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Resumen.

El andlisis filogenéticos del virus de estomatitis vesicular (VEV) ha mostrado una gran
variabilidad genética, sin embargo linajes genéticos asociados a zonas geograficas
especificas han permanecido genéticamente estables hasta por 30 afios. Asi mismo se ha
propuesto la hipotesis, de que factores ecoldgicos mas que temporales dominan la
evolucion del VEV. El objetivo de este trabajo fue determinar los patrones filogenéticos y
evolutivos del virus de estomatitis vesicular New Jersey, analizando por medio de
herramientas bioinformadticas la region hipervariable del gen P de 140 aislamientos del
virus de estomatitis vesicular New Jersey (VEVNIJ), representativos de México en el
periodo 2005-2009, con la finalidad de describir la epidemiologia molecular de este virus
en México. Los resultados muestran que existe seleccion positiva de mutaciones sinénimas,
las cuales estan influenciando el uso de codones entre los diferentes linajes establecidos es
América. El uso de codones en este virus parece estar influenciado tanto por la
composicion de nucledtidos de la secuencia asi como presiones selectivas que favorecen la
optimizacion de la traduccion de los linajes establecidos en diferentes nichos ecologicos.
Con base en estos hallazgos, describimos 2 zonas endémicas en México en las cuales
circulan linajes con caracteristicas de uso de codones similares, posiblemente como
respuesta a circular en zonas ecologicas diferentes. Un hallazgo significativo en este
periodo de estudio, fue la aparicion de un linaje que se disemind del sur al norte de México
del 2006 al 2009 y lo que resulto en un aumento de 400% de casos positivos en México,
basado en su caracteristica de uso de codones, fue posible predecir el origen geografico del

mismo.

Palabras claves: uso de codones; seleccion negativa;  mutaciones sinonimas,

dinucleotidos; analisis filogenéticos; evolucion.



Abstract.

Phylogenetic analysis of vesicular stomatitis virus (VSV) have shown the presence of a
large genetic variability, with genetic lineages associated to specific geographic zones
where they have remained genetically stable for 30 years. There is the hypothesis that
ecological factors rather than temporal ones are dominating the evolution of VSV. The
objective of this research was to determinate the phylogenetic and evolutionary patterns of
vesicular stomatitis virus New Jersey serotype VSV NIJ by analyzing the hypervariable
region of the phosphoprotein gen of 140 VSV NIJ isolates representative of Mexico from
2005-2009, in order to describe the molecular epidemiology of VSV NIJ in Mexico. The
sequences showed evidence of positive selection of synonymous mutations, which results
in codon usage bias among different lineages in America. In addition codon usage bias in
this virus seems to be influenced by both nucleotide composition and selective pressures
maybe to improve the translation of different lineages through different ecologic zones
where they are established. Based on these findings, we were able to describe the presence
of two endemic zones in México, where lineages with similar codon usage patterns are
circulating, possibly as a result of their adaptation to different ecological zones. From 2006
to 2009 a lineage circulating in Mexico, was responsible for increasing the incidence of this
disease in 400%, using the specific of codon usage bias, we could detect the geographical

origin of this lineage.

Key words: codon usage bias; negative selection; synonymous mutations; dinucleotide,

phylogenetic analysis; evolution.
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Abreviaturas.

Abreviatura

Definicion

ApA, ApC, ApG, ApT, CpA, CpC, CpG,
CpT, GpA, GpC, GpT, GpG, GpA, GpC,
GpT, GpG.

Regiones de la secuencia donde se

encuentra un par de adenina (A), citosina
(©), (G, (T)

respectivamente, ligados por un fosfato el

guanina timina

cual esta representado por la letra p.

CA1 Virus de estomatitis vesicular serotipo New
Jersey reportados en el Genbank, los cuales
circulan en Centroamérica en los paises de
Guatemala, Belice y el Salvador.

CAll Virus de estomatitis vesicular serotipo New
Jersey reportados en el Genbank, los cuales
circulan en Centroamérica y Suramérica en
los paises de Honduras, Nicaragua, Panama,
Costa Rica y Ecuador.

dN Tasa de substitucion no sindénima por sitio
no sindénimo.

ds Tasa de substitucion sindnima por sitio
sinénimo.

ENC Numero Efectivo de Codones.

RSCU Uso Relativo de Codones Sinonimos

RT-PCR Transcriptasa Reversa-Reaccion en Cadena
de la Polimerasa.

SLAC Single Likeihood Ancestor Counting.

VEV Virus de Estomatitis Vesicular.

VEV NJ Virus de Estomatitis Vesicular serotipo

New Jersey.




1 .Introduccion.
1.1 Generalidades.

La estomatitis vesicular (EV) es una enfermedad infecciosa, la cual afecta bovinos,
porcinos y equinos. Es causada por el virus de la estomatitis vesicular (VEV) el cual
pertenece a la familia Rabdoviridae y género Vesiculovirus, tiene un genoma del tipo RNA
de cadena sencilla con una polaridad negativa y una longitud de 11 kb, el cual codifica
para la produccion de 5 proteinas estructurales: la nucleocapside (N), fosfoproteina (P),

matrix (M), glicoproteina (G), y polimerasa (L)(1).

La presentacion clinica de la enfermedad se caracteriza por la presencia de lesiones
vesiculares y erosivas en la superficie dorsal de la lengua, frecuentemente acompanadas por
vesiculas en las encias, labios, bandas coronarias, pezones, y prepucio. El impacto
econoémico de esta enfermedad ha sido calculado entre los 100 y 250 délares por bovino
infectado (2). Asi mismo, las lesiones producidas en bovinos y cerdos por el VEV no
pueden ser distinguidas clinicamente de las producidas por el virus de la fiebre aftosa, una
de las enfermedades de mayor impacto econdémico a nivel mundial, por lo que los hatos
afectados por la EV tienen que ser puestos en cuarentenas precautorias hasta poder
discriminar la presencia del virus de la fiebre aftosa por medio de pruebas de laboratorio, lo
que se traduce en pérdidas econdmicas por la restriccion en la movilizacion de los animales

afectados (3).
1.2 Aspectos Epidemiolégicos y Filogenéticos.
1.2.1 Distribucion Geografica.

Por lo menos 28 vesiculovirus, han sido identificados serolégicamente, tienen la capacidad
para infectar vertebrados e inverterados (4), de estos serotipos los implicados en causar
infecciones en animales domésticos son New Jersey (VEV NJ), Indiana (VEV IND-1),
Cocal (VEV IND-2), Alagoas (VEV IND-3) Chandipura, Piry y Isfahan (3).



El VEV es endémico del norte de Sudamérica (Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru) al
sur de M¢éxico, en estas areas los brotes clinicos de esta enfermedad se presentan

anualmente (Figura 1 A) (5).

En las areas endémicas, los brotes de EV tienen un patréon de presentacion estacional, la
mayoria de las veces estan asociados a los periodos de transicion entre la época de lluvias y
la de secas (6). El virus de VEV NIJ produce aproximadamente el 80% de los casos clinicos
reportados, y el 20% restante es producido por el VEV IND 1 (5). Brasil y Argentina
reportan esporadicamente casos de EV, en estos paises los serotipos relacionados con la
presentacion de brotes clinicos son del tipo de Indiana 2 y 3, con una frecuencia de
presentacion entre 1 y 2 afios en Brasil por el serotipo de Indiana 3 y esporadicamente por
el serotipo Indiana 2 en ambos paises(figura 1B) (7). En el sureste de los Estados Unidos,
los brotes causados por el VEV, ocurren esporadicamente en ciclos de aproximadamente 10

anos (8).

En México, la presentacion de esta enfermedad varia dependiendo de la localizaciéon
geografica, en el caso de la parte sur (Veracruz, Chiapas, Tabasco) los brotes clinicos
producidos por el VEV se presentan de manera anual, a diferencia de los estados de Jalisco,
Guerrero, Morelos y Michoacan donde la deteccion de casos positivos puede ser por
periodos de 5 afios consecutivos seguidos de periodos sin actividad de 5 o 6 afios
aproximadamente. En la parte norte (Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Nuevo Ledn) los
periodos de actividad pueden ser de 1 o 2 afios y no haber evidencia de casos clinicos hasta

en periodos de 10 afios (8).
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Figura 1. (A) Distribucién geografica y temporal del virus de estomatitis vesicular serotipos New Jersey

e Indianal. (B) Distribucion geografica y temporal de los serotipos de Indiana 2 e Indiana 3.

La informacion de esta figura fue obtenida del Centro Panamericano de Fiebre aftosa (www.panaftosa.org) y
la Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE) (www.oie.int). La figura fue obtenida de Rodriguez

L.L.(2002). Emergence and re-emergence of vesicular stomatitis in the United States. Virus Research 85, 211-219.


http://www.panaftosa.org/
http://www.oie.int/

1.3 Ciclo Natural de Infeccion.

El ciclo natural de infeccion del VEV, actualmente es desconocido. Sin embargo existe
evidencia de que los insectos son portadores del virus en las zonas endémicas y son capaces
de infectar animales domésticos, de laboratorio y presumiblemente infectar humanos

(figura 2) (9).

Uno de los primeros reportes documentando la presencia del VEV IND fue encontrado en
el diptero del género Psychodidae, capturado en las areas boscosas de Panama (10). Otros
reportes incluyen aislamientos del VEV de otros grupos de dipteros hematofagos del
género Simulidae (mosca negra), y mosquitos de los géneros D Culicidae |,
Ceratopogonidae (11). En adicion a estos insectos hematofagos, el VEV ha sido encontrado
en insectos no hematofagos, como las mosca doméstica (Musca doméstica) y eye gnats
(Hippelates sp.), particularmente durante brotes clinicos de la enfermedad en Colorado

Estados Unidos en 1982(12).

Experimentalmente, solo en Lutzomyia shannon y Simulium vittatum (mosca negra), se ha
demostrado la capacidad de estos vectores para transmitir el virus a los hospedadores

susceptibles y a ellos mismos a través de la ruta transovérica (13).

Resultados de vigilancia serologica, han mostrado la presencia de anticuerpos
neutralizantes contra el VEV, no solo en animales domésticos sino en muchas especies de
animales salvajes como son: murci¢lagos, venados y monos que viven en las areas

endémicas de México, Centroamérica y Suramérica (14).



Figura 2. Ciclo de infeccion natural en el virus de estomatitis vesicular, propuesto en base a la
informacion cientifica actual. Las flechas indican la direccion de transmision del virus. Los signos de
interrogacion, se muestran posibles rutas de transmision, no documentadas en la literatura. Los animales
domésticos parecen ser el hospedador final en el cual el virus no persiste y no retorna al ciclo natural de

infeccion. Figura tomada de: Rodriguez L.L.(2002). Emergence and re-emergence of vesicular stomatitis in the United

States. Virus Research 85,211-219.



Una parte intrinseca en el ciclo de vida de los arbovirus, es la existencia de uno o varios
reservorios capaces de producir niveles de viremia sostenidos, asi los vectores que se
alimentan de la sangre de estos animales son infectados y capaces de transmitir al virus lo
que permite completar el ciclo de vida de virus como el dengue, la fiebre amarilla y el virus
de encefalitis equina entre otros (15). A pesar de varios intentos para encontrar un
reservorio infectado con el virus de EV que sea capaz de mantener niveles constantes de

viremia, éste no ha sido encontrado en animales domésticos y salvajes (16).

La inoculacion experimental de bovinos y cerdos puede resultar en infecciones clinicas o
sub clinicas dependiendo de la dosis y la ruta de inoculacion, pero no en la produccion de
viremia (16). La infeccion experimental de ratones de laboratorio con el VEV usualmente

resulta en viremia seguida de la muerte por encefalitis (17).

Recientemente se describidé un mecanismo interesante de transmision en moscas negras
(S. Vittatum). Moscas experimentalmente infectadas con el VEV NJ, alimentandose junto
con moscas no infectadas de la sangre de un ratéon no infectado con el VEV, lograron
transmitir horizontalmente el VEV NJ a las moscas sin infeccion experimental previa (18).
Este mecanismo provee una posible explicacion, sobre cémo se lleva a cabo el
mantenimiento del VEV en condiciones naturales en ausencia de un reservorio capaz de

producir un estado virémico sostenido.
1.4 Evolucion natural y filogenia.

El VEV ha sido usado como modelo de laboratorio para estudiar la evolucion de los virus
RNA, esto debido la incapacidad que tiene para corregir los errores introducidos por su
RNA polimerasa en el momento de llevar a cabo la replicacion, la tasa de mutacion es
calculada en el orden de 1 mutacion cada 10 kb (19). Por lo tanto la progenie es una mezcla
de mutantes genéticamente relacionadas Ilamada “cuasiespecies”(20), en donde algunos
individuos pueden presentar mayor adecuacion que otros en condiciones de replicacion
diferentes ( por ejemplo a través de diferentes lineas celulares o alternado el crecimiento
entre lineas celulares) y esto representa una ventaja adaptativa para el virus para poder

replicarse en diferentes condiciones. Este fendmeno ha sido probado experimentalmente al



replicar constantemente el VEV en células de insecto por 10 meses, resultando en una
variante con una baja adecuacion a crecer en células de mamifero e inclusive no siendo
capaz de infectar experimentalmente ratones. Sin embargo un solo pase en células BHK 21
es capaz de cambiar la adaptabilidad en células de mamifero y la neurovirulencia en los
ratones (21) En adicidn a lo anterior, ha sido posible obtener mutantes de VSV resistentes a
la neutralizacion, cuando este virus es cultivado en presencia de anticuerpos monoclonales

e incluso policlonales (22).

Los andlisis filogenéticos del VEV en diversas regiones geograficas han mostrado que
existe una gran diversidad genética (figura 3), ademas de la existencia de linajes discretos
asociados con una region geografica especifica y ausencia de reloj molecular (figura 3). En
otras palabras, se han encontrado linajes del VEV con una estabilidad genética en zonas
endémicas hasta por periodos de 30 afios, esto contrastando con lo que sucede en otros
virus RNA como los virus de influenza y fiebre aftosa, en los cuales existe un patron

notable de evolucion temporal (reloj molecular) (23)

En ambos serotipos del VSV (indiana y New Jersey), existe una marcada asociacion entre
el origen geografico y su agrupamiento filogenético. Las cepas del VEV IND se separan
filogenéticamente en 2 grandes grupos, uno que contiene todas las cepas de México y los
Estados Unidos y otro con todas las cepas de centro América (figura 3). En el caso de las
cepas del VEV NJ, las cepas que circulan en México y Estados Unidos se agrupan en el

mismo clado, separadas de las cepas de origen en Centroamérica (figura 3) (9).
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Figura 3 Distribucion filogenética del VEV NJ en América. El arbol filogenético del virus de estomatitis
vesicular, construido con base en secuencias parciales del gen de la fosfoproteina de 183 virus de estomatitis
vesicular New Jersey e Indiana 1, representativos de Norteamérica, Centroamérica y Suramérica. El arbol fue
obtenido usando el método de maxima parsimonia como es descrito en el articulo Rodriguez et al, 2000.
Figura tomada de : Rodriguez L.L.(2002). Emergence and re-emergence of vesicular stomatitis in the United

States. Virus Research 85, 211-219.



En 1990, Pamuk y colaboradores publicaron un estudio utilizando secuencias completas de
los genes N, P y G de 18 aislamientos representativos del virus de estomatitis vesicular NJ
en América, como resultado los autores concluyeron que por lo menos estos 3 genes
compartian la misma historia evolutiva , al obtener reconstrucciones filogenéticas similares
al evaluar los genes por separados y concatenados. Este hallazgo mostro que la
recombinacion no juega un papel importante en la evolucion de este virus, por lo menos en
estos 3 genes. Sin embargo se encontraron diferencias en la tasa de fijacion de mutaciones
en la secuencias de aminoacidos. Las secuencias de aminoacidos de la proteina N fue la
mas conservada entre todos los aislamientos utilizados, indicando restricciones funcionales
de esta proteina en el virus de EV. En contraste la secuencias de aminoacidos de la proteina
P fueron altamente variables, explicado posiblemente por presion selectiva o deriva
genética. Muchos de estos cambios fueron encontrados a nivel de la region hipervariable
localizada entre los aminodcidos 153 y 205 (23). Debido a la acumulacion de substituciones
en la region hipervariable del gen P, se ha propuesto que estos cambios podrian reflejar los
cambios genéticos en otras partes del genoma, al obtener reconstrucciones filogenéticas

similares, cuando se ha comparado esta region contra los otros genes del virus. (24,25).

Las fuerzas que afectan la evolucion del VEV en la naturaleza, no han sido descritas.
Estudios en las zonas endémicas de centro América y sur América, muestran que entre el
9y 11 % del ganado de habita esas zonas presenta infecciones clinicas cada afio atin cuando
estos presentan una tasa elevada de anticuerpos neutralizantes contra esta enfermedad,
(26,27). Esto sugeriria que las mutantes resistentes a la neutralizacion son las responsables
de causar la enfermedad en estos animales, sin embargo estudios de poblaciones de ganado
en las areas endémicas de centro América y Sur América, no muestran evidencia de
seleccion inmunologica, al no existir cambios de aminoacidos en los epitopes

neutralizantes presentes en la glicoproteina de los virus aislados en ganado de estas zonas.

(28).



En 1996 Rodriguez y colaboradores, realizaron un estudio utilizando diferentes linajes del
VEV NI los cuales fueron obtenidos de diferentes lugares endémicos en centro América.
Los autores utilizaron linajes aislados en diferentes zonas ecoldgicas en Costa Rica,
Panama, Nicaragua y Honduras, en altitudes que varian entre 0 y 2500 metros sobre el
nivel del mar. Al realizar la reconstruccion filogenética que se muestra la figura 4, se
observd que los virus se agruparon en dos distintos clados (figura 4 clados A y B)
relacionados con la zona ecoldgica donde fueron obtenidos. El analisis filogenético mostrd
que estos linajes han permanecido estables en estas areas por periodos de hasta 30 afios. La
relacion entre ellos ha sido ecologica, mas que geografica, ya que algunos de estos linajes
se agruparon juntos aun cuando fueron aislados de regiones a 800 km de distancia. Esto
contrasta con virus que circulan a 25 km de distancia pero en diferentes zonas ecoldgicas y
los cuales presentan una mayor distancia genética entre ellos. Esto sugiere que las
condiciones ecologicas, mas que las geograficas son las responsables de la evolucion del

VEV en condiciones naturales (29) (figura 4).
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la referencia: Rodriguez L.L.(2002). Emergence and re-emergence of vesicular stomatitis in the United States.

Virus Research 85, 211-219.
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2. Justificacion.

La estomatitis vesicular es una enfermedad de presentacion anual en México, la cual
produce signos clinicos similares a los producidos por el virus de la fiebre aftosa, una de las
enfermedades de mayor impacto econdmico a nivel mundial, por lo que el diagnostico en el
laboratorio es esencial para discriminar la presencia de fiebre aftosa. Diferentes estudios
han sido publicados describiendo la epidemiologia molecular del virus especialmente en los
Estados Unidos, sin embargo en la actualidad no existe un estudio similar describiendo la
epidemiologia molecular de este virus en México. Asi mismo muchos aspectos
relacionados con la evoluciéon en poblaciones naturales permanecen desconocidas. La
mayoria de las inferencias evolutivas han sido realizadas a partir de virus crecidos en el
laboratorio, por lo que los resultados generados en este trabajo seran de gran utilidad para
proponer la manera en que este virus es mantenido en las zonas endémicas México y es

capaz de producir brotes en las partes centro y norte del mismo.
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3. Hipotesis.

3.1.-Diversos linajes del virus de estomatitis vesicular se encuentran circulando en

diferentes zonas de México.
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4. Objetivos.
4.1 Objetivo General:

Determinar los patrones filogenéticos y evolutivos del virus de estomatitis vesicular New
Jersey, analizando por medio de herramientas bioinformaticas la region hipervariable del
gen P de 140 muestras epiteliales positivas al virus de estomatitis vesicular New Jersey, las
cuales fueron obtenidas entre los afios 2005-2009 con la finalidad de describir la

epidemiologia molecular del virus en México.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Estandarizar la prueba de RT-PCR, mediante el disefio de iniciadores especificos que
permitan amplificar la region hipervariable del gen P del virus de estomatitis vesicular New
Jersey, para obtener un producto de amplificacion entre 550 y 600 pb que permita realizar

el analisis se secuenciacion de esta region.

4.2.2 Analizar 138 muestras positivas al virus de estomatitis vesicular New Jersey
recibidas en el laboratorio de la CPA en el periodo 2005-2009, mediante el método de
secuenciacion automatica, para obtener la secuencia de la region hipervariable del gen P de

cada una de las muestras.

4.2.3 Realizar el andlisis filogenético de las secuencias obtenidas, por el método de
distancia de Neighbor-joining, para establecer la relacion espacio temporal de los diferentes
genotipos circulantes del virus de estomatitis vesicular New Jersey en México y su relacion

con otros genotipos circulantes en América previamente reportados.

4.2.4. Calcular diferentes parametros evolutivos (presiones selectivas, uso de codones
sinénimos, numero efectivo de uso de codones, frecuencias de dinucleotidos), por métodos
bioinformaticos , con la finalidad de encontrar evidencia sobre los mecanismos evolutivos
del virus de EV y proponer una nueva hipoétesis para explicar los mecanismos relacionados

al mantenimiento de este virus en las zonas endémicas y su circulacion fuera de ellas.
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5. Material y métodos.
5.1 Disefio de iniciadores, extraccion del RNA viral y RT-PCR.

Para el disefio de los iniciadores se utilizaron 18 secuencias completas del gen P del VEV
NJ, las cuales fueron obtenidas del Gen Bank y los nimeros de acceso van consecutivos
del M31862.1 al M31880.1, las cuales son representativas de Norte-Centro-Suramérica.
Estas secuencias fueron alineadas utilizando el programa ClustalW (30), utilizando el
software Bioedit (31) y como resultado se obtuvieron los iniciadores sentido 5’
AATCGTCAGATTCAGATACTGAC 3, y antisentido 5’
TYYGGGCATACTGARTRATA 3, los cuales producen un fragmento de 567 pares de
bases que van de las bases 170-192 (sentido) a la 718-739 (antisentido) y flaquean a la
region hipervriable del VEV NJ ubicada entre las bases 467 y 625.

Para la extraccion de RNA viral se utilizaron 140 suspensiones epiteliales previamente
diagnosticadas como positivas al VEV NJ todas ellas por ELISA de antigeno y RT-PCR
por el laboratorio de la CPA entre los afios 2005 al 2009, las cuales son procedentes de
diferentes regiones geograficas de México (anexo 1). Esta se realizo utilizando tiocinato de
guanidina siguiendo el método del TRIzol (32). Las extracciones de RNA fueron utilizadas
inmediatamente para la reaccion de RT-PCR o guardadas a -70°C hasta su uso. La reaccion
de RT-PCR fue realizada en un solo paso utilizando el kit QIAGEN one Step RT-PCR
numero de catalogo 210210, siguiendo las instrucciones del fabricante para la elaboracion

de la mezcla de reaccion.

(http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/giagen/1020892HBRTPCR 05202.pdf)

El protocolo de amplificacion incluy6 30 minutos a 48°C seguido por 10 minutos a 95°C
por un ciclo, 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C, 30 segundos a 72°C estos 3 pasos
se repitieron por 40 ciclos, finalmente un paso de 7 minutos a 72°C. Los productos de
amplificacion fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5% tefiiddo con bromuro de

etidio.
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5.2 Purificacion de los productos de amplificacion y secuenciacion.

Los productos de amplificacion fueron purificados directamente de la reaccion de RT-PCR
utilizando el kit de purificacion QIlAquick de Qiagen siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los productos de PCR fueron secuenciados en reacciones independientes para
los iniciadores sentido y antisentido a una concentracion de 3.2 pmol , utilizando el kit de
sequenciacion BigDye Terminator v3.1 Cycle sequencing kit de Applied biosystems.
Finalmente la secuencia fue obtenida usando un secuenciador automatizado, de la marca
Applied Biosystems modelo 3730 A.

5.3 Andlisis filogenético.

Las secuencias de nucleotidos fueron alineadas alineadas utilizando el programa ClustalW
(30), utilizando el software Bioedit (31). Posteriormente los alineamientos finales fueron
editados manualmente para obtener un marco de lectura abierto de 489 nucledtidos. El
andlisis filogenético se llevé a cabo utilizando la paqueteria contenida en el software Mega
5 (33). Para la reconstruccion filogenética del arbol de la figura 5, se utilizé el método de
distancia Neighbor-Joining (34), considerando como modelo de substitucion nucleotidica el
Tamura Nei (35) el cual fue determinado por maxima verosimilitud como el de mejor ajuste
de 24 modelos de substitucion nucleotidica disponibles en el programa. Los datos
presentaron una distribucién gama para la variacion entre sitios de 0.53506. Como método
de soporte estadistico se utilizaron 1000 replicas de boostrap (36). Con la finalidad de
conocer la relacién filogenética de los linajes encontrados en este trabajo con otros
previamente publicados de México y otras partes del mundo, se realiz6 una reconstruccion
filogenética 80 secuencias mas procedentes del Genbank, con los siguientes nimeros de
acceso: L24994.1, L24965.1 al L25009.1, L25010.1 al L25040.1, FJ595501 al FJ595501.
El procedimiento para dicha reconstruccion filogenética, fue el mismo que se indica arriba

pero usando la distribucion gama con un parametro . 0.77.

16



5.4 Andlisis evolutivo.

5.4.1 Deteccion de la Seleccion.

El analisis de deteccion de seleccion fue llevado a cabo comparando la proporcion relativa
de sustituciones no sindnimas (B) versus sinénimas (o), para inferir el tipo de seleccion
que esta actuando sobre cada uno de los codones de los virus considerados en el analisis. La
relacion o=p/a. (también referida como dN/dS ) fue interpretada como =1 evolucion
neutral, m<1 seleccién negativa y o>1 seleccién positiva. Este analisis fue llevado a cabo
utilizando los métodos SLAC (37) y Evolutionary Fingerprint (38), disponibles en el
servidor DATAMONKEY (39), y se consideraron para el analisis 163 codones del gen de
la fosfoproteina del virus de EV NJ, los cuales codifican para los aminoacidos 62 al 224. Se
utilizaron 140 muestras producidas en este trabajo y 18 secuencias completas del gen de la
fosfoproteina del VEV NJ, las cuales son representativas de los linajes de Norteamérica,
Centroamérica y Suramérica y fueron obtenidas del Genbank con los nimeros de acceso
M31862.1 al M31870.1 y M31870.1 al M31880.1. Estas fueron editadas para obtener los
mismos 163 codones presentes en las muestras obtenidas en este trabajo.

5.4.2 Uso relativo de codones sindnimos (RSCU).

El valor RSCU de un codon (40) es su frecuencia observada dividida entre su frecuencia
esperada en ausencia de una preferencia en el uso de codones, la cual es la frecuencia
promedio de todos los codones para ese aminoacido. Los valores RSCU no estan afectados
por el tamafio de la secuencia ni por la frecuencia de los aminoacidos ya que estos factores
son eliminados durante los calculos. EIl uso de codones usados por arriba o por abajo del
promedio son representados como >1 ¢ <1 respectivamente (41). Codones con valores de
RSCU >1.0 fueron considerados como usados mas frecuentemente que lo esperado,
mientras que valores < 1.0 fueron considerados como subrepresentados. Los célculos se
Ilevaron a cabo en el software Mega 5 (33), para este fin se utilizaron las 140 secuencias
obtenidas en este trabajo y denominadas como linaje I, I, I, 1V, VI, 16 de las
denominadas Centro America 1 (CA I) que considera virus colectados en los paises Belice,
El salvador, Guatemala con numeros de acceso al Genbank L24965.1, L24966.1, L24972.1,
L24974.1, L24985.1, L24993.1, L24995.1, L25008.1, L25009.1, L25022.1, L25031.1,
L25034.1, L25035.1, L25040.1, asi como 41 del linaje denominado Centroamérica Il que
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contempla virus circulantes en Costa Rica, Honduras, Nicaragua, Ecuador y Panama

numeros de acceso en el Gen bank: M31862.1, M31874.1 al M31880.1, U39202-U39225.

5.4.3 Analisis de escalamiento multidimensional.

Para examinar si existian diferencias en el uso de codones entre los diferentes linajes
encontrados en este trabajo se utilizd6 un analisis de escalamiento multidimensional,
utilizando los valores RSCU calculados para cada uno de los linajes analizados en este
trabajo. Este método ha sido usado en analisis de uso de codones (42) y provee una
representacion grafica de la mejor comparacion simultanea entre grupos utilizando una
matriz de datos compuesta por filas y columnas.

Este método calcula la posicion de la secuencia en un espacio multidimensional, de acuerdo
con el uso de codones y su representacion en 2 dimensiones. Por lo tanto secuencias que
tienen un uso de codones similar se colocan juntas dentro de la grafica (43). Este andlisis se

llevo a cabo utilizando el programa estadistico R ( http://www.r-project.org/ ).

5.4.4 Calculo de la frecuencia de dinucledtidos.

Este se define como la probabilidad de encontrar un dinucleétido en una secuencia dada
dividida por el producto de las probabilidades de encontrar cada nucledtido que forma el
par de dinucledtidos en la misma secuencia, este es calculado utilizando la siguiente
formula:

Py =fy/ffy

Donde f y fy denotan la frecuencia de mononucledtidos X y Y en una secuencia dada y fyy
denota la frecuencia de dinucleétidos xy en la misma secuencia. Se utilizo el criterio de que
valores de dinucledtidos fuera del rango de valores 0.78-1.25 fueran considerandos como
dinucleodtidos con baja o alta abundancia respectivamente (45).

Para este fin se utilizaron las mismas secuencias descritas en el punto 5.4.2, excepto las

secuencias de CA 1, ya que se uso el linaje VI como representativo de esa zona.
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5.4.5 Numero efectivo de Codones.

El nimero efectivo de codones (ENC), es una medida para cuantificar la preferencia de un
gen para usar cierto codon en la sintesis de un aminoacido, y es una manera de probar si las
substituciones sindnimas son neutrales. El ENC es definido como el numero de codones
que producirian el nivel observado de uso de codones si todos los codones fueran igual de
frecuentes. Los valores ENC van de 20 (cuando solo se usa un codén por aminoacido) a 61
(cuando se usan todos los codones sindonimos para sintetizar un aminodcido, no existe
ninguna preferencia de uso), si el valor de un gen es 35 o menos, se considera que existe
una preferencia muy fuerte por el uso de ciertos codones, los genes con valores por arriba
de 50, se consideran con una baja preferencia por el uso de ciertos codones (46). Estos

valores fueron calculados utilizando el software CodonW http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/portal.py?form=codonw (44). Existe una correlacion entre el valor de ENC con el

porcentaje de G+C en la posicion nimero 3 de los codones de un gen (GC3%), por lo que
para comprobar esto, los valores ENC y GC3% fueron graficados junto con una linea de
tendencia previamente calculada utilizando la siguiente formula NC=2 + fCG + (29 / f2CG + (1-

fCG)?), la cual asume los valores esperados de ENC a causa del contenido de GC3% (46).

5.5. Epidemiologia molecular del VEV NJ en México (2005-2009)

Los datos de la reconstruccion filogenética, los aspectos relacionados con la evolucion de
este virus, asi como la base de datos del area de enfermedades vesiculares del laboratorio de
la CPA, fueron usados para describir la epidemiologia molecular del VEV NJ en México.
La localizacion geografica de cada virus fue representada graficamente utilizando el

software Google Earth ( http:/www.google.com/intl/es/earth/index.html ). Para la

localizacion geografica de cada secuencia se utilizo Unicamente los datos de Estado y
municipio, al no tener en la mayoria de los casos las coordenadas del lugar. Las zonas

ecoldgicas fueron clasificadas de acuerdo al Centro de Ecologia de la UNAM (50)
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6. Resultados.

6.1 Analisis filogenético.

El arbol filogenético construido utilizando la region hipervariable del gen P del VEV NJ
muestra la existencia de 2 nodos ancestrales de donde emergen por lo menos 6 diferentes
linajes los cuales fueron determinados en relacion a los ancestros comunes que compartian
entre ellos (figura 5 y anexo 2).

El 87% de los virus secuenciados se alojaron dentro del linaje I, es cual forma un grupo
monofilético con una distribucion temporal entre el 2006 al 2009 y una distribucion
geografica primordialmente en la parte centro norte de México, diferente a los linajes II, III,
IV, V y VI, los cuales se mantuvieron circulando basicamente en la zona sur de México.
(anexo 2).

La reconstruccion filogenética utilizando estos linajes junto con otras secuencias de virus
previamente reportados, mostr6é basicamente 3 grandes clados en los que se agrupan los
diferentes linajes del VEV NJ circulantes en Norteamérica, Centroamérica y Sudamérica.
Los linajes I, II, IIl y IV se agruparon en el clado de Norteamérica, mientras que los linajes
V y VI que se agrupan en el clado de Centroamérica junto con virus que circulan en
Guatemala, Belice y Honduras (figura 6). El hecho de encontrar los linajes V y VI
circulando en México, es un hallazgo importante en este trabajo, ya que este hecho nunca
habia sido descrito en trabajos anteriores, probando la hipotesis planteada en este trabajo
que supone que diversos linajes del virus de estomatitis vesicular se encuentran circulando
en diferentes zonas de México

La prueba por el método de maxima verosimilitud para determinar la presencia de reloj
molecular en las topologias obtenidas en los arboles filogenéticos de las figuras 5 y 6,
mostrd que las secuencias evolucionan bajo ausencia de reloj molecular. Esto es evidente
al analizar la reconstruccion filogenética en la figura 5, donde la secuencias 116/Chiapas/06
se coloca muy cercana de la secuencia nj1096¢cpb2 ambas circulando en Chiapas con 10
anos de diferencia indicativo de una estabilidad genética. El mismo caso aparece
19/Chiapas/07 con las secuencias de Chiapas nj1296¢pb y nj0789cpb4 con esta tltima una

diferencia de 18 afos. En el caso del linaje VI que se encuentra actualmente circulando en
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Meéxico este es similar a la cepa nj0287GM circulante en Guatemala desde 1987 la cual

se mantiene genéticamente estable y esta circulando en México 20 afios después.
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Figura 5. Representacion filogenética del virus de estomatitis vesicular en México entre los afios 2005 a
2009. El arbol fue construido utilizando un fragmento de 489 nucleotidos, comprendido entre los nucle6tidos
184 y 672 de la region codificante del gen de la fosfoproteina del VEV NIJ. Se utilizaron 140 secuencias y
como método de reconstruccion filogenética se utilizo el método de distancia Neigbhor Joining. Los numeros
sobre los nodos representan el valor de boostrap utilizado como soporte estadistico. Los nimeros romanos
representan los diferentes linajes encontrados en el periodo de estudio y fueron determinados en base al nodo
ancestral mas cercano que da origen a cada uno de ellos. El linaje I contiene virus circulantes en
Aguascalientes, Chihuahua, Colima, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sinaloa y Sonora. Linaje II Veracruz y Tabasco, Linaje III Tabasco,
Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Linaje IV Chiapas y Tabasco, Linaje V Chiapas y Veracurz, y linje VI

Campeche, Chiapas, Oaxaca, Tabasco y Veracruz.
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Figura 6. Relacion filogenética, del los linajes encontrados
en México (I, Il, I, IV, V, VI) en el periodo 2005-2009 con
otros previamente publicados en el Genbank. El arbol fue
reconstruido por el método Neighbor-Joining utilizando un
fragmento de 407 nucledtidos contenidos en la region
codificante de la fosfoproteina del VEV NJ entre los
nucledtidos 265 y 672. Se utilizaron aparte de las 140
secuencias obtenidas en este trabajo, 80 secuencias
obtenidas en el Genbank. 2 tipos de identificacién ejemplo
80/lalisco/08 (identificacion/ Estado de coleccidn/ afio de
coleccidn) y otra NJ 0804CPB (NJ= New Jersey, 08= mes de
O4=afio de coleccion y CP= Chiapas, VC=
Veracruz, TBP= Tabasco, OA=0Oaxaca, PB= Puebla,
GR=Guerrero, MH=Michoacan, CH=chihuahua, TX=Texas,
CO= colorado, NM=Nuevo Meéxico, CA= California,
HD=honduras, BLE= Belice, GM= Guatemala, EC= Ecuador,
CR=Costa Rica, PN= Panama, NC= Nicaragua. En rojo se

coleccion,

representa la ubicacion de los linajes encontrados en este
trabajo, y en circulos linajes que fueron colectados ente 10
y 20 aiios atras de las fechas de colecciéon de las muestras
de este trabajo.
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6.2 Analisis evolutivo.

6.2.1 Deteccion de la seleccion.

Los resultados utilizando la prueba Evolutionary finger print en busca de seleccion positiva
no muestran evidencia de seleccion positiva en los 163 codones contenidos en el fragmento
parcial del gen P utilizado en este trabajo (figura 7). Con la finalidad de comprobar estos
resultados, y ver que no fueran producto tanto del tamafio de la secuencia como del gen
utilizado, se utilizaron 19 secuencias completas del gen de la fosfoproteina (825
nucledtidos-275 codones) numeros de acceso consecutivos M31862.1 al M31870.1 y
M31870.1 al M31880.1, 15 secuencias completas del gen de la nucleoproteina (1263
nucledtidos 423 codones) numeros de acceso M31845.1 al M31847.1, M31850.1 al
M31853.1, M31860.1 y M3186, 32 secuencias del gen de la glicoproteina (1554
nucleotidos-518 codones) niumeros de acceso M214316 al M21437, M21558 al M21568 y
M23450, no mostraron evidencia de seleccion positiva.

El valor global de dN/dS utilizando el método SLAC fue de 0.219459, indicando que la
seleccion negativa juega un papel importante en la evolucion de este virus. Sin embargo, al
calcular los valores dN/dS por separado, se encontr6 que los linajes II, III y IV presentan
valores los cuales sugieren que estan bajo una proceso de seleccion negativa (0.2156,
0.0964, y 0.401267 respectivamente), mientras que los linajes I y VI mostraron valores
mucho mas cercanos a la neutralidad 0.7 y 0.8 respectivamente asi como evidencia de

seleccion positiva en 2 codones en el linaje [ y uno en el linaje VI.
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Figura 7.Comparacion de los niveles de seleccion positiva, neutral y Negativa en el VEV NJ. La grafica
muestra la distribucion estimada del valor @ (dN/dS), realizada en 163 codoes del gen de la fosfoproteina del
VEV NJ, obtenido por el método Evolutionary Fingerprint, disponible en el software DataMonkey

(http://www.hyphy.org/cgi-bin/Datamonkey2007/finishUpload.pl). La linea diagonal representa un estado

idealizado de evolucién neutral (w=1), los puntos ubicados por arriba de esta linea corresponden a codones
bajo seleccidon positiva (w>1), mientras que los puntos por debajo de la linea representan seleccion negativa

(w<1).
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6.2.2 Diferencias en el uso de codones.

El resultado del andlisis de los wvalores RSCU por el método de escalamiento
multidimensional, mostré que existen diferencias en el uso de codones sinonimos entre los
diferentes linajes analizados, agrupando a linajes de Norte (I, II, III, IV), Centro (V,VI,
CAl) y Centro-Sur América (CAll),en cuadrantes especificos (figura 8), similar a la
topologia mostrada en la reconstruccion filogenética mostrada en la figura 6 elaborada con
nucledtidos. Con base en este analisis, en el cuadrante de Norte América, los linajes
circulantes en México se dividen basicamente en 2 grupos, en uno de los cuales se agrupan
juntos los linajes [ y Il y en el otro los linajes III y IV. Los linajes V y VI se colocaron en el
cuadrante de los virus circulantes en Centro América, coincidiendo con la reconstruccion
filogenética de la figura 6.

Con la finalidad de comprobar si las diferencias en el uso de codones podrian estar
relacionadas con la adaptacion de los virus a diferentes zonas ecoldgicas, se utilizaron las
secuencias publicadas por Rodriguez et al en 1996 (29), donde el autor concluye que
factores ecologicos mas que temporales estdn dominando la evolucion del virus de EV NJ,
y utilizando los valores RSCU de estas secuencias se construyo una matriz de distancia y
esta fue representada en un dendograma figura 9. Los resultados mostraron que existe una
correlacion entre el uso de codones sindénimos y las diferentes zonas ecoldgicas
previamente determinadas por el autor, al obtener una topologia similar a la obtenida

utilizando nucleotidos.
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Figura 8. Diferencias en la preferencia por el uso de codones entre los linajes de Norteamérica,
Centroamérica y Suramérica. La grafica muestra los resultados del andlisis de escalamiento
multidimensional realizado a partir de de los valores RSCU (Uso relativo de codones sinénimos) de 196
secuencias parciales del gen de la fosfoproteina del VEV NJ, representativas de Norte-Centro y Suramérica. A
partir de 64 codones de cada secuencia el analisis de escalamiento multidimensional, reduce estos valores en 2
dimensiones los cuales pueden ser graficados en una grafica de 2 ejes. La ubicacion de los puntos en

diferentes cuadrantes representa sus diferencias en uso de codones.
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Figura 9.Relacion entre uso de codones y adaptacion a diferentes zonas ecoldgicas en el VEV NJ. A partir
de los valores RSCU obtenidos de de las secuencias parciales del gen del la fosfoproteina, obtenidas de
Nicaragua (NC) Honduras (HD) Costa Rica (CR) y Panama (PN), las cuales fueron publicadas en el articulo
Rodriguez L.L., Fitch W.M., Nichol S.T. (1996) Ecological factors rather than temporal factors dominate the
evolution of vesicular stomatitis virus. Proc. Natl. Acad. Sci. 93,13030-13035, se obtuvo una matriz de
distancias Utilizando el programa estadistico R, la cual fue usada para construir este dendograma. Se
muestran 2 nodos marcados como A donde se alojan secuencias con origen geografico entre 0 y 800 metros
sobre el nivel del mar, y el nodo B con secuencias con origen geografico entre 1000 y 2500 metros sobre el
nivel del mar. Esta topologia es similar a la obtenida por los autores usando secuencias de nucleotidos.
Sugiriendo que el uso de codones en el VEV NIJ es filogenéticamente informativo y podria estar relacionado

con la adaptacion del virus a diferentes nichos ecologicos.
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6.2.3 Frecuencia de dinucledtidos.

La distribucion de la frecuencia de dinucledtidos ha sido reconocida como un buen
estimador para determinar presiones selectivas, asi mismo se ha asociado con influenciar el
uso de codones (47). Los valores obtenidos son usualmente diversos entre especies y muy
invariantes a lo largo de un genoma individual, por estas razones el patron de dinucledtidos
de una secuencia es referido como su firma genética (48).

Como lo muestra la figura 10, existen diferencias en el patron de distribucion dinucleotidica
entre los diferentes linajes. Todos presentan una sobrerepresentacion de ApG y GpA asi
como una subrepresentacion CpG, GpC, GpT, TpA, TpT. Sin embargo se diferencian ya
que en los linajes representativos de Norteamérica (I, II, IIl y IV) presentan una
sobrerepresentacion de ApA y CpA, los linajes de Centroamérica (VI) una
sobrerepresentacion de ApA y finalmente los linajes de Centro-Suramérica (CAII) una
sobrerepresentacion de CpA y TpC y una subrepresentacion de GpG.

6.2.4 Efecto del patron de dinucledtidos en el uso de codones.

Para establecer el efecto del patron de dinucleétidos en el uso de codones sindnimos, se
seleccionaron aminodcidos que fueran codificados por mas de 3 codones y que tuvieran
dinucleodtidos sobre y subrepresentado como serina (UCU, UCC, UCA, UCG ), prolina (
CCU, CCC, CCA, CCG), treonina (ACU, ACC, ACA, ACQG), alanina (GCU, GCC, GCA,
GCG ), glicina (GGU, GGC, GGA, GGC), Arginina ( CGU, CGC, CGA, CGG, AGA,
AGG).

Los resultados muestran (figura 11) que los linajes de Norteamérica (I, I, III, y IV) tienen
una tendencia por usar mas frecuentemente codones que contienen algin dinucleétido
sobrepresentado como CpA o GpA al utilizar para codificar estos aminoacidos los codones
UCA, CCA, ACA, GCA, GGA , AGA, sobre codones que tienen dinucleotidos
subrepresentado como ACG, GCG,CGU, CGC, CGA, CGG.

En el caso del linaje VI representante de Centroamérica, la seleccion del uso de codones, no
parce estar influenciada por la composicion de dinucleétidos, ya que el tnico dinucleétido
sobrerepresentado, considerado dentro de estos codones es GpA, el cual en el caso de la

glicina es usado en el codon GGA, preferentemente sobre el coddén que presenta el

29



dinucledtido subrepresentado GGC, sin embargo en el caso de la arginina existe una
preferencia por usar el codon CGU sobre los codones AGA, AGG.

Finalmente en el caso del linaje determinado como CAII, se observa una situacion similar a
los linajes de Norteamérica, donde existe una predileccion por codones que tienen
dinucledtidos sobre representados para sintetizar los aminoacidos estudiados AGA, GGA,
GCA, UCA, evitando el uso con dinucledtidos subrepresentados como CpG.

Por otro lado, al analizar los codones con valores RSCU mayores a 1 (figura 11), de estos
el 67 % presentan en la posicion 3 del codon una A o U, lo cual coincide con la

composicion de la secuencia que es A-32.9 %, U -24.9%, G - 21.89%, C -20.24 %).
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Figura 10. Comparacion de las frecuencias de dinucledtidos entre los diferentes linajes del VEV NJ

estudiados en este trabajo. Las frecuencias de dinucleétidos fueron calculadas para cada linaje de manera

individual a partir se secuencias parciales del gen de la fosfoproteina del VEV NIJ y posteriormente estos

valores fueron graficados. Las lineas azul (1.25) y roja (0.78), representan los puntos de corte para indicar que

un dinucledtido esta sobrerepresentado (color azul) o subrepresentado (color rojo) respectivamente. Los

dinucleodtidos en color negro presentan frecuencias con valores esperados de acuerdo a la composicion

nucleotidica de la secuencia.
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Figura 11. Lista ordenada de codones en los diferentes linajes del VEV NJ estudiados en este trabajo en
relacion a sus valores RSCU. Los promedios de los valores RSCU, fueron calculados para cada linaje de
acuerdo a lo definido en la seccion de material y métodos. Los codones de cada linaje fueron ordenados de
mayor a menor de acuerdo a su valor RSCU. Cada linaje presenta 2 columnas, la izquierda que contiene los
codones, los cuales estan en azul y en rojo si presentan algin dinucledtido sobre o subrepresentado
respectivamente, de acuerdo a lo representado en la figura 10. La columna derecha contiene los valores RSCU

en amarillo >1 y en gris <I.
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6.2.4 Numero efectivo de codones.

Los resultados del analisis del uso efectivo de codones mostraron que existe una diferencia

por el uso de determinados codones entre los diferentes linajes del VEV NJ, obteniendo

valores que van de 41.75 a 61. Estos valores en general tuvieron una distribucién

homogénea entre cada uno de los respectivos linajes, siendo los linajes de Norteamérica II1

y IV los que presentan los valores ENC mas altos y el linaje CAII de Centro-Suramérica los

valores mas bajos. (Tabla 1). Al comprobar si el GC3% estaba influenciando el valor ENC,

se encontrd que los valores de GC3% variaban entre 32.9 a 45.9%, y estos solo explicaban

el valor ENC del 3% de las secuencias, el 97 % de las secuencias presentaron valores ENC

los cuales no pueden ser explicados por el porcentaje de GC3, sugiriendo que un proceso

selectivo podria estar influenciando el uso de codones en el VEV NJ. (Tabla 1 y grafica 1).

Linaje ENC GC3% ENC esperado
I 53.5 35.6 55.56
Il 51.71 34.9 54.95
1 61 36.38 56.14
v 59.88 37.42 57.22
VI 51.95 38.05 57.5
CAIl 51.22 36.5 56.3
CAll 46.2 35.82 55.56

Tabla 1. Comparacion de los valores del nimero efectivo de codones esperados versus calculados entre

los diferentes linajes del VEV NJ. En relacién a su porcentaje de CG3 %, se obtuvieron los valores

esperados de ENC para cada uno de los linajes y estos fueron comparados con su valor ENC sin considerar su

porcentaje de CG3, demostrando que la composicion de CG3 no explica el uso de codones en el VEV NI.
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Grafica 1. Grafica representando el numero efectivo de codones. El nimero efectivo de codones usado
por cada linaje del VEV NJ fue graficado contra su composicién de GC3. La curva representa el valor
esperado de ENC, si este estuviera influenciado Gnicamente por su contenido de GC3. En general es admitido
que si el uso de codones de un gen en particular estd relacionado con el contenido de GC3, este se vera
reflejado en la gréafica sobre o ligeramente bajo la linea de la curva esperada, por otro lado si un gen esta
sujeto a seleccién por traduccion, este caera por debajo de la curva esperada
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6.3 Epidemiologia molecular del VEV NJ en México.

Con base en las caracteristicas filogenéticas, de uso de codones y geograficas, es posible
sustentar en este periodo de estudio (2005-2009) la presencia 3 zonas de circulacion
viral. La primera localizada aproximadamente entre 17°49°28.51”N 95°48°54.05”0 y
20°57°52.45”N 97°24°16.19”0, la cual abarca una zona de circulaciéon de 350 kilémetros
aproximadamente, que corresponde a una zona ecoldgica clasificada como tropical himeda
(anexo 3) (50), la cual comprende el estado de Veracruz en los municipios de Alvarado,
Boca del Rio, Playa Vicente, Tierra Blanca, Tuxpan, Consautlan de Carvajal. En esta zona
se mantuvieron circulando entre 2005 y 2009 los virus que fueron clasificados dentro del
linaje II (anexo 2), a una altura a nivel del mar entre 7 y 64 metros, con excepcion del virus
encontrado en Cosautlan de Carbajal que se aislo a 1250 metros sobre el nivel del mar.

La segunda zona se encontrd localizada 15°25°58.68N 92°53°52.22 O y 18°11°07.94 N y
93°02°48.15 O, abarcando una zona de circulacion de aproximadamente 325 kilometros y
comprende zonas ecologicas clasificadas como tropical himeda y tropical subhumeda, la
cual comprende los estados de Tabasco ( Huimanguillo, Jonuta, Emiliano Zapata, Jalpa),
Chiapas (Tecpan, Tapalapa, Juarez, Pichulalco, Coapilla, Villa Flores, Mapastepec) y
Oaxaca (Reforma de Pineda). En estas zonas los virus clasificados en los linajes Il y IV se
mantuvieron circulando entre 2005 y 2008, a una altura sobre el nivel del mar entre 5 y 29
metros en los estados de Tabasco y Oaxaca y entre 450 y 1645 metros sobre el nivel del
mar en el estado de Chiapas.

La tercera zona localizada entre 16°25°37.48 N 97°58°35.7170 y 28°38°07.00”N
106°05°20.00”0, es una zona de circulacion de aproximadamente 2000 kilometros en la
que se encuentran principalmente las zonas ecoldgicas tropical himeda y templada
subhtimeda en los estados de Aguascalientes, Chihuahua, Colima, Estado de México,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Sinaloa y Sonora. En esta zona circuld el linaje I entre 2006 y 2009. Este linaje presenta
un uso de codones similar a los veracruz pertenecientes al linaje numero II, los cuales
circulan en el estado de Veracruz, lo cual puede indicar el posible origen genético de este

linaje, considerando que linajes que circulan en Veracruz relacionados al linaje linaje II
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(NJOOVCBI1, NJOOVCB2 y NJOOVCB4) han estado circulando en ese estado por lo menos
6 aflos antes de la aparicion del linaje I (ver figura 6).

Soportando esta hipdtesis se encuentra el hecho de que el primer reporte de circulacion de
este linaje fue en el mes de octubre del 2006 en el estado de puebla, estado que colinda con
el estado de Veracruz, posteriormente aparecié en Guerrero, Morelos, Michoacén. Para
2007 el linaje circulo en Guerrero, Michoacan, Oaxaca, Estado de México, durante el 2008
en Aguascalientes, Colima, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Querétaro. Finalmente para el 2009 este linaje se encontraba en la parte norte de
Meéxico en los estados de Chihuahua, Sinaloa y Sonora, para completar un total de 240
casos confirmados por este linaje entre 2006 y el 2009, que comparado con 16 casos
reportados durante el 2005 antes de que iniciara su circulacion este linaje, representa un
aumento importante en la incidencia de esta enfermedad en México (figura 12 A).
Finalmente, durante este periodo de estudio, se detecto la presencia del linaje VI un linaje ,
procedente de Centroamérica, el cual fue detectado durante 2008 y 2009 en los estados de
Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Campeche y Veracruz. Considerando su relacion genética
(figura 6) con virus de Guatemala, se puede proponer que este linaje ha logrado
diseminarse 682 km en 2 afios hasta Veracruz (figura 12 B). Ademds es importante
mencionar que para 2010 este linaje fue el responsable de la mayor parte de los casos
positivos al VEV NJ en México y se disemind hacia el norte, pues fue aislado en los
estados de Querétaro y Guanajuato es decir a 1288 kilometros de su lugar de origen. En
Guanajuato durante el 2010 se aislo a partir de un hato de carbas, lo cual contrasta con lo
que sucede con los linajes de origen Norteamericano, donde se reportan infecciones

principalmente en bovinos y equinos (Figura 12 B).
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Figura 12(A). Representacion grafica de la distribucion geografica del VEV NJ en México. Ultilizando
los datos referentes a estados y municipios donde fueron aisladas cada una de las secuencias, estos fueron
localizadas en el mapa de la republica mexicana utilizando el software Google maps (

http://www.google.com/intl/es/earth/index.html), los colores para cada linaje fueron designados de acuerdo

con la reconstruccion filogenética presentada en la figura 5, correspondiendo el linaje I en rojo, el linaje I en
amarillo, el linaje III en azul y el linaje IV en rosa. Las zonas I y II fueron divididas de acuerdo con su
ubicacion geografica. La flecha en la zona I indica el posible origen del linaje I el cual circulo en la zona
denominada como numero III. Esta relacion fue sustentada por la caracteristica de uso de codones similares

que presentan los linajes I y II.
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Figura 12 (B). Representacion grafica de la distribucion geografica del VEV NJ en México

Se presenta la distribucion geografica del linaje VI (negro) el cual tiene relacion genética con linajes
circulantes en Centroamérica. Este linaje se mantuvo circulando entre el 2005 y el 2009 junto con los linajes
II (amarillo), III (azul) y IV (rosa) en la zona sur de México. Sin embargo para el 2010 este linaje se fue
aislado en la zona centro norte de México, en este afio no hubo reportes de circulacion del linaje I (Rojo), lo

que podria representar un potencial brote en la zona norte de México en afios proximos.
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7. Discusion.

7.1 Deteccion de la seleccion.

Mucho del conocimiento sobre el proceso de evolucion molecular se deriva del analisis del
tipo de mutaciones acumuladas a través del tiempo. Debido a que el codigo genético es
degenerado, algunas provocan un cambio en el aminoacido codificado mientras que otras
no tendrén este efecto. Tradicionalmente se considera que una mutacion sinénima o
silenciosa no altera la funcion de la proteina codificada, por lo tanto estas mutaciones se
consideran neutras. Se puede inferir que tipo de fuerzas evolutivas estan operando sobre
una poblacion, al comparar la relacion del nimero de mutaciones no-sinénimas (dN) por
sitio no sinénimo con el nimero de mutaciones sinénimas por sitio sinénimo (dS). En
ausencia de seleccion, cualquier mutacion tiene la misma posibilidad de fijacion por lo
que el valor o (dN/dS) debe ser cercano a 1. Cuando opera la seleccién negativa o
purificadora, la tasa de fijacion de las mutaciones sindnimas es superior a la tasa de fijacion
de las mutaciones no- sindnimas, esto debido a su efecto deletéreo en la adecuacion de la
proteina (dS>dN). Por otro lado un incremento en la tasa de fijacion de mutaciones no-
sindnimas (dS<dN), es considerado como evidencia de seleccion positiva, en sitios donde
las mutaciones representan un aumento en la adecuacion de la proteina correspondiente
(51).

Sin embargo, evidencia que indica que las mutaciones silenciosas pueden no ser siempre
neutrales. Por ejemplo, mutaciones silenciosas pueden tener efecto en el control de la
expresion de las proteinas, splicing, disponibilidad de RNAs de transferencia y resistencia a
los RNAs de interferencia, este efecto sobre la funcién que tienen las mutaciones
silenciosas, pueden contribuir a que estas mutaciones no se comporten de manera neutral
(52, 53,54,55,56).

En este estudio observamos que una de las principales fuerzas evolutivas que esta actuando
sobre la evolucion del virus de estomatitis vesicular, es la seleccion negativa. Este mismo
patron evolutivo ha sido reportado en otros virus RNA transmitidos por artropodos (57),
sugiriendo que el requerimiento en los arbovirus para replicarse en mamiferos e
invertebrados como parte de su ciclo infeccioso, impone una mayor restriccion selectiva

que en los virus que solo infectan especies filogenéticamente similares (58).
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Una posible explicacion es que cambios a nivel de proteico, que podrian ser ventajosos
para establecer la infeccion en el mamifero, podrian resultar adversos para el invertebrado o
viceversa (59).

Otra posible explicacion a este fenomeno, es dada por Arrigo y colaboradores en un
estudio sobre encefalitis equina del Este, donde encuentran, de manera similar a los
resultados obtenidos en este trabajo, que los virus de encefalitis equina Venezolana y del
Este, tienen patrones de divergencia genética, caracterizados por la evolucion de multiples
subtipos y linajes altamente conservados filogenéticamente que se agrupan en clados
geograficos, sugiriendo a la seleccion negativa como una de las principales fuerzas
evolutivas actuando en este virus, como consecuencia a su adaptacion y estabilidad en
determinados ambientes ecoldgicos (60).

En nuestro estudio, aunque todos los linajes presentaron niveles globales de dN/dS
indicativos de seleccion Negativa, en el caso de los linajes [y VI que son linajes que
surgieron de zonas endémicas en México y Centroamérica respectivamente, estos
presentan niveles dN/dS mucho maés cercanos a la neutralidad, posiblemente como cambio
en el tamafio de la poblacion.

En el 2004 Novella y colaboradores en un estudio llevado a cabo en estomatitis vesicular
Indiana, obtuvieron la secuencia completa de 10 poblaciones virales que evolucionaron
alternando pases en lineas celulares derivadas de mamiferos e insectos, encontraron como
resultado del proceso que , un nimero significativo de las mutaciones fijadas eran
silenciosas, concluyendo que las mutaciones silenciosas pueden contribuir
significativamente en la adaptacion de los virus RNA y las frecuencias relativas de
substituciones dN/dS podrian no ser utiles para determinar las fuerzas evolutivas que estan
actuando sobre estas poblaciones (51).

7.2 Uso de codones

Para determinar el efecto que las mutaciones silenciosas pueden tener sobre la evolucion
del virus de EV, exploramos en este trabajo el efecto que estas tenian sobre la preferencia
en el uso de codones, los resultados sugieren que el uso de codones puede ser
filogenéticamente informativo en el virus de EV NJ, proponiendo que en este virus existe

una seleccion positiva que esta moldeando el uso de codones entre los linajes circulantes en
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América, como resultados de las necesidades de replicacion del virus en diferentes
organismos para mantenerse en diferentes nichos ecologico a través del continente
americano. Para soportar esta hipoOtesis analizamos las secuencias utilizadas por
Rodriguez y colaboradores en 1996, donde ellos encontraron una relacion filogenética
entre VEV NJ que comparten una misma zona ecologica y concluyeron que factores
ecoldgicos mas que temporales dominan la evolucion del virus de estomatitis vesicular
(29). En nuestra investigacion utilizando los calculos de uso relativo de codones sindnimos
encontramos la misma topologia obtenida por Rodriguez y colaboradores, y proponemos
que existe una relacion entre el uso de codones de un VEV NIJ y el nicho ecolégico donde
este es mantenido.

Los 2 modelos principales que han sido propuestos para explicar la preferencia en el uso de
codones son el relacionado con la traduccion (modelo selectivo) o con las mutaciones
(modelo neutral). En el modelo relacionado con la traduccion, se postula que existe una co-
adaptacion de uso de codones sinonimos y la abundancia de RNAs de transferencia para
optimizar la eficiencia durante la traduccién. Se espera una correlacion entre el uso de
codones y la expresion de un gen (61). En el virus Epstein- Barr el estado latente de los
genes esta relacionado con la desoptimizacion del uso de codones para reducir la
competencia por la traduccion con las cé€lulas del hospedador (62). En el virus del
papiloma, el uso de codones se ve optimizado durante la replicacion en cierto tipo de
células (63). Ha sido posible realizar la atenuacion del virus de la polio, reduciendo la
traduccion viral de los genes, construyendo un virus con un uso de codones sindnimos
desfavorables (64).

En un estudio donde se analiz6 el uso de codones en 100 bacteriéfagos como parte de su
adaptacion a diferentes bacterias, se encontré6 que los genomas de los bacteridfagos se
encuentran bajo una presion selectiva a nivel de codones impuestas por las preferencias de
uso de codones de los respectivos hospedadores, ya que esta seleccion otorga una ventaja
para la sintesis viral al mejorar la eficiencia en la traduccion (65).

El modelo mutacional, postula que la composicién genética puede influenciar el uso de
codones de una manera no selectiva y esto ha sido determinado en diferentes especies (66).

En particular la influencia en el uso de codones en una secuencia reducida en el
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dinucledtido CpG puede ser el resultado del efecto de respuestas antivirales por parte de la
célula y no una seleccion directa del uso de codones (66). Es importante hacer notar que
ambos modelos no son mutuamente excluyentes (61).

En este sentido, los resultados de este trabajo sugieren que la composicion gendmica del
VEV NI tiene un efecto en el uso de codones sindnimos, habiendo una predisposicion por
usar codones con terminacion en A o T, los cuales estdn en mayor proporcion en la
composicion nucleotidica del virus. Por otro lado, encontramos evidencia de seleccion a
favor de la traduccion, al graficar los valores ENC de las secuencias contra los GC3%. En
general es admitido que si el uso de codones de un gen en particular esta relacionado con el
contenido de GC3%, ¢éste se vera reflejado en la grafica sobre o ligeramente bajo la linea de
la curva esperada, por otro lado si un gen esta sujeto a seleccion por traduccion, este caera
por debajo de la curva esperada (67). La mayor parte de los linajes, presentd valores que
indican seleccion a nivel de uso de codones. Sin embargo no se puede determinar cual
modelo contribuye mas a la preferencia por el uso de codones en el VEV NJ.

7.3 Frecuencias de dinucledtidos.

El termino arbovirus no es una designacion taxondémica, se usa para referirse a virus de
RNA, cuyo ciclo de vida comprende la replicacion en hospedadores vertebrados y
vectores hematdfagos (68). El VEV es un parasito intracelular obligado, el cual depende de
la maquinaria celular para llevar a cabo su ciclo de replicacion, por lo que la interaccion
virus-hospedador, lleva consigo un proceso de coevolucion, donde el proceso evolutivo del
virus estd ligado a la biologia del hospedador. Esta interaccion bioldgica entre el virus y el
hospedador, es un delicado balance de acciones y contracciones entre el sistema inmune del
hospedador y los mecanismos de escape del virus (21).

Se sabe que los genomas de los vertebrados tienen una subrepresentacion de los
dinucleotidos CpG, la hipotesis actual para explicar esto, esta relacionada con el modelo de
metilacidn-desaminacion de las citocinas (69). Este modelo dice que los genomas de los
vertebrados, estdn sujetos a la metilacion en contexto de los dinucleotidos CpG, con la
finalidad de preservar informacion epigenética de una region determinada en el genoma,
propensa a la transcripcion o el silenciamiento (70). Las citocinas metiladas son propensas

a mutar a timinas a través de un proceso de desaminacion espontanea, generando el
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dinucleotido TpG, produciendo un apareamiento incorrecto con la cadena opuesta de DNA.
Este suceso causa una mutacion en la cadena opuesta si la replicacion de lleva acabo sin
reparacion de este error, produciendo la aparicion del dinucleétido CpA (71). Los
organismos que no metilan DNA como los insectos, no presentan una subepresentacion de
CpG, y un exceso de CpA (72).

Recientemente, surgi6 una hipdtesis para explicar la subrpresentacion del dinucleotido CpG
inducida por el hospedador en los genomas de los virus de RNA que infectan vertebrados,
la cual se basa en el reconocimiento del dinucledtido CpG por el sistema inmune del
hospedador. Se sabe que el dinucleotido CpG no metilado, puede inducir la respuesta
inmune en los mamiferos (73).

El patron de CpG es reconocido por el receptor de reconocimiento de patron intracelular
(PPR) Toll-like 9 (TLRY). Esto siguiere que los genomas de los virus de RNA que infectan
vertebrados, son seleccionados para imitar las cualidades moleculares de los RNAs
mensajeros del hospedador con la finalidad de evadir la respuesta inmune del hospedador
por un mecanismo inmunologico aun desconocido (72)

Otro dinucledtido que se encuentra subrepresentado en los genomas de vertebrados e
insectos es el TpA, para lo cual se han propuesto 2 teorias. La primera se refiere a que el
dinucléotido TpA se encuentra presente en 2 de 3 codones de paro, por lo que la
subrepresentacion de TpA en secuencias codificantes, reduce la posibilidad de mutaciones
sin sentido, es decir mutaciones que pudieran limitar la traduccion de un gen al encontrar
una sefial de paro.

La otra teoria atribuye la ausencia de TpA en secuencias codificantes, ya que este
dinucleotido se encuentra presente en regiones no codificantes controlando la transcripcion
como en la caja TATA, por lo tanto minimizando la presencia de este dinucledtido en
regiones codificantes, se previene la union de factores de transcripcion en sitos falsos de
iniciacion (74).

En este trabajo observamos que al comparar el patron de dinucleotidos entre los diferentes
linajes existen diferencias entre los linajes circulantes en Norteamérica, Centroamérica y
Centro-Suramérica, probablemente como consecuencia a la presion selectiva por la

adaptacion en los diferentes nichos ecologicos donde estos circulan.
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7.4 Epidemiologia Molecular del VEV NJ en México.

Como resultado de los analisis evolutivos realizados en este estudio, estamos proponiendo
que el uso de codones es una caracteristica filogenéticamente informativa, la cual puede ser
usada para distinguir nichos endémicos de circulacion viral asi como para explicar el
origen endémico que le dio origen a cepas capaces de diseminarse fuera de estas zonas
como es el caso del linaje I descrito en este trabajo. La metodologia, usada en este trabajo
con el virus de estomatitis vesicular, fue usada en el virus de influenza para identificar el
origen del hospedador como un método alternativo para entender la evolucion de los virus
de influenza en el surgimiento de nuevos virus emergentes. En este estudio los autores
concluyen que el analisis de la preferencia por el uso de codones, da una nueva perspectiva
para examinar la evolucién viral. Los estudios de uso de codones, mantienen informaciéon
sobre estructuras basicas de las secuencias codificantes y en conjunto con los estudios
filogenéticos pueden dar una perspectiva mas amplia de la evolucion de los virus de RNA
(75).

En este trabajo, fue posible distinguir 2 nichos ecoldgicos de circulacion viral en México,
uno localizado en ciertas areas del estado de Veracruz, y otro localizado en areas de los
estados de Tabasco, Chiapas y Oaxaca. Entre ellos se distinguen caracteristicas de uso de
codones diferentes, las cuales podrian explicar la adaptacion a diferentes nichos ecologicos
ya que en el estudio fue posible correlacionar estas zonas de uso de codones con
localizacion geografica, altitud sobre nivel del mar y zonas ecoldgicas. Sin embargo y
debido a que la tnica informacidon que se tenia sobre el lugar donde fueron colectados las
muestras epiteliales que contenian estos virus, eran estado y municipio y no las
coordenadas exactas de latitud y longitud, no fue posible describir de manera mas detallada
las zonas ecologicas donde circulaban cada uno de estos linajes, con la finalidad de
entender con mayor detalle el proceso de adaptacion de estos linajes a estas zonas
ecologicas y la relacion con sus caracteristicas evolutivas.

Por otro lado se ha descrito que linajes de las zonas endémicas de México son responsables
de afectar la parte norte del pais, asi como causar brotes en la parte sur de los Estados
Unidos (25). Sin embargo, se desconoce el origen exacto de estos linajes, nuestros

resultados indican que el linaje I descrito en este trabajo, el cual se disemino de sur a norte
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entre el 2006 y 2009 y que adicionalmente en el 2009 muy probablemente fue responsable
del brote en los estados de Texas y Nuevo México en los Estados Unidos, durante el

mismo ano (http://www.aphis.usda.gov/vs/nahss/equine/vsv/vsv2009 final.htm), tuvo su

origen de las zonas endémicas en el estado de Veracruz (linaje II), de manera interesante
una caracteristica nunca antes descrita, es que a pesar de 4 aios de circulacion por la zona
Centro- Norte de México este linaje parece no modificar su caracteristica intrinseca de uso
de codones, lo cual hace posible conocer su origen a pesar de haber escapado de una zona
endémica anos atrds. Este hecho es similar a lo encontrado en el linaje VI proveniente de
Centroamérica, en ambos linajes fue posible encontrar evidencia de seleccién positiva,
aunque este estudio se llevo a cabo unicamente utilizando la region hipervariable de la
fosfoproteina del VEV NIJ, es posible que otros genes como el de la glicoproteina tengan
mayor evidencia de seleccion positiva y esto pueda explicar en parte su capacidad para
diseminarse fuera de su zona endémica de origen. En el caso del virus de encefalitis equina
venezolana, se ha demostrado que las cepas endémicas difieren de las aisladas en eventos
epidémicos por su nula o baja capacidad para producir viremia en equinos
experimentalmente infectados. En encefalitis equina venezolana al igual que en estomatitis
vesicular, los estudios filogenéticos concluyen que los linajes endémicos son los
precursores de los linajes epidémicos, y que estos no evolucionan de manera independiente
. Sin embargo, en encefaltis equina venezolana, se sabe que una mutacion en el aminoacido
213 de la glicoproteina es el principal determinante para la produccion de viremia en los

equinos. (76).
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8. Conclusiones.
L.- Este es el primer trabajo realizado en México, explicando la epidemiologia molecular de
este virus en un periodo determinado, utilizando las caracteristicas evolutivas del virus

como una herramienta para este fin.

II.- Existe una seleccion positiva de mutaciones silenciosas en el virus de estomatitis
vesicular, la cual estd moldeando el uso de codones entre los diferentes linajes circulantes
en América. Por esto es necesario considerar los estudios de seleccion positiva midiendo la
relacion de mutaciones no silenciosas (dN) y silenciosas (dS), no es necesariamente
adecuado sea la mejor manera para llevar a cabo andlisis en poblaciones naturales del

virus de estomatitis vesicular.

III. En condiciones naturales, el patron de evolucion del VEV sugiere una evolucion
Negativa, con linajes discretos asociados a zonas geograficas especificas, y una ausencia de
reloj molecular, donde genotipos encontrados en una determinada zona geografica 40 afios
después se mantienen sin cambios considerables. Utilizando los resultados obtenidos en
este trabajo, proponemos que la fijacién de mutaciones silenciosas permite optimizar el uso
de codones, mejorando asi en los diferentes linajes del VEV NJ su eficiencia traduccional,
como parte de su adaptacion a zonas ecologicas definidas y una vez que estos han
alcanzado su maximo nivel de adaptacién, son mantenidos genéticamente estables por

largos periodos de tiempo.
IV.- El uso de codones se correlaciona con la informacion filogenética en el virus de

estomatitis vesicular y esta caracteristica permite predecir nichos ecoldgicos de circulacion

viral y el origen de linajes capaces de circular fuera de las zonas endémicas.
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9.- Perspectivas.

L.- Analizar el genoma completo del virus de estomatitis vesicular, utilizando virus de
estomatitis vesicular New Jersey, representativos de las diferentes regiones endémicas en
América, con la finalidad de comprender mejor las caracteristicas evolutivas de cada gen, y
comprobar si los resultados presentados en este trabajo utilizando la region hipervariable

del gen de la fosfoproteina son representativos de todo el genoma del virus.

I.- Realizar estudios de co-evolucion utilizando secuencias completas del virus de
estomatitis vesicular New Jersey y comparar las caracteristicas evolutivas de estas con las
de RNAs mensajeros de los diferentes hospedadores vertebrados e invertebrados los cuales
son parte del ciclo infeccioso del virus, con la finalidad de entender el efecto de estos sobre

la evolucion del virus.

II1. Utilizando el analisis de codones sindnimos, establecer el origen de linajes epidémicos
que han sido previamente reportados circulando en el norte de México y en los Estados
Unidos, con la finalidad de comparar bioldgica y molecularmente estos linajes con los que
les dieron origen en las zonas endémicas y asi entender de una mejor manera los

mecanismos bioldgicos que dan origen a la aparicién de nuevos brotes epidémicos.
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Anexo 1.
Muestras.

ID= Identificacion, MSNM= Metros sobre el nivel del mar,

AC= ano de coleccion.

ID CIUDAD MUNICIPIO MSNM
10 GUERRERO COYUCA DE CATALAN 210
13 OAXACA MIXTEPEC 1641
14 ESTADO DE MEXICO TLAPALTITLAN 2661
15 CHIAPAS PICHULALCO 147
16 TABASCO JALPA 7
17 ESTADO DE MEXICO TLAPALTITLAN 2661
19 CHIAPAS JUAREZ 109
20 JALISCO ZAPOTLANEJO 1523
21 JALISCO SAN JUAN DE LOS LAGOS 1741
22 AGUASCALIENTES AGUASCALIENTES 1873
23 JALISCO EL SALTO 871
24 JALISCO TAMAZULA 1373
25 MICHOACAN CHAVINDA 1571
26 CAMPECHE CARMEN 0
27 MICHOACAN ECUANDUREO 1581
28 JALISCO JALOSTOTITLAN 1739
29 JALISCO SAN JULIAN 2064
30 JALISCO IXTLAHUACAN DEL RIO 1633
31 JALISCO JILOTLAN DE LOS DOLORES 853
32 OAXACA SAN JUAN MAZATLAN 422
33 JALISCO TUXPAN 1140
34 MICHOACAN SAHUAYO 1535
35 TABASCO HUIMANGUILLO 40
36 TABASCO TACOTALPA 20
37 CAMPECHE CANDELARIA 40
38 JALISCO SAN GABRIEL 1540
39 JALISCO EL LIMON 891
40 JALISCO ZACOALCO DE TORRES 1362
41 COLIMA TECOMAN 41
42 MICHOACAN TOMATLAN 321
43 MICHOACAN HUETAMO 303
44 GUERRERO CHILPANCINGO DE LOS BRAVO 1104
45 MICHOACAN APATZINGAN 331

AC
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008

56



46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
67
68
69
70
72
73
75
76
77
80
81
82
84
86
89
91
92
93
94
95

JALISCO
GUERRERO
MICHOACAN
CHIAPAS
VERACRUZ
MICHOACAN
GUANAJUATO
MICHOACAN
CHIAPAS
CHIAPAS
MICHOACAN
CHIAPAS
VERACRUZ
CHIAPAS
MICHOACAN
GUERRERO
TABASCO
CHIAPAS
CHIAPAS
MICHOACAN
MICHOACAN
TABASCO
JALISCO
JALISCO
MICHOACAN
MICHOACAN
JALISCO
JALISCO
MICHOACAN
JALISCO
JALISCO
JALISCO
GUANAJUATO
JALISCO
GUERRERO
GUANAJUATO
MICHOACAN
MICHOACAN
NAYARIT
QUERETARO

LA HUERTA
COCULA
TLAZAZALCA
SUNUAPA
TLALIXCOYAN
TANGANCICUARO
SILAO
CHARO
COAPILLA
LA CONCORDIA
TARIMBARO
PUEBLO NUEVO
COSAUTLAN
TECPATAN
TANGAMANDAPIO
JUAN R. ESCUDERO
CUNDUACAN
COPAINALA
JITOTOL
MORELIA
ZAMORA
H. CARDENAS
OCOTLAN
TLAQUEPAQUE

COALCOMAN DE VASQUEZ

PANINDICUARO
MASCOTA
TEOCALTICHE
PENJAMILLO
HOSTOTIPAQUILLO
ENCARNACION DE DiAZ
VILLA OBREGON
CUERAMARO
ACATLAN DE JUAREZ
PILCAYA
APASEO EL ALTO
PERIBAN
TEPALCATEPEC
SANTA MARIA DEL ORO
HUIMILPAN

297
622
1819
172
10
574
1780
1903
1645
545
1870
32
1250
450
1682
218
15
441
1693
1916
1565
27
1526
1596
1027
1823
1272
1736
1782
1208
1828
534
1725
1372
1615
1849
1649
383
1154
2303

2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
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101
102
103
104
105
106
107
108
109
111
114
116
117
118
119
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
140
141
142
143
144
145
146
148

CHIAPAS
CHIAPAS
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
OAXACA
OAXACA
OAXACA
NAYARIT
CHIAPAS
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
MORELOS
PUEBLA
TABASCO
VERACRUZ
VERACRUZ
VERACRUZ
VERACRUZ
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
JALISCO
TABASCO
VERACRUZ
CHIAPAS
TABASCO
TABASCO
CHIAPAS
TABASCO
CHIAPAS
TABASCO
TABASCO

TAPALAPA
COAPILLA
AZOYU
JUAN R ESCUDERO
PETATLAN
TLACOACHISTLAHUACA
ZIRANDARO DE LOS CHAVES
LOS LLANOS DE AMUZGOS
PINOTEPA DE DON LUIS
STA MARIA ZACATEPEC
COMPOSTELA
VILLA FLORES
BUENA VISTA DE CUELLAR
IGUALA DE LA INDEPENDENCIA
TETIPAC
MIACATLAN

HUIMANGUILLO
ALVARADO
BOCA DEL RIO
PLAYA VICENTE
TIERRA BLANCA
ACAPULCO DE JUAREZ
COYUCA DE BENITEZ
COYUCA DE CATALAN
HELIODORO CASTILLO
OMETEPEC
TECPAN
TLAPEHUALA
LAGOS DE MORENO
HUIMANGUILLO
TUXPAM
MAPASTEPEC
HUIMANGUILLO
HUIMANGUILLO
MAPASTEPEC
EMILIANO ZAPATA
PIJIJIAPAN
JONUTA
CENTRO

1713
1645
400
218
39
463
232
1627
501
388
848
558
1270
749
1747
1026

36
10

51
64
84
18
1742
1533
320
119
670
1882
36
21
44
36
36
44
26
46

2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2006
2006
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
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149
150
201
202
203
204
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
217
218
219
221
222
223
227
300
301

302
303

OAXACA
CHIAPAS
VERACRUZ
VERACRUZ
CHIHUAHUA
OAXACA
VERACRUZ
SINALOA
VERACRUZ
SIANLOA
SIANLOA
OAXACA
OAXACA
MICHOACAN
VERACRUZ
VERACRUZ
MICHOACAN
OAXACA
SIANLOA
SIANLOA
SONORA
TABASCO
SIANLOA
TABASCO
VERACRUZ

MORELOS

GUERRERO

REFORMA DE PINEDA
TUMBALA
SAN PEDRO SOTEAPAN
JESUS CARRANZA
CHIHUAHUA
MATIAS ROMERO
SAN PEDRO SOTEAPAN
CULIACAN
JESUS CARRANZA
CULIACAN
CULIACAN
MATIAS ROMERO
MATIAS ROMERO
BUENA VISTA TOMATLAN
COSAUTLAN
JESUS CARRANZA
BUENA VISTA TOMATLAN
MATIAS ROMERO
CULIACAN
CULIACAN
CAJEMA
TLACOTALPA
CULIACAN
CARDENAS
TRES VALLES

HUITZUCO DE LOS FIGEROA

HUAMUXTITLAN

29
1450
430

37
1430

198
430

32

37

32

32

198
198
458
1250

37
455

198

32

32

24

25
426

27

50

1127

990

2005
2005
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

2009
2009
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Anexo 2. Informacion complementaria de la figura 5.
L=linaje, G= genotipo, DG= distribucion geografica, MSNM= metros sobre el nivel del

mar, AC= afio de coleccion, ID= identificacion.

L G DG MSNM AC ID
| 1 AGS, COL, EDO MEX, GTO, GRO 32-2661 2006 AL 2009 14,17,20,22,23,24,27,28,30
JAL, MICH, OAX, SIN 40-43, 45,46,48,53,56,60,65

69,72,73,75,77,81,82,84,86
91,93,103,106,107-109,111
117, 131-133, 135, 2009, 217,

219, 221, 227.
2 GTO, JAL 1741-1882 2008 21,52,136
3 JAL 891-1540 2008 38,39
4 GRO 622-1615 2008 44,47,89
5 MICH 574-1649 2008 51,92
6 GRO 84-218 2007 104,129
7 GRO,PUE 18-749 2006-2007 118,123,130,134
8 MICH 1571 2008 25
9 JAL 1739 2008 28
10 JAL 1140 2008 33
11 MICH 1565 2008 67
12 QRO 2303 2008 95
13 GRO 218 2008 61
14 JAL 1596 2008 70
15 JAL 1208 2008 80
16 NAY 1154 2008 94
17 JAL 1736 2008 76
18 GRO 39 2007 105
19 NAY 848 2008 114
20 GRO 1747 2006 119
21 MOR 1026 2006 122
22 CHI 1430 2009 203
23 SIN 32 2009 207
24 SIN 32 2009 210
25 MICH 458 2009 213
26 SON 24 2009 222
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Vi

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46

47
48
49

50
51
52
53
54
55
56

VER, TAB
VER
VER
VER
VER
VER

TAB, VER CHP

CHP, TAB
TAB
OAX
CHP
CHP
TAB
CHP
CHP
TAB
CHP
TAB
TAB
CHP

CHP
VER
OAX,CAM,CHP,VER TAB

TAB
TAB
CHP
TAB
CHP
OAX
CHP

7--64
1250
16
51
21
1250
10-450
5-1713
26
29
109
147

1645
558
36
44
36
36
44

1450
1250
0-1693

20
25
32
27
1645
198
172

2005-2006

2008
2006
2006
2006
2009
2008

2005-2007

2005
2005
2007
2007
2007
2007
2006
2006
2005
2005
2005
2005

2005
2009

2008-2009

2008
2009
2008
2008
2008
2009
2008

125.128,137,148
58
126
127
138
214
35,50,59
101-146
144
149
19
15
16
102
116
124
140
141
142
143

150
231

218, 26,32,37,62,63,64,201,202,
204,206,208,212,216

36

223
57
68
54

211
49
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Anexo 3.

Zonas ecologicas en México.
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Anexo 4.
Definiciones.
Evolutionary Fingerprint: Técnica bioinformatica, para de inferir cuales sitios en una

secuencia dada estan siendo sujetos de seleccion positiva, negativa.

Frecuencia de dinucledtidos: La distribucion de la frecuencia de dinucleétidos ha sido
reconocida como un buen estimador para determinar presiones selectivas, asi mismo se ha
asociado con influenciar el uso de codones . Los valores obtenidos son usualmente diversos
entre especies y muy invariantes a lo largo de un genoma individual, por estas razones el
patron de dinucleotidos de una secuencia es referido como su firma genética

Genotipo: El genotipo es la secuencia genética especifica de un individuo en este caso un
virus.

Hospedador: En Biologia se llama hospedador, hospedero u hospedante, a aquel
organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si.

Linaje: En que tienen la misma linea de descendencia.

Linaje monofilético: un grupo es monofilético (del griego: de una rama) si todos los
organismos incluidos en €l han evolucionado a partir de una poblacion ancestral comun, y
todos los descendientes de ese ancestro estan incluidos en el grupo.

Mutacion no sinonima- . Es aquella en la que se produce un cambio en un nucledtido de la
cadena de ADN produciendo un cambio en el codon correspondiente que traec como
consecuencia un cambio en la cadena polipeptidica.

Mutacion sinonima: Es aquella en la que se produce un cambio en un nucledtido de la
cadena de ADN produciendo un cambio en el codon, y que no cambia la secuencia de la
proteina , debido a que el cddigo genético es degenerado, es decir varios codones pueden
codificar para el mismo aminoacido.

Nicho Ecolégico- El concepto formal de nicho incluye a todos los factores biodticos y
abidticos con los cuales el organismo se relaciona. Formalmente, el nicho ha sido descrito
como un hipervolumen de n-dimensiones, donde cada dimension corresponde a los factores

antes descritos. De esta forma, el nicho involucra a todos los recursos presentes del
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ambiente, las adaptaciones del organismo a estudiar y como se relacionan estos dos (nivel
de adaptacion, eficiencia de consumo, etc.)

Numero efectivo de codones (ENC): Este método asigna a un gen un numero entre 20 y
61, que indica cual es el grado en el que el total de codones sinébnimos es usado. Un valor
de 20 indica que solo un codon es usado para la sintesis de cada aminodcido, mientras que

un valor de 61 indica que todos los codones sindnimos son usados de manera equitativa.

Reloj Molecular: La hipotesis del reloj molecular, propone que la fijaciéon de las
mutaciones ocurre a una velocidad constante a través del tiempo. Por lo tanto el nimero de
substituciones entre 2 especies, es equivalente al tiempo que ha pasado desde que ellos

compartieron un ancestro en comun.

Seleccion Negativa: Seleccion que elimina nuevas mutaciones de la poblacion, debido a su
efecto deletéreo, por lo tanto remueve cambios de una poblacion y la mantiene estable.
Evoluciéon Neutral: Son los cambios en los genes de una especie que son el resultado de
mutaciones al azar las cuales no tienen ningln efecto en la adecuacion de los individuos.
Seleccion Positiva: Promueve la fijacion de una nueva mutacion que aumenta la
adecuacion de los individuos.

Uso de codones: La frecuencia relativa a la cual los codones alternativos para sintetizar un

aminodcido en particular son usados.
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