871782 Arg753 Argentina
EU871783 ArgA0021_3 Argentina
EU871784 ArgA0021_4 Argentina
AY583755 CAV-A_Chicken_India India
AY583757 CAV-E_Chicken_India India
AB027470 TR20
AB031296 A2 Japén
AB119448 G6 Japén
AF227982 CAU269_7 Australia
AF311892 98D02152 USA
AF311900 98D06073 USA
AF313470 DelRos USA
AF390038 3.1 Malasia
AF395114 BD 3 Bangladés
AF475908 China
AY839944 LF4 China
AY846844 TJBD40 China
D10068 26P4 USA
DQ016138 130 _VP1 Eslovenia
DQO016139 469 Eslovenia
DQO016140 69 _VP1 Eslovenia
DQ124935 AH6 China
DQ124936 AH4 China
DQ141670 SH11 China
DQ141671 SH16 China
DQ141672 HN9 China
DQY991394 01_4201 USA
EF159948 Haryana_Sonepet India
EF176599 ci14 China
EF683159 3711chickenAustralia Australia
EU424059 ANAND India
FJ172347 SDLY08 China
FJ498867 India
FJ883781 INDTNO6 India
FJ883782 INDAPO7 India
FJ896818 INDKAO6 India
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JF507715 CIAV89_69 Corea del Sur
JF712621 India
JQ690762 China
JX260426 GD_1 12 China
JX964755 GXC060821 China
KC414026 CAT_CAV China
KF224926 GD_B 12 China
KF224927 GD_C_12 China
KF224928 GD_D_12 China
KF224929 GD_E_12 China
KF224930 GD_F_12 China
KF224931 GD_G_12 China
KF224932 GD_H_12 China
KF224933 GD_I_12 China
KF224934 GD_J_12 China
KF224935 GD_K 12 China
KF224936 GD_L 12 China
KF224937 GD_M_12 China
KF224938 GD_N_12 China
KJ004667 G579 Japén
KJ004668 HY80 Japon
KJ004669 NI77 Japén
KJ620989 VRDCCAVTNC108 India
KJ728814 1 Taiwan
KJ728815 2 Taiwan
KJ728818 7 Taiwan
KJ728819 8 Taiwan
KJ728820 9 Taiwan
KJ728821 10 Taiwan
KJ728822 12 Taiwan
KJ728823 13 Taiwan
KJ728824 14 Taiwan
KJ728825 16 Taiwan
KJ728826 17 Taiwan
KJ728827 18 Taiwan
KJ728828 19 Taiwan
KJ728829 20 Taiwan
KJ728830 22 Taiwan
KJ872513 CAV_10 Argentina
KJ872514 CAV_18 Argentina
KM226337 A176 Japon
KM226338 AQ77 Japon
KM226339 G174 Japén
KM226340 IBA94 Japon
KM226341 KY80 Japén
KM226342 G791 Japon
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KM226343 N192 Japén
KM458172 CAVLOD513 Polonia
KM458173 CAVLUB5W113 Polonia
KM458174 CAVLUB5WS813 Polonia
KM458175 CAVMPL213 Polonia
KM458176 CAVMPL313 Polonia
KM458177 CAVOPL113 Polonia
KM458178 CAVOPL313 Polonia
KM458179 CAVPOD113 Polonia
KM458181 CAVSLA213 Polonia
KM458182 CAVSLA313 Polonia
KM458183 CAVSLA1213 Polonia
KM458184 CAVZPOMS813 Polonia
KM458185 CAV3995 Polonia
KM496300 SC_BL China
KM496301 SC_DL1 China
KM496302 SC_DL2 China
KM496303 SC_HY China
KM496304 SC_LS China
KM496305 SC_MS China
KM496306 SC_MZz China
KM496307 SC_MZz42A China
KM496308 SC_NC1 China
KM496309 SC_NC2 China
KM496310 SC_PS China
KP090251 NAM227 India
KP090253 EABCOM India
KP090254 NAMCCAV India
KP090256 CAVVPINAMMO1 India
KP090257 CAVVPINAMMO?2 India
KP120755 CAVNAMKS5 India
KP120756 CAVNAMKS4 India
KP120757 CAVNAMKS3 India
KP120758 CAVNAMKS1 India
KP120759 CAVNAMKS6 India
KP120760 CAVNAMKS7 India
KP780287 CAVViethamBN113 Vietham
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietham
KP780289 CAVVietnamVP713 Vietham
KP780290 CAVVietnamVP813 Vietham
KP780291 CAVVietnamVP913 Vietham
KP780292 CAVVietnamVP1013 Vietham
KT276305 IR Irdn
KU050677 GD_102

KU050678 GD_103

KU050679 GD_104
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KU050680 GD_101

KU095829 Tunisia_1328_09 Tunez
KU221054 SD1403 China
KU598851 SD1510 China
KU641013 LN1401 China
KU641014 JN1503 China
KU641015 SD1511 China
KU645506 SD1512 China
KU645507 SD1507 China
KU645508 SD1502 China
KU645509 JS1503 China
KU645510 SD1509 China
KU645511 LN1402 China
KU645512 HN1504 China
KU645513 BJ1406 China
KU645514 HB1404 China
KU645515 SD1515 China
KU645516 HB1517 China
KU645517 SD1513 China
KU645518 JS1501 China
KU645519 SD1508 China
KU645520 HN1405 China
KU645521 SD1514 China
KU645522 SD1518 China
KU645523 SD1505 China
KU845734 FAdV_N22 China
KU845735 CIAV_F10 China
KX377124 NGP_1 India
KX377125 NGP_2 India
KX377127 NGP_7 India
KX377128 NGP_8 India
KX377129 NGP_10 India
KX377130 NGP_11 India
KY024579 RSBR15 Brasil

M55918 Cuxhaven_1 Alemania

uU65414 704 Australia
U69548 ConnB USA

Nobilis_P4 Uruguay

141404 _ Uruguay

471604 Uruguay

471602 Uruguay

181601 Uruguay

71601 Uruguay

51601 Uruguay

451502 Uruguay

361501 Uruguay
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171502 Uruguay
211501 Uruguay
201502 Uruguay
361402 Uruguay
361401 Uruguay
171401 Uruguay
M1403 Uruguay
221402 Uruguay
221401 Uruguay
351201 Uruguay
421103 Uruguay
421102 Uruguay
MO0610B Uruguay
MO0509 Uruguay

M43 Uruguay

M34 Uruguay

M23 Uruguay

c) Secuencias de genomas completos codificantes

N2 de acceso

Nombre de muestra

Pais de origen

D31965 82-2 Japon
KJ728814 1 Taiwan
KJ728815 2 Taiwan
KJ728824 14 Taiwan
KJ728825 16 Taiwan
KJ728826 17 Taiwan
KJ728827 18 Taiwan
KJ728828 19 Taiwan
KJ728829 20 Taiwan
KJ728830 22 Taiwan
KJ728818 7 Taiwan
KJ728819 8 Taiwan
KJ728820 9 Taiwan
KJ728821 10 Taiwan
KJ728822 12 Taiwan
KJ728823 13 Taiwan
KX772161 1207PT05/2012 Taiwan
KX377124 NGP-1 India
KX377125 NGP-2 India
KX377126 NGP-4 India
KX377127 NGP-7 India
KX377128 NGP-8 India
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KX377129 NGP-10 India
KX377130 NGP-11 India
KT276305 IR Irdn
KP780287 CAV/Vietnam/BN1/13 Vietnam
KP780288 CAV/Vietnam/HN1/13 Vietham
KP780289 CAV/Vietnam/VP7/13 Vietham
KP780290 CAV/Vietnam/VP8/13 Vietnam
KP780291 CAV/Vietnam/VP9/13 Vietham
KP780292 CAV/Vietnam/VP10/13 Vietnam
AF527037 BL-5 Malasia
EF683159 3711/Chicken/Australia Australia
AF227982 CAU269/7 Australia
u65414 704 Australia
AB027470 TR20
DQ141670 SH11 China
DQ141671 SH16 China
DQ141672 HN9 China
DQ124934 BJ0401 China
DQ124935 AH6 China
DQ124936 AH4 China
AY843527 TJBD33 China
AY846844 TIBD40 China
AY839944 LF4 China
AF395114 BD-3 Bangladés
AF390038 31 Malasia
AF475908 China
AF285882 SMSC-1 Malasia
AF311892 98D02152
AF311900 98D06073
F1172347 SDLY08 China
EF176599 C14 China
DQ991394 3 n USA
KJ872514 CAV-18 Argentina
KF224926 GD-B-12 China
KF224927 GD-C-12 China
KF224928 GD-D-12 China
KF224929 GD-E-12 China
KF224930 GD-F-12 China
KF224931 GD-G-12 China
KF224932 GD-H-12 China
KF224933 GD-1-12 China
KF224934 GD-J-12 China
KF224935 GD-K-12 China
KF224936 GD-L-12 China
KF224937 GD-M-12 China
KF224938 GD-N-12 China
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IX964755 GXC060821 China
IX260426 GD-1-12 China
JF507715 CIAV89-69 Corea del Sur
KU645516 HB1517 China
KU645517 SD1513 China
KU645518 JS1501 China
KU645519 SD1508 China
KU645520 HN1405 China
KU645521 SD1514 China
KU645522 SD1518 China
KU645523 SD1505 China
KU598851 SD1510 China
KU641013 LN1401 China
KU641014 JN1503 China
KU641015 SD1511 China
KU050677 GD-102

KU050678 GD-103

KU050679 GD-104

KU050680 GD-101

KU221054 SD1403 China
KJ872513 CAV-10 Argentina
KY053900 CAV/NAM/TANUVAS/09 India
KX447633 BS-C1 China
KX447634 BS-C2 China
KX447635 HB160430 China
KX447636 LY-1 China
KX447637 LY-2 China
KX811526 SD15 China
KY024579 RS/BR/15 Brasil
KU845734 FAdV-N22 China
KU845735 CIAV-F10 China
KU645506 SD1512 China
KU645507 SD1507 China
KU645508 SD1502 China
KU645509 JS1503 China
KU645510 SD1509 China
KU645511 LN1402 China
KU645512 HN1504 China
KU645513 BJ1406 China
KU645514 HB1404 China
KU645515 SD1515 China
KY486136 HL14101 China
KY486137 HLJ15108 China
KY486138 HLJ15109 China
KY486139 HLJ15125 China
KY486140 HLJ15140 China
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KY486141 HLJ15165 China
KY486142 HLI15166 China
KY486143 HLJ15169 China
KY486144 HLI15170 China
KY486145 JL14023 China
KY486146 JL14024 China
KY486147 JL14026 China
KY486148 JL14028 China
KY486149 JL15120 China
KY486150 NX15091 China
KY486151 NX15140 China
KY486152 J§15165 China
KY486153 JS15166 China
KY486154 LN15169 China
KY486155 LN15170 China
AF313470 Del-Ros

M55918 Cuxhaven-1 Alemania

M34 Uruguay

471602 Uruguay

141404 Uruguay

361402 Uruguay

351201 Uruguay

361501 Uruguay

421102 Uruguay

MO06/10B Uruguay

M43 Uruguay

M14/03 Uruguay

Nobilis_P4 Uruguay
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10.4. Anexo 4: Secuencias usadas para analisis de coalescencia.

a) Todas las secuencias nucleotidicas completas de vpl

N° de acceso Nombre de muestra Pais de origen Ao
AF227982 CAU269/7 Australia 1988
DQY991394 01_4201 USA 2001
KX377124 NGP-1 India 2012
KX377125 NGP-2 India 2012
KX377127 NGP-7 India 2012
KX377128 NGP-8 India 2012
KX377129 NGP-10 India 2015
KX377130 NGP-11 India 2015
KU645506 SD1512 China 2015
KU645507 SD1507 China 2015
KU645508 SD1502 China 2015
KU645509 JS1503 China 2015
KU645510 SD1509 China 2015
KU645511 LN1402 China 2014
KU645512 HN1504 China 2015
KU645513 BJ1406 China 2014
KU645514 HB1404 China 2014
KU645515 SD1515 China 2015
KU645516 HB1517 China 2015
KU645518 JS1501 China 2015
KU645519 SD1508 China 2015
KU645520 HN1405 China 2014
KU645521 SD1514 China 2015
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KU645522 SD1518 China 2015
KU645523 SD1505 China 2015
KU598851 SD1510 China 2015
KU641013 LN1401 China 2014
KU641015 SD1511 China 2015
KJ728821 10 Taiwan 2012
KJ728822 12 Taiwan 2012
KJ728826 17 Taiwan 2012
KJ728828 19 Taiwan 2012
KJ728829 20 Taiwan 2012
AM407843 CH-CK/05-05/GD/4960 China 2005
AMA407844 CH-CK/05-05/GD/4964 China 2005
AMA407875 CH-CK/05-04/GD/3088 China 2005
AM407878 CH-CK/05-05/GD/5840 China 2005
AM407846 CH-CK/05-01/GD/58 China 2005
AMA407874 CH-CK/04-02/GD/1115 China 2004
AM407865 CH-SCK/04-01/GD/552 China 2004
AM407849 CH-CK/05-01/HN/520 China 2005
AM407871 CH-CK/05-05/GD/5652 China 2005
AM407868 CH-CK/05-05/GD/4661 China 2005
AM407881 CH-CK/04-12/GD/1139 China 2004
AM407826 CH-CK/05-04/GD/3586 China 2005
AM407820 CH-CK/05-01/GD/683 China 2005
AM407842 CH-CK/05-05/GD/4665 China 2005
AM407837 CH-CK/05-04/GD/3084 China 2005
AM407822 CH-CK/05-02/GD/1569 China 2005
KJ728814 1 Taiwan 2012
KJ728830 22 Taiwan 2012
KJ728815 2 Taiwan 2012
KJ728825 16 Taiwan 2012
AMA407839 CH-CK/05-05/GD/4347 China 2005
AM407872 CH-CK/05-05/GD/5842 China 2005
JX964755 GXC060821 China 2006
AM407861 CH-CK/05-12/GD/22035 China 2005
KM496304 SC-LS China 2014
KM496305 SC-MS China 2014
KM496309 SC-NC2 China 2013
KM496310 SC-PS China 2013
KM496301 SC-DL1 China 2014
KM496302 SC-DL2 China 2014
KM496306 SC-Mz China 2013
AM407825 CH-CK/05-04/GD/3592 China 2005
KP780287 CAV/Vietnam/BN1/13 Vietnam 2013
KP780288 CAV/Vietnam/HN1/13 Vietnam 2013
KP780290 CAV/Vietnam/VP8/13 Vietnam 2013
KP780291 CAV/Vietnam/VP9/13 Vietnam 2013
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KJ728818 7 Taiwan 2012

KM496303 SC-HY China 2014
KJ728823 13 Taiwan 2012

KF224933 GD-I-12 China 2011

KF224937 GD-M-12 China 2012

KF224929 GD-E-12 China 2012

KF224931 GD-G-12 China 2011

KF224926 GD-B-12 China 2011

KF224930 GD-F-12 China 2012

KF224934 GD-J-12 China 2012

KF224936 GD-L-12 China 2012

KF224938 GD-N-12 China 2012

KF224927 GD-C-12 China 2012

KF224932 GD-H-12 China 2012

KP090251 NAM227 India 2010
KP120758 CAVNAMKS1 India 2009
KP120760 CAVNAMKS7 India 2010
KM226337 Al1/76 Japon 1976
F1172347 SDLY08 China 2008

KP120759 CAVNAMKS6 India 2010
KP120755 CAVNAMKS5 India 2010
F1883782 INDAPOQ7 India 2007

F1883781 INDTNO6 India 2006

FJ896818 INDKAO6 India 2006

KMmM458184 CAV/ZPOMS8/13 Polonia 2013
KM458183 CAV/SLA12/13 Polonia 2014
KM458182 CAV/SLA3/13 Polonia 2013
KM458181 CAV/SLA2/13 Polonia 2013
KM458178 CAV/0OPL3/13 Polonia 2013
KM458176 CAV/MPL3/13 Polonia 2013
KM458175 CAV/MPL2/13 Polonia 2013
KM458174 CAV/LUB5WS8/13 Polonia 2013
KM458173 CAV/LUB5W1/13 Polonia 2013
KM458172 CAV/LOD5/13 Polonia 2013
JF712621 India India 2009

KM226338 AOQ/77 Japon 1977
KJ004672 EsCAV/F11 Japon 2013

KJ004671 EsCAV/F8 Japon 2013

AM407827 CH-CK/05-05/GD/5258 China 2005
AM407863 CH-SCK/05-01/GD/656 China 2005
KP090256 CAVVP1INAMMO1 India 2011
KJ728820 9 Taiwan 2012

KJ728819 8 Taiwan 2012

AJ888525 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/117 Nigeria 2004
AJ888524 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/118 Nigeria 2004
361501 Uruguay 2015
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361402 Uruguay 2014

AJ888529 CAV/lLanlate.NIE/11.02/12 Nigeria 2002
AJ888528 CAV/Lanlate.NIE/11.02/71 Nigeria 2002
KY024579 RS/BR/15 Brasil 2015
KU095829 Tunisia-1328-09 Tlnez 2009
KU845735 CIAV-F10 China 2015
AM407864 CH-CK/04-01/GD/98 China 2004
KF224935 GD-K-12 China 2012
KJ728827 18 Taiwan 2012
KM458179 CAV/POD1/13 Polonia 2013
KM458177 CAV/0OPL1/13 Polonia 2013
KJ872513 CAV-10 Argentina 2007
KJ004667 G5/79 Japén 1979
KJ0O04668 HY/80 Japén 1980
AJ888522 CAV/Ejioku.NIE/11.02/107 Nigeria 2002
KJ620989 VRDC/CAV/TN/C1/08 India 2008
AJ888521 CAV/lbadan.NIE/14.04/116 Nigeria 2004
KJ0O04669 NI/77 Japén 1977
Ki872514 CAV-18 Argentina 2007
D31965 82-2 Japén 1982
MO06/108B Uruguay 2010

421103 Uruguay 2011

M43 Uruguay 2007

71601 Uruguay 2016

MO05/09 Uruguay 2009

M14/03 Uruguay 2014

471604 Uruguay 2016

471602 Uruguay 2016

451502 Uruguay 2015

221402 Uruguay 2014

221401 Uruguay 2014

211501 Uruguay 2015

201502 Uruguay 2015

181601 Uruguay 2016

171502 Uruguay 2015

171401 Uruguay 2014

141404 Uruguay 2014

51601 Uruguay 2016

351201 Uruguay 2012

b) Secuencias nucleotidicas completas de vpl que pertenecen al clado 11

N° de acceso Nombre de muestra Pais de origen Aino
KY024579 RS/BR/15 Brasil 2015
KU095829 Tunisia-1328-09 Tunez 2009
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KU845735 CIAV-F10 China 2015
AM407864 CH-CK/04-01/GD/98 China 2004
KF224935 GD-K-12 China 2012
KJ728827 18 Taiwan 2012
KM458179 CAV/POD1/13 Polonia 2013
KM458177 CAV/0OPL1/13 Polonia 2013
KJ872513 CAV-10 Argentina 2007
KJ0O04667 G5/79 Japén 1979
KJO04668 HY/80 Japén 1980
AJ888522 CAV/Ejioku.NIE/11.02/107 Nigeria 2002
KJ620989 VRDC/CAV/TN/C1/08 India 2008
AJ888521 CAV/lbadan.NIE/14.04/116 Nigeria 2004
KJO04669 NI/77 Japén 1977
KJ872514 CAV-18 Argentina 2007
D31965 82-2 Japén 1982
MO06/10B Uruguay 2010

421103 Uruguay 2011

M43 Uruguay 2007

71601 Uruguay 2016

MO05/09 Uruguay 2009

M14/03 Uruguay 2014

471604 Uruguay 2016

471602 Uruguay 2016

451502 Uruguay 2015

221402 Uruguay 2014

221401 Uruguay 2014

211501 Uruguay 2015

201502 Uruguay 2015

181601 Uruguay 2016

171502 Uruguay 2015

171401 Uruguay 2014

141404 Uruguay 2014

51601 Uruguay 2016

351201 Uruguay 2012

c) Secuencias nucleotidicas completas de vpl que pertenecen al clado 111

N° de acceso Nombre de muestra Pais de origen Ao
DQ991394 01_4201 USA 2001
KX377124 NGP-1 India 2012
KX377125 NGP-2 India 2012
KX377127 NGP-7 India 2012
KX377128 NGP-8 India 2012
KX377129 NGP-10 India 2015
KX377130 NGP-11 India 2015
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KU645506 SD1512 China 2015
KU645507 SD1507 China 2015
KU645508 SD1502 China 2015
KU645509 J51503 China 2015
KU645510 SD1509 China 2015
KU645511 LN1402 China 2014
KU645512 HN1504 China 2015
KU645513 BJ1406 China 2014
KU645514 HB1404 China 2014
KU645515 SD1515 China 2015
KU645516 HB1517 China 2015
KU645518 J51501 China 2015
KU645519 SD1508 China 2015
KU645520 HN1405 China 2014
KU645521 SD1514 China 2015
KU645522 SD1518 China 2015
KU645523 SD1505 China 2015
KU598851 SD1510 China 2015
KU641013 LN1401 China 2014
KU641015 SD1511 China 2015
KJ728821 10 Taiwan 2012
KJ728822 12 Taiwan 2012
KJ728826 17 Taiwan 2012
KJ728828 19 Taiwan 2012
KJ728829 20 Taiwan 2012
AM407843 CH-CK/05-05/GD/4960 China 2005
AMA407844 CH-CK/05-05/GD/4964 China 2005
AM407875 CH-CK/05-04/GD/3088 China 2005
AMA407878 CH-CK/05-05/GD/5840 China 2005
AMA407846 CH-CK/05-01/GD/58 China 2005
AMA407874 CH-CK/04-02/GD/1115 China 2004
AMA407865 CH-SCK/04-01/GD/552 China 2004
AM407849 CH-CK/05-01/HN/520 China 2005
AMA407871 CH-CK/05-05/GD/5652 China 2005
AM407868 CH-CK/05-05/GD/4661 China 2005
AM407881 CH-CK/04-12/GD/1139 China 2004
AMA407826 CH-CK/05-04/GD/3586 China 2005
AMA407820 CH-CK/05-01/GD/683 China 2005
AMA407842 CH-CK/05-05/GD/4665 China 2005
AMA407837 CH-CK/05-04/GD/3084 China 2005
AMA407822 CH-CK/05-02/GD/1569 China 2005
KJ728814 1 Taiwan 2012
KJ728830 22 Taiwan 2012
KJ728815 2 Taiwan 2012
KJ728825 16 Taiwan 2012
AMA407839 CH-CK/05-05/GD/4347 China 2005

109



AMA407872 CH-CK/05-05/GD/5842 China 2005
JX964755 GXC060821 China 2006
AMA407861 CH-CK/05-12/GD/22035 China 2005
KM496304 SC-LS China 2014
KM496305 SC-MS China 2014
KM496309 SC-NC2 China 2013
KM496310 SC-PS China 2013
KM496301 SC-DL1 China 2014
KM496302 SC-DL2 China 2014
KM496306 SC-MZ China 2013
AM407825 CH-CK/05-04/GD/3592 China 2005
KP780287 CAV/Vietnam/BN1/13 Vietham 2013
KP780288 CAV/Vietnam/HN1/13 Vietham 2013
KP780290 CAV/Vietnam/VP8/13 Vietham 2013
KP780291 CAV/Vietnam/VP9/13 Vietham 2013
KJ728818 7 Taiwan 2012
KM496303 SC-HY China 2014
KJ728823 13 Taiwan 2012
KF224933 GD-1-12 China 2011
KF224937 GD-M-12 China 2012
KF224929 GD-E-12 China 2012
KF224931 GD-G-12 China 2011
KF224926 GD-B-12 China 2011
KF224930 GD-F-12 China 2012
KF224934 GD-J-12 China 2012
KF224936 GD-L-12 China 2012
KF224938 GD-N-12 China 2012
KF224927 GD-C-12 China 2012
KF224932 GD-H-12 China 2012
KP090251 NAM227 India 2010
KP120758 CAVNAMKS1 India 2009
KP120760 CAVNAMKS7 India 2010
KM226337 A1/76 Japon 1976
F1172347 SDLYO8 China 2008
KP120759 CAVNAMKS6 India 2010
KP120755 CAVNAMKS5 India 2010
FJ883782 INDAPO7 India 2007
F1883781 INDTNO6 India 2006
FJ896818 INDKAO6 India 2006
KM458184 CAV/ZPOMS8/13 Polonia 2013
KM458183 CAV/SLA12/13 Polonia 2014
KM458182 CAV/SLA3/13 Polonia 2013
KM458181 CAV/SLA2/13 Polonia 2013
KM458178 CAV/OPL3/13 Polonia 2013
KM458176 CAV/MPL3/13 Polonia 2013
KM458175 CAV/MPL2/13 Polonia 2013
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KM458174 CAV/LUB5WS8/13 Polonia 2013
KM458173 CAV/LUB5W1/13 Polonia 2013
KM458172 CAV/LOD5/13 Polonia 2013
JF712621 India India 2009
KM226338 AQ/77 Japon 1977
KJ004672 EsCAV/F11 Japon 2013
KJO04671 EsCAV/F8 Japon 2013
AMA407827 CH-CK/05-05/GD/5258 China 2005
AMA407863 CH-SCK/05-01/GD/656 China 2005
KP090256 CAVVP1INAMMO1 India 2011
KJ728820 9 Taiwan 2012
KJ728819 8 Taiwan 2012
AJ888525 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/117 Nigeria 2004
AJ888524 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/118 Nigeria 2004
361501 Uruguay 2015
361402 Uruguay 2014
AJ888529 CAV/Lanlate.NIE/11.02/12 Nigeria 2002
AJ888528 CAV/Lanlate.NIE/11.02/71 Nigeria 2002
d) Todas las secuencias nucleotidicas parciales de vpl
N° de acceso Nombre de muestra Pais de origen Aio
KJ620990 VRDC-CAV-TN-C6-10 India 2010
KU645518 JS1501 China 2015
KU598851 SD1510 China 2015
AMA407843 CH_CK-05-05-GD-4960 China 2005
AMA407844 CH_CK-05-05-GD-4964 China 2005
AMA407875 CH_CK-05-04-GD-3088 China 2005
AMA407878 CH_CK-05-05-GD-5840 China 2005
AMA407846 CH_CK-05-01-GD-58 China 2005
AMA407874 CH_CK-04-02-GD-1115 China 2004
AMA407865 CH_SCK-04-01-GD-552 China 2004
AMA407849 CH_CK-05-01-HN/520 China 2005
AMA407871 CH_CK/05-05/GD/5652 China 2005
AMA407868 CH_CK/05-05/GD/4661 China 2005
AMA407881 CH_CK/04-12/GD/1139 China 2004
AMA407826 CH_CK/05-04/GD/3586 China 2005
AMA407820 CH_CK/05-01/GD/683 China 2005
AMA407842 CH_CK/05-05/GD/4665 China 2005
AMA407837 CH_CK/05-04/GD/3084 China 2005
AMA407822 CH_CK/05-02/GD/1569 China 2005
KJ728814 1 Taiwan 2012
KJ728830_ 22 Taiwan 2012
KJ728815 2 Taiwan 2012
AMA407839 CH_CK/05-05/GD/4347 China 2005
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AMA407872 CH_CK/05-05/GD/5842 China 2005
AM407861 CH_CK/05-12/GD/22035 China 2005
KM496306 SC-Mz China 2013
AM407825 CH_CK/05-04/GD/3592 China 2005
KP780287 CAVVietnamBN113 Vietnam 2013
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietnam 2013
KP780290 CAVVietnamVP813 Vietnam 2013
KP780291 CAVVietnamVP913 Vietnam 2013
KF224936 GD-L-12 China 2012
KF224938 GD-N-12 China 2012
KF224932 GD-H-12 China 2012
KM226337 Al/76 Japoén 1976
KM458184 CAV/ZPOMS8/13 Polonia 2013
KM458183 CAV/SLA12/13 Polonia 2014
KM458182 CAV/SLA3/13 Polonia 2013
KM458181 CAV/SLA2/13 Polonia 2013
KM458178 CAV/0OPL3/13 Polonia 2013
KM458176 CAV/MPL3/13 Polonia 2013
KM458175 CAV/MPL2/13 Polonia 2013
KM458174 CAV/LUB5WS8/13 Polonia 2013
KM458173 CAVLUB5W113 Polonia 2013
KM226338 AO/77 Japon 1977
KJ004672 EsCAV/F11 Japoén 2013
KJ004671 EsCAV/F8 Japon 2013
AMA407827 CH_CK/05-05/GD/5258 China 2005
AMA407863 CH_SCK/05-01/GD/656 China 2005
AJ888525 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/117 Nigeria 2004
Al888524 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/118 Nigeria 2004
AJ888529 CAV/Lanlate.NIE/11.02/12 Nigeria 2002
AJ888528 CAV/Lanlate.NIE/11.02/71 Nigeria 2002
KJ620991 VRDC-CAV-TN-C7-10 India 2010
KJ620992 VRDC-CAV-CHD-C2-09 India 2009
KJ620993 VRDC-CAV-VC-C3-09 India 2009
KJ620994 VRDC-CAV-CHD-C4-09 India 2009
KJ620995 VRDC-CAV-MH-C5-09 India 2009
KJ620996 VRDC-CAV-TN-C8-10 India 2010
KJ621023 VRDC-CAV-MH-BR-C37-12 India 2012
KJ126838 HK1-13 Japon 2013
KJ865877 CAV15 Brasil 2006
KJ865869 CAV632 Brasil 2009
KJ865876 CAV263 Brasil 2006
FR850022 AN-China-95 China 2010
FR850023 JS-China96 China 2010
FR850027 JS-China-81 China 2010
FR850028 JS-China-80 China 2010
HQ872025 HU-China-13 China 2010
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HQ872031 AN-China-36 China 2010
HQ872032 AN-China-34 China 2010
HQ872033 JS-China-70 China 2010
HQ872034 JS-China-78 China 2010
HQ872035 JS-China-32 China 2010
HQ872038 JS-China-83 China 2010
HQ872039 JS-China-9 China 2010
HQ872040 JS-China-14 China 2010
HQ872047 JS-China-73 China 2010
HM018719 09D243 Corea del Sur 2009
HM018720 CN-MJfarm Corea del Sur 2009
HM018721 JB-AH4-6 Corea del Sur 2009
HM018722 JB-YKS19-20 Corea del Sur 2009
HM018723 CN-BR-37 Corea del Sur 2009
HMO018725 09D301 Corea del Sur 2009
HM018726 09D354 Corea del Sur 2009
HM018727 CN-HJH Corea del Sur 2009
HM018728 HKYJ-DP-1 Corea del Sur 2009
HM018729 09D359 Corea del Sur 2009
HMO018730 09Q174 Corea del Sur 2009
HM018731 09D318 Corea del Sur 2009
HM018733 CN-SHCK Corea del Sur 2009
HM018734 CN-KRfarm Corea del Sur 2009
HM018735 HKYJ-DP-3 Corea del Sur 2009
HMO018736 HKYK-KC-2 Corea del Sur 2009
HM018737 CN-KKT Corea del Sur 2009
HMO018738 SHIJEGB Corea del Sur 2009
HM018739 CN-TBfarm Corea del Sur 2009
HMO018740 SHJE2 Corea del Sur 2009
AF311892 98D02152 USA 1997
AF395114 BD-3 Bangladés 1999
DQO016139 469 Eslovenia 2001
DQ016140 69 Eslovenia 2000
DQ991394 01_4201 USA 2001
F1172347 SDLY08 China 2008
FJ883781 INDTNO6 India 2006
F1883782 INDAPQ7 India 2007
FJ896818 INDKAO6 India 2006
JF712621 India India 2009
JX260426 GD-1-12 China 2012
JX964755 GXC060821 China 2006
KF224926 GD-B-12 China 2011
KF224927 GD-C-12 China 2012
KF224928 GD-D-12 China 2012
KF224929 GD-E-12 China 2012
KF224930 GD-F-12 China 2012
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KF224931 GD-G-12 China 2011
KF224933 GD-I-12 China 2011
KF224934 GD-J-12 China 2012
KF224937 GD-M-12 China 2012
KJ728818 7 Taiwan 2012
KJ728819 8 Taiwan 2012
KJ728820 9 Taiwan 2012
KJ728821 10 Taiwan 2012
KJ728822 12 Taiwan 2012
KJ728823 13 Taiwan 2012
KJ728825 16 Taiwan 2012
KJ728826 17 Taiwan 2012
KJ728828 19 Taiwan 2012
KJ728829 20 Taiwan 2012
KM226341 KY80 Japén 1980
KM458172 CAVLOD513 Polonia 2013
KM458174 CAVLUB5W813 Polonia 2013
KM458175 CAVMPL213 Polonia 2013
KM458176 CAVMPL313 Polonia 2013
KM458178 CAVOPL313 Polonia 2013
KM458181 CAVSLA213 Polonia 2013
KM458182 CAVSLA313 Polonia 2013
KM458183 CAVSLA1213 Polonia 2014
KM458184 CAVZPOMS813 Polonia 2013
KM458185 CAV3995 Polonia 1995
KM496301 SC-DL1 China 2014
KM496302 SC-DL2 China 2014
KM496303 SC-HY China 2014
KM496304 SC-LS China 2014
KM496305 SC-MS China 2014
KM496308 SC-NC1 China 2013
KM496309 SC-NC2 China 2013
KM496310 SC-PS China 2013
KP090251 NAM227 India 2010
KP090253 EABCOM India 2012
KP090254 NAMCCAV India 2012
KP090256 CAVVPINAMMO1 India 2011
KP120755 CAVNAMKSS5 India 2010
KP120756 CAVNAMKS4 India 2009
KP120757 CAVNAMKS3 India 2009
KP120758 CAVNAMKS1 India 2009
KP120759 CAVNAMKS6 India 2010
KP120760 CAVNAMKS7 India 2010
KP780287 CAVViethamBN113 Vietnam 2013
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietnam 2013
KU641013 LN1401 China 2014
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KU641015 SD1511 China 2015
KU645506 SD1512 China 2015
KU645507 SD1507 China 2015
KU645508 SD1502 China 2015
KU645509 JS1503 China 2015
KU645510 SD1509 China 2015
KU645511 LN1402 China 2014
KU645512 HN1504 China 2015
KU645513 BJ1406 China 2014
KU645514 HB1404 China 2014
KU645515 SD1515 China 2015
KU645516 HB1517 China 2015
KU645519 SD1508 China 2015
KU645521 SD1514 China 2015
KU645520 HN1405 China 2014
KU645522 SD1518 China 2015
KU645523 SD1505 China 2015
KX377124 NGP-1 India 2012
KX377125 NGP-2 India 2012

361501 Uruguay 2015

361402 Uruguay 2014
KX377127 NGP-7 India 2012
KX377128 NGP-8 India 2012
KX377129 NGP-10 India 2015
KX377130 NGP-11 India 2015
AF311900 98D06073 USA 1997
AJ888521 CAV/lbadan.NIE/14.04/116 Nigeria 2004
AJ888522 CAV/Ejioku.NIE/11.02/107 Nigeria 2002
AMA407864 CH-CK/04-01/GD/98 China 2004
EU871767 Arg439 Argentina 2007
EU871768 ArgAN-1 Argentina 2007
EU871769 Arg628 Argentina 2007
EU871770 Arg609 Argentina 2007
EU871771 Arg655 Argentina 2007
EU871772 Arg673 Argentina 2007
EU871773 Arg513 Argentina 2007
EU871774 ArgA008 Argentina 2007
EU871775 ArgA006 Argentina 2007
EU871776 Arg684 Argentina 2007
EU871777 Arg728 Argentina 2007
EU871778 Arg729 Argentina 2007
EU871779 ArgAOO18R Argentina 2007
EU871780 ArgA0010-28 Argentina 2007
EU871781 ArgA0010-34 Argentina 2007
EU871782 Arg753 Argentina 2007
EU871783 ArgA0021-3 Argentina 2008
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EU871784 ArgA0021-4 Argentina 2008
FR850021 AN-China-92 China 2010
FR850030 JS-China-90 China 2010
HM018710 09D367 Corea del Sur 2009
HM018711 JBKYS Corea del Sur 2009
HM018712 JBLCK2 Corea del Sur 2009
HM018713 HKYJ-HI-4A Corea del Sur 2009
HM018714 HKYJ-HI-1D Corea del Sur 2009
HM018715 HH-D Corea del Sur 2009
HMO018716 103farm-8 Corea del Sur 2009
HM018717 CN-YJS Corea del Sur 2009
HM018718 JB-BJS1 Corea del Sur 2009
HQ872024 JS-China-11 China 2010
HQ872026 HU-China-8 China 2010
HQ872037 JS-China-84 China 2010
KC691410 CMB12077 Camboya 2012
KC691411 CMB11090 Camboya 2011
KC691412 CMB11091 Camboya 2011
KF224935 GD-K-12 China 2012
KJ004667 G5/79 Japén 1979
KJ004668 HY/80 Japén 1980
KJ004669 NI/77 Japén 1977
KJ620989 VRDC/CAV/TN/C1/08 India 2008
KJ620989 VRDCCAVTNC108 India 2008
KJ728827 18 Taiwan 2012
KJ865863 CAV1086 Brasil 2010
KJ865864 CAV1029 Brasil 2010
KJ865865 CAV1013 Brasil 2010
KJ865866 CAV976 Brasil 2010
KJ865868 CAV740 Brasil 2009
KJ865871 CAV584 Brasil 2009
KJ865872 CAV240 Brasil 2008
KJ865875 CAV1136 Brasil 2006
KJ872513 CAV-10 Argentina 2007
KJ872514 CAV-18 Argentina 2007
KM458177 CAV/OPL1/13 Polonia 2013
KM458179 CAV/POD1/13 Polonia 2013
KM458179 CAVPOD11 Polonia 2013
KP780289 CAVVietnamVP713 Vietnam 2013
KP780292 CAVVietnamVP1013 Vietnam 2013
KT390283 STH33 Sudafrica 2006
KU095829 Tunez-1328-09 Tlnez 2009
KU095829 Tunisia-1328-09 Tlnez 2009
KU195690 IR2-CAV-VP1 Irdn 2013
KU195691 IR3-CAV-VP1 Irdn 2013
KU195692 IR4-CAV-VP1 Irdn 2013
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KU195693 IR5-CAV-VP1 Irdn 2013
KU845734 FAdV-N22 China 2015
KU845735 CIAV-F10 China 2015
KY024579 RSBR15 Brasil 2015
31501 Uruguay 2015

51601 Uruguay 2016

71601 Uruguay 2016

141404 Uruguay 2014

171401 Uruguay 2014

171502 Uruguay 2015

181601 Uruguay 2016

201502 Uruguay 2015

211501 Uruguay 2015

221401 Uruguay 2014

221402 Uruguay 2014

351201 Uruguay 2012

421103 Uruguay 2011

451502 Uruguay 2015

471602 Uruguay 2016

471604 Uruguay 2016

MO05-09 Uruguay 2009

MO0610B Uruguay 2010

M1403 Uruguay 2014

M23 Uruguay 2005

M34 Uruguay 2005

M43 Uruguay 2007

AF227982 CAU269/7 Australia 1988
D31965 82-2 Japén 1982

e) Secuencias nucleotidicas parciales de vpl que pertenecen al clado Il

N° de acceso Nombre de muestra Pais de origen Aino
AF311900 98D06073 USA 1997
AJ888521 CAV/Ibadan.NIE/14.04/116 Nigeria 2004
AJ888522 CAV/Ejioku.NIE/11.02/107 Nigeria 2002
AMA407864 CH-CK/04-01/GD/98 China 2004
EU871767 Arg439 Argentina 2007
EU871768 ArgAN-1 Argentina 2007
EU871769 Arg628 Argentina 2007
EU871770 Arg609 Argentina 2007
EU871771 Argb655 Argentina 2007
EU871772 Arg673 Argentina 2007
EU871773 Arg513 Argentina 2007
EU871774 ArgA008 Argentina 2007
EU871775 ArgA006 Argentina 2007
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EU871776 Arg684 Argentina 2007
EU871777 Arg728 Argentina 2007
EU871778 Arg729 Argentina 2007
EU871779 ArgAO018R Argentina 2007
EU871780 ArgA0010-28 Argentina 2007
EU871781 ArgA0010-34 Argentina 2007
EU871782 Arg753 Argentina 2007
EU871783 ArgA0021-3 Argentina 2008
EU871784 ArgA0021-4 Argentina 2008
FR850021 AN-China-92 China 2010
FR850030 JS-China-90 China 2010
HMO018710 09D367 Corea del Sur 2009
HM018711 JBKYS Corea del Sur 2009
HM018712 JBLCK2 Corea del Sur 2009
HM018713 HKYJ-HI-4A Corea del Sur 2009
HM018714 HKYJ-HI-1D Corea del Sur 2009
HMO018715 HH-D Corea del Sur 2009
HMO018716 103farm-8 Corea del Sur 2009
HM018717 CN-YJS Corea del Sur 2009
HM018718 JB-BJS1 Corea del Sur 2009
HQ872024 JS-China-11 China 2010
HQ872026 HU-China-8 China 2010
HQ872037 JS-China-84 China 2010
KC691410 CMB12077 Camboya 2012
KC691411 CMB11090 Camboya 2011
KC691412 CMB11091 Camboya 2011
KF224935 GD-K-12 China 2012
KJ0O04667 G5/79 Japén 1979
KJO04668 HY/80 Japén 1980
KJO04669 NI/77 Japén 1977
KJ620989 VRDC/CAV/TN/C1/08 India 2008
KJ620989 VRDCCAVTNC108 India 2008
KJ728827 18 Taiwan 2012
KJ865863 CAV1086 Brasil 2010
KJ865864 CAV1029 Brasil 2010
KJ865865 CAV1013 Brasil 2010
KJ865866 CAV976 Brasil 2010
KJ865868 CAV740 Brasil 2009
KJ865871 CAV584 Brasil 2009
KJ865872 CAV240 Brasil 2008
KJ865875 CAV1136 Brasil 2006
KJ872513 CAV-10 Argentina 2007
KJ872514 CAV-18 Argentina 2007
KM458177 CAV/0OPL1/13 Polonia 2013
KM458179 CAV/POD1/13 Polonia 2013
KM458179 CAVPOD11 Polonia 2013
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KP780289 CAVVietnamVP713 Vietnam 2013
KP780292 CAVVietnamVP1013 Vietham 2013
KT390283 STH33 Sudafrica 2006
KU095829 Tunez-1328-09 Tunez 2009
KU095829 Tunisia-1328-09 Tunez 2009
KU195690 IR2-CAV-VP1 Irdn 2013
KU195691 IR3-CAV-VP1 Irdn 2013
KU195692 IR4-CAV-VP1 Irdn 2013
KU195693 IR5-CAV-VP1 Irdn 2013
KU845734 FAdV-N22 China 2015
KU845735 CIAV-F10 China 2015
KY024579 RSBR15 Brasil 2015
31501 Uruguay 2015

51601 Uruguay 2016

71601 Uruguay 2016

141404 Uruguay 2014

171401 Uruguay 2014

171502 Uruguay 2015

181601 Uruguay 2016

201502 Uruguay 2015

211501 Uruguay 2015

221401 Uruguay 2014

221402 Uruguay 2014

351201 Uruguay 2012

421103 Uruguay 2011

451502 Uruguay 2015

471602 Uruguay 2016

471604 Uruguay 2016

M05-09 Uruguay 2009

MO0610B Uruguay 2010

M1403 Uruguay 2014

M23 Uruguay 2005

M34 Uruguay 2005

M43 Uruguay 2007

) Secuencias nucleotidicas parciales de vpl que pertenecen al clado 111

N° de acceso Nombre de muestra Pais de origen Ao
KJ620990 VRDC-CAV-TN-C6-10 India 2010
KU645518 JS1501 China 2015
KU598851 SD1510 China 2015

AMA407843 CH_CK-05-05-GD-4960 China 2005
AM407844 CH_CK-05-05-GD-4964 China 2005
AM407875 CH_CK-05-04-GD-3088 China 2005
AMA407878 CH_CK-05-05-GD-5840 China 2005
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AMA407846 CH_CK-05-01-GD-58 China 2005
AM407874 CH_CK-04-02-GD-1115 China 2004
AMA407865 CH_SCK-04-01-GD-552 China 2004
AM407849 CH_CK-05-01-HN/520 China 2005
AMA407871 CH_CK/05-05/GD/5652 China 2005
AMA407868 CH_CK/05-05/GD/4661 China 2005
AM407881 CH_CK/04-12/GD/1139 China 2004
AMA407826 CH_CK/05-04/GD/3586 China 2005
AM407820 CH_CK/05-01/GD/683 China 2005
AMA407842 CH_CK/05-05/GD/4665 China 2005
AMA407837 CH_CK/05-04/GD/3084 China 2005
AMA407822 CH_CK/05-02/GD/1569 China 2005
KJ728814 1 Taiwan 2012
KJ728830_ 22 Taiwan 2012
KJ728815 2 Taiwan 2012
AMA407839 CH_CK/05-05/GD/4347 China 2005
AMA407872 CH_CK/05-05/GD/5842 China 2005
AMA407861 CH_CK/05-12/GD/22035 China 2005
KM496306 SC-Mz China 2013
AMA407825 CH_CK/05-04/GD/3592 China 2005
KP780287 CAVVietnamBN113 Vietnam 2013
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietnam 2013
KP780290 CAVWViethamVP813 Vietnam 2013
KP780291 CAVWViethamVP913 Vietnam 2013
KF224936 GD-L-12 China 2012
KF224938 GD-N-12 China 2012
KF224932 GD-H-12 China 2012
KM226337 Al1/76 Japon 1976
KM458184 CAV/ZPOMS8/13 Polonia 2013
KM458183 CAV/SLA12/13 Polonia 2014
KM458182 CAV/SLA3/13 Polonia 2013
KM458181 CAV/SLA2/13 Polonia 2013
KM458178 CAV/OPL3/13 Polonia 2013
KM458176 CAV/MPL3/13 Polonia 2013
KM458175 CAV/MPL2/13 Polonia 2013
KM458174 CAV/LUB5WS8/13 Polonia 2013
KM458173 CAVLUB5W113 Polonia 2013
KM226338 AO/77 Japon 1977
KJ004672 EsCAV/F11 Japon 2013
KJO04671 EsCAV/F8 Japon 2013
AMA407827 CH_CK/05-05/GD/5258 China 2005
AMA407863 CH_SCK/05-01/GD/656 China 2005
AJ888525 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/117 Nigeria 2004
AJ888524 CAV/Abeokuta.NIE/19.04/118 Nigeria 2004
AJ888529 CAV/Lanlate.NIE/11.02/12 Nigeria 2002
AJ888528 CAV/Lanlate.NIE/11.02/71 Nigeria 2002
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KJ620991 VRDC-CAV-TN-C7-10 India 2010
KJ620992 VRDC-CAV-CHD-C2-09 India 2009
KJ620993 VRDC-CAV-VC-C3-09 India 2009
KJ620994 VRDC-CAV-CHD-C4-09 India 2009
KJ620995 VRDC-CAV-MH-C5-09 India 2009
KJ620996 VRDC-CAV-TN-C8-10 India 2010
KJ621023 VRDC-CAV-MH-BR-C37-12 India 2012
KJ126838 HK1-13 Japén 2013
KJ865877 CAV15 Brasil 2006
KJ865869 CAV632 Brasil 2009
KJ865876 CAV263 Brasil 2006
FR850022 AN-China-95 China 2010
FR850023 JS-China96 China 2010
FR850027 JS-China-81 China 2010
FR850028 JS-China-80 China 2010
HQ872025 HU-China-13 China 2010
HQ872031 AN-China-36 China 2010
HQ872032 AN-China-34 China 2010
HQ872033 JS-China-70 China 2010
HQ872034 JS-China-78 China 2010
HQ872035 JS-China-32 China 2010
HQ872038 JS-China-83 China 2010
HQ872039 JS-China-9 China 2010
HQ872040 JS-China-14 China 2010
HQ872047 JS-China-73 China 2010
HM018719 09D243 Corea del Sur 2009
HMO018720 CN-MJfarm Corea del Sur 2009
HM018721 JB-AH4-6 Corea del Sur 2009
HMO018722 JB-YKS19-20 Corea del Sur 2009
HMO018723 CN-BR-37 Corea del Sur 2009
HMO018725 09D301 Corea del Sur 2009
HMO018726 09D354 Corea del Sur 2009
HM018727 CN-HJH Corea del Sur 2009
HM018728 HKYJ-DP-1 Corea del Sur 2009
HM018729 09D359 Corea del Sur 2009
HMO018730 09Q174 Corea del Sur 2009
HM018731 09D318 Corea del Sur 2009
HM018733 CN-SHCK Corea del Sur 2009
HMO018734 CN-KRfarm Corea del Sur 2009
HMO018735 HKYJ-DP-3 Corea del Sur 2009
HM018736 HKYK-KC-2 Corea del Sur 2009
HM018737 CN-KKT Corea del Sur 2009
HM018738 SHJE6B Corea del Sur 2009
HMO018739 CN-TBfarm Corea del Sur 2009
HMO018740 SHJE2 Corea del Sur 2009
AF311892 98D02152 USA 1997
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AF395114 BD-3 Bangladés 1999
DQO016139 469 Eslovenia 2001
DQ016140 69 Eslovenia 2000
DQ991394 01_4201 USA 2001
F1172347 SDLYO8 China 2008
FJ883781 INDTNO6 India 2006
F1883782 INDAPO7 India 2007
FJ896818 INDKAO6 India 2006
JF712621 India India 2009
JX260426 GD-1-12 China 2012
JX964755 GXC060821 China 2006
KF224926 GD-B-12 China 2011
KF224927 GD-C-12 China 2012
KF224928 GD-D-12 China 2012
KF224929 GD-E-12 China 2012
KF224930 GD-F-12 China 2012
KF224931 GD-G-12 China 2011
KF224933 GD-I-12 China 2011
KF224934 GD-J-12 China 2012
KF224937 GD-M-12 China 2012
KJ728818 7 Taiwan 2012
KJ728819 8 Taiwan 2012
KJ728820 9 Taiwan 2012
KJ728821 10 Taiwan 2012
KJ728822 12 Taiwan 2012
KJ728823 13 Taiwan 2012
KJ728825 16 Taiwan 2012
KJ728826 17 Taiwan 2012
KJ728828 19 Taiwan 2012
KJ728829 20 Taiwan 2012
KM226341 KY80 Japon 1980
KM458172 CAVLOD513 Polonia 2013
KM458174 CAVLUB5W813 Polonia 2013
KM458175 CAVMPL213 Polonia 2013
KM458176 CAVMPL313 Polonia 2013
KM458178 CAVOPL313 Polonia 2013
KM458181 CAVSLA213 Polonia 2013
KM458182 CAVSLA313 Polonia 2013
KM458183 CAVSLA1213 Polonia 2014
KM458184 CAVZPOMS813 Polonia 2013
KM458185 CAV3995 Polonia 1995
KM496301 SC-DL1 China 2014
KM496302 SC-DL2 China 2014
KM496303 SC-HY China 2014
KM496304 SC-LS China 2014
KM496305 SC-MS China 2014

122



KM496308 SC-NC1 China 2013
KM496309 SC-NC2 China 2013
KM496310 SC-PS China 2013
KP090251 NAM227 India 2010
KP090253 EABCOM India 2012
KP090254 NAMCCAV India 2012
KP090256 CAVVPINAMMO1 India 2011
KP120755 CAVNAMKS5 India 2010
KP120756 CAVNAMKS4 India 2009
KP120757 CAVNAMKS3 India 2009
KP120758 CAVNAMKS1 India 2009
KP120759 CAVNAMKS6 India 2010
KP120760 CAVNAMKS7 India 2010
KP780287 CAVVietnamBN113 Vietnam 2013
KP780288 CAVVietnamHN113 Vietnam 2013
KU641013 LN1401 China 2014
KU641015 SD1511 China 2015
KU645506 SD1512 China 2015
KU645507 SD1507 China 2015
KU645508 SD1502 China 2015
KU645509 JS1503 China 2015
KU645510 SD1509 China 2015
KU645511 LN1402 China 2014
KU645512 HN1504 China 2015
KU645513 BJ1406 China 2014
KU645514 HB1404 China 2014
KU645515 SD1515 China 2015
KU645516 HB1517 China 2015
KU645519 SD1508 China 2015
KU645521 SD1514 China 2015
KU645520 HN1405 China 2014
KU645522 SD1518 China 2015
KU645523 SD1505 China 2015
KX377124 NGP-1 India 2012
KX377125 NGP-2 India 2012

361501 Uruguay 2015

361402 Uruguay 2014
KX377127 NGP-7 India 2012
KX377128 NGP-8 India 2012
KX377129 NGP-10 India 2015
KX377130 NGP-11 India 2015
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