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RESUMEN

La influenza A es una enfermedad zoondtica emergente que suele tener alto impacto en la
salud humana y en la salud y la produccién animal, generando pérdidas econdmicas
importantes. Debido a su alta variabilidad genética, los virus de influenza A pueden
adaptarse a multiples hospederos, incluyendo aves silvestres, domésticas y mamiferos.
Diversos factores ambientales y antropogénicos pueden facilitar su transmision de un
hospedero a otro, ademas de las caracteristicas propias de los virus y de los propios
hospederos. Las areas de interfaz que se caracterizan por la convergencia de granjas bajo
sistemas de traspatio en cercania a humedales donde habitan aves silvestres favorecen el
contacto entre diferentes especies, y, por ende, la transmisién interespecie de los virus de
influenza. Debido a ello, el objetivo de este estudio fue determinar y analizar la diversidad
filogenética de los virus de influenza A que circulan en patos silvestres y en aves domeésticas
en un area de interfaz que se asocia con el area natural protegida, las Ciénegas de Lerma,
Estado de México. Se colectaron muestras con hisopo de la cloaca de patos silvestres y de
aves domésticas, ademas de muestras orofaringeas en este Gltimo grupo de aves
procedentes de granjas de traspatio circundantes a las Ciénegas de Lerma. Se realiz6 RT-
PCR en tiempo real, aislamiento viral, secuenciacion de acidos nucleicos a partir de los
virus aislados de las muestras positivas, analisis filogenéticos, y se caracterizo la zona de
muestreo. Se obtuvieron 597 muestras de 10 especies de anétidos silvestres, 22 de ellas
positivas mediante RT-PCR, asi como 9 virus aislados provenientes de muestras de 4
especies diferentes. Las 206 muestras de aves domésticas resultaron negativas mediante
la técnica de RT-PCR, por lo que no se detectd transmision interespecie entre aves
silvestres y domésticas. Se identificaron tres subtipos, H5N2, H3N2 y H1N1. Cuatro virus
fueron H5N2, cuatro H3N2 y uno H1N1. Uno de los virus H5N2 aislados a partir de Anas
platyrhynchos diazi esta conformado por genes de diferentes subtipos. Los ocho virus
restantes se relacionaron filogenéticamente con subtipos de origen porcino y aviar aislados
en afios anteriores en la regién de estudio. Es necesario demostrar en futuros estudios
como se infectaron los patos silvestres migratorios con subtipos de virus de influenza de
porcinos. Este tipo de estudios ayudaran a entender la ecologia del virus de influenza A en
el medio silvestre en una interfaz con animales domésticos y sus potenciales repercusiones
a la economia regional y a la salud publica, tomando en consideracion factores virales, de
los hospederos, los ambientales y los antropogénicos.

Palabras clave: Ciénegas de Lerma, interfaz, patos migratorios, Anas platyrhynchos diazi
pollos, aves y cerdos domésticos de traspatio.



ABSTRACT

Avian influenza is an emerging zoonotic disease that usually has a high impact on public
health and animal production, which causes important economic losses. Due to its high
genetic variability, the influenza A virus can adapt to multiple hosts, including wild and
domestic birds, and mammals. Several environmental and human factors can facilitate virus
transmission between different hosts, in addition to viral and hosts features. Interface areas
characterized by the concurrence of backyard farm systems close to wetlands with wild bird
populations facilitate contact among different species, and, hence, the influenza virus
interspecies transmission. Because of that, the aim of this study was to determine and to
analyse the influenza A virus phylogenetic diversity circulating in wild ducks and domestic
birds in an interface associated to a natural protected area, The Lerma’s Swamp, State of
Mexico. Cloacal swabs were collected from wild ducks and domestic birds, as well as
oropharyngeal samples from backyard farms poultry surrounding Lerma’s Swamp. RT-PCR
and virus isolation, nucleic acid sequencing and phylogenetic analyses from the isolated
virus were performed. Sampling area was characterized. 22 of 597 samples from 10 wild
anatid species were positive to influenza virus by RT-PCR. From those, 9 viruses were
isolated corresponding to four different wild bird species. All 206 domestic backyard bird
samples were negative by RT-PCR, consequently, the interspecies transmission was not
detected among wild and domestic birds. H5N2, H3N2, and H1N1 subtypes were identified.
Four viruses were identified as H5N2, four as H3N2 and one as H1N1 subtypes. One H5N2
virus isolated from Anas platyrhynchos diazi contained genes from different subtypes. Eight
remain viruses were phylogenetically related with swine and avian subtypes isolated
previously in the study area. It is necessary to demonstrate in future studies how wild
migratory ducks were infected with swine subtypes. This investigation could help to
understand influenza A virus ecology in the wild-domestic animals interface and its potential
implications to regional economy and public health, by incorporating viral, hosts,
environmental and human factors.

Key words: Lerma’s Swamp, interface, migratory waterfowl, Anas platyrhynchos diazi
chicken, domestic backyard birds and swine.
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INTRODUCCION

Importancia de la Influenza A

Los virus de influenza A se asocian con un amplio nimero de hospederos y tienen potencial
emergente y zoondtico debido a su gran variabilidad genética y adaptabilidad a aves y
mamiferos, incluidos los humanos. La influenza A es una enfermedad que ha tenido
grandes impactos en la produccién y salud animal, en la salud humana y, por ende, ha
provocado y sigue provocando importantes pérdidas econdmicas en todo el mundo
(Timofeeva et al., 2017). La transmision de estos virus entre sus hospederos esta ligada a
interacciones epidemioldgicas o ecoldgicas que involucran diferentes factores de riesgo
relacionados con acciones humanas, asi como factores ambientales que permiten o no la
persistencia de los virus, y por lo tanto asi su transmision (Caron et al., 2010; Simms y
Jeggo, 2014a). Algunos de ellos incluyen el comercio formal e informal de aves,
producciones de traspatio carentes de medidas de bioseguridad, actividad cinegética,
urbanizacion, entre otros factores que en conjunto pueden facilitar el contacto de
reservorios silvestres del virus con animales domésticos y con el ser humano. Esta
complejidad resalta la importancia de estudiar estos patégenos de forma integral, tomando

en consideracion los factores ambientales involucrados en la transmision.

Los virus de influenza A (VIA) han causado importantes pandemias en diversas épocas,
como la llamada Gripe Espafiola en 1918, provocada por el virus HIN1, que provoco la
muerte a mas de 50 millones de personas en todo el mundo (Suzuki, 2006); la Gripe Asiatica
en 1957, provocada por el subtipo H2N2, donde perecieron casi 4 millones de personas; la
Gripe de Hong Kong, enfermedad causada por el subtipo H3N2 en 1968, donde
sucumbieron 2 millones de personas. La pandemia mas reciente en México y en Estados
Unidos, en 2009, fue causada por un subtipo HIN1 por la recombinacién de VIA de origen
aviar, porcino y humano, causando entre 151,700 a 575,400 muertes humanas en 30 paises
(Smith et al., 2009a; CDC, 2012). Esta capacidad de recombinacién permite a los virus de
influenza adaptarse a nuevos hospederos, lo cual se ve favorecido con la congregacion de
diferentes especies, tanto de aves silvestres, como de animales domésticos, tal y como
ocurre en producciones familiares de traspatio en cercania con zonas de descanso y

alimentacién de aves acuéticas migratorias.



Caracteristicas de los virus de influenza A y persistencia en el ambiente

Los VIA son miembros de la familia Orthomyxoviridae, género Influenzavirus A, especie
Virus de Influenza A (Influenza A Virus). Su genoma esté formado por una cadena de ARN
de sentido negativo que consta de 8 segmentos que codifican de 12 a 14 proteinas. El
tamafo de sus segmentos oscila entre 890 y 2341 nanémetros. El virion mide de 80 a 120
nty es envuelto. El tamafio de su genoma es de 13.5 Kilobases. Los segmentos del primero
al tercero codifican las proteinas de la polimerasa: polimerasa basica 2 (PB2), polimerasa
basica 1 (PB1l), y polimerasa acidica (PA). Los segmentos del 4 y 6 codifican las
glicoproteinas virales de la superficie, la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). El
segmento 5 llamado nucleoproteina (NP) codifica la proteina estructural que forma la
capside del RNA viral y junto con las proteinas de la polimerasa forma el complejo de las
ribonucleoproteinas (RNPs). El segmento 7 codifica la proteina de matriz estructural (M1)
que es la mas abundante en los viriones, se une a la membrana y une RNA viral, y la
proteina del canal ibnico (M2) que se incorpora en la membrana viral y se regula por el pH.
El segmento 8 codifica la proteina no estructural (NS1) y la proteina de exporte nuclear
(NEP); la proteina NS1 es antagonista de la respuesta sistema inmune mediante su
actividad anti interferén interfiriendo con la expresion de los genes del hospedero, mientras
gue la NEP interviene en el exporte nuclear de las RNPs al citoplasma previo al ensamble

del virion (Salazar et al., 2009).

Los VIA se clasifican en subtipos con base en las glicoproteinas que estos virus presentan
en su superficie, la HA y la NA. La HA se une al &cido sialico que se encuentra en las células
de los hospederos, lo cual permite la fusion de la membrana viral con la membrana celular
y la liberacién de las RNPs virales al citoplasma. La NA es una sialidasa que principalmente
facilita la salida de las particulas virales de la célula infectada debido al corte del acido

sialico de la superficie celular (Bodewes y Kuiken, 2018).

La persistencia de los VIA en el ambiente después de su excrecién depende de varios
factores. Los VIA pueden persistir en el agua, la cual podria tener una participacion
importante en la diseminacién del virus, pero su viabilidad en este elemento depende de
distintos factores, principalmente de la temperatura, pH y salinidad (Stallknecht et al., 1990).

En primera instancia, la persistencia de los VIA en ambientes acuéticos es fuertemente



influenciada por la temperatura, puede persistir en agua dulce hasta por 100 dias con una
temperatura de 17°C, donde la transmisién por via fecal-oral es mas comun (Stallknecht et
al., 1990; Beldomenico y Uhart, 2008). Bajas temperaturas, principalmente de 4°C,
favorecen la viabilidad de los VIA mas que temperaturas medias y altas, 20°C y 37°C
respectivamente (Davidson et al., 2010). El pH del agua también tiene una gran influencia,
un pH neutral-basico de 7 a 8.5 favorece la persistencia de los VIA junto con
concentraciones bajas de amonio, a diferencia de un pH acido de 5, que ya es detrimental
para los VIA, comparado con un pH de 7 a la misma temperatura (Keeler et al., 2014). Otros
estudios bajo condiciones controladas indican que una combinacion de temperaturas
menores a 17°C, pH de 7.4 a 8.2, y bajas concentraciones de salinidad (de 0—200,000 ppm)
es muy favorable para la persistencia viral (Brown et al., 2009). Por otra parte, existe mayor
persistencia en agua dulce que en agua salada (Stallknecht et al., 1990; Stallknecht et al.,
1990). Con relacion a estos factores abioticos, estudios experimentales sugieren que los
VIA altamente patdgenos podrian estar menos adaptados que los VIA de baja
patogenicidad (BP) para diseminarse por la ruta fecal — oral en el agua (Lebarbenchon et
al., 2010). Sin embargo, estos parametros in situ varian en el tiempo, incluso la variacion
también puede estar influenciada por las caracteristicas del humedal del que se trate, lo
que podria ser adverso para la persistencia de los virus de influenza (Obregén-Ascencio,
2011).

Patrones evolutivos de los Virus de Influenza A

Los VIA tienen un alto potencial de diversificacion genética, porque pueden evolucionar a
través de diversos mecanismos (Munoz et al., 2016). La falta de mecanismos de reparacién
durante la replicacion de su ARN (reparacion por escision de bases, reparacion por escision
de nucledtidos, reparacidn por apareamiento erroneo, reparacion inducida, reparaciéon de
quiebres en doble cadena o reparacion directa por reversion de la lesion) y el genoma
segmentado dan las bases para la naturaleza adaptativa de estos virus (Tafurt y Marin,
2014). La continua evolucion se da principalmente en las glicoproteinas de superficie, pero
también en cada uno de sus ocho segmentos. La ARN polimerasa propensa al error permite
una alta frecuencia de mutaciones durante la replicacion, en donde puede cambiar un

nucleétido, lo que puede dar pie a sustituciones de aminodcidos, resultando en la formacion



de cuasiespecies dentro de un hospedero o una poblacién de hospederos. Este proceso
llamado deriva génica o antigenic drift, confiere a los VIA la habilidad de generar
rapidamente variantes antigénicas que pueden escapar del sistema inmune del hospedero,
y también genotipos que proveen resistencia a agentes antivirales (Boni et al., 2008;
Pompei, Loreto y Tria, 2012; Freidl et al., 2014; Munoz et al., 2016). Cuando dos virus
diferentes coinfectan a una misma célula, los diferentes segmentos pueden intercambiarse
o rearreglarse y dar lugar a viriones con nueva combinacién de segmentos en su progenie
que pueden producir nuevas cepas. Algunas de éstas podrian aumentar su virulencia,
proceso llamado reordenamiento o rearreglo genético, antigenic o genetic shift (Fuller et al.,
2013). Estos rearreglos pueden tener una participacion muy importante en la generacion de

brotes epidemioldgicos en animales domeésticos e incluso pandemias en los humanos.

Hospederos de los Virus de Influenza A

Los hospederos de los VIA principalmente son las aves acuaticas y mamiferos, entre ellos
los animales domeésticos, como los cerdos, los caballos, los perros, y los seres humanos
(Hulo et al., 2011). También se han reportado diversos hospederos accidentales como
ballenas, felinos, focas, entre otros (Hulo et al.,, 2011; Munoz et al., 2016). Se tienen
reconocidos 18 subtipos de HA (H1-H18), y 11 subtipos de NA (N1-N11). Los subtipos H1
a H16 y N1 a N9 han sido identificados en aves acuaticas de los érdenes Anseriformes
(patos, gansos y cisnes) y Charadriiformes (gaviotas, aves limicolas, charranes). Estas aves
son consideradas los reservorios naturales de los VIA, especialmente los patos de los
géneros Anas, Spatula y Mareca (Webster et al., 1992; Olsen et al., 2006a; Munster et al.,
2007). Los subtipos H17, H18, N10 y N11 han sido identificados Unicamente en murciélagos
(Tong et al., 2013; Wu et al., 2014). Cada virus tiene alguna combinacién de HA 'y NA, y al
menos 103 de las 144 posibles combinaciones de influenza A se han encontrado en aves
silvestres (Dugan et al., 2008). Existen estudios que indican la afinidad de estos virus por
ciertos hospederos, y, por ende, ciertos subtipos son mas comunes en ciertas especies, por
ejemplo, H13 y H16 se han identificado casi exclusivamente en Charadriiformes,
especificamente en especies de la Familia Laridae, como gaviotas y charranes (Olsen et
al., 2006a; Munster y Fouchier, 2009). En el caso de los mamiferos domésticos como en el
cerdo, se han identificado los subtipos H1 y H3; El subtipo H3 en caballos y perros, y en
humano combinaciones de H1, H2 y H3 con N1 y N2 (Freidl et al., 2014).



Los VIA generalmente no provocan enfermedad letal en sus hospederos naturales, lo que
indica que estos virus han logrado adaptacion en éstos (Horimoto y Kawaoka, 2001). Estos
virus también se clasifican con base en la afectacién que provocan en aves domésticas:
VIA de baja patogenicidad (VIABP) y de alta patogenicidad (VIAAP). Los VIABP en aves
domésticas pueden provocar una enfermedad subclinica o una infeccién leve con signos
clinicos moderados con mortalidades bajas. Sin embargo, pueden ser los precursores de
los VIAAP, en donde generalmente producen signos clinicos severos y mortalidades altas.
Algunos subtipos H5 y H7 pueden evolucionar a VIAAP para las gallinaceas (e.g. gallinas,
guajolotes y codornices), provocando una infeccion sistémica, debido a la introduccion de
aminoacidos bésicos en el sitio de corte de la HA, pero no todos los H5 y H7 son virulentos.
En caso contrario, los VIABP se caracterizan por la ausencia de multiples aminoacidos
béasicos en el sitio de corte de la HA, y la infeccion se limita a los tractos respiratorios o
entéricos (Lebarbenchon et al., 2010; Spackman, 2014). Las aves acudticas usualmente
permanecen asintomaticas, aun cuando son infectadas por VIAAP (Senne et al., 1996;
Verhagen, Fouchier y Kuiken, 2016; Bodewes y Kuiken, 2018).

Se ha identificado que ciertos factores antropogénicos, tales como la cercania de viviendas
rurales a los humedales con sistemas productivos de traspatio aumentan la probabilidad de
contacto directo o indirecto entre aves silvestres y domésticas. Esta interaccion favorece el
contacto y la evolucion de los agentes virales y su adaptacion hacia nuevos hospederos y
sistemas biolégicos (Murray y Daszak, 2013), que puede derivar en el surgimiento de

nuevas variantes antigénicas (Cappelle et al., 2011; Simms y Jeggo, 2014b).

Los sistemas productivos de traspatio o produccion familiar propician la interaccion entre
especies silvestres y animales domésticos, e incluso humanos. Estos sistemas son de gran
importancia a nivel local, ya que proveen de fuentes de proteina y econdmica a los
pequefos productores. Ademas, es la forma de produccién mas predominante en las zonas
rurales de México (hasta el 75%) y del mundo. Una de sus caracteristicas es que carecen
de condiciones adecuadas de bioseguridad, lo que permite un gran contacto con diferentes
especies animales, lo que facilita la transmision interespecie (FAO, 2010; Gutiérrez-Ruiz,
et al., 2012).



Se ha reconocido que los patos domésticos pueden ser un factor clave para la emergencia
y diseminacién de VIA con potencial zoondético, ya que estos animales podrian fungir como
hospederos amplificadores, sirviendo como “mezcladores de virus” y podrian transmitir
diferentes combinaciones de VIA a aves domésticas de los géneros Gallus al entrar en
contacto con éstas, con el potencial de transmitirse a otros animales domésticos y a
humanos (Daszak, Cunningham e Hyatt, 2001; Lam et al., 2013). Ejemplo de lo anterior es
el pato doméstico Pekin, que de acuerdo a un estudio experimental, se considera como un
potencial reservorio para el subtipo HS5N2 aviar de BP que circula en los sistemas de
produccién en México (Godinez Garcia, 2011). Los cerdos también se han considerado
como mezcladores de virus de influenza de diferentes origenes. En la actualidad, en estos
hospederos se distribuyen principalmente los virus HIN1, H3N2 y H1N2 a nivel mundial,
pero también se han aislado subtipos como H3N3, H4N6, H5N2 y HON2 (Lipatov et al.,
2008; Yassine, Lee y Saif, 2011; Sanchez-Betancourt et al., 2017).

En México se ha identificado la circulacion continua de VIA en cerdos de traspatio. Un
estudio en Veracruz identifico VIA ampliamente distribuidos (alrededor de un 90%) en
sistemas de produccion de traspatio, particularmente los subtipos HIN1 y H3N2,
destacando la importancia epidemiolégica de la circulacion de los VIA en éstas y en otras
especies, y en estos sistemas de produccion (Pérez Rivera, 2010). En otro estudio realizado
en granjas de traspatio de la Ciudad de México, se encontraron seroprevalencias de
influenza clasica porcina H1N1, influenza triple recombinante H3N2, influenza pandémica
H1N1 e influenza estacional humana H1N1 con el 74%, 24%, 17% y 1.3%, respectivamente
en un periodo de 10 afios (2000-2009) (Saavedra-Montafiez et al., 2013).

Las aves durante el periodo de migracion se desplazan a grandes distancias, siendo este
un factor importante en la diseminacion de los virus entre regiones o incluso continentes y
se ha documentado que pueden excretarlos sin presentar signos clinicos, incluso alrededor
de un periodo de 5 dias. Sobre todo, el pato de collar, Anas platyrhynchos, en el caso
particular de VIAAP H5N1, se determindé una abundante excrecion viral sin evidencia
patolégica de enfermedad debilitante (Olsen et al., 2006b; Keawcharoen et al., 2008;
Verhagen, Herfst y Fouchier, 2015). Por ende, los cuerpos de agua que sirven de descanso,
refugio y alimentacion para patos durante la migracién invernal y que mantienen la

congregacion de poblaciones de aves acuaticas, favorecen la transmision de VIBP entre



las especies (Olsen et al., 2006a). En México existen importantes humedales naturales y
artificiales a lo largo de su territorio, muchos de ellos se ubican a lo largo de las rutas
migratorias de aves silvestres que viajan desde Canadad y Estados Unidos hacia
Centroamérica: la ruta del Pacifico, la ruta Central, la ruta del Mississipi y la ruta del Atlantico
(Figura 1), en donde se han identificado VIA en diversas especies de anatidos tanto

residentes como migratorios (Hernandez-Colina, Yadeun y Garcia-Espinosa, 2017).

4 Birds from the Arctic Refuge
'?e,%"/c use each of the four
9 North American Flyways

A

Brant

Figura 1. Las cuatro rutas migratorias en Norteamérica: Pacifico, Central, Mississippi y
Atlantico, que ocupan las aves durante la temporada invernal.

Fuente: https:/iwww.fws.gov/refuge/arctic/birdmig.html
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Transmision interespecie

Para que ocurra una transmision entre especies diferentes, la interaccion de los virus con
los hospederos es un punto clave (Spackman, 2009). En general, se necesitan tres
componentes principales para que un patégeno pueda cruzar la barrera interespecie: la
circulacion de éste en el hospedero reservorio, el contacto con una especie diferente, y la
probabilidad de que el nuevo hospedador sea infectado (Lloyd-Smith et al., 2009). Para que
pueda ocurrir un salto o transmisién interespecie, es necesario el contacto directo o
indirecto entre diferentes grupos taxonOmicos, sus ambientes o sus productos, que
coinciden en tiempo y espacio, lo que se define como interfaz (Lloyd-Smith et al., 2009;
Gortazar et al., 2014). En éstas interfaces, cada uno de los componentes se ve afectado
por procesos ecoldgicos, factores del hospedador, y caracteristicas propias de los
patdgenos (Chan et al.,, 2013; Gortazar et al., 2014). En el caso particular del
establecimiento de los VIA en nuevos hospederos no es directo, sino que tienen que
adaptarse a él atravesando diversos obstaculos, deben primero adherirse a los receptores
celulares adecuados en un sitio anatdmico accesible, ingresar a la célula, replicarse dentro
de ésta, contrarrestar el sistema inmune del hospedero, salir de la célula y finalmente tener
la manera mas eficiente de salir del hospedero para infectar otro hospedero distinto (Capua
y Munoz, 2013). Se ha reconocido que cuando se congregan aves anseriformes silvestres
en proximidad a aves domésticas, aunado a los factores mencionados, se facilita la
transmisién interespecie y consecuentemente se puede favorecer la mezcla de diferentes
cepas de VIA, que podrian formar nuevos subtipos (Chan et al., 2013; Cappelle et al., 2014).
Un ejemplo claro es cuando se presentaron brotes en Asia del VIAAP H5N1 en aves
domésticas, aunado al brote en humanos de VIA H1N1 de origen porcino, en donde los VIA

se adaptaron a nuevas especies y nuevas condiciones ambientales (Garten et al., 2009).

La transmision de VIA entre diferentes especies de aves es muy compleja, ya que depende
de factores inherentes a la cepa viral, a las especies involucradas en el proceso de
transmision, y a distintos factores ambientales y antropogénicos como cambio climatico,
cambio de uso de suelo, manejo de los animales en libertad y domésticos, asi como
comercio de animales y sus productos (Alexander, 2007; Vandegrift et al., 2010; Murray y
Daszak, 2013; Gortazar et al., 2014).
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De hecho, se ha documentado que en el proceso de adaptacion donde un VIABP puede
derivar en un VIAAP y se dé el salto interespecie, intervienen factores ecolégicos como las
estructuras o densidades poblacionales (por ejemplo, sistemas productivos de aves o la
produccién de patos domésticos en libre pastoreo, mercado de animales vivos), dispersion
de los hospederos (migracion de aves silvestres, comercio y transporte de ave domésticas
y sus productos), diversidad de hospederos, entre otros (Lebarbenchon et al., 2010). Se
considera que la principal transmision de VIABP entre aves acuaticas es la ruta fecal — oral,
debido a que los VIA se replican mayormente en intestino y los viriones son excretados por
la cloaca hacia el agua. En contraste, estudios indican que los VIAAP, como el H5N1
pueden replicarse mas en vias respiratorias altas de las gallinaceas (Horimoto y Kawaoka,
2001; Lebarbenchon et al., 2010).

Existen diferentes datos en cuanto a la excrecion viral en anatidos. Por ejemplo, se ha
identificado que los patos silvestres pueden excretar los VIABP en promedio durante 10
dias via oral y 11.5 dias via cloacal, y los VIAAP durante 5 dias por ambas rutas (Hénaux
y Samuel, 2011). Otro estudio document6 que en los patos domésticos estos virus pueden
excretarse hasta por 17 dias dependiendo de la cepa de AP, lo que contrastd con los patos
silvestres que pueden excretar los VIABP en un periodo mas corto: de 3 a 8 dias (Latorre-
Margalef et al., 2009). Con respecto a los cerdos, el periodo de excrecién viral se da durante
los primeros siete dias postinfeccion; estas especies pueden ser infectadas por virus
porcinos, aviares y humanos, por lo que desempefian un papel crucial en la evolucion de
estos virus. De hecho, los eventos de rearreglos en cerdos pueden generar nuevos virus

con potencial pandémico para humanos (Webster et al., 1992; de Silva et al., 2012).

Filogeografia de los Virus de Influenza A

Los andlisis filogenéticos de los VIA, ya sea en aves silvestres como en domésticas, indican
que distintos linajes divergen con base en factores geograficos, mas que por factores
asociados con la temporalidad o con los hospederos. Un ejemplo de ello son los virus del
subtipo H7, que se dividen en linajes Euroasiaticos y Americanos (Alexander, 2007). El
hecho de que los continentes estén separados geograficamente influye en la genética
evolutiva de los VIA, los cuales pueden ser divididos en dos linajes filogenéticos principales,

el Americano y el Euroasiatico. Esta influencia se ve reflejada en una segregaciéon
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geogréfica entre virus aislados de especies aviares que utilizan los corredores migratorios
de América y Eurasia-Africa-Australia. Esta separacion alopétrica ha derivado en una
importante division filogenética entre los linajes genéticos de virus de influenza A
Americanos y Euroasiaticos (Verhagen, Fouchier y Kuiken, 2016). A pesar de esto, la
separacion de esas poblaciones virales no es absoluta, la avifauna de Norteamérica y
Eurasia no estan completamente separadas. Algunos anatidos como el pato golondrino,
Anas acuta, y algunas aves playeras, cruzan el Estrecho de Bering durante la migracién, o
bien, tienen rangos reproductivos que incluyen el noroeste de América y el Oriente ruso. De
hecho, se han aislado virus de influenza con mezclas de genes de los linajes Americano y
Euroasiatico, indicando que la especiacion alopatrica es parcial y que ocurren intercambios
de segmentos genéticos entre las dos poblaciones virales (Van Borm et al., 2012). Un
ejemplo claro es el VIA HIN2 que provoco la pandemia de influenza en 2009, al tratarse de
un virus triple rearreglado entre virus porcinos de Norteamérica y linajes aviares
Euroariaticos (Smith et al., 2009b).

Investigacion en México

Recientemente en México se han realizado estudios que han evidenciado la circulacién de
VIA en hospederos silvestres y domésticos, asi como en ambientes acuaticos. En aves
silvestres migratorias la investigacion ha sido escasa. En el estado de Sonora, se
identificaron los subtipos H5, H6, H7, H9, mientras que el subtipo H7N3 se aisl6 en el Estado
de México (Cuevas-Dominguez y Gonzalez-Guzman, 2009; Montalvo-Corral y Hernandez,
2010; Montalvo-Corral, L6pez-Robles y Hernandez, 2011). Por otro lado, en los estados de
Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Yucatan y Veracruz, se identificaron VIA en 7 de 28
humedales analizados. En esta investigacion los anatidos positivos fueron la cerceta de
alas verdes (Anas crecca), el pato cuchardn (Spatula clypeata), la cerceta de alas azules
(Spatula discors), el pato de collar y el pato panadero (Mareca americana), ademas de otras
dos especies no anseriformes, con mayor nimero de positivos en las rutas migratorias del
Pacifico y Central. En dicha investigacion se identifico el subtipo H5 en una muestra de M.
americana en Chihuahua (Soriano Garcia, 2009). En patos centinelas se aislé un virus
H6N2 rearreglado en el Estado de México, en un sitio cercano a las Ciénegas de Lerma
(Barrén-Rodriguez et al., 2018). En este mismo humedal, se identificé un VIA en muestras
de agua en época invernal con una homologia del 99% con el subtipo H4N2 de linaje

norteamericano aislado a partir de Spatula discors (Ornelas-Eusebio et al., 2015).
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En aves domésticas se han identificado virus H5N2 y H7N3 de alta y baja patogenicidad
(Wainwright, S. y Trevennec, C., 2012; Steffani-Herndndez et al., 2016). En 1993 se
presentd un brote provocado por VIAAP H5N2, el cual fue aislado en 1994, y que derivo en
una extensa campafia de vacunacion. Estudios filogenéticos sugirieron que la migracion de
aves silvestres habria influenciado el brote, debido a que la cepa tuvo mayor similitud con
aves silvestres de Estados Unidos (Horimoto et al., 1995). En la actualidad, este subtipo,
pero de BP, es endémico en aves domésticas, y se ha propuesto que seguira circulando

sin evolucionar a VIAAP (Steffani-Hernandez et al., 2016).

En 2012 surgi6 un brote de influenza aviar H7N3 (A/Chicken/Jalisco/CPA1/2012/) de AP en
gallinas ponedoras en el estado de Jalisco. Se presentaron rearreglos mdultiples
identificados a partir de la migracion de patos silvestres de las rutas migratorias Pacifico y
Central desde Estados Unidos. También se identificé que la cepa tuvo una insercion Unica
de ocho aminoéacidos en la HA, comparada con otras cepas de AP, ademas de que Anas
crecca fue la fuente del virus predecesor (Lu, Lycett y Leigh Brown, 2014). Los analisis
filogenéticos de otro estudio relacionado confirmo la insercion de aminoéacidos que le
permitieron al virus comportarse como VIAAP, pero en contraste, indicé que la especie
doméstica con mas similitud fue una gallina de guinea (H7N7 de BP) recuperada un afio
antes en Nebraska, Estados Unidos (Kapczynski et al., 2013). De acuerdo con el reporte
de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) del 26 de octubre de 2018, existe una
prevalencia actual de este subtipo (H7N3 AP) en granjas de traspatio de los estados de
Guanajuato y Querétaro, diezmando poblaciones de gallinas de postura y aves de combate,
asi como producciones de aves de postura criadas de manera organica (Delgadillo Alvarez,
2018a, 2018b). Este subtipo H7N3 AP ha afectado con anterioridad a estados como
Aguascalientes, Guanajuato, Oaxaca, Puebla, Jalisco, Chiapas y Veracruz, provocando la
muerte a pollos de engorda, reproductores, gallinas de postura, gallos de pelea, aves de
traspatio, asi como aves silvestres en cautiverio y en una reserva natural como chachalaca
(Ortalis vetula), zorzal pardo (Turdus grayi), loro frente blanca (Amazona albifrons) y pavo
real comun (Pavo cristatus) (OIE, 2016a, 2016b, 2018). El control epidemioldgico de estos
brotes incluyé el despoblamiento, sacrificio sanitario de aves, cuarentena, restriccion de
movimiento de las aves, sus productos y subproductos. Se reactivé el Dispositivo Nacional

de Emergencia de Sanidad Animal (DINESA) a cargo del Servicio Nacional de Sanidad,
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Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) apoyado por la Comisibn México
Estados-Unidos para la Prevencién de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades Exéticas de
los Animales (CPA), y se activo el Plan de contingencia para el control y erradicacion de
influenza aviar de alta patogenicidad. Se establecieron puntos de revision, vigilancia,
cuarentena y aislamiento. Se aplicaron practicas de bioseguridad como desinfeccion en
instalaciones y vehiculos de transporte. También se implementaron sistemas de muestreo
en granjas consideradas en riesgo aunado al diagndstico continuo en laboratorios de
bioseguridad nivel 3, asi como en laboratorios aprobados. Campafas de vacunacion fueron
implementadas. Se instd a los productores a participar en una campafa de comunicacion
para reportar casos positivos a la OIE y se difundi6 informacién sobre bioseguridad (FAO,
2012).

Para el caso de influenza porcina, en un estudio de 2008 realizado en la Region del Bajio
se determiné la seroprevalencia de VIA de los subtipos HIN1 y H3N2, 81.32% y 38.97%
respectivamente (Lara et al., 2012), pero también existen reportes de esos subtipos, junto
con el HIN2 (Lopez-Robles et al., 2014; Sanchez-Betancourt et al., 2017). Ademas, en
2012 se encontrd una seroprevalencia del 80.26% para el subtipo HIN2 (Avalos, 2008).
Recientemente, en 2018 se reporto la circulacion de tres subtipos, H3N2, HIN1 Y H5N2 en
cerdos en los estados de Jalisco, Estado de México, Guanajuato, Michoacan, Hidalgo,
Puebla, Sonora, Morelos, Yucatan y Nuevo Ledn. Particularmente, en el Estado de México,
se identifico el virus A/swine/Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2), y en Guanajuato se
aislé en cerdos el virus A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2), en donde los autores
indicaron transmision interespecie intacta de pollos hacia cerdos (Saavedra-Montafiez et
al., 2018). En la Ciudad de México se detectd la presencia de los subtipos HIN1 y H3N2 en

granjas de traspatio (Saavedra-Montafiez et al., 2013).

Todos estos hallazgos evidencian la circulacién continua de VIA en animales de traspatio y
en aves silvestres en México. En aves domésticas se han identificado VIABP y VIAAP, asi
como la identificacion de estos virus en anatidos silvestres. De entre estos hallazgos
resaltan especialmente los realizados en el Estado de México, que es la region donde se
realiza la presente investigacion. En algunos casos los virus han resultado del proceso de
recombinacién, como en las producciones aviares con origenes silvestres, e incluso se ha

identificado la transmision interespecie en granjas porcinas de traspatio. En este contexto,
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se resalta la importancia de monitorear integralmente las interfaces que tienen lugar en

areas de contacto entre esas especies.

Justificacion

Existen numerosas publicaciones sobre la circulacién y transmisién de virus de influenza
que se centran en los factores de riesgo virolégicos, pero en México se han desarrollado
pocas investigaciones que tomen en consideracién otros factores que permitan entender
integralmente los procesos que intervienen en la transmision interespecie de los VIA en
zonas de interfaz entre especies silvestres y domésticas (Munoz et al., 2016; Harris et al.,
2017; Barron-Rodriguez et al., 2018). En este sentido, una investigacion que incorpore
factores antropogénicos, facilitara el entendimiento de los aspectos que participan en la
transmisién viral con posibles consecuencias sobre el potencial de transmision interespecie,
principalmente en sistemas en los que conviven frecuentemente diferentes especies de
aves como patos domésticos, pollos y gallinas domésticos en sistemas productivos con
medidas de bioseguridad escasas (Drosten, 2013). Este estudio proveera informacion
respecto a la circulacion viral en las especies mencionadas en un contexto de interfaz en
un area natural protegida, tomando en consideracion no solamente una, sino diversas

aproximaciones, como diagndstico molecular, analisis filogenéticos y factores humanos.

Objetivo

Determinar y analizar la diversidad filogenética de virus de influenza A circulantes en aves
silvestres y aves de traspatio en una zona de interfaz asociada a la Ciénega de

Chignahuapan, municipio de Lerma, Estado de México.

Objetivos especificos:

e Realizar la deteccion molecular para virus de influenza A de las muestras
colectadas.
¢ Analizar la diversidad filogenética con las secuencias obtenidas.

e Caracterizar la zona de estudio a partir de las granjas de traspatio.
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o Detectar transmisién interespecie de virus de influenza A, a partir de la deteccion
molecular y los andlisis filogenéticos, considerando las caracteristicas de las

granjas.

Hipotesis
La coincidencia temporal de patos residentes y migratorios en un contexto de interfaz con

aves domésticas bajo sistemas de produccién de traspatio, asi como factores

antropogénicos y ecolégicos, favorecen la transmision interespecie de virus de influenza A.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

A lo largo de la Ruta migratoria Central, se encuentran importantes humedales en el
Altiplano Central Mexicano donde se localiza el Area de Proteccién de Flora y Fauna
Ciénegas de Lerma. Esta es un Area Natural Protegida (ANP) compuesta por tres poligonos
y esta localizada en el Estado de México. Cuenta con una superficie total de 3,023
hectareas e incluye tres cuerpos de agua separados entre si, llamados Chignahuapan o
Atarasquillo, Chimaliapan o Tultepec y Chiconahuapan o Almoloya, estos tres poligonos se
encuentran dentro de un paisaje heterogéneo, dominado por las areas rurales y urbanas, y
por actividades ganaderas y agricolas. Los cultivos de maiz son los sistemas
predominantes, junto con la ganaderia ovina, ocupando el 75% del area de la reserva,
mientras que las Ciénegas ocupan el 25%, representado por tulares, claros, y otras plantas
acuaticas (SEMARNAT, 2002). Las Ciénegas se localizan en los municipios de Lerma,
Santiago Tianguistenco, Almoloya del Rio, Capulhuac, San Mateo Atenco, Metepec y
Texcalyacac, a una altitud media de 2600 msnm (SEMARNAT, 2018). Es considerada un
Area de Importancia para la Conservacion de Aves Silvestres (AICAS), categoria G-1, por
ser importante para la hibernacion de aves migratorias (SEMARNAT, 2018) y sitio RAMSAR
namero 1335, al ser un humedal de importancia internacional (RAMSAR, 2004). Tiene una
gran diversidad de flora y fauna acuatica (aves, peces, anfibios). Alberga especies
amenazadas y conserva poblaciones locales con rangos de distribucién restringida
(SEMARNAT, 2018). Dentro de esta ANP se han registrado 246 especies de aves tanto
residentes como migratorias (Berlanga et al., 2015), de las cuales 15 especies de anatidos
migratorios arriban cada invierno a esta regién (SEMARNAT, 2018). Una especie endémica
considerada como amenazada por la NOM-059-SEMARNAT-2010, es el pato mexicano,
Anas platyrhynchos diazi, que cohabita con las aves migratorias en dicha area natural
protegida. Esta especie residente tiene desplazamientos locales, incluso puede trasladarse
de un cuerpo de agua a otro. Habita en la zona norte y centro de México. Adicionalmente,
el pato zambullidor, Oxyura jamaicensis es otra especie residente que comparte habitat con
los patos migratorios (Col6n Quezada, 2012; SEMARNAT, 2018).
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El presente estudio se llevé a cabo en la Ciénega Chignhahuapan o Atarasquillo que se
localiza al norte de los cuerpos de agua del ANP, dentro del municipio de Lerma, Estado de
México (19°21°10.64” N, 99°30’18.26” E). En esta ANP se realizan actividades cinegéticas
reglamentadas de noviembre a marzo, durante el periodo invernal, periodo en el que las
aves migratorias llegan a las Ciénegas de Lerma, y se realizan bajo el esquema de Unidad
de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (UMA), llamada “Ejido San Antonio de
Los Llanitos”. En estas actividades cinegéticas participa gente de la zona, conocidos como
“pateros”. En un estudio realizado en una poblacion de 113 personas en la misma zona de

estudio, se indicé que el 38% se dedicaba a actividades cinegéticas (Ochoa Vallejo, 2010).

Alrededor del ANP se localizan granjas de traspatio con distintas caracteristicas
productivas, por lo que las Ciénegas de Lerma es un sitio ideal que relne las caracteristicas
de interfaz entre reservorios naturales de los VIA y animales domésticos, al tiempo que
retne factores medioambientales y geograficos de gran interés.

Caracterizacion de las granjas de traspatio

Para determinar las variables que pueden estar influyendo en la transmisién y/o presencia
del VIA se consideraron factores antropicos y de las granjas de traspatio. De los factores
antropicos reportados en la literatura (cambio de uso de suelo, cambio climatico, comercio
internacional, agricultura, manejo de granjas de traspatio, mercados de animales vivos,
movimiento 0 comercio de animales, se considerd para este trabajo la informacién de los
tres ultimos (Vandegrift et al., 2010; Murray y Daszak, 2013). Se tomaron las coordenadas
geogréficas de las granjas donde se colectaron las muestras. Se utilizaron los metadatos
de las areas geoestadisticas municipales 2015 (INEGI, 2016) y se plasmaron en un mapa
de ubicacién de las granjas. Finalmente se calculé el centroide de la Ciénega de
Chignahuapan para calcular la distancia entre estas y la Ciénega. Para ello se utilizé el

software de sistemas de informacién geografica, ArcGis version 10.5.

Se determinaron las caracteristicas generales de las unidades de produccién de traspatio
a partir de los metadatos del censo ganadero mas reciente en México, el Censo Agricola,
Ganadero y Forestal 2007 del municipio de Lerma (INEGI, 2007). Asimismo, se aplico una

Encuesta de Bioseguridad de Influenza Aviar elaborado en la Universidad de Davis, EEUU
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(responsable, Dra. Beatriz Martinez Lopez, del Center for Animal Disease Modeling and
Surveillance), y que es una colaboracién de la universidad mencionada con las
Universidades de California, lowa, Kansas, y la Universidad Nacional Autbnoma de México

(Anexo 1) (disponible en http://www.surveygizmo.com/s3/3362470/Avian-Influenza-

Biosecurity-Avian-Survey-Espanol). Se aplic6 a productores que permitieron tomar

muestras a sus aves. El cuestionario constd de 89 preguntas y se contd con cinco
secciones: datos demograficos de la granja, entorno agricola, administracién de fincas,
bioseguridad y contactos, y medicina preventiva. La aplicacion del cuestionario tuvo una

duracién aproximada de 20 minutos.

Colecta de muestras

Se realiz6 un muestreo de tipo oportunista. Se solicitd autorizacion a los cazadores para la
coleccion de muestras con hisopo de cloaca de los patos silvestres cazados dentro de las
primeras 2 a 6 horas posteriores a la actividad cinegética. Las muestras se colectaron
utilizando hisopos estériles (Alum + viscose swab flow, Deltalab) y se depositaron en
microtubos de 1.5 mL con 1 mL de caldo infusién cerebro corazén como medio de transporte
viral (Rose et al., 2006). Las muestras se mantuvieron en refrigeracién durante su transporte
al laboratorio de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNAM. Posteriormente se congelaron durante 24 horas a -20°C, y después se
conservaron en ultracongelacién a -70°C hasta su procesamiento. La colecta de muestras
para este proyecto fue aprobada por el Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales Experimentales (SICUAE) con protocolo niimero MC-2017/2-6.

Por otra parte, se identificaron granjas de traspatio que se localizan alrededor de la Ciénega
y se tomaron las coordenadas geograficas de cada unidad de produccion (Figura 2). Se
solicité autorizacion a los propietarios para la toma de las muestras con hisopo de cloaca y

orofaringe a las aves domeésticas que permitieron muestrear.

20


http://www.surveygizmo.com/s3/3362470/Avian-Influenza-Biosecurity-Avian-Survey-Espanol
http://www.surveygizmo.com/s3/3362470/Avian-Influenza-Biosecurity-Avian-Survey-Espanol
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Figura 2. Sitios de colecta de muestras de aves domésticas de traspatio (color rojo) cercanas a
la Ciénega de Chignahuapan, Ciénegas de Lerma. El sitio de colecta de muestras de aves silvestres
se muestra en color amarillo.
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Diagndéstico molecular

Elaboracion de agregados

Debido al numero elevado de muestras se elaboraron agregados o pools de dos a cinco
muestras procedentes de los aves silvestres y domeésticas, considerando fecha de colecta,
especie, y en la mayoria de las especies también se agruparon por sexo. Para las muestras
de aves domésticas ademas se tomdO en consideracién: fin zootécnico y granja de
procedencia. Las muestras de aves con signos respiratorios durante la toma de la muestra
se procesaron de forma individual. El resto de la muestra individual se colecté sin tomar el
sedimento ni el hisopo y se colocé en un microtubo estéril que se refrigerd y posteriormente

se preservo en ultracongelacion.

Extraccién de acidos nucleicos

Las muestras se descongelaron paulatinamente, se centrifugaron a 2500 rpm (1780.2xQ)
durante un minuto con el propésito de que se sedimentaran los detritos. En una campana
de flujo laminar se obtuvieron 100 pL del sobrenadante de cada muestra y se colocaron en
un mismo microtubo de 1.5 mL. De las muestras que se procesarian de manera individual

se obtuvieron 200 uL. Los agregados se mantuvieron en refrigeracion.

Las muestras en agregado se procesaron utilizando un kit comercial de extraccion y
purificacion automatizada de ARN viral. El kit utilizado fue Cador Pathogen 96 QlAcube HT
Kit” de Qiagen. La combinacion de los componentes y la incorporacion de las muestras se
realiz6 en una campana de flujo laminar con una base de hielo para mantener las
condiciones de refrigeracién y siguiendo el protocolo del fabricante. Las muestras se
procesaron el Laboratorio de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia en los equipos automatizados “QlAcube HT” y “QIlAgility” de Qiagen.

RT-PCR en Tiempo Real

Para la amplificacion de los acidos nucleicos obtenidos en el paso anterior se realizé el
ensayo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Reversa en Tiempo Real

(QRT-PCR), para el cual se utilizé el kit comercial “Swine Influenza Virus RNA Test Kit,
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VetMAX-Gold SIV Detection Kit” de Life Technologies, nUmero de catalogo 4415200 (Ma et
al., 2014), empleando como blanco de amplificacién el gen M o gen de matriz del virus de
influenza A, que es el gen conservado para la deteccién del VIA. El kit incluye buffer,
enzimas, primers, control positivo, control interno y control negativo (NTC). El procedimiento
se llevo a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se utilizé un termociclador

Rotor-Gene Q de Qiagen con los siguientes ajustes para la amplificacién de ARN viral:

Fase Repeticiones | Temperatura | Tiempo
Transcripcion reversa 1 48 °C 10 min
Inactivacion 1 95 °C 10 min

RT/desnaturalizacioén inicial

Amplificacion 40 95 °C 15 seg
60 °C 45 seg

Se consideraron como positivas las muestras con un valor de CT menor a 38, valor similar
que ha sido utilizado en estudios previos (Verhagen et al., 2017). Sin embargo, se considera
que mientras mas bajos sean los valores de CT de las muestras analizadas, la cantidad de
copias gendGmicas sera mayor. El rango de sospechosos fue un valor de CT de 38 a 40.
Valores de CT no detectados se consideraron negativos. Para el analisis de los resultados
se utilizé el software Rotor-Gene Q Software 2.3.1.49. Posteriormente, para identificar las
muestras positivas individuales a partir de los agregados, de forma individual se realiz6
nuevamente la extraccion de acidos nucleicos y la gqRT-PCR con 200 pL de cada muestra

original.

Aislamiento viral

Replicacion viral de muestras positivas a VIA identificados en patos
silvestres

Con el objetivo de aislar los VIA de las muestras positivas detectadas por gRT-PCR se
realizaron inoculaciones en embriones de pollo libres de patdgenos especificos de 9 a 11

dias de edad bajo el siguiente procedimiento:
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9.

En una campana de flujo laminar se filtraron las muestras utilizando un filtro de 0.2
micras.

Tras la llegada de los embriones se revisé su viabilidad, se identificd la camara de
aire que se trazé6 con lapiz y se les dej6 en incubacién a 37°C.

Pasando 24 horas de incubacion, se realizo la inoculacion en dos huevos, a cada
uno se le inocularon 200 L por muestra via cavidad alantoidea a un angulo de 90°
con una jeringa de insulina de aguja desmontable (27G x 13mm), previa
desinfeccion del cascaron con alcohol al 70%. El orificio de inoculacién se cubrid
con pegamento blanco de manera inmediata.

Una vez realizada la inoculacion, los embriones permanecieron en incubacion
durante 72 horas.

Se revis0 la viabilidad de los embriones a las 24, 48 y 72 horas.

Los embriones identificados como muertos a las 24 h se descartaron al
considerados afectados por traumatismo.

En el caso de que los embriones hubiesen muerto a las 48 hr, se colecto liquido
alantoideo.

Para la coleccion del liquido alantoideo se desinfecté con alcohol al 70% la camara
de aire y se cortd con tijeras estériles. Se utilizaron puntas estériles de 1000 uL con
las que se deposito el liquido obtenido en tubos cénicos estériles tipo falcon de 15
mL, los cuales se refrigeraron. Posteriormente, se centrifug6 a 3500 rpm (11904.4 x
g) a 4°C durante 10 minutos.

A las 72 h se colecto6 el liquido alantoideo de los embriones restantes.

Se realizaron dos pases adicionales. En el primer pase se inocularon dos huevos por

muestra con el liquido alantoideo obtenido previamente. El segundo pase se inocularon tres

huevos por muestra y cuatro para las muestras que hubiesen tenido un titulo bajo.

Para comprobar la presencia del virus, el liquido alantoideo obtenido se titulé6 por medio de

la técnica Hemoaglutinacion en microplaca, utilizando microplacas de 96 pozos en forma

de “U”. Para ello se depositaron 50uL de soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) a cada

pozo. Se afiadieron 50 pL de liquido alantoideo en el pozo uno, realizando posteriormente

diluciones dobles seriadas desde 1:2 hasta 1:4096. Se agregaron 50 L de eritrocitos de

gallina al 0.5 % a todos los pozos. La lectura se realizé a los 30 minutos tomando en cuenta

el control de eritrocitos. El titulo se determind en los pozos en los cuales se observo
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hemoaglutinacion, es decir, la unién del antigeno (VIA) con los eritrocitos. La titulacion se
consider6 como positiva a partir de un titulo de 1:16 UHA (Unidades Hemoaglutinantes).
Con el resto del liquido colectado considerado como positivo se realizaron alicuotas y se

conservo en ultracongelacién a -70°C.

Secuenciacion de acidos nucleicos

Las muestras determinadas como positivas a VIA en la titulacién viral del liquido alantoideo
se enviaron para secuenciacion del genoma completo al Laboratorio de la Unidad de
Investigacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM con la técnica de
secuenciacion de nueva generacion, que utiliza secuenciacién por semiconduccién cuyo
equipo no requiere fluorescencia ni sistemas de camara de barrido (lon Torrent, Life
Technologies). El procedimiento consistié en la construccion de librerias, la preparacion del
templado y la corrida de la secuencia. Se construyeron librerias con el kit lon Plus Fragment
Library (Life Technologies), siguiendo el protocolo de fragmentacion del ARN total con
Biorruptor Sonication System. Posteriormente el ADN se purifico con el kit Agencourt
AMPure XP. Se confirmé la obtencion de los fragmentos de ADN de 200 pares de bases
con el kit, software y equipo Agilent. Después de la obtencion de las librerias se elaboro el
templado con los kits lon OneTouch 2 System y lon PGM Hi-Q OT2 kit siguiendo los
protocolos del fabricante (Life Technologies). Con un chip se realizd la corrida de la
secuencia con el kit lon PGM Hi-Q Sequencing. Las lecturas fueron alineadas y
ensambladas con AssemblerSPAdes v5.4.0. Se utiliz6 una profundidad de 300X,
recomendada en esta tecnologia para virus con altas tasas de mutacion (Liu et al., 2012;
Martinez Bautista, 2018). Las secuencias de nucledtidos se editaron eliminando los
nucleétidos anteriores al codon de inicio ATG, posteriormente se almacenaron en formato

FASTA para su posterior analisis.

Andlisis filogenéticos

Se realizaron andlisis filogenéticos basados en datos de secuencias de genomas completos
de los VIA. Mediante la herramienta en linea para la comparacion de secuencias, NCBI-
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), desarrollado por el National Center for
Biotechnology Information (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se seleccionaron las

secuencias con mayor similitud de cada uno de los ocho genes o0 segmentos del VIA. Para
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cada gen se tomaron las 25 secuencias del GenBank con el mayor porcentaje de identidad.
Con dichas secuencias se realizaron alineamientos de acidos nucleicos con el programa
Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA-X) usando el algoritmo Muscle que
posteriormente se ajustaron de manera manual. Usando los alineamientos de secuencias
de nucleétidos, se generaron arboles filogenéticos con los métodos estadisticos de Maxima
Verosimilitud empleando el modelo de sustitucion de nucleétidos con sitios invariables
Gamma Distribution Parameter (GTR+l), basquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y el método de Booststrap como prueba de la filogenia, con
1000 réplicas (Wohl, Schaffner and Sabeti, 2016). Se seleccioné la secuencia de un virus
porcino (A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) como grupo externo para el genoma del virus
relacionado con patos silvestres, H5N2 (Wohl, Schaffner y Sabeti, 2016). Se calcularon las
distancias genéticas por pares con el programa MEGA, asi como el porcentaje de identidad
de nucledtidos con el programa libre en linea Sequence Identity & Similarity (SIAS) de la
Universidad Complutense de Madrid, Espafia (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html).
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RESULTADOS

Caracterizacion de las granjas

Factores antropogénicos

Se identificé la influencia humana en la movilizacién y manipulacion de aves silvestres y
animales domésticos. Durante la temporada cinegética se realiza la movilizaciéon de los
especimenes cazados por parte de los cazadores y de los “pateros” e incluso en algunas
ocasiones los transportan a sus hogares para consumo. En el area de la UMA, los
trabajadores o “pateros” (incluyendo nifos, mujeres y hombres) manipulan las aves
cazadas, las despluman y/o las evisceran sin medidas de higiene basicas como lavado de
manos, dejando restos de las carcasas en el ambiente y los transportan a sus hogares para
consumo. Con respecto a las producciones de traspatio, los productores indicaron que
existe un constante movimiento de aves de pelea (e.g. gallos) para esta actividad dentro y
fuera de la comunidad. Ademas, también movilizan cerdos entre distintas granjas con fines
reproductivos a otras granjas. Los propietarios indicaron si consumir los patos silvestres

cazados, pero no participar en mercados de animales vivos.

Caracteristicas de las granjas

1. Caracteristicas generales
La extension de las granjas midi6 desde los 6 m? hasta los 5600 m?. En las granjas
muestreadas, y en general del municipio de Lerma, se encuentran diversas especies de
aves con distintos fines zootécnicos: Gallus gallus domesticus (gallinas, gallos, gallos de
pelea y pollos de engorda), Meleagridis gallopavo (guajolotes), Cairina moschata, Anas
platyrhynchos domesticus (patos) y Anser anser domesticus (gansos). Asimismo, diversas
especies de animales domésticos conviven con estas aves (Cuadro 1). En las ocho granjas
existe una casa donde habitan los productores, las aves pastorean al aire libre todo el afo,
a excepcion de una granja en donde no salen las aves en época de siembra (granja 6). La

mortalidad es menor al 1%. Los propietarios confirmaron que sus terrenos son susceptibles
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de inundacién en época de lluvias intensas, excepto la granja mas lejana a la Ciénega de
Chignahuapan (granja 5).

2. Entorno agricola
Todas las granjas muestreadas tienen facil acceso a vias publicas y cercania de campos
de cultivo menor a 5 metros de distancia. Estan ubicadas desde 1.3 Km a 4.4 Km de
distancia del centroide de la Ciénega de Chignahuapan (Figura 2, Cuadro 1). Entre granjas
de traspatio, la cercania es mayor, con menos de 1 Km de distancia de una granja a otra
en cinco casos.

3. Administracion de fincas.
De acuerdo con la base de datos del INEGI, la poblacion y venta predominante de aves
domeésticas en el municipio de Lerma fueron las gallinas y los pollos de engorda, debido a
la existencia de una granja avicola industrial. En la zona también se cuenta con produccion
de gallos de pelea, representando la segunda especie en cuanto a aves vendidas, con un
constante movimiento de estas aves para esta actividad dentro y fuera de la comunidad.
Ademds, también se movilizan cerdos entre distintas granjas con fines reproductivos. La
obtencion de sus aves es mediante repoblacidén, sin embargo, un productor de gallos de
pelea (granja 1) adquiere sus aves en el municipio de Toluca, Estado de México, a 25 Km
de distancia.

4. Bioseguridad y contactos.
Las aves silvestres que los propietarios identificaron cerca a sus producciones de traspatio
fueron: garzas (Ardea alba, Bubulcus ibis, Egretta thula), garcetas (Butorides virescens),
cernicalos (Falco sparverius), tordos (Euphagus cyanocephalus, Molothrus aeneus,
Agelaius phoeniceus), zanates (Quiscalus mexicanus), lechuzas (Tyto alba), buhos (Bubo
virginianus), zopilotes (Zopilote aura), ibis (Plegadis chihi), otras aves comunes como
gorriones (Passer domesticus), asi como patos sin especificar de qué especie. También
reportaron haber observado serpientes (Thamnophis spp), tlacuaches (Didelphis virginiana)
y cacomixtles (Bassariscus astutus) (Cuadro 1). Las cercas de las fincas no impiden la
entrada de aves y otros animales silvestres. Cuatro propietarios indicaron que aves
silvestres tienen acceso a los comederos y bebederos de las aves domésticas, y
comentaron tener presencia de roedores como ratones y ratas. Cinco indicaron que la
fuente de agua para las aves de traspatio la obtienen de pozos o suministros municipales y
no cuentan con cuerpos de agua dentro de sus granjas, ademas de que no limpian las

gallineras con el liquido, tampoco desinfectan sus instalaciones. Indicaron permitir la
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entrada de visitantes, a los cuales no se les provee de botas ni ropa de trabajo, asi como la
entrada de vehiculos a sus granjas sin ser desinfectados. Existe una red de contacto entre
granjas con un mismo médico veterinario, ya que cinco granjas son atendidas por él (Cuadro
1).
5. Medicina preventiva

El INEGI reporté que en el municipio de Lerma se llevan a cabo medidas preventivas de
vacunacion de las aves, pero no se especifica la vacunacion contra influenza aviar. De las
ocho granjas muestreadas, solamente tres indicaron haber aplicado en alguna ocasion
vacunas a las aves, excepto para influenza. Esta falta de esquemas de vacunacién es
debida a que la instancia que indicaba los criterios de vacunacion para influenza aviar es el
SENASICA, 6rgano desconcentrado de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) (actualmente Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural, SADER) (SAGARPA, 2011). Por otro lado, los propietarios indicaron no
realizar pruebas diagndsticas de enfermedades en sus animales.

En el Cuadro 1 se muestra informacion adicional sobre las caracteristicas por cada sistema

de traspatio.

29



Cuadro 1. Caracteristicas de las granjas de aves domeésticas de traspatio

Distancia Presenciade | Participa
Otros : Comparten
. ala L. Comparten - fauna en caceria
Granja . Vacunacién animales . cerdo
Ciénega MVZz . silvestre o de patos
** de granja . reproductor
(m) roedores silvestres
Patos,
. Porcinos garcetas,
1* 1703 NC, colera, No ovinos, garzas, No No
marek . zanates,
bovinos .
cernicalos,
roedores
2 2000 | Triple aviar si Porcinos, | Ibis, aves no Si si
perros acuaticas
Bovinos, AVes No
3 1617 Ausente NI perros, . Si No
acudticas
gatos
4 2849 | Ausente Si porcinos, | Aves no No si
conejos acudaticas
. . Aves no
Triple aviar a Porcinos, | acuaticas
5 5585 los3y6 Si ! ! NI Si
perros roedores,
meses -
cacomixtles
Porcinos, | Patos,
bovinos, |gansos,
6 3217 Ausente Si ovinos, Roedores, No Si
perros, garzas,
equinos | tordos negros
7 1329 |Ausente NI Ovinos, | Patos, aves No No
gatos no acuaticas
Patos
Porcinos silvestres,
8 1448 Ausente Si g ' | lechuzas, No Si
ovinos h
buhos,
zopilotes

Caracteristicas principales de las ocho granjas en las que se tomaron muestras a aves domésticas.
* Granja de aves de produccion de aves de combate.
** Distancia de la granja al centroide de la Ciénega. NI: No posee informacién.
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Muestras colectadas

Aves silvestres

Se colectaron 597 muestras de cloaca de noviembre 2016 a febrero 2017 (Figura 3), con
las que se realizaron 147 pools o agregados. Durante la toma de muestras se realiz6 la
identificacion de diez especies, siete de ellas fueron patos nadadores: Anas acuta, Anas
crecca, Anas platyrhynchos diazi, Mareca americana, Mareca strepera, Spatula discors,
Spatula clypeata, y Spatula cyanoptera; y dos fueron patos buceadores: Aythya collaris y
Oxyura jamaicensis. Estas diez especies representan el 66.6% de los 15 anatidos que se
encuentran en la lista AICAS de Lerma (Berlanga et al., 2015; CONABIO, 2018). En el
cuadro 2 se enlistan el niUmero respectivo de muestras por especie. Se colecté un mayor
namero de muestras al inicio de la época migratoria, sobre todo entre noviembre y

diciembre, disminuyendo considerablemente en el mes de enero.
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Cuadro 2. Numero de muestras obtenidas de 10 especies de patos silvestres

Especies de patos Nombre comun Nombre cqmun en Muestras
inglés colectadas

Nadadores
Anas acuta Pato golondrino Northern Pintalil 43
Anas crecca Cerceta de alas verdes | Green-winged Teal 201
A. platyrhynchos diazi | Pato mexicano Mexican duck 9
Mareca americana Pato panadero American Wigeon 41
Mareca strepera Pato cola prieta Gadwall 47
Spatula discors Cerceta de alas azules |Blue-winged Teal 210
Spatula clypeata Pato cucharon Northern Shoveler 30
Spatula cyanoptera Cerceta canela Cinnamon Teal 10
Zambullidores
Aythya collaris Pato boludo negro Ring-necked duck 3
Oxyura jamaicensis Pato tepalcate Ruddy duck 3
Total de muestras 597
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Aves domésticas

Se colectaron 206 muestras con hisopo cloacal y orofaringeo procedentes de 103 aves
domésticas. En total se obtuvieron 62 pools 0 agregados. Se lograron obtener muestras de
cinco especies: Gallus gallus domesticus, Meleagridis gallopavo, Cairina moschata, Anas

platyrhynchos domesticus y Anser sp (Cuadro 3). El periodo de la toma de muestras fue del

3 de diciembre de 2016 al 27 de mayo de 2017 (Figura 3).

Cuadro 3. Muestras colectadas de aves de traspatio por granja

- Total
Fecha #d? Poblacion GA | GO | PO | GU por
granja total .
granja
03/12/2016 1 500 11 11
19/02/2017 2 15 3 1 4
12/03/2017 3 100 5 3 8 19
25/03/2017 4 7 6 1 7
13/05/2017 5 35 19 19
06/05/2017 6 15 7 1 1 12
06/05/2017 7 100 16 1 17
27/05/2017 8 22 6 1 6 1 14
Total por especie 73 7 6 11 103

GA: gallinas, GO: gallos; PO: pollos de engorda; GU: guajolotes; P: patos; G: gansos
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Figura 3. Linea de tiempo de muestreos de aves silvestres y domésticas. El periodo de colecta

fue de noviembre de 2016 a mayo de 2017. Los numeros en el indice superior de las figuras de

aves domésticas indican el nimero de granja.

Diagndéstico molecular

Patos silvestres

20 de los 147 agregados o pools procesados resultaron positivos a VIA mediante gRT-PCR.

Se realizé6 nuevamente gRT-PCR a cada muestra individual de los 20 agregados. El

resultado fueron 22 muestras individuales positivas a VIA mediante gRT-PCR

correspondientes a tres especies de patos nadadores migratorios: Anas crecca, Spatula

discors, S. clypeata, y una especie residente: A. platyrhynchos diazi (Figura 4). A. crecca y

S. discors fueron las especies predominantes en cuanto a nimero de muestras colectadas

y a deteccion de VIA. La frecuencia general de VIA en patos silvestres en este estudio fue

de 3.68%. La mayoria de las muestras positivas fueron colectadas entre los meses de

diciembre de 2016 y enero de 2017. En el cuadro 4 se muestran los valores de CT de cada

muestra positiva a qRT-PCR.
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Figura 4. Gréfica de gRT-PCR de las 22 muestras positivas a VIA.

Cuadro 4. Anatidos positivos a virus de influenza A mediante gRT-PCR

No. Fecha colecta Especie Sexo | Valor CT
1 27/11/2016 Anas crecca H 25.28
2 04/12/2016 Anas crecca M 28.18
3 11/12/2016 Spatula discors M 29.57
4 11/12/2016 Anas p. diazi M 20.8
5 22/01/2017 Anas crecca H 30.54
6 22/01/2017 Anas crecca M 31.31
7 22/01/2017 Spatula discors H 30.19
8 22/01/2017 Spatula discors M 24.75
9 26/02/2017 Spatula clypeata H 27.73
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Aves domésticas

De los 62 pools o agregados, es decir, 103 muestras orofaringeas y cloacales tomadas de
aves de traspatio (gallinas, gallos, pollos de engorda, guajolote, patos y un ganso), todos
resultaron negativos a VIA mediante el ensayo de gRT-PCR debido a que no se detectaron

valores de CT de las muestras.

Aislamiento viral y secuencias

En el primer aislamiento se obtuvo una muestra con titulo positivo correspondiente a la
subespecie A. platyrhynchos diazi, con niumero de identificacion 377, el resto de las
muestras resultaron negativas.

En el primer pase se obtuvieron 7 muestras positivas adicionales a la primera inoculacion.
A. crecca (80, 169, 456, 465), S. discors (478, 507), S. clypeata (613), y la muestra 377
obtuvo un titulo viral mayor.

En el segundo pase se identific6 una muestra mas como positiva a la titulacién viral, S.
discors (322).

En total se obtuvieron nueve aislamientos de VIA tras el cultivo en embriones de pollo.

Secuenciacion y analisis filogenéticos

Se obtuvieron secuencias de nucledtidos de los ocho genes completos de nueve muestras
distintas. Se identificaron tres subtipos virales H5N2, H3N2 y HIN1. Uno de ellos de origen
silvestre (H5N2) (Anexo 1) y 3 relacionados a porcinos domésticos (H5N2, H3N2 y HIN1).
La secuencia que presento similitud con subtipos silvestres fue colectada del pato residente,
es decir, el pato mexicano A. platyrhynchos diazi; las ocho secuencias restantes se

colectaron a partir de aves migratorias.

Secuencias relacionadas con subtipos silvestres

Los segmentos o genes de los VIA aislados a partir del pato mexicano, al cual se le nombré
A/Mexican_duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016_(H5N2), estan relacionados con subtipos
de linaje norteamericano. Inicialmente, en el alineamiento realizado con el programa BLAST
en linea se identificaron seis subtipos diferentes. Las secuencias se subieron a la

plataforma GenBank.
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Se muestran los arboles filogenéticos construidos mediante el algoritmo de Maxima
Verosimilitud de cada uno de los ocho genes del virus aislado a partir de Anas platyrhynchos
diazi (Figura 5 A-H). Mediante el calculo de distancias genéticas y porcentaje de identidad
de nucleétidos se corroboraron los subtipos con mayor similitud a las secuencias de cada
uno de los genes obtenidos mediante secuenciacion en este estudio y observados en la
topologia de los arboles filogenéticos. Con estos datos se identificé principalmente la ruta

migratoria del Pacifico en seis de los ocho genes del virus.
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FJ461593.1 (Afswine/Korea/C13/2008(HEN2))
100 MG280333.1 (A/gadwall duck/Tennessee/17050341/2017(H5N1))
{MGZ79989 1 (Alblack duck/Tennessee/170S0308/2017(H5N1))
MH546755.1 (A/mallard/Utah/16-025311-2/2016(H5N9))
MH546331.1 (A/blue-winged teal/Texas/16-031241-1/2016(H5N 1))
i MH546179.1 (A/American green-winged teal/ldaho/16-028809-5/2016(H5N9))
MH546971.1 (Afring-necked duck/California/16-004032-1/2016(H5N2))

— MH546707.1 (A/mallard/Oregon/15-036812-2/2015(H5N2))

— KX351551.1 (A/American wigeon/California/COL041/2014(H5N2))
KT338412.1 (A’/American green-winged teal/Alaska/472/2014(H5EN2))

— KY828758.1 (A/northern shoveler/California/lLDC188/2014(H5N2))
KY750801.1 (A/mallard/Interior Alaska/12ML01123/2014(H5N2))

- CY194181.1 (A/mallard/Southcentral Alaska/12ML00988 AAF1/2014(H5N2))

— CY194213.1 (A/mallard/Southcentral Alaska/12ML01048 AAF1/2014(H5N2))
j(ﬂm MH546203.1 (A/American green-winged teal/Nevada/16-033700-1/2016(H5N2))
MH546571.1 (A/mallard/California/16-038989-4/20 16(H5EN2))
MH546779.1 (A/mallard/Washington/16-027073-45/2016(H5N2))
MH546355.1 (Alcommon murre/Alaska/16-000949-1/2016(H5N9))
66 MH546451.1 (Alemperer goose/Alaskal/17-004479-1/2016(HEN2))
CY239400.1 (A/glaucous-winged gull/Southcentral Alaska/16MB03648/2016(H5N2))
MH546531.1 (Allesser snow goose/Oregon/16-006224-1/2016(H5N3))
41 ‘ HA (A/Mexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (H5N2))
KY284403.1 (A/gadwall/Arkansas/15087729/2015(H5N2))
KX351587.1 (A/American wigeon/California/LS257/2014(H5N2))
£‘;CY096704 1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049-08/2010(H5N3))
85

KY593192.1 (Alredhead/Mexico-Sonora/408/2008(H5N2))

96

0.020

Figura 5 A. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen HA del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron blasquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucrd 25 secuencias de
nucleétidos. La secuencia identificada en este estudio esta indicada con el rombo negro. Como grupo
externo se incorporé la secuencia de nucleodtidos “Influenza A virus
(A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) segment 4 hemagglutinin (HA) gene, complete cds”, nimero de
acceso FJ461593.1.
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FJ461597.1 (A/swine/Korea/C13/2008(H5N2))
KYG44349.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H109-06/2012(H4N2))

100 | MH546677.1 (A/mallard/Nevada/16-035274-2/2016(HBN2))
_{ MH546205.1 (AMAmerican green-winged teal/Nevada/16-033700-1/2016(H5N2))
74, MGBE5770.1 (Aturkey/Missouri/15-007513-1/2015(HaN2))
& KR492976.1 (Alchicken/lowa/04-20/2015(H5N2))
KT762886.1 (A/chicken/Montana/15-010559-1/2015(HaN2))
KU201682.1 (A/MNorthern shoveler/Oregon/AH0007339/2015(H5N2))
KP739391.1 (A/domestic duck/\Washington/61-16/2014(H5N2))
KP739399.1 (Alturkey/Washington/61-22/2014(H5N2))
— KU201730.1 (A/American green-winged teal/ldaho/AHO011899/2015(HEN2))
KU201818.1 (A/mallard/Oregon/195547/2014(H5N2))
- KU201922 1 (A/Canada goose/Washington/197619/2014(H5N2))
 MGB64370.1 (A/chicken/ldaho/15-001711-7/2015(H5N2))
F MG964730.1 (A/chicken/Oregon/15-005256-1/2015(HAN2))
- MG964770.1 (A/goose/Washington/15-001678-1/2015(H5N2))
— MG964810.1 (Alred-tailed hawk/\Washington/15-002551-2/2015(H5N2))
F KU201634.1 (A/Northern pintail/ Oregon/AH0003967/2015(H5N2))
KU201642.1 (A/wood duck/Cregon/AH0007244/2015(H5N2))

L| 45 4 NA (AMexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (HEN2))
a9 ! _[ MH546142.1 (A/mallard/Alaska/16-029597-2/2016(H5N2))

- MH546973.1 (Afring-necked duck/California/16-004032-1/2016(HSN2))
| cyi94191.1 (A/mallard/Southcentral Alaska/12ML00991 AAF1/2014{H5N2))
CY194167 1 (A/mallard/Southcentral Alaska/12ML01469/2014{mixed))
F KY828749.1 (A/northern shoveler/California/LDC188/2014(H5N2))
CY194183.1 (A/mallard/Southcentral Alaska/1 2MLO0988 AAF1/2014(HEN2))
KY750603.1 (AVmallard/Interior Alaska/12ML01123/2014(H5N2))
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Figura 5 B. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen NA del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El andlisis involucré 25 secuencias de
nucleétidos. La secuencia identificada en este estudio esta indicada con el rombo negro. Como grupo
externo se incorporé la secuencia de nucledtidos “Influenza A virus
(A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) segment 4 hemagglutinin (HA) gene, complete cds”, nimero de
acceso FJ461593.1.
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FJ461607.1 (A/swine/Korea/C13/2008(H5N2))

‘ PB2 A/Mexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (HEN2)
73 3| KY983177.1 (A/northern pintail/California/HS064/2015(HBN5))
{ KY983179.1 (A/American wigeon/California/HS025/2015(HBN2))
g8 — KY983189.1 (A/American wigeon/California/HS001/2015(HEN2))
KY828817.1 (A/mallard/California/UCD314/2014(H1N1))
- KY828797.1 (A/mallard/California/UCD312/2014(H1N1))

80

%9 KY828659.1 (A/mallard/California/UCD318/2014(H1N1))

KY828801.1 (A/mallard/California/UCD301/2014(H1N1))
gg | KY983171.1 (A/American wigeon/California/HS078/2015(HEN2)

% KY983183.1 (Alnorthem pintail/California/HS023/2015(HEN2))

KY463952.1 (A/American green-winged teal/lllinois/140S2440/2014(H1N1))
6994 MF359862.1 (A/mallard/Alberta/21/2014(H1N1))
[~ CY208307.1 (A/blue-winged teal/ Texas/Al 12-4549/2012(H1N1))
CY166767.1 (A/mallard/Mississippi/11055863/2011(H11N9))
100 | €Y167150.1 (A/northern shoveler/Arkansas/1205158/2012(H7N1))

43 CY167258.1 (A/northern pintail/Mississippi/1205420/2012(mixed))

g9g — CY166185.1 (A/mallard/Mississippi/1205445/2012(H10N3))

—— CY187191.1 (A/American green-winged teal/Wisconsin/12054281/2012(H4N2))
KX365074.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP048H098-32/2010(H5N3))

J: KX960448.1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049H105-32/2011(H1N3))

{ KY644435.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-05/2011(H4N2))

—— KY844459.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H110-04/2012(mixed))

61| CY133068.1 (A/mallard/Wisconsin/10052667/2010(H11N8))

— KY644204.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H104-88/2011(H12N5))

CY133168.1 (A/mallard/Wisconsin/10083144/2010(HEN1))

CY133036.1 (A/northern shoveler/lllinois/10053619/2010(H11N9))

[k}

Figura 5 C. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen PB2 del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético
molecular por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron
busquedas con el método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la
filogenia se utilizé el método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los
cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucré 25
secuencias de nucledtidos. La secuencia identificada en este estudio esté indicada con el rombo
negro. Como grupo externo se incorporé la secuencia de nucleétidos “Influenza A virus
(A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) segment 4 hemagglutinin (HA) gene, complete cds”, nUmero de
acceso FJ461593.1.
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FJ461605.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/C 13/2008{H5N2))
— KY644284.1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-10/2011(H4N8))
— KY644413.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H109-15/2012(H3N2))

‘ PB1 (AMexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (H5N2))

KY551353.1 (WAmerican wigeon/Utah/AH0067123/2015(H7N7))
87 KY551125.1 (A/American green-winged teal/Texas/AH0057336/2016(H7N3)
78|1Ky551069.1 (A/American green-winged tealTexas/AH0041269/2016(H7N3))

97 MG280367.1 (A/Northemn shoveler/Missouri/160S6248/2016(H14N7))

—— KY990807 1 (A/mallard duck/California/UCD690/2016(H11N9))

KY575226.1 (Alnorthern pintail/California’AH0011948/2015(H7N7))

CY206593.1 (A/blue-winged tealL ouisiana/UGAI14-2115/2014(H4AN8))

g7
CY206452.1 (Alblue-winged teal/Texas/Al13-3650/2013(H4N8))

g3 KX986872.1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-08/2011(H1N3))
<‘~KYE44396 1 (Avblue-winged teal/ Guatemala/CIP049H104-93/2011(H3N3))
a8 KY644420.1 (Afnorthern shoveler/Guatemala/CIP049H103-05/2011(H1N3))
KX986867.1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049H105-32/2011(H1N3))
KJ195666.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H106-62/2011(H14N86))

KY644255 1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H101-24/2011(H3NB))

—— KY644306.1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049H105-31/2011(H14N3))

KX986862.1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP043H109-28/2012(H3N2))
——— KX986860.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H109-86/2012(H4N2))

I [ JX465634.2 (A/chicken/Jalisco/CPA1/2012(H7N3))

CY125726.1 (A/MexicolnDRET218/2012(H7N3))

KX365076.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H110-36/2012 (H11N3))

100 KY644421 1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049H113-53/2013(H5N3))

KY644369.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H108-39/2012(H4N2))

KJ413579.1 (Alblue-winged teallLAVAI13-1338/2013(H7NT))
86
5 KJ413515.1 (A/blue-winged teallL A/AI13-238/2013(H7NT))

0020

Figura 5 D. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen PB1 del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético
molecular por el método de Méxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron
busquedas con el método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la
filogenia se utilizé el método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los
cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El andlisis involucré 25
secuencias de nucledtidos. La secuencia identificada en este estudio esta indicada con el rombo
negro. Como grupo externo se incorporé la secuencia de nucleétidos “Influenza A virus

(A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) segment 4 hemagglutinin (HA) gene, complete cds”, nimero de
acceso FJ461593.1.
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FJ461603.1 (A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA)
‘ PA (A/Mexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (H5N2))

MH546242.1 (A/American wigeon/Utah/15-038912-1/2015(H5N2))
KY551275.1 (A/Northern shoveler/Utah/AH0007941/2014(H7N3))
KY983141.1 (A/northern shoveler/California/HS225/2015(H5N3))
MH546930.1 (A/northern shoveler/California/15-039075-4/2015(H5N3))
MH546842.1 (A/northern pintail/Alaska’16-041335-13/2016(HEN2))
MH546898.1 (A/northern pintail/Alaska/16-041335-7/2016(H5N2))
MH546914.1 (A/northern pintail/Alaska/16-041335-9/2016(H5N2))
MH546826.1 (A/northern pintail/Alaska’16-041335-11/2016(H5N2))

70 KX365073.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H110-36/2012 (H11N3))
CY206281.1 (A/blue-winged teal/Louisiana/Al12-4445/2012(H4N6))

—t— CY176955.1 (A/northern shoveler/California/3887/2012(H11N9))

50| - KY644266.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H113-53/2013(H5N3))
a5 KYB44380.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H109-06/2012(H4N2))
pz CY186721.1 (A/mallard/llinois/12054808/2012(H4NS))
CY206485.1 (A/blue-winged teal/Texas/Al13-3958/2013(mixed))

{ KY644507.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H110-31/2012(H14N3))

CY186442.1 (A/blue-winged teal/lllinois/12052986/2012(H3N8))

- CY167115.1 (A/wood duck/Wisconsin/11052912/2011(H3N6G))

éi[ KJ195667.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H106-62/2011(H14N6))

88 KY673157.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H105-08/2011(H3N3))

= CY166367.1 (A/mallard/lllinois/11054121/2011(HEN2))
KJ413634.1 (A/blue-winged teal/LA/AI13-1412/2013(H7N7))
KJ413722.1 (A/blue-winged teal/LA/AI13-1435/2013(H7N7))

100 KJ413556.1 (A/blue-winged teal/LA/AI13-1226/2013(H7N7))

KJ413594.1 (A/blue-winged teal/LA/AI13-1340/2013(H7N7))

0.020

Figura 5 E. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen PA del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron blasquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucrd 25 secuencias de
nucledtidos. La secuencia identificada en este estudio esta indicada con el rombo negro. Como grupo
externo se incorporé la secuencia de nucledtidos “Influenza A virus
(A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) segment 4 hemagglutinin (HA) gene, complete cds”, nimero de
acceso FJ461593.1.
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FJ461599.1 (A/swine/Korea/C13/2008(HEN2))
KY284474 1 (A/blus-winged teal/Missouri/15054861/2015(HANG))
r ‘ NP (A/Mexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (H5N2))

[ KY013961.1 (A/mallard/Minnesota/lUGAI15-6157/2015(H3N8))

— KY550897.1 (Allesser scaup/Kentucky/AH0012935/2015(H7N8))

KY561292.1 (A/American green-winged teal/Missouri/15056591/2015(H11N9))

470 KY284362.1 (A/American green-winged teal/lllinois/150S6133/2015(H7NE))
— MH546660.1 (A/mallard/Minnesota/16-041335-3/2016(H5N2))

~ KY561043.1 (A/green-winged teal/Missouri/15085246/2015(H11N9))

MG280520.1 (A/green-winged teal/Mississippi/16056075/2016(H1N1))

MG976708.1 (A/sanderling/Delaware Bay/348/2017(H3N8))

MG930812.1 (A/ruddy turnstone/Delaware Bay/327/2017(H5N7))

100
48 MG891860.1 (A/ruddy turnstone/Delaware Bay/285/2017(H5N7))

- MH411805.1 (A/mallard/Alberta/58/2017(H1N3))
— KY561146.1 (A/mallard cduck/Ohio/15055845/2015(H11N9))

— MH4119832.1 (A/mallard/Alberta/350/2017(H11N9))

437 9 CY177300.1 (A/mallard/California/1413/2013(H5N5))
ﬂ{CY177072‘1 (A/mallard/California/928V/2013(HENS))
— KY561250.1 (A/American green-winged teal/Missouri/150S6486/2015(HEN 1))
KY983213.1 (A/northern pintail/California/HS064/2015(HEN5))
KY983123.1 (A/American wigeon/California/HS001/2015(H8N2))
5

KY983216.1 (A/northern pintail/California/H5023/2015(HEN2))

KU2980058.1 (A/mallard/Michigan/A00869519/2009(H7N3))

KY844403.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP048H102-05/2011(H4N2))
KY243305.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-19/2011(mixed))
KX960389.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-25/2011(H3N2))
KY844432.1 (Alblue-winged teal/Guatemala/CIP049H105-01/2011(H1N3))

% KX960408.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H103-30/2011(H4N3))

0.020

Figura 5 F. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen NP del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizo el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los &rboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El andlisis involucré 25 secuencias de
nucledtidos. La secuencia identificada en este estudio est4 indicada con el rombo negro.
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FJ461595.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/C13/2008(H5N2))

MG280204.1 (A/Northern shoveler/lllinois/16051664/2016(HEN1))
KY983116.1 (A/northern pintail/California/HS064/2015(HENS))
MH412217.1 (A/northern Pintail/Alberta/96/2017(H1N1))

57|- KYB78714.1 (A/mallard/Ohic/150S5800/2015(mixed)
MH412324.1 (A/mallard/Alberta/70/2017 (H7N3))

KY983204.1 (A/American wigeon/CalifornialHS005B/2015(HEN5))

KY983163.1 (A/nerthern shoveler/California/lHS206/2015(H8N4))

KY980794.1 (A/mallard duck/California/UCD705/2016(H3N8))

KY990788.1 (A/mallard duck/California/UCD704/2016(H3N8))

MH412178.1 (A/mallard/Alberta/72/2017(mixed))

KY644338.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H105-31/2011(H14N3))
KY673167.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H113-74/2013(H14N3))
KY644238.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H113-08/2013(H14N4))

KY983210.1 (A’/American wigeon/California’lHS001/2015(HEN2))

<‘~ KY983145.1 (A/American wigeon/California/HS025/2015(HE6N2))

KX351524.1 (A/mallard/California/1606V/2013(HEN 1))
CY039687.1 (AlenviCalifornia/7279/2008(H2N3))
KX351744.1 (A/gadwall/California/1711V/2013(HEN1))
KX960489.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H108-11/2012(H14N3))

69" KX351568.1 (A/northern shoveler/California/LDC351/2015 (H7N4))

— KX960376.1 (Afblue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-29/2011(H3N2))
— KY883124.1 (A/northern pintail/California/HS050B/2015(HIN2))

’ M A/Mexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (H5N2)

KX351548.1 (A/mallard/California/57811/2015(H11N9))

KX351753.1 (A/mallard/California/UCD805/2015(H11N9))

o8
KX351561.1 (A/mallard/California/57820/2015(H11N9))

0.050

Figura 5 G. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen M del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron blasquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucré 25 secuencias de
nucledtidos. La secuencia identificada en este estudio esta indicada con el rombo negro.
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FJ461601.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/C13/2008(H5N2))

— KX351725.1 (A/northern shoveler/California/1628V/2013(HEN8))

. NS A/Mexican duck/Mexico/LermaUIFMVZ377/2016 (H5N2)

MF046226.2 (A/mallard/Alberta/379/2015(H11N9))

MF046404.2 (A/mallard/Alberta/203/2015(H8N4))

KY561101.1 (A/northern shoveler/Missouri/15056584/2015(H11N9))

KY561274.1 (A/mallard duck/Ohio/15055845/2015(H11N9))

CY235311.1 (A/mallard/ldaho/UGAI16-1962/2016(H11N9))

CY235351.1 (A/gadwall/Utah/UGAI16-1991/2016(H4NG))

KY561132.1 (A/mallard/Ohio/160S0620/2016(H10N7))

CY039838.1 (A/northern shoveler/Interior Alaska/1/2007(H4NG))

—— CY033392.1 (A/American wigeon/California/lHKWF296/2007(HE6N1))

— CY078118.1 (A/mallard/Minnesota/Sg-00167/2007(HEN1))

~ CY077982.1 (A/blue-winged teal/Texas/Sg-00087/2007 (mixed))

KJ013301.1 (A/bean goose/Korea/220/2011(HONZ2))
{CY073?24.2 (A/surface water/Minnesota/W07-2241/2007(H3N8))
KX351742.1 (A/gadwall/California/1711V/2013(HEN1))

H MH546791.1 (A/mallard/Washington/16-027073-46/2016(H5N2))

5 MH546799.1 (A/mallard/Washington/16-027073-48/2016(H5N2))
KT338440.1 (A/bufflehead/Alaska/512/2014(H4N8))

MH546583.1 (A/mallard/ldaho/16-034834-1/2016(H5N2))
KY983227.1 (A/American wigeon/California/HS007B/2015(HBN5))

KY561192.1 (A/mallard duck/Ohio/15055251/2015(H4N8))

- CY039790.1 (A/mallard/Interior Alaska/4/2007(H4NG))

— KY644422.1 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-09/2011(H3N2))

— KY575224.1 (A/green winged teal/Mexico-Sonora/1116/2009(H10N7))

54

5

KU310483.1 (A/greater white-fronted goose/Alaska/UGAI15-3913/2015(HEN2))

H KU310467.1 (A/cackling goose/Alaska/UGAI15-3902/2015(HEN1))
93' KU310475.1 (A/greater white-fronted goose/Alaska/UGAI15-3903/2015(HBN 1))

ool

Figura 5 H. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del
gen NS del VIA aislado a partir de Anas platyrhynchos diazi. Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron blasquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucré 25 secuencias de
nucleodtidos. La secuencia identificada en este estudio esta indicada con el rombo negro. Como grupo
externo se incorporé la secuencia de nucledtidos “Influenza A virus
(A/swine/Korea/C13/2008(H5N2)) segment 4 hemagglutinin (HA) gene, complete cds”, numero de
acceso FJ461593.1.
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Cuadro 5. Homologia, identidad de nucleétidos y distancia genética por segmento del
genoma de VIA aislado a partir del pato mexicano

% identidad

: . Distancia | Acceso

Gen Virus con mayor homologia de o
nuclestidos | 9€nética GenBank
PB2 | A/northern_pintail/California/HS064/2015(H6N5) 99.48 0.00405405 | KY983177.1
PB1 | A/American_wigeon/Utah/AH0067123/2015(H7N7) 99.09 0.00679656 | KY551353.1
PA | A/American_wigeon/Utah/15-038912-1/2015(H5N2) 99.30 0.00426894 | MH546242.1
HA | A/lgadwall/Arkansas/150S7729/2015(H5N2) 99.00 0.01235330 | KY284403.1

A/blue-

NP | winged_teal/Missouri/150S4861/2015(H4NS) 99.66 | 0.00284495 | Ky284474.1
NA | A/mallard/Alaska/16-029597-2/2016(H5N2) 98.74 0.00867052 | MH546142.1
M | A/northern_pintail/California/HS050B/2015(H9N2) 99.40 0.00415800 | KY983124.1
NS | A/mallard/Alberta/379/2015(H11N9) 99.76 0.00248447 | MF046226.2
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Secuencias obtenidas a partir de patos migratorios relacionadas con subtipos
detectados en animales domésticos

Subtipo H5N2 relacionados a subtipos porcinos y aviares de las muestras 80 (Anas
crecca), 507 (Spatula discors) y 613 (Spatula clypeata)

Las tres muestras presentaron similitud en el analisis BLAST con el subtipo H5N2 y con el
H3N2 de origen porcino y aviar, mostrando mayor identidad con virus H5N2
(A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2)) (Gto.) aislado a partir de muestras de cerdos
domeésticos en el estado de Guanajuato, México en 2014 (Saavedra-Montafiez et al., 2018).
Al realizar el alineamiento entre las tres muestras y el virus (Gto.) con el programa MEGA
X, se observé una similitud del 100% en todos los genes, a excepcidn del gen M de las
muestras 80 y 507, que presentan un gap de arginina (R) en la posicion 18 (Anexo 3, Figura
9). El gen NS de la muestra 613 también difirid, ya que mostré mayor similitud con el subtipo
H3N2, con un 99% de identidad con el virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)). Por otro
lado, el gen PA de las tres muestras presenta al analisis BLAST un 100% de identidad con
un virus aviar aislado en 1995: (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2)) (Chicken)
(Cuadro 6).

Subtipo H3N2 relacionados a subtipos porcinos de las muestras 456, 465, 169 (Anas
crecca) y 478 (Spatula discors)

Estas muestras se relacionaron con dos virus del subtipo H3N2 aisladas a partir de cerdos
en México en 2010. Las secuencias de nucledtidos de los genes HA, PB1, PB2 de estas
muestras tienen similitud del 99% con respecto al virus
(A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) (Mex 51) (sin publicacién), aislado en el Estado de
México. En estos genes no se observaron cambios en los aminoacidos con respecto a Mex
51, a excepcion del gen HA de las cuatro muestras, ya que en el alineamiento de acidos
nucleicos se observan tres gaps anidados en las posiciones 60-70 (ACA) y datos faltantes
en los aminodcidos en las posiciones 23 y 24 (delecién de &cido aspartico, D, y asparagina,
N) (Anexo 3, Figura 10). Por otra parte, el gen PA present6 similitud de 99% con dos virus:
(A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2) y (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2). Los genes
NS, NP y M presentaron una similitud de 100%, A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2),

mientras que la NA presenté un 99% de identidad con el mismo virus (Cuadro 6).
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Subtipo HIN1 relacionados a subtipos porcinos de la muestra 322 (Spatula discors)

La secuencia de nucleétidos obtenida de esta muestra presenta identidad con diferentes
cepas del subtipo HIN1 identificados en los estados de Querétaro, Estado de México y
Veracruz. El gen HA tiene 100% de identidad con el virus
A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1) aislado en el Estado de México en 2010. El gen NA
tiene 99% de identidad con el virus (A/swine/Mexico/Qro32/2010(H1N1), con cuatro gaps
indicados en el andlisis BLAST. El gen PB1 presenta similitud del 99% con
(A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1N1). El gen PB2 se relaciona con
(A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1). La polimerasa acidica presenta también un 99% de
similitud con (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1). El gen NS con
(A/swine/Mexico/Qro35/2010(H1N1)). Por otra parte, los genes NP y M tienen 100% de
identidad con el virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)).

En el Cuadro 6 se resumen los virus aislados en la presente investigacion, y de los cuales
se encontro similitud con subtipos aislados a partir de porcinos y uno a partir de pollos de

engorda. Algunos segmentos presentaron el 100% de identidad con ciertas cepas.
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Cuadro 6. Identidad de cada segmento de los ocho VIA porcinos y aviares aislados en
patos migratorios

PB2 PB1 PA HA NP NA M NS

Anas crecca,
Spatula discors,
Spatula clypeata

Anas crecca (3),
Spatula discors

Spatula discors

Los cuadros azules tienen mayor identidad con virus de origenes aviares. Los cuadros verdes tienen mayor
identidad con subtipos de origenes porcinos. El gen NS difiere en la muestra de Spatula clypeata. Las
abreviaturas corresponden a la cepa con mayor identidad (e.g. "Gto":
Alswine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2); A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2),
A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2) y A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2);
Alswine/Mexico/Mex52/2010(H1N1), virus (A/swine/Mexico/Qro32/2010(H1N1),
(A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1N1), (A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1),
(A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)).
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DISCUSION

El propdsito del presente trabajo fue detectar la circulacion de virus de influenza A en aves
silvestres y de traspatio en una zona de interfaz en las Ciénegas de Lerma, asi como
identificar la diversidad filogenética de estos virus, y los factores que podrian intervenir en
la transmision entre las especies. Entre los hallazgos principales destacan que de las 597
muestras colectadas en patos silvestres durante la temporada invernal 2016 — 2017, se
identificaron 22 positivas a VIA mediante gRT-PCR en 4 de 10 especies de patos silvestres,
lo que corresponde a 3.6% de frecuencia de VIA. De estas 22 muestras, se lograron aislar
nueve VIA a partir de hisopos cloacales colectados en 3 especies de patos migratorias y
una residente. Aunado a esto, con las secuencias de &cidos nucleicos obtenidas se
identificaron los subtipos H5N2, H3N2 y HIN1. El subtipo H5N2 aislado a partir de la
muestra del pato residente, Anas platyrhynchos diazi, se identificé como un virus con genes
tanto de diferentes origenes geograficos como de diferentes especies de pato silvestre
provenientes de Estados Unidos y Canada. Los subtipos H5N2, H3N2 y H1N1 aislados de
los patos migratorios Anas crecca, Spatula discors y Spatula clypeata se relacionaron con
subtipos de origen porcino y aviar que circulan en granjas en México. Con respecto a las
muestras obtenidas a partir de aves domésticas, éstas resultaron negativas a VIA mediante
gRT-PCR.

Con relacion a la temporalidad, en este estudio se identificaron mas muestras positivas al
inicio de la llegada de aves acuaticas a la Ciénega. Estos resultados concuerdan con
estudios previos que indican que la prevalencia de los VIA en aves migratorias disminuye
en gradiente de norte a sur, y va desde el 30% hasta menos del 1% dependiendo de la
estacién del afio y del area geogréfica, por ejemplo, del 0.4 al 2% en areas de descanso
invernales en el sur de Estados Unidos, y del 0.25% en patos que regresan a zonas de
reproduccion en primavera (Krauss et al., 2004; Munster et al., 2007). Por otro lado, Ip et al
(2008) encontraron una tasa de prevalencia del 2.5% en aves migratorias que regresaron
a Alaska, y sugieren que la transmisién ave-ave en aves acuaticas podria ser suficiente
para perpetuar los VIA de un afio a otro (Ip et al., 2008). En contraste, Olsen (2008)
menciona la posibilidad de que los VIBP podrian persistir en los patos de un afio a otro

debido a que estos agentes pueden perpetuarse en agua congelada, lo que no se presenta

50



a lo largo del afio en el sitio de muestreo del presente estudio (Olsen et al., 2006b). Sin
embargo, el rearreglo de los VIA es frecuente en infecciones concomitantes (Hatchette,
2004), lo que no se descarta en el VIA identificado en el pato mexicano, el cual, por la fecha
de colecta de la muestra, el 11 de diciembre, debié haberse contaminado a inicios de ese
mismo mes, después de aproximadamente 30 a 40 dias después de haber iniciado el arribo

de las aves migratorias.

El hallazgo de VIA en patos silvestres del presente trabajo concuerda con los estudios que
se han realizado en México mencionados a continuacién. Entre 2007 a 2009, en el norte de
México, Sonora, se detectd el virus en ocho especies de patos silvestres y se identificaron
tres subtipos, H5, H6 y H9. El subtipo H5 se identificé en los patos migratorios S. clypeata
y Aythya americana, H6 en A. crecca y H9 en M. americana (Montalvo-Corral y Hernandez,
2010). Los autores indicaron similitud con aislados provenientes de aves silvestres de
California, Estados Unidos, aunado a que probablemente esos subtipos infectaron
diferentes especies de aves en algunos puntos de la ruta migratoria del Pacifico y se fueron
diversificando genéticamente a través de varias poblaciones de aves. La frecuencia de
deteccion del virus fue similar a la del presente estudio: 3.6% general, y 2.93% y 4.3% por
ano (Montalvo-Corral, LOopez-Robles y Hernandez, 2011). También se han realizado
algunos estudios en el mismo sitio de muestreo. En el invierno de 2005 se identificé en S.
cyanoptera un VIABP del subtipo H7N3 que mostré 100% de identidad con un virus aislado
en Nueva York, y el subtipo H4AN2 en el agua (Cuevas-Dominguez y Gonzalez-Guzman,
2009; Ornelas-Eusebio et al., 2015) Adicionalmente, en un cuerpo de agua cercano a las
Ciénegas de Lerma, en 2007 - 2008 se identificO en patos centinelas el subtipo HEN2
(Barron-Rodriguez et al., 2018). Estos ultimos hallazgos tienen relacién con los genes

aislados en el pato mexicano del presente estudio.

Se identificaron los genes HA, NA y PA, con mayor homologia a virus H5N2 aislados en
Arkansas, Alaska y Utah, respectivamente, en EEUU, regiones correspondientes a dos
rutas migratorias, Mississippi (Arkansas) y Pacifico (Alaska y Utah). Aunado a esto, el gen
PB2 tienen las distancias genéticas mas cortas con respecto al subtipo H6N5. Se identifico
gue el gen PB1 se relaciona filogenéticamente con el subtipo H7 aislado en la ruta
migratoria del Pacifico. El gen NP tiene una alta similitud con el subtipo H4 identificado en

Missouri, localizado en la ruta migratoria del Mississippi. Con relacion a los genes M y NS,
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estos tienen mayor homologia con subtipos H9 y H11 identificados en California y Alberta,
respectivamente. Con respecto a estudios anteriores en México, hay coincidencia en el
hallazgo de VIA en las especies S. cyanoptera, S. clypeata, A. crecca, S. discors y A.

platyrhynchos diazi.

El hallazgo del virus H5N2 aislado en el pato mexicano relacionado con subtipos
norteamericanos confirma de manera parcial la sugerencia de Spackman et al., (2005) de
que multiples virus se mantienen al mismo tiempo en el ambiente y en sus hospederos
reservorios (Spackman et al., 2005). Aunado a esto, Montalvo et al., (2011) indicaron que
la circulacion de estos virus en las poblaciones de aves migratorias en México podria
mantenerse debido la exposicion continua a los viriones asi como a los patrones de
comportamiento de éstas (Montalvo-Corral, L6pez-Robles y Hernandez, 2011). Barron et
al. sugieren el rearreglo previo entre diferentes subtipos del virus identificado en patos
centinelas, el cual ingresoé por la ruta del Pacifico (Barron-Rodriguez et al., 2018), lo cual
podria corresponder con el virus aislado en esta investigacién. En este sentido, el subtipo
H7N3 AP que ha afectado a aves domésticas en México desde 2012, se originé por el
rearreglo de diferentes VIABP, y se ha indicado a México como region potencial para el
reordenamiento viral, debido al contacto entre aves silvestres provenientes de diferentes

rutas migratorias (Lu, Lycett y Leigh Brown, 2014).

La importancia de la identificacion de este virus en un pato residente radica en que ademas
de nuevas variantes antigénicas, se podrian generar nuevos subtipos mas virulentos si se
presentara un salto interespecie tanto para las aves silvestres acuaticas (ya que ciertas
especies utilizan la misma fuente de agua durante la migracién), aves no acuaticas que
cohabitan en el cuerpo de agua natural, asi como para las especies domésticas con las que
se tiene contacto directo o indirecto (Fuller et al., 2013; Verhagen et al., 2015). Sin embargo,
el subtipo H5N2 ha estado circulando en aves domésticas desde 2003, pero se podrian
generar nuevos subtipos de BP que se adapten a especies domésticas y se comporten
como VIAAP (Horimoto et al., 1995).

En el presente trabajo no se pudo demostrar la transmisién entre especies silvestres y
domeésticas, dado que todas las muestras obtenidas a partir de aves domésticas resultaron

negativas a VIA mediante diagndstico molecular. Esto a pesar de que se identificaron aves
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migratorias positivas a VIA, y asi como manejo y caracteristicas de las granjas que se han

reconocido en la literatura como relevantes para la transmision interespecie.

Los ocho subtipos aislados en la presente investigacién, y que tienen similitudes mayores
al 99% con virus porcinos de estudios previos, se relacionan filogenéticamente con VIA que
fueron identificados en 2010 y 2014, tanto en el Estado de México, como en otros estados
cercanos: Guanajuato, Hidalgo, Michoacan y Querétaro. En este sentido, los hallazgos de
VIA porcinos aislados en patos silvestres son escasos. En un estudio, Olsen et al (2003)
reportaron el aislamiento de VIA en patos silvestres relacionados a subtipos porcinos en
Carolina del Norte, Estados Unidos: se identificé el subtipo H1N2 (A/Duck/North
Carolina/91347/01 (H1N2)) aislado en patos silvestres cazados en el afio 2000
(probablemente A. platyrhynchos o Aix sponsa), el cual se relaciono filogenéticamente con
VIA HIN2 rearreglado porcino, aviar y humano, y con virus H3N2 aislados de cerdos en
E.U.A. desde 1998, con identidades mayores al 98% (98.1% a 99.2%), lo que concuerda
con los subtipos identificados en la presente investigacion, los cuales tienen 99% de
identidad con subtipos porcinos. En ese estudio los autores refieren que probablemente el
subtipo H1N2 hubiese sido introducido en primera instancia por patos, los cuales infectaron

posteriormente a los cerdos (Olsen, Karasin y Erickson, 2003).

Tres de los ocho VIA que fueron aislados y que tienen similitud con el subtipo HSN2 porcino,
presentaron un 99% de identidad con el virus (Gto.) (Cuadro 6), el cual fue identificado en
porcinos infectados a partir de virus aviares (Chicken). Los autores refieren que en la zona
centro de México ocurren gran cantidad de rearreglos debido a la interaccion de diferentes
especies en el mismo habitat, ademas de que la transmisién interespecie del virus aviar a
los cerdos fue intacta (Saavedra-Montafiez et al., 2018). Esto podria indicar que los VIA
subtipo H5N2 del presente estudio, que tienen ancestros de origen de pollo, pudieron haber
infectado a los patos silvestres de forma indirecta, ademés de que los anatidos silvestres
son reservorios naturales de los VIA, como lo indico el estudio de Olsen et al., (2003) en
donde los patos silvestres se infectaron con un subtipo HIN2 (Olsen, Karasin y Erickson,
2003).

Por otro lado, cuatro muestras tomadas de patos silvestres migratorios tuvieron 99 y 100%
de similitud con virus H3N2 que han sido reportados en el Estado de México y en Michoacan

a partir de muestras de cerdos en 2010 (https://blast.ncbi.nim.nih.gov). Adicionalmente, el
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genoma de la muestra tomada a partir de Spatula discors se relacion6 con siete virus
subtipo H1N1 aislados también en 2010 en diferentes estados de México, con un 100% de
identidad con el gen HA 'y 99% de identidad con el resto de los segmentos. Estos resultados
podrian indicar que los patos silvestres fueron infectados a partir de las granjas cercanas

y/o del ambiente, sin embargo, el mecanismo de transmisién se desconoce.

Dado que no hay mucha informacién acerca de la transmision de VIA de subtipos porcinos
a patos silvestres, es necesario que estudios futuros se dirijan a la identificacién de la fuente
de contaminacion de VIA de las granjas de traspatio hacia el ecosistema de las Ciénegas
de Lerma. Si bien se han realizado estudios donde se identifica la perpetuacion de VIA de
patos silvestres en el agua, dichos estudios in situ se han realizado en latitudes cercanas
al polo norte durante la épocas invernales donde el agua se congela, condiciones que no
se presentan en el area geografica del presente estudio, por o que es necesario investigar
de qué manera se infectaron los patos silvestres con estos subtipos (Domanska-Blicharz et
al., 2010; de Silva et al., 2012; Cappelle et al., 2014). En el caso de México, se ha
identificado el VIA HAN2 que se aislé a partir de muestras de agua en las Ciénegas de
Lerma, Estado de México en época invernal (Ornelas-Eusebio et al., 2015), sin embargo,
este subtipo no se identificé en las muestras de los patos silvestres de esta investigacion.
En este sentido, son necesarios mas estudios que: 1) incorporen el analisis del agua, tanto
de aguas residuales y de bebida de las granjas, asi como el agua del humedal (lugares
donde habitan los reservorios naturales de los virus de influenza A; 2) investiguen posibles
fuentes ambientales de contaminacién, como tierra, superficies de objetos como botas,
instalaciones, herramientas, vehiculos; 3) amplien la zona de muestreo de animales
productivos bajo esquemas de traspatio; 4) incluya el muestreo de granjas localizadas en

zonas susceptibles de inundacién.

El pato mexicano es considerado una subespecie del pato de collar, Anas platyrhynchos.
Este ultimo es el anatido con el mayor nimero de reportes de VIA en todo el mundo (Olsen
et al., 2006a; Chen and Holmes, 2009; Wilcox et al., 2011; Verhagen et al., 2017b), por lo
que se considera de gran importancia monitorear los VIA a lo largo del afio en poblaciones
del pato mexicano, sobre todo porque es una especie residente considerada bajo el estado
de conservacion de amenazada. Ademas, se desconoce el papel que desempeiian las aves
residentes en el mantenimiento de los VIA. Debido a esto, se sugiere para posteriores

estudios ampliar la escala espaciotemporal del andlisis, alrededor de la temporada
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migratoria. Adicionalmente, se sugiere el estudio de VIA en otros animales silvestres, como
en las especies del orden Charadriiformes que cohabitan en el humedal, aves no acuaticas
y mamiferos silvestres que viven en la regién, ya que se ha identificado a diversas especies

como portadoras del virus.

Se recomienda continuar con el analisis de las secuencias de los genes de los virus
aislados, tales como analisis in silico de las proteinas virales para la identificacion de
mutaciones asociadas con la patogenicidad. Por otro lado, con la aplicacién de encuestas
a los productores de la regidn, es posible la construccién de modelos analiticos espaciales
gue ayuden a estudiar la dindmica de transmisién de los virus de influenza entre las diversas

especies que cohabitan en el area natural protegida y sus alrededores.
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CONCLUSIONES

¢ No se identificdé la transmisidn interespecie de VIA de patos silvestres a aves
domésticas de traspatio, por lo que la hipétesis de la presente investigacién es

rechazada.

e Se identificé la circulacion de VIA en 22 muestras de patos silvestres, uno residente

y tres migratorios.

e Se aislaron los subtipos H5N2, H3N2 y HIN1 a partir de nueve muestras de patos

silvestres.

¢ Un virus del subtipo H5N2, obtenido a partir Anas platyrhynchos diazi, se relacioné

con VIA de aves migratorias Norteameérica.

¢ Ocho virus aislados presentaron identidad del 99% al 100% en sus genes, asi como

homologia con virus porcinos.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencias de acidos nucleicos del VIA H5N2 aislado a partir de Anas
platyrhynchos diazi

Gen PB2

>pPB2_377
GACCTGATGCGGAGTAGAAACAAGGTCGTTTTTAAACAATTCGACACTAATTGATGGCCA
TCCGAATTCTTTTGGTCGCTGTCTGGCTGTCAGTAAGTATGCTAGAGTCCCGTTTCCGTT
TCATCACCAACACCACGTCTCCTTGCCCAATTAGCACATTAGCCTTCTCTCCCTTTGCAA
GATTGCTCAGCTCATTGATGCTCAATGCTGGGCCATATCTCTTGTCTTCTTTGCCCAAAA
TGAGGAATCCTCTTAAAACAGCAGACTCCACTCCAGCTGTGCCTTCATCTGGGTCTTCGG
TCAATGCACCCGCATCTTTCCCGAGAACTGTGAGCCTCTTGGTGGCCTTGTTGTAATTGA
ACACTGGGGAATTGCCTCTTACCAGTATTCTCATTCCTGATCCTCTCACATTCACAGTTA
GGGAGGAAAACTGCATCCTACTTTGTTCCGGTGGGGCAGCAGCAAAGGGGAGGAGTTTTA
TTATCTGAACAGTGTCAAATGTTCCAAGCACATCTCGCATTTGCTGGAATAGTGTCCTCA
CGAACCCACTGTATTGACCTCTTGCTGCCTTAGGGACCAGAGACTGAAATGGCTCGAATT
CCATCTTATTATACAACATTGTGGGATCCTGTGACCATTGAATTTTTACAGTTTCCCAGT
TTCTGATTACCCACTGATAGGTATTGACCAACACCGACTCAGGGCCATTGATCTCCCACA
TCATTGATGACGAATAAGTGATTGTCAGTTTCTCCGTTCCTTGTGTCTCGCTGACTTCTT
CGGGTGACAATAGTACGTTCCCCCGCTGGTCTCGAACTCTTAAAAATCGGTCGATGCTTA
CTACTACCCGCTCTGTACTGGAGTATTCATCTACTCCCATCTTACTGACTCTTATTCCCC
TCAGTGACATCTCAGTACTTGGGGTCATGTCAGGCAATATCCCGATCATTCCCATCACAT
TGTCAATGGGTTCAATTCCCCAATTTTGGAAAAGCACTTTTGCATCCTTTTGGAAGTGTC
TCAAGAGCTGATGCATTGGGTTCAGCCGCTGGTTCGCCCTATTGACAAAATTCAGGTCAC
CTCGAACTGCCTTAATCATGCAGTCCTCTTGTGAGAATACCATGGCCACAATTATTGCTT
CAGCAATTGACTGCTCGTCTCTTCCGCTTACTATTAGCTGGATCAGCCTTCTGGTTGCCT
TCCTGAGAATAGCAGTTGCTCTCCTTCCAACCATTGTGAACTCTTCATACCCCTCATGTA
CTCTTATTTTCAATGTTTGAAGGTTGCCCGTAAGCACTTCTTCTTCCCTTTTGACTGACG
ATCCACTTGTTCTTTTAAAAGTGAATCCACCAAAGCTGAAAGATGAGCTAATCCTCAAGC
CCATTGCTGCCTTGCATATGTCCACGGCTTGTTCCTCTGTTGGATTTTGCCGAAGAATGT
CTACCATCTTATTCCCCAATTTCGTGTGCTGTGGCACATCTCCAATAGAGATGCTAATGG
GTCTGCTGACACTGTTGCTCTCCTTACTATGTTCCTGGCAGCAATAATCAAGCTCTGGTC
TACATCATCGTTTCTCACTTCTCCTCCCGGAGTATACATCTGCTCCCAGCATGTCCCCTG
GGTCAAATGCAGCACCTCAATGTAGACACTGCTTGTTCCACCAGCCACTGGGAGAAACCT
TGTCTTGCGTACCAACTCTCTTTCTAGCATGTATGCAACCATTAGAGGGGCGATTTTACA
GTCCTGGAGTTCTTCCTTCTTCTCCTTTGTTATCGTCAGTTGTGACTCCGACGTTAGTAT
TCTCGCTCCAACTTCATTTGGAAAGACAACTTCCATGATTACATCCTGTGCCTCTTTGGC
ACTGAGGTCAGCATGGCCCGGGTTTATGTCGACCCTCCGTCTTATCTTAACTTGGTTTCT
GAAATGTACAGGGCCAAAGGTCCCGTGTTTCAACCTTTCAACTTTTTCGAAATAAGTTTT
ATATACCTTGGGATAGTGAACTGTACTTGTTGTTGGTCCATTCCTATTCCACCATGTCAC
AGCCAGGGGTGATACCATCACTCGGTCTGATCCGGCATCGTTTGTTTTGCTCCAGAGGGT
TTGCCCTTGTTCATTCCTTTCAGGGATCATTTCCATTATTCGCTTGTCTGCTGTGATTGG
ATATTTCATTGCCATCATCCATTTCATCCTGAGTGCGGGGTTCTTCTCTTGCCTTCCCGA
TGTGTACTTTTTGATTATGGCCATGTGGTCAACAGTGGTTTTGGTTAGTATCTCGCGAGT
GCGAGACTGTGACATTAGATCTCTTAGTTCTTTTATTCTCTCCATATTGAATATATTTGA
CCTGCTTTCGCTGGCGTATCCAG
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Gen PB1

>PB1_377
CTGGATACGCCAGCGAAAGCAGGCAAACCATTTGAATGGATGTCAATCCGACTTTACTTT
TCTTGAAAGTTCCAGCGCAAAATGCCATAAGCATCACATTCCCGTATACTGGAGATCCTC
CATACAGCCATGGAACAGGAACAGGATATACCATGGACACAGTTAACAGAACACATCAGT
ATTCAGAAAAAGGGAAATGGACAACAAACTCAGAAACTGGAGCACCTCAACTCAATCCAA
TTGATGGGCCATTGCCTGAGGACAATGAACCAAGTGGATATGCACAAACGGACTGTGTCC
TTGAAGCAATGGCTTTTCTTGAAGAGTCCCACCCAGGAATCTTTGAAAACTCGTGTCTTG
AAACGATGGAAGTTGTTCAACAAACAAGAGTGGACAAATTGACCCAAGGCCGTCAGACCT
ATGATTGGACATTAAACAGGAATCAGCCGGCTGCAACTGCATTAGCTAATACTATAGAGG
TCTTCAGATCGAACGGTCTTACAGCTAATGAGTCAGGAAGGCTAATAGATTTTCTCAAGG
ATGTGATGGAATCAATGGATAAAGAGGAAATGGAAATAACAACGCATTTCCAAAGGAAAA
GAAGAGTGAGAGACAACATGACCAAGAAAATGGTCACACAAAGGACAATAGGAAAGAAGA
AACAGAGACTAAATAAAAGGAGCTATCTAATAAGAGCATTAACACTGAACACAATGACAA
AAGACGCCGAAAGAGGCAAATTAAAGAGAAGGGCAATTGCAACACCCGGAATGCAAATCA
GAGGGTTCGTGTACTTTGTTGAAACATTAGCAAGGAGCATCTGTGAGAAGCTTGAACAAT
CTGGACTCCCAGTTGGAGGCAATGAAAAGAAGGCTAAACTGGCAAATGTTGTGAGAAAAA
TGATGACTAATTCGCAAGACACAGAGCTTTCTTTCACAATCACTGGAGACAACACCAAAT
GGAATGAGAATCAGAACCCTAGGATGTTTCTGGCAATGATAACATACATAACAAGGAACC
AACCTGAATGGTTCAGGAATGTCTTGAGCATTGCACCTATAATGTTCTCAAATAAAATGG
CAAGACTAGGGAAAGGATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGCTTCGAACACAAATAC
CGGCAGAAATGCTAGCAAGCATTGATCTGAAGTACTTCAATGAGTCAACAAGAAAGAAAA
TAGAGAAGATAAGACCTCTTCTAATAGATGGTACAGCCTCATTAAGCCCTGGAATGATGA
TGGGCATGTTCAACATGCTGAGTACAGTTTTGGGAGTTTCGATTCTGAATCTAGGGCAAA
AGAGGTACACCAAAACAACATACTGGTGGGATGGGCTCCAATCCTCTGATGACTTTGCTC
TCATAGTGAATGCTCCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTAGACAGATTCTATAGAA
CCTGCAAGCTGGTCGGGATCAACATGAGCAAAAAGAAGTCCTACATAAACAGAACAGGAA
CATTTGAATTCACAAGTTTTTTCTACCGTTATGGATTTGTAGCCAACTTCAGCATGGAGT
TGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGTATCAATGAATCTGCAGACATGAGCATTGGAGTAACAG
TGATAAAGAACAACATGATCAACAATGATCTTGGACCAGCAACAGCCCAAATGGCTCTTC
AGCTATTCATCAAGGATTACAGATACACATACCGATGTCACAGAGGGGACACACAAATTC
AGACAAGGAGGTCATTCGAGCTGAAGAAGTTGTGGGAGCAGACCCGCTCAAAAGCAGGAC
TGCTGGTCTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGGAATCTTCACATTCCGGAAG
TCTGCTTGAAATGGGAGCTAATGGATGAAGACTATCAGGGAAGGCTTTGTAACCCCCTGA
ACCCATTTGTCAGCCACAAAGAAATAGAGTCTGTGAACAATGCTGTGGTGATGCCAGCTC
ATGGTCCAGCCAAGAGCATGGAATATGATGCTGTTGCTACCACTCACTCCTGGATCCCTA
AGAGGAACCGCTCCATTCTCAATACGAGCCAAAGGGGAATCCTTGAAGACGAACAGATGT
ATCAAAAGTGCTGCAATCTATTCGAAAAATTCTTCCCTAGCAGTTCATACAGGAGGCCGG
TTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCATGGTTTCTAGGGCCCGAATTGATGCGCGAATTG
ACTTCGAATCTGGACGGATTAAGAAGGAGGAGTTTGCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCA
CCATTGAAGAGCTCAGACGGCAGAAATAGTGAATTTAGCTTGTCCTTCATGAAAAAATGC
CTTGTTTCTACTCCGCATCAGGTC
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Gen PA

>PA_377
GACCTGATGCGGAGTAGAAACAAGGTACTTTTTTGGACAGTATGGATAGCAAATAGTAGC
ATTGCCACAACTATTTCAGTGCATGTGTGAGGAAGGAGTTGAACCAAGATGCATTAAGCA
AAACCCAGGGATCATTAATCAGGCACTCCTCAATTGCTTCATATAGCCCTCCAAGATCGA
AGGTACCAGGTTCCAGGTTGTCCCTAAGTGCCTGAACAATGAGAAGCAGCTTTCTAGACT
CAGCTGAAAATCCCTCAAGTTGTGGAGATGCGTACAAACTGTTGAATACAGATTTTGCCA
GCAGAGTTCTGCATACCTTTCCAATGGAGCCTTCCTCCACTCCTTTGGGTGACTCCCCAA
TGGGCCATGTCTCTGATTTGTTTTCAAAGAATTCTTTAGTCATGTCTTTTTCTTTGACAG
AAGACTCGGCCTCAATCATGCTTTCAATTTGTTGAAGGGATTGAAGAAGACAGCGCCTCA
TCTCCATACCCCATTTCATTTTGATTTTGGAAGTTCCATTGGTCCTCACATATAGGAACA
TGGGTCTCGACACTTGGCCAATTGCAGTTCGAAGGAGCATGTCCCCAATTTCAAGGACAC
AGTATTTCTCCCATTTGTGTGGCTCTAGTCTAGGGTCAGTAAGAGAAAACTCCATGCTCA
CAAAATTCACTACATCAGTATCATTCCTCAAGTGAGACCTTCCCTTTATGATGAACCCAT
ACAGGTTTGTTTTCCGCCGCCCTTCTTTGGTTCTGCATTTGCTTATCATTGGAATCAGCT
GGAAATCATCCATTGCTGCGCAAGAAGCGTTGAGCAAGGCTGTGTTTATGTACACTCCTT
TCATTATATATTCTGTTGCCCTGCAGTGGGACACCTCTGCTGTAAAGTAATTTCTCCTCA
TGCTTGCAATGTGTTCAATTGGGGCAACATCCTCCCCTATCTCATCGAGTTCTATCCAAC
TTGAGTCAGTCAATTCACAGGCCTTGTTGAACTCGCTCTGAATCCAACTTGCTAGTGATC
TTTGCTCAGGCTCATCGCTATCATACTGTCTCAAGTCGCTTACATCTTTGCAGTCCTCAA
AGTCCACCTTTTCTGGTGCCATGTTTTCACCAAGTGCCCATTTCAATTGGCTTGTTTTCT
TCATGTTTTTCGTTTTCGGAATCTTCTCCTCATTTTCAATATCCTGTAGCTCTGCTAGCA
CTTGCTTCCAAGCCAGGAGATAATTGGGGTTTATGCCCTTTTCATGTGGCTTGACAATAT
TAGGCTCTTTCCAGCCGAAAAAGGTCTTCATGCATTTGATTGCATCATACAGCGGTATCC
CCTCGCCCTCATGACTTGGGTCTTCAATGCTGAGCTTCAGAGCATCCATCAGCAGAAATT
TCGATCGCTGGGAGCAAGGAGGGCCTTCTGGTAACCTCAGAGGGCGTGGTGTTGTCTTCA
AGAACGGTTCAATTCTAGCATTTACTTCCTTGGACATTTGAGAAAGCTTGCCCTCAATGC
AGCCGTTCGGTTCGAATCCATCCACATAGGCTCTAAAGTTTTCAAGGCTGGAGAAGTTCG
GTGGGAGACTTTGGTCGGCGAGCCTGCGCATGGTTCCTGTAATTTCAAATCTTTCTTCAA
TTGTCTCTTCGCCTCTCTCGGACTGACGAAAGGAGTCCCAGAGGCCTCTACTGGCCATTT
CTTGTCTTATGGTGAATAGTCTAGTTTTGATCCTTGCTCTACTTTCCTCATCTAGAGTGT
AGTCTGCTTTAGTAGCCATTTCTTCTCCAGTGAATGAAAAGATGTGGATGTGCGTCTTCT
CAGATTTTATTTTGTTGGCCTTTTCCAAATAGTATATATGGATTTCTCTCCTGGTCACTC
CAATTTCAACAAAACGGTTCTCTTTGTAATCGTATAAATCCGGGAGAAACTTGGGTTTTT
CAACCCCTGTGGTGTTGCAAATGCTGTTTACTACTGTCCAGGCCATAGTACGATCTCTCC
CTTCAATTATCTCAAACCGGTGTTTTAGGAGTGCATTTGGATCGCCAGACTCCACGATTA
TCGACTCACCC
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Gen HA

>HA_377
GACCTGATGCGGAGTAGAAACAAGGGTGTTTTTAATTATAATCTGAACTCACAGCTCTAG
ATGCAAATTCTGCACTGCAATGATCCATTGGAGCACATCCAAAAAGATAGACCAGCTATC
ATGATTGCCAGTGCTAGGGAACTCGCCACTGTTGAGTAGATTGATAGTATCTGATAGGTG
CCCATTGATTCCAATTTGACTCCGCCTATTTCCTCCCTGTTCAGTCTTGATTCTTCCGAA
TATTGTGGATAGTCATACGTTCCATTTCTCACACTTTCCATGCATTCATTGTCACACTTG
TGGTAGAATTCAAAGCATCCGTTGCCTAATTCTTTTGCATTGTCTCTCAGCTGGAGTCGG
ACCTTATCATATAGATTCTTGACATTTGAATCATGGAAGTCCAAAGTTCTCTCATTTTCC
ATGAGCACAAGAAGTTCTGCATTGTAAGTCCATACATCTAAAAACCCATCTTCCATTTTC
CTATTCAAATTTTCTATTCTCCTTTCCAGGTTGTTGAATTCTTTCCCAACGGCTTCGAAT
TGAGTGTTCATTTTGTCAATGATTGAGTTTACTTTATTGGTGATCCCATCGATTGCTTTC
TGGGTAGATTCTTTGTCTGCAGCATACCCACTTCCCTGCTCATTGCTATGATGGTATCCG
TACCATCCATCAACCATTCCTTGCCATCCTCCTTCTATGAATCCTGCTATTGCTCCAAAT
AGGCCTCTTGTTTCTCTTTGGGGGACGTTTCTTAGTCCTGTTGCAAGGACCAGCTTGTCC
GATTTGACATACTTGGGGCACTCCCCAATGGTAAGGGGATGAACATTGTGGAAGGGCATA
CTGGAATTTATAGCTCCCACTGGGGTCTGACATTTGGTGTCACAGTTACCATACTCCAAT
TCACTCCTCATGATTGCTGAATTTCCCTTCTTGACAATCTTGTATGCATATTCAGGGGCT
ATAAAATTCCCATTGCTTTCAAAGCTGATTGCATCGTTCGGCCTCAGTATTGTCCAGAAA
AATTCCATTCTTCCACTTTGCCCGTTCACTTTGGGTCTAGTGGCTATTTCTGGGATTGAT
CTCTGATTCAGTGTTGATGTTCCTACAGACACATAAGTGTTCGAGTTCTGATAGAGCTTT
GTTTGTTCAGCTGCATCATTAGGATGGTGAATTCCCCATATTATTAAAAGGTCTTCTACA
TTGGTGTTGTTGTAGGTCCTCTTTATTGTTGGGTACGCACTGTTCTTCTTGATCAACCAC
ACCACATTCCTGAAAAAAGAAGATCTGCCATTGTACGGGCATGCCGAACTTACTCCTGAT
GAGGCATCATGATTGGACCAAGAACTCCTAGGAATTATCTGAATTTTCTCAAAATGGTTT
GTGCTGCTCATTAAATGCTTCAGTTCTTCGTAATCATTGAAGTTCCCTGGATAGCACTGA
CCATTAACTGGATTATCCTTTTCCACGATGTATGACCATTCCGGTACATTCAGGAATTCA
TCACACATTGGGTTTCCAAGAAGCCATCCAGCTACACTGCAATCCTTCAGAATGAGGGGC
CTCACTCCTTTAATACTGCAAAGTTTTCCATTGTGCTCTTTTTCCAGTATATCCTGAGCA
TGTGTGACCGTCACATTCTTCTCCATGATTGTATCAACCTGCTCTGTTGAATTGTTTGCA
TGATAACCAATGCAGATTTGGTCACCTTTGACAATGCTGATTATTGTGAGGGCAATCACT
ATTCTTTCCATTTTTATAGATTGGACCCCTGCTTTCGCTGGCGTATCCAG
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Gen NP

>NP_377
AGCRAAAGCAGGGTAGATAATCACTCACTGAGTGACATCAACATCATGGCGTCTCAAGGCACCAAA
CGATCTTATGAACAGATGGAAACTGGTGGGGAACGCCAGAATGCCACTGAAATCAGAGCATCTGTT
GGGAGGATGGTTGGTGGAATCGGGAGATTCTACATACAGATGTGCACCGAACTCAAGCTCAGTGA
CTACGAAGGGAGGCTGATCCAAAACAGCATAACCATAGAGAGGATGGTTCTCTCAGCATTTGATGA
GAGGAGGAACAAATATCTGGAGGAGCATCCCAGTGCTGGGAAAGATCCCAAGAAAACTGGAGGTC
CAATCTACAGGAGGAGAGATGGAAAATGGATGAGGGAACTGATCCTATATGACAAAGAAGAGATCA
GAAGAATTTGGCGCCAAGCGAATAACGGAGAAGACGCAACTGCTGGTCTCACTCATTTGATGATTT
GGCATTCCAATCTGAATGATGCCACATATCAGAGAACAAGGGCACTTGTACGTACTGGGATGGATC
CCAGGATGTGCTCTCTGATGCAAGGTTCAACTCTTCCGAGGAGATCTGGAGCTGCTGGAGCGGCA
GTGAAAGGGGTTGGAACAATGGTGATGGAGTTGATCCGGATGATCAAGAGAGGAATCAATGACAG
GAATTTCTGGAGAGGCGAAAATGGACGGAGAACGAGAATCGCTTACGAAAGAATGTGTAACATCCT
CAAGGGGAAATTCCAAACAGCAGCACAACGAGCAATGATGGACCAAGTGAGAGAAAGCCGGAATC
CTGGGAATGCTGAGATTGAGGATCTCATCTTCCTAGCACGGTCTGCTCTCATCCTGAGGGGATCAG
TGGCTCATAAGTCCTGCCTGCCTGCTTGTGTGTATGGACTTGCGGTGGCCAGTGGATACGACTTTG
AAAGAGAGGGATACTCCCTGGTCGGGATTGACCCCTTCCGTTTGCTCCAGAACAGTCAAGTCTTCA
GTCTCATCAGACCAAATGAAAACCCAGCACACAAAAGTCAACTGGTTTGGATGGCATGCCACTCTG
CTGCATTTGAAGATCTGAGGGTATCAAGCTTCATCAGAGGAACAAGAGTAGTCCCAAGAGGACAAC
TGTCCACCAGAGGAGTTCAAATTGCTTCAAATGAGAACATGGAGACAATGGACTCCAGTACTCTTGA
GCTAAGAAGCAGATACTGGGCTATAAGGACAAGGAGTGGAGGAAACACTAACCAACAGAGAGCAT
CTGCAGGGCAAATCAGCGTACAGCCCACATTCTCTGTACAGAGAAACCTCCCATTTGAGAGAGCAA
CCATCATGGCAGCATTTACAGGAAACACTGAAGGCAGAACTTCTGACATGAGGACTGAGATCATAA
GAATGATGGAAAATGCCAGACCTGAAGATGTGTCTTTCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAGCTCTCG
GACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCCTTTGACATGAGTAATGAAGGATCTTATTTCTTCG
GAGACAATGCAGAGGAGTATGACAATTAAAGAAAAATACCCTTGTTTCTACYCCGCATCAGGT
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Gen NA

>NA_377
TGATCTGGATACGCCAGCAAAAGCAGGAGTGAAAATGAATCCAAATCAGAAAATAATAAC
AATTGGCTCTGTCTCTCTGACCATTGCAACAGTATGTCTCCTCATGCAGATTGCCATCCT
AGCGACGACTGTGACATTGCATTTCAAGCAAAATGAATGCAGCATCCCCCCAAACAATCA
AGTGATGCCATGTGAACCAATCATAATAGAAAAGAACATAACAGAGATAGTGTATTTGAA
TAACACTACCATAGAAAAAGAAATTTGTCCTGAAGTACCAGAATACAGGAATTGGTCGAA
ACCGCAGTGTCAGATTACAGGGTTCGCTCCTTTCTCCAAGGACAACTCGATTCGGCTTTC
TGCTGGTGGGGACATTTGGGTAACAAGAGAACCTTATGTGTCATGCAGTCCCGGCAAATG
TTATCAGTTTGCACTTGGACAGGGGACCACGCTGAACAATAAACACTCAAACGGTACAAT
ACATGATAGGATCCCACACCGAACCCTTTTAATGAGTGAATTGGGTGTTCCGTTTCATTT
GGGAACCAAACAAGTGTGCATAGCATGGTCCAGCTCAAGTTGCCATGATGGGAAGGCATG
GTTGCATGTCTGTGTCACTGGGGATGATAGAAATGCAACTGCTAGTTTCATTTATGATGG
GATGCTTGTTGATAGTATTGGTTCATGGTCTCAAAATATCCTCAGGACTCAGGAGTCAGA
ATGTGTTTGCATCAATGGAACTTGTACAGTAGTAATGACTGATGGAAGTGCATCAGGAAG
GGCCGATACTAGAATACTATTCGTTAAAGAAGGGAAAATTATTCATATTAGCCCATTGTC
AGGAAGTGCTCAGCATATAGAGGAATGTTCCTGTTATCCCCGATATCCAGATGTTAGATG
TGTTTGCAGAGATAACTGGAAGGGCTCTAATAGACCCGTCATAGATATAAATATGGCAGA
TTACAGCATTGATTCCAGTTATGTATGTTCAGGGCTTGTTGGTGACACACCTAGGAATGA
TGATAGCTCTAGCAGCAGCAACTGCAGAGATCCTAACAATGAGAGAGGGAACCCAGGGGT
GAAAGGGTGGGCATTTGACAATGGGAATGATGTTTGGATGGGAAGAACAATCAGCAAAGA
TTCGCGCTCAGGTTATGAGACCTTCAGAGTCACCGATGGTTGGACCACGGCCAATTCTAA
GTCACAGGTCAATAGACAAATTATAGTTGACAATAATAACTGGTCCGGTTATTCTGGTAT
TTTCTCTGTTGAGGGCAAAAGCTGCATCAATAGGTGTTTTTATGTGGAGTTAATAAGAGG
GAGGCCACAGGAGACCAGGGTGTGGTGGACTTCGAATAGTATCGTCGTGTTTTGTGGTAC
TTCTGGTACTTATGGAACAGGCTCATGGCCTGATGGAGCGAATATCAACTTCATGCCTAT
ATAAGCTTTCGCAATTTTAGAAAAAACTCCTTGTTTCTACTCCGCATCAGGTC

Gen M

>M_377
GACCTGATGCGGAGTAGAAACAAGGTAGTTTTTTACTCCAGCTCTATGTTGACAAAATGA
CCATCGTCAACATCCACAGCACTCTGCTGTTCCTGCCGATATTCTTCCCTCATAGACTCA
GGCACTCCTTCCGTAGAAGGCCCTCTTTTCAAACCGTATTTAAGGCGACGATAAATGCAT
TTGAAGAAAAGACGATCAAGAATCCACAATATCAAGTGCAAGATCCCAATGATACTTGCG
GCAATAACGAGAGGATCACTTGAATCGCTGCATTTGCACTCCCATCCGTTTCTGGTAGGC
CTGCAAATTTTCAAGAAGATCATCTTTCAGACCAGCACTGGAGCTAGGATGAGTCCCAAT
GGTCCTCATTGCCTGCACCATCTGCCTAGCCTGACTAGCAACCTCCATAGCCTCTGCTGC
CTGCTCACTTGACCCTGCCATTTGCTCCATGGCCTTAGCTGTAGTACTGGCCAGTACCAT
CCTGTTTTCATGCCTGATTAGTGGATTGGTTGTTGTCACCATTTGTCTGTGAGACCGATG
CTGGGAATCAGCAATCTGCTCACACGTGGCACACACCAGGCCAAATGCCACTTCAGTGGT
CACAGTCCCCATCCTGTTGTATATGAGGCCCATGCAGCTGGCAAGTGCACCAGTTGAATA
ACTGAGTGCCACCTCTTTTGCCCCATGGAATGTTATTTCCCTCTTGAGCTTCCTGTACAG
TTTGACTGCTCTGTCCATGTTGTTTGGATCCCCATTCCCATTAAGGGCATTTTGGACAAA
GCGTCTACGCTGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACGGTGAGCGTGAACACAAATCCTAAAAT
CCCCTTAGTCAGAGGTGACAGGATTGGTCTTGTCTTTAGCCATTCCATGAGCGCCTCAAG
ATCGGTGTTTTTCCCTGCAAACACATCTTCAAGTCTCTGCGCGATCTCGGCTTTGAGGGG
CCTGACGGGACGATAGAGAGAACGTACGTTTCGACCTCGGTTAGAAGACTCATCTTTCAA
TATCTACCTGCTTTCGCTGGCGTATCCAG
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Gen NS

>NS_377
GACCTGATGCGGAGTAGAAACAAGGGTGTTTTTTAGTACTAAATAAGCTGAAAAGAGAAT
GTCCTTATCTCACTCTCAACTTCAAGTAAGAGTTGCAATGCCTGTAGGAACGTTATCTGC
TCGAAGCTGTTCTCAGTTTTGGTTAATATGTTTCTGCATTCTGCAATTAACCATCTGATC
TCCTCAAACTTCTGACTCAATTCTTCTCGCCATGTAGCGTTTCTGCTTTGGAGGGAGTGG
AGGTCCCCCATTCTCATCACGGACTCCCCAAGCGAATCTCTGTATATTTTCAGACGCTCG
AATTGAGTTATCATTCCATTCAAGTCCACCGATGAGGATTCCAATTGCATTTTTGACATC
CTCTGTAGAATGTCCTGGCATGGAAGGAATGGGAGATATTTCAGCTACAATGGCGCCATC
GTCTGTGAAAGCCCTCAGTGAGACTAATGTCTCCAGTTGATCAAATAGGACAGAGAAGTT
CGCCTTAAGTATTATTCTCTTGTCCATAATGGCCTGATCCATCTTCACCATCAGGCCCCC
TGTTATTTTCTGCCTTGGCATGAGCATGTACCATTCCCTGCTTATTTCCTCTATGCTCAT
ATCGGTAATGTACCGAGGAGCAGGGCTGGATGCAATGGCAATTTTGAGATTTTCATCCGT
TTCGCTCTTTAAGATGTCTTCAACAATCTTTTTGCCTTCCATCGTGGCCACTCGCAGGTC
GAGTCCAAGTGTGCTGCCTCTTCCCTTTAATGCCTTTTGATCTCTTCTGAGTCTATCATC
AAAGGGAGCATCACACATGTCTCTCATGCTGAGCAGCTTTCTTATGTGCCATAAATAGCA
ATCTACCTGAAACGAGGTTATCGTGTTGGAATCCATTATGTTTTTGTCACCCTGCTTTTG
CTGGCGTATCCAGATCA
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Anexo 2. Arboles filogenéticos de los VIA aislados en ocho muestras de patos
migratorios

Figura 6. Arboles filogenéticos de los VIA H5N2 relacionados con subtipos
porcinos y aviares.

GU052763.2 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/22019-853/1996(H5N2))
90 AY573917.1 Influenza A virus (A/chicken/Taiwan/1209/03(H5N2))
L AB507264.1 Influenza A virus (A/chicken/Taiwan/A703-1/2008(H5N2))
CY006040.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2))
F GU052682.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2))
r GU052659.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2))
FJ610108.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2))
66 r AB558474.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2))
1] L U79448.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/7653-20/95(H5N2))
44 8pa GU052651.1 Influenza A virus (A/chicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5N2))
— GU186565.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-3/1984(H5N2))
@ HA 507 H5N2
84| @ HABOHS5N2
4 KU141372.1 Influenza A virus (A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2))
® HAB13H5N2
100 GU052675.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/28159-474/1995(H5N2))
L CY014717.1 Influenza A virus (A/chicken/Chis/15224/1997(H5N2))
64 — AB558473.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/8623-607/1994(H5N2))
FJ610094.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2))
GU052667.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2))
GU052588.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/37821-771/1996(H5N2))
86 - GU186573.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2))
GU052690.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/28159-541/1995(H5N2))
98, CY081356.1 Influenza A virus (A/mallard/Ohio/556/1987(mixed))
U67783.2 Influenza A virus (A/mallard/Ohio/556/1987(HSNS))
CY011248.1 Influenza A virus (A/wigeon/Ohio/379/1988(H5N2))
CY178647.1 Influenza A virus (A/mallard/Saskatchewan/17/1981(H5N2))
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Figura 6 A. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen HA
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra
507) y Spatula clypeata (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El andlisis involucrd 25 secuencias de nucleétidos. La secuencia identificada
en este estudio est4 indicada con los circulos negros.
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@ NA 507 H5N2
62 @ NA 80 H5N2
&0 @ NAG13 H5N2
KU141374.1 Influenza A virus (A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2))
GU186589.1 Influenza A virus (A/chicken/Vera Cruz/28159-398/1985(H5N2))
621 GU052700.1 Influenza A virus (A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2))
AY497128.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/232/94 (H5N2))
CY005833.1 Influenza A virus (Alchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2))
AY573918.1 Influenza A virus (A/chicken/Taiwan/1209/03(H5N2))
{ DQ432693.1 Influenza A virus (A/chicken/Taiwan/CES/2004)
FJ810103.1 I?ffgluenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2))
GU186567.1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31381-3/1994(HEN2))
g4, CY015098.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2))
66 FJB10117.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2))
% FJ610077.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2))
— AJ574901.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/7653-20/95 (H5N2))
60 L GU052765.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/22019-853/1996(H5N2))

96| FJ610110.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2))
L FJ610071.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2))
| ——— FJ&10089.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2))
— |gnp——— FJB10085.1 Influenza A virus (Afchicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2))

84 FJ610059.1 Influenza A virus (A/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2))

GU052598.1 Influenza A virus (A/chicken/Chiapas/15406/1997(H5N2))
GU186552.1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31381-6/1994(H5N2))

GU186575.1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2))
‘ AY497121.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-7/94 (H5N2))
100 L GU186546.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/15407/1997(H5N2))

100
‘ GU052669.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2))
‘ AY497122.1 Influenza A virus (A/Chicken/Puebla/8623-807/94(H5N2))
100' FJB10096.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2))
—_—

0.0020

Figura 6 B. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen NA
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra
507) y Spatula clypeata (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron bisquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé6 el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El andlisis involucrd 25 secuencias de nucledtidos. La secuencia identificada
en este estudio esté indicada con los circulos negros.
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@ PB2613 H5N2
62| @ PB2 80 H5N2
KU141369.1 Influenza A virus (A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(HEN2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
@ PB2 507 H5N2
GU186593.1 Influenza A virus (A/chicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
GU052689.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
(GU052705.1 Influenza A virus (A/chicken/Morales/28159-538/1995(HAN2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
76 ' CY005838.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2)) segment 1 complete sequence
GU052666.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
FJ610107.1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
GU186572.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (FB2) gene complete cds
96 | GU052658 1 Influenza A virus (Alchicken/Guanajuato/28159-546/1995(HSN2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
FJB10063.1 Influenza A virus (A/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
FJ610069.1 Influenza A virus (A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
98 FJE10115.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(HSN2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
FJB10075.1 Influenza A virus (Alchicken/Jalisco/28159-800/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
FJ610093 1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-460/1985(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
FJ610121.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
FJE10081.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
GU052770.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/22019-853/1996(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
CY015103.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(HEN2)) segment 1 complete sequence
GU052681.1 Influenza A virus (Alchicken/Puebla/28159-474/1995(HEN2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
(GU186556.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-8/1994(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

GU052697 1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/28158-541/1995(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
_{ GU186544.1 Influenza A virus (Alchicken/Puebla/14585-622/1994(H5N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
| CY081379.1 Influenza A virus (A/black duck/Ohio/195/1990(mixed)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
- I CY021668.1 Influenza A virus (A/mallard/Chio/173/1990(H11N3)) segment 1 complete sequence

0.00z0

Figura 6 C. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen PB2
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra
507) y Spatula clypeata (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron basquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El analisis involucrd 25 secuencias de nucleétidos. La secuencia identificada
en este estudio esté indicada con los circulos negros.
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@ PB1613H5N2
s | @ PB180H5N2
KU141370.1 Influenza A virus (A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
@ PB1 507 H5N2
GU052704.1 Influenza A virus (A/chicken/Morales/28159-538/1995(HaN2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
CY005837.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2)) segment 2 complete sequence
(GU052688.1 Influenza A virus (Alchicken/Hidalgo/28159-232/1995(HEN2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
(GU186592 1 Influenza A virus (A/chicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
72 [ GU052665.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-991/1894(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
FJE10108.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

CY015102.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2)) segment 2 complete sequence
GU052769.1 Influenza A virus (Afchicken/Queretero/22019-853/1996(HaN2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
FJG10080.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/7653-20/1995(HAN2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
FJG10120.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
FJ610068.1 Influenza A virus (A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
36 FJ610114.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
FJ&10074.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
FJB10092.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
(GU052657.1 Influenza A virus (A/chicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
FJG10062.1 Influenza A virus (Afchicken/Guanajuato/28159-331/1995(HAN2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
@ GU052602.1 Influenza A virus (Afchicken/Chiapas/15406/1997(HAN2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds

(GU186571.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds

’7 GU186555.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-6/1994(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
GU052680.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/28159-474/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds

GU186579.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
FJ&10086.1 Influenza A virus (A/chicken/Chiapas/28159-488/1995(H5N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and putative PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete
CY004890.1 Influenza A virus (A/blue-winged teal/ALB/67/1990(H4N5)) segment 2 complete sequence
CY102186.1 Influenza A virus (Allesser scaup/Alberta/206/1995(H3N8)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY102250.1 Influenza A virus (A/mallard/Alberta/117/1997(H3N8)) palymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
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Figura 6 D. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méxima verosimilitud del gen PB1
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra
507) y Spatula clypeata (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron bisquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utiliz6 el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El andlisis involucrd 25 secuencias de nucledtidos. La secuencia identificada
en este estudio esté indicada con los circulos negros.
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CY014934.1 Influenza A virus (A/mallard duck/New York/194/1982(H4N8)) segment 3 complete sequence
GU186578.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
(GU052695.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/28159-541/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
GU186554.1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31381-6/1994(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
GU052679.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/28159-474/1995(HBN2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
; FJB10099.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/14587-844/1994(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
@ PAS507 H5N2
@ PABS0HEN2
CY005836.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2)) segment 3 complete sequence
KU141371.1 Influenza A virus (A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
GU186591.1 Influenza A virus (A/chicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
GU052703.1 Influenza A virus (A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
@ PAG13 HEN2
AF098612.1 Influenza A virus (A/Chicken/Hidalgo/26654-1368/94 (HSN2)) PA protein (PA) gene complete cds
r FJB10105.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
0 (GU186570.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
— GU052664.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
100 - FJE10113.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
FJB10073.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/28159-800/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
FJ610091.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
FJ610067.1 Influenza A virus (A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
m 100 CY015101.1 Influenza A virus (Alchicken/Queretaro/14588-19/1995(HEN2)) segment 3 complete sequence
190 11 FJ610118.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
FJ610079.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
(GU052656.1 Influenza A virus (Alchicken/Guanajuato/28159-546/1995(HON2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
FJ610061.1 Influenza A virus (A/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
GU052723.1 Influenza A virus (A/chicken/Vera Cruz/232-6169/1998(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
GU052601.1 Influenza A virus (A/chicken/Chiapas/15406/1997 (HSN2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
GU052717 1 Influenza A virus (A/chicken/Morales/227-4353/1998(H5N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
(GU052737 1 Influenza A virus (Afchicken/Jalisco/228-4471/1998(HBN2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
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Figura 6 E. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen PA
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra
507) y Spatula clypeata (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron bisquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El andlisis involucrd 25 secuencias de nucledtidos. La secuencia identificada
en este estudio esté indicada con los circulos negros.
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1‘: (GU052662 1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31381-891/1894(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
FJ610104.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
— GU186568.1 Influenza A virus (Afchicken/Mexico/31381-3/1894(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
(GU052654.1 Influenza A virus (A/chicken/Guanajuato/28158-546/1995(H5N2)) segment & nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
FJ610060.1 Influenza A virus (A/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
i GU052766.1 Influenza A virus (A/lchicken/Queretero/22019-853/1996(H5N2)) segment 5 nucleacapsid protein (NP) gene complete cds
FJ610118.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
a8 CY015099.1 Influenza A virus (Alchicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2)) segment 5 complete sequence
B2 FJ610078.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
FJ610066.1 Influenza A virus (A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2)) segment 5 nucleccapsid protein (NP) gene complete cds
FJ610090.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
FJ610111.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
- FJ610072.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/28159-600/1895(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
—— GU186553.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-8/1994(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
| CY014578.1 Influenza A virus (A/mallard/Alberta/129/1991(H3NE)) segment 5 complete sequence
I ©Y101774.1 Influenza A virus (A/mallard/Alberta/129/1991(H3N6)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
62 | GUDS2670.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/14586-654/1894(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

98
E GU186541.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/145685-622/1894(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
FJB10097.1 Influenza A virus (A/chicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

100

@ NP 613 HEN2
@ NP 80 H5N2
KU141373.1 Influenza A virus (A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY005834.1 Influenza A virus {A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2)) segment 5 complete sequence
(GU186590.1 Influenza A virus (A/chicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
— GU052701.1 Influenza A virus (A/chicken/Morales/28159-538/1995(HAN2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
@ NP 507 H5N2
AF098624.1 Influenza A virus (A/Chicken/Hidalgo/26654-1368/94 (H5N2)) nuclecprotein (NP) gene complete cds

CY005841 1 Influenza A virus (Alchicken/Chis/15224/1997(H5N2)) segment 5 complete sequence

- GU052728 1 Influenza A virus (A/chicken/Tabasco/234-8289/1998(H5N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene

0.0020

Figura 6 F. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen NP
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra
507) y Spatula clypeata (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron basquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El analisis involucrd 25 secuencias de nucleétidos. La secuencia identificada

en este estudio esté indicada con los circulos negros.
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@ 11507 HEN2

@ 1180 H5N2

KU141375.1 Influenza A virus (Alswine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

82| CY005832.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(HAN2)) segment 7 complete sequence

(L)186588.1 Influenza A virus (A/chicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
GU052699.1 Influenza A virus (A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

@ 1613 HEN2

AY497136.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/232/94 (H5N2)) membrane protein (M) gene complete cds

62 FJ610102.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-2/1994(HBN2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

GU052660.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
(GU186566.1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
GU186551.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-6/1994(HAN2)) segment T matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

% GU052691.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/28159-541/1995(HAN2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete
—— CY015097.1 Influenza A virus (A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2)) segment 7 complete sequence

FJB10070.1 Influenza A virus (Afchicken/Jalisco/28159-600/1995(HEN2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
FJ610088.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(HEN2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
— FJB10064.1 Influenza A virus (A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
FJ610109.1 Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

GU186574.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexicof31381-7/1994(HAN2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
AF073205.1 Influenza A virus (A/Chicken/Mexico/31382-7/94 (HSN2NSB)) matrix protein 1 (M1) and matrix protein 2 (M2) genes complete cds
AY633341.1 Influenza A virus (A/pintail/Alberta/156/97(H3N8)) matrix protein (M) gene complete cds
CY101135.1 Influenza A virus (A/mallard/Alberta/107/1991(mixed)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

CY004926.1 Influenza A virus (A/mallard/ALB/47/1998(H4N1)) segment 7 complete sequence
AYB64432.1 Influenza A virus (A/mallard/Alberta/l14/97 (H3N8)) nonfunctional matrix protein mRNA partial sequence
AY300965.2 Influenza A virus (A/Duck/NJ/117228-7/2001(H5N2)) membrane protein (M) gene complete cds
— CY004532 1 Influenza A virus (A/mallard duck/ALB/322/11988(H1N1)) segment 7 complete sequence
72 CY004693.1 Influenza A virus (A/mallard/ALB/118/1995(H3N5)) segment 7 complete sequence
el

100

8 CY014727.1 Influenza A virus (A/duck/Minnesota/1525/1981(H5N1)) segment 7 complete sequence

CY005232.1 Influenza A virus (A/mallard/ALB/196/1996(H10NT)) segment 7 complete sequence

P CY004997 1 Influenza A virus (A/mallard duck/ALB/7/1987(H8N4)) segment 7 complete sequence
_: CY005351.1 Influenza A virus (Algreen-winged teal/ALB/199/1991(H12N5)) segment 7 complete sequence

56

0.0020

Figura 6 G. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen M
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra
507) y Spatula clypeata (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima
Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utiliz6 el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El andlisis involucr6 25 secuencias de nucleétidos. La secuencia identificada
en este estudio est4 indicada con los circulos negros.
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40

@ NS 507 HaN2
KU141376.1 Influenza A virus (A/swineMexico/GtoDMZC02/2014(H5N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY005835.1 Influenza A virus (Afchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2)) segment 8 complete sequence
GU052686 1 Influenza A virus (Alchicken/Hidalgo/28159-232/1395(H5N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
AY497158.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159-232/95 (HSN2)) nonstructural protein 2 and nonstructural protein 1 genes complete cds
@ NS 80 HaN2
- AY497157 1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/31382-1/94 (H5N2)) nonstructural protein 2 and nonstructural protein 1 genes complete cds
AY497191.1 Influenza A virus (Alchicken/Mexico/232/94 (HEN2)) nonstructural protein 2 and nonstructural protein 1 genes complete cds
AY497150.1 Influenza A virus (A/chicken/Quaretaro/26654-1373/94 (H5N2)) nonstructural protein 2 and nonstructural protein 1 genes complete cds
U85386.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/26654-1368/1994(H5)) nonstructural protein 2 (NS2) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
AY497160.1 Influenza A virus (A/chicken/VeraCruz/28159-398/35 (H5N2)) nonstructural protein 2 and nonstructural protein 1 genes complete cds

U85387.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-1/1994(H5)) nonstructural protein 2 (NS2) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
AF001408.1 Influenza A virus (A/Chicken/Mexico/31381-4/94 (H5N2)) nonstructural proteins NS1 and NS2 (NS) gene complete cds

ks

0.020

GU052663.1 Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-991/1994(HN2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

CY122385 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qra35/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY122408 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY122337 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
{K}(BEMBBJ Influenza A virus (Aturkey/OH/313053 CIP046 RGJS54/2004(H3N2)) clone JS54 S15 segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes

FJ410144.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1145/2007(H3N2)) segment 8 complete sequence
DQ150429.2 Influenza A virus (A/swine/MI/PU243/04 (H3N1)) nonstructural protein (NS1) gene complete cds

CY157659.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/SG1170/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

CY157683.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/SG1178/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

DQ150437.2 Influenza A virus (A/swine/IN/PUS42/04 (H3N1)) nonstructural protein (NS1) gene complete cds

CY153561 1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/SG1177/2003(H1IN1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

KJ764759.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/GNOSK1/2005(H1N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
@ NSE13H5N2

CY122345.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
AF342817 1 Influenza A virus (AWisconsin/10/98 (H1N1)) nonstructural protein 1 and nonstructural protein 2 genes complete cds
CY095679.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

CY099195.1 Influenza A virus (A/swine/llinois/SG1141/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

Figura 6 H. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen NS
de los VIA H5N2 aislados a partir de Anas crecca (muestra 80), Spatula discors (muestra

507) y Spatula clypeat

a (muestra 613). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima

Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron bisquedas con el método heuristico Subtree
Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con
1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra
al lado de los brazos. El analisis involucrd 25 secuencias de nucledtidos. La secuencia identificada
en este estudio estd indicada con los circulos negros.
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Figura 7. Arboles filogenéticos de los VIA H3N2 relacionados con subtipos
porcinos.

EU798792.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CAS09/2006(H3N2))
100 ’7 EU798790.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CAND4/2005(H3N2))
EU798791.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CAS07/2005(H3N2))
HM765432.1 Influenza A virus (A/swine/Heilongjiang/10/2007(H3N2))

100 |

A HA 478 H3N2
A HA 485 H3N2
2 A HA 458 H3N2
CY122349.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2))
A HA 169 H3N2
CY122341.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2))
CY095675.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2))
94| — MG870262.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2))
MK156668.1 Influenza A virus (A/swine/Alabama/A02267936/2018(H3N2))
MH814933.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785592/2018(H3N2))
B0 —— MKO71676.1 Influenza A virus (A/swine/Missouri/A02257614/2018(H3N2))
'— MH345756.1 Influenza A virus (A/swine/Tennessee/A02157798/2018(H3N2))
AF251427.2 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/593/99 (H3N2))
AF251403.1 Influenza A virus (A/Swine/Nebraska/209/98 (H3N2))
ﬂ{ AF251419.1 Influenza A virus (A/Swine/lowa/569/89 (H3N2))
CY114173.1 Influenza A virus (A/Finland/339/1995(H3N2))
— CY112813.1 Influenza A virus (A/Victoria/75/1995(H3N2))
— CY114181.1 Influenza A virus (A/Finland/381/1995(H3N2))
B2, CY011464.1 Influenza A virus (A/New York/641/1996(H3N2))
i CY011432.1 Influenza A virus (A/New York/624/1996(H3N2))
9 CY012216.1 Influenza A virus (A/New York/639/1995(H3N2))
B0 CY010644.1 Influenza A virus (A/New York/610/1995(H3N2))
4‘— CY011808.1 Influenza A virus (A/New York/647/1995(H3N2))

96
AF017272.2 Influenza A virus (A/Vienna/47/96V(H3N2)) hemagglutinin (HA)
LE CY002272.1 Influenza A virus (A/Memphis/24/1995(H3N2))
64 CY114197.1 Influenza A virus (A/Hong Kong/3/1995(H3N2))

100

6

94

100

100

0.0080

Figura 7 A. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen HA
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los
brazos. El andlisis involucrd 25 secuencias de nucleétidos. Las secuencias identificadas en este
estudio estén indicadas con triangulos color negro.
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A NA 478 H3N2
A NA 456 H3N2
A NA 465 H3N2
CY122343.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2))
A NA 169 H3N2
CY095677.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1988(H3N2))
MK024152.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785613/2018(H1N2))
MK156629.1 Influenza A virus (A/swine/lllinois/A02267935/2018(H1N2))
MG870263.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2))
100 —— MH345757.1 Influenza A virus (A/swine/Tennessee/A02157798/2018(H3N2))
MH445471.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/A01785535/2018(H3N2))
g4 —— MHB08114.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785557/2018(H1N2))
MG930939.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/A01785423/2018(H3N2))
MH814934.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785592/2018(H3N2))
MKQO71677.1 Influenza A virus (A/swine/Missouri/A02257614/2018(H3N2))
MH976804.1 Influenza A virus (A/swine/Michigan/AD1678583/2018(H3N2))
AY038015.1 Influenza A virus (A/Turkey/MO/24083/99(H1N2))
AF251428.2 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/593/99 (H3N2))
—_ AF251404 1 Influsnza A virus (A/Swine/Nebraska/209/98 (H3N2))
CY114263.1 Inﬁgenza A virus (A/Hong Kong/358/1996(H3N2))
EU857130.1 Influenza A virus (A/Hong Kong/CUHK12626/1997(H3N2))
96— EU857201.1 Influenza A virus (A/Hong Kong/CUHK22013/1997(H3N2))
EU857295.1 Influenza A virus (A/Hong Kong/CUHK4529/1997(H3N2))

—— EU857298.1 Influenza A virus (A/Hong Kong/CUHK4803/1997(H3N2))

60 AF533995.1 Influenza A virus (A/Buenos Aires/4459/96(H3N2))
—‘i AF533997.1 Influenza A virus (A/Buenos Aires/4634/96(H3N2))
52 AF533998.1 Influenza A virus (A/Buenos Aires/32/96(H3N2))

EU857174.1 Influenza A virus (A/Hong Kong/CUHK20213/1997(H3N2))
CY118452.1 Influenza A virus (A/Malaysia/10360/1996(H3N2))

0.0020

Figura 7 B. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen NA
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los
brazos. El andlisis involucrdé 25 secuencias de nucledtidos. Las secuencias identificadas en este
estudio estén indicadas con triangulos color negro.
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CY122386.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ner29/2010(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
100 ‘ CY122354 .2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) pelymerase PB2 (PB2) gene complete cds
(
(

56 ‘ CY122401 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ner37/2010(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
0 CY122378.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qro35/2010(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

EF551050.1 Influenza A virus {A/swine/North Carolina/2003(H3N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
CY157622.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/00153/2003(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
CY098465.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1192/2001(H1N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

A PB2478 H3N2

A PB2 465 H3N2

A PB2 456 H3N2

CY122346.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

CY122338.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

CY122382 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

A PB2 169 H3N2

CY095672 1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

33— MKO038743.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02254795/2018(H1N1)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

MH707498.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

B MH992370.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/A01785571/2018(H1N1)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

CY098473.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/47834/2000(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

] AF251426.2 Influenza A virus (A/Swine/lowa/569/99 (H3N2)) PB2 polymerase subunit (PB2) gene complete cds

& —mu{ AF251434 1 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/593/99 (H3N2)) PB2 polymerase subunit (PB2) gene complete cds
AF251410.2 Influenza A virus (A/Swine/Nebraska/208/98 (H3N2)) PB2 polymerase subunit (PB2) gene complete cds

AF250131.1 Influenza A virus (A/Swine/indiana/9K035/99 (H1N2)) polymerase subunit PB2 (PB2) gene complete cds

4|— AF455736.1 Influenza A virus (A/Swine/indiana/P12439/00 (H1N2)) polymerase subunit (PB2) gene complete cds

45
7l AY233387 2 Influenza A virus (A/duck/NC/91347/01(H1N2)) polymerase subunit PB2 (PB2) gene complete cds
4‘—,— AF455732 1 Influenza A virus (A/Swine/North Carolina/98225/01(H1N2)) polymerase subunit (PB2) gene complete cds
AF455733.1 Influenza A virus (A/Swine/North Carolina/93523/01 (H1N2)) polymerase subunit (PB2) gene complete cds

73
{ CY085619.1 Influenza A virus (A/swine/Hong Kong/NS30/2004(H1N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
(GQ229313.1 Influenza A virus (A/swine/Hong Kong/78/2003(H1N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene partial cds

100

3

Figura 7 C. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méxima verosimilitud del gen PB2
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los
brazos. El andlisis involucrd 25 secuencias de nucledtidos. Las secuencias identificadas en este
estudio estan indicadas con triangulos color negro.
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A PB1169 H3N2

A PB1465HaN2

6| A PB1456 H3N2

CY122347 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

CY122339.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

A PB1478 H3N2

AF342823.1 Influenza A virus (A/Wisconsin/10/98 (H1N1)) PB1 gene complete cds

CY157653 1 Influenza A virus (A/swine/Kentucky/SG1167/2003(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and putative PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cd:
CY122387 .2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver28/2010(H1N1)) palymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY122371 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qro32/2010(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY122355.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

4 CY159135.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/00188/2003(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY0895673.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

MH707499.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

MH707517 1 Influenza A virus (A/swine/South Dakota/A02156993/2018(H1N1)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MK039744.1 Influenza A virus (A/swineflowa/A02254795/2018(H1N1)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

MH816797 1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01 785575/2018(H1N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

MK129481.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/AQ1785608/2018(H1N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

w8 MK185280.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785613/2018(H1N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MK039750.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785592/2018(H3N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

CY099101.1 Influenza A virus (A/swine/lllinois/02064/2008(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
AF455727 1 Influenza A virus (A/Swine/lowa/930/01(H1N2)) polymerase subunit (PB1) gene complete cds

T4

84
1] AF251405.1 Influenza A virus (A/Swine/Nebraska/209/98 (H3N2)) PB1 polymerase subunit (PB1) gene complete cds

AF250130.1 Influenza A virus (A/Swine/Indiana/9K035/99 (H1N2)) polymerase subunit PB1 (PB1) gene complete cds

66 CY098474.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/47834/2000(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
“ GU051894 1 Influenza A virus (Afequine/North Carolina/152429/2002(H3N8)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) gene complete cds
AY233388.1 Influenza A virus (A/duck/NC/91347/01(H1N2)) polymerase subunit PB1 (PB1) gene complete cds
CY098466.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1 192/2001(H1N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
— CY098490.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesotal5763/2003(H1N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

L ©v159584.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/SG1180/2003(H1N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

100

Figura 7 D. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méxima verosimilitud del gen PB1
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utiliz6 el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los
brazos. El andlisis involucr6 25 secuencias de nucledtidos. Las secuencias aisladas en este estudio
estan indicadas con triangulos color negro.
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KX859434.1 Influenza A virus (Alturkey/OH/313053 CIP046 RGJST2/2004(H3N2)) clone JS72 S$18 segment 3 polymerase PA
AF250129.1 Influenza A virus (A/Swine/Indiana/9K035/99 (H1N2)) polymerase acidic protein 2 (PA) gene complete cds
A PA169 HINZ2
A PA 465 HIN2
A PA 456 H3N2
100 | | CY122364.2 Influenza A virus (Alswine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds
i A PA4T8 HIN2
W CY122340.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds
KR701900.1 Influenza A virus (A/swine/MNorth Carolina/01559/2007(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
CY098467.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1192/2001(H1N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds
CY095674.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds
— MH707500.1 Influenza A virus (A/swineflowalA02139351/2018(H3N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes partial cds
— MH707518.1 Influenza A virus (A/swine/South Dakota/A02156993/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes partial cds
MK039745.1 Influenza A virus (A/swinellowa/A02254795/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
— MH707512.1 Influenza A virus (A/swine/llinois/A02157797/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
—— | MH992372.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/A01785571/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
L MHB16738.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahomal/AD1785573/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
MH992282 1 Influenza A virus (A/swine/lowalAD2154766/2018(H3N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
MH992360.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/AD1785557/2018(H1N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
H MK185281.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785613/2018(H1N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
AED MK129482 1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/AD1785608/2018(H1N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
MHB816798.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785575/2018(H1N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds

w
5]
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7 I—i AY233389.1 Influenza A virus (A/duck/NC/91347/01(H1N2)) acidic protein 2 (PA) gene complete cds
AF251409.1 Influenza A virus (A/Swine/Nebraska/209/98 (H3N2)) polymerase acidic protein 2 (PA) gene complete cds
- CY122356 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds
—)» CY122395.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver31/2010(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds
CY122332 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds

o7 _,7 EF551052.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/2003(H3N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
CY099196.1 Influenza A virus (A/swine/lllinois/SG1141/2003(H1N1})) polymerase PA (PA) gene complete cds

Figura 7 E. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen PA
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utiliz6 el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los
brazos. El andlisis involucré 25 secuencias de nucledtidos. Las secuencias aisladas en este estudio
estan indicadas con triangulos color negro.
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98 | EUT98853.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CY04/2007(H3N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
“ EU798856.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CY09/2007(H3N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
kii}

6Q229366.1 Influenza A virus (A/swine/Hong Kong/NS623/2002(H1N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete
AF342819 1 Influenza A virus (A/Wisconsin/10/98 (H1N1)) nucleoprotein gene complete cds

MH816739.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/A01785573/2018(H1N1)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
——— MK039746.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02254795/2018(H1N1)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
— MH707507 1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/A02157974/2018(H1N1)) segment 5 nucleocapsid protein (NF) gene complete cds
— MH892373.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/AQ01785571/2018(H1N1)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY095676.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

MH707501.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

CY098477 1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/47834/2000(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

A NP 169 H3N2
A NP 485 HaN2

6| A& NP 456 HaN2

CY122342.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

CY122350.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
A NP 4TS HIN2

4

CY122334.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

( N
. CY122374.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qro32/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY122390.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY122358.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY122397.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver31/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

EUT798849.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CAS05/2004(H3N2)) segment & nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

CY098469.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1192/2001(H1N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
AF251415.2 Influenza A virus (A/Swine/lowa/533/99 (H3N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds
AF455704.1 Influenza A virus (A/Swine/Indiana/P12439/00 (H1N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds

AF455702.1 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/55551/2000(H1N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
[ AF455706.1 Influenza A virus (A/Swine/lllinois/100084/01 (H1N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds

0.0020

w L — AF455705.1 Influenza A virus (A/Swine/lllinois/100085A/01 (H1N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

Figura 7 F. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen NP
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utiliz6 el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los

brazos. El analisis involucré 25 secuencias de nucleétidos. Las secuencias aisladas en este estudio
estan indicadas con tridngulos color negro.
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A NP 478 H3N2

A VP 465 HaN2

A VP 456 H3N2

CY122344 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

A NP 169 HIN2
AF251414.1 Influenza A virus (A/Swineflowa/533/99 (H3N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
AF251422 1 Influenza A virus (A/Swineflowa/569/99 (H3N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
AF251430.1 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/593/99 (H3N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
MH707508.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/A02157974/2018(H1N1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
MH707502 1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
CY095678.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
KR859479.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/00104/2003(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (1) genes complete cds
CY157616.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/00153/2003(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
CY157582 1 Influenza A virus (A/swine/New Mexico/SG1158/2003(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
— CY159622 1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00376/2004(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
80 CY157704.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/SG1186/2004(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

a0 4‘5 CY159258.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00867/2005(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
100 KR859377 .1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00519/2005(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
KR859497 1 Influenza A virus (A/swine/Colorado/00294/2004(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
CY159492 1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/00234/2003(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
54 KRO074372.1 Influenza A virus (A/swine/Missouri/00964/2005(H1N1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
AF251406.1 Influenza A virus (A/Swine/Nebraska/209/98 (H3N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
,7 CY099192.1 Influenza A virus (A/swine/llinois/SG1141/2003(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
- CY098519.1 Influenza A virus (A/swine/Morth Carolina/18161/2002(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

@
2

=)
a2

00

AY2333921 Influenza A virus (Alduck/NC/91347/01(H1N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
EU743160.1 Influenza A virus (Aturkey/IA/21089-3/1992(H1N1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
82 | CY035071.1 Influenza A virus (A/swine/Memphis/1/1990(H1N1)) segment 7 complete sequence
CY028781.1 Influenza A virus (A/swine/California/T9001707/1991(H1N1)) segment 7 complete sequence
EU743152.1 Influenza A virus (Aturkey/IAM10271-3/1990(H1N1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
CY014762 1 Influenza A virus (Aturkey/Minnesota/12537/1989(H1N1)) segment 7 complete sequence

a8
92

n.00z0

Figura 7 G. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen M
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron blsquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los
brazos. El andlisis involucr6 25 secuencias de nucledtidos. Las secuencias aisladas en este estudio
estan indicadas con tridngulos color negro.
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A NS 478 HaN2
A NS 485 HaM2
A NS 456 HaN2
CY122345.2 Influenza A virus (Alswine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
A NS 169 HaN2
— AF342817.1 Influenza A virus (A/Wisconsin/10/98 (H1N1)) nonstructural protein 1 and nonstructural protein 2 genes complete cds

JX138521.1 Influenza A virus (Afswine/Hubei/02/2008(H1N1)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

AF153263.1 Influenza A virus (A/Swine/lowa/8548-1/98) segment 8 NS1 and NS2 genes complete cds
€0 AF153262.1 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/9088-2/98 (H3N2)) segment 8 NS1 and NS2 genes complete cds
454'7 CY099195.1 Influenza A virus (A/swine/llinois/SG1141/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY158821.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/00116/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
- CY122385.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qro35/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
4‘» CY122408.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY122337 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
Ij CY157619.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/00153/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY157595.1 Influenza A virus (A/swine/Mew Mexico/SG1158/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
DQ150429.2 Influenza A virus (A/swine/MIIPU243/04 (H3N1)) nonstructural protein (NS1) gene complete cds
FJ410144.1 Influenza A virus (A'swine/Minnesota/1145/2007(H3N2)) segment 8 complete sequence

CY095679.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

98

KX571158.1 Influenza A virus (A/swine/Quebec/1709376/2015(H1N1)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

KU976872.1 Influenza A virus (A/swine/Mexico/AVX20/2012 (H3)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY157659.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/SG1170/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY159189.1 Influenza A virus (Afswine/North Carolina/SG1462/2004(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY157683.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/SG1178/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
DQ150437 2 Influenza A virus (A/swine/IN/PU542/04 (H3N1)) nonstructural protein (NS1) gene complete cds
—— CY159561.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/SG1177/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
42— GU135977.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/HO3UWF2/2003(H1N1)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nenstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
KJ764759 1 Influenza A virus (A/swine/Korea/GNOSK1/2005(H1N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
EF551049.1 Influenza A virus (Afturkey/lilinois/2004(H3N2)) nonstructural protein 2 (NS2) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY159101.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/00186/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

0.0050

Figura 7 F. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen NS
de los VIA H3N2 aislados a partir de Anas crecca (muestras 169, 456, 465) y Spatula
discors (muestra 478). Andlisis filogenético molecular por el método de Maxima Verosimilitud
basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el método heuristico Subtree Pruning &
Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el método de Booststrap, con 1000 réplicas.
El porcentaje de los arboles en los cuales los genes asociados se agrupan se muestra al lado de los
brazos. El analisis involucré 25 secuencias de nucleétidos Las secuencias aisladas en este estudio
estan indicadas con triangulos color negro.
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Figura 8. Arboles filogenéticos del VIA HIN1 relacionado con subtipos
porcinos.

Il HA 322 H1N1
100 | CY122389.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1N1))
CY122404.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1))
CY122357.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1))

,7 CY157631.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00195/2003(H1N1))

[] CY157711.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/SG1188/2004(H1N1))

100 a0 CY157623.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/SG1162/2003(H1N1))
L KR074369.1 Influenza A virus (A/swine/Missouri/00564/2005(H1N1))

CY159137.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00244/2004(H1N1))

100 4& CY159613.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/SG1187/2004(H1N1))

100 1cy158833.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/SG1187/2004(H1N1))
2AF2501 24.1 Influenza A virus (A/Swine/Indiana/9K035/99 (H1N2))
100 | AY080047.1 Influenza A virus (A/SW/MN/23124-T/01(H1N2))
AY060048.1 Influenza A virus (A/SW/MN/23124-S/01(H1N2))
AF455675.1 Influenza A virus (A/Swine/Ohio/891/01(H1N2))
CY040593.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/44888/2003(H1))
AY060050.1 Influenza A virus (A/SW/MN/16418/01(HTN2))

100

&t CY098468.1 Influenza A virus (A/swine/Minnescta/1192/2001(H1N2))
EU139828.1 Influenza A virus (A/swine/Minnescta/1192/2001(H1N2))
CYU;g?i??ﬂ Influenza A virus (A/swine/Maryland/23239/1991(H1N1))
EYDSSD?OW Influenza A virus (A/swine/Memphis/1/1990(H1N1))
CY027155.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/24297/19891(H1N1))
CY028780.1 Influenza A virus (A/swine/California/T9001707/1991(H1N1))
40| KF057117.1 Influenza A virus (A/swine/Beijing/156/1991(H1N1))
KF057118.1 Influenza A virus (A/swine/Beijing/216/1992(H1N1))
CY085057.2 Influenza A virus (A/swine/Hong Kong/1223/1993(H1N1))

100

100

58

g8

0.0050

Figura 8 A. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen HA
del VIA H1N1 aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron bisquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizo el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El andlisis involucré 25 secuencias de
nucledtidos. La secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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— I NA 322 H1N1

100
{ CY122375.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qro32/2010(H1N1))

CY¥122359.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1))
2 ' CY122335.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1))
CY157633.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00195/2003(H1N1))

CY157713.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/SG1188/2004(H1N1))

92 CY¥159283.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/00801/2005(H1N1))
M 100 { CY159746.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/00743/2005(H1N1))
CY1 5%885.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/SG1162/2003(H1N1))
KR074371.1 Influenza A virus (A/swine/Missouri/00564/2005(H1N1))

CY157897.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/SG1243/2006(H1N1))
CY159139.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00244/2004(H1N1))
CY159763.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00525/2005(H1N1))
CY¥159259.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00867/2005(H1N1))
CY158009.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/SG1271/2007(H1N1))
C‘?‘?58835.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/SG1187/2004(H1N1))

] 9

100

98

100

100 AF342820.1 Influenza A virus (A/Wisconsin/10/98 (H1N1))

4r CY157649.1 Influenza A virus (A/swine/Kentucky/SG1167/2003(H1N1))

— CY028782.1 Influenza A virus (A/swine/California/T9001707/1991(H1N1))

CY035072.1 Influenza A virus (A/swine/Memphis/1/1990(H1N1))

EU735788.2 Influenza A virus (Afturkey/NC/19762/1988(H1N1))

CY022335.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/17672/1988(H1N1))
CY039919.1 Influenza A Virus (A/swine/Wisconsin/1915/1988(H1N1))
FJ357106.1 Influenza A virus (A/turkey/NC/17026/1988(H1N1))

— KR858442.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/00295/2004(H1N1))
L CY098518.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/18161/2002(H1N1))

100

96

10
95

100

0.0050

Figura 8 B. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen NA
del VIA H1N1 aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizo el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los &rboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucré 25 secuencias de
nucleétidos. La secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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9 CY099198.1 Influenza A virus (A/swine/lllinois/SG1141/2003(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
EU301177.2 Influenza A virus (A/swine/Korea/JNS06/2004(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

3

EF551050.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/2003(H3N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
CY122354.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
W PB2 322 HiN1

CY122401 2 Influenza A virus (A/swine/MexicoNVer37/2010(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
CY122386.2 Influenza A virus (A/swine/MexicoNVer29/2010(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
CY122378 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qro35/2010(H1N1)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

o

CY157622 1 Influenza A virus (A/swine/Oklahomal00153/2003(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

CY098465.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1192/2001(H1N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

AY233387 2 Influenza A virus (A/duck/NC/91347/01(H1N2)) polymerase subunit PB2 (PB2) gene complete cds

1

(GU051895 1 Influenza A virus (Alequine/North Carolina/152429/2002(H3N8)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene

CY122362.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
00" CY122346.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

a4
CY122338.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

B4

50 AF250131.1 Influenza A virus (A/Swinefindiana/9K035/99 (H1N2)) polymerase subunit PB2 (PB2) gene complete cds

AF455736.1 Influenza A virus (A/Swinefindiana/P12439/00 (H1N2)) polymerase subunit (PB2) gene complete cds
AF251410.2 Influenza A virus (A/Swine/Nebraska/209/98 (H3N2)) PB2 polymerase subunit (PB2) gene complete cds
AF251434.1 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/593/99 (HIN2)) PB2 polymerase subunit (PB2) gene complete cds
. AF251426 2 Influenza A virus (A/Swineflowal/569/99 (H3N2)) PB2 polymerase subunit (PB2) gene complete cds
AF251418.2 Influenza A virus (A/Swineflowal/533/99 (H3N2)) PB2 polymerase subunit (PB2) gene complete cds
MH707498.1 Influenza A virus (A/swine/lowal/A02139351/2018(H3N2)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

MH816736.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/A01785573/2018(H1N1)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

L]

n.0020

CY095672.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
MK039743.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/AD2254795/2018(H1N1)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds
MH892370.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/A01785571/2018(H1N1)) segment 1 polymerase PB2 (PB2) gene complete cds

Figura 8 C. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méxima verosimilitud del gen PB2

del VIA HIN1

aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular

por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizo el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucrd 25 secuencias de

nucleétidos. La

secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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E'i CY098466.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesotal1192/2001(H1N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY159135.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/00188/2003(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
W PB1322 HIN1
100 ‘ CY122355.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
‘ CY122371 2 Influenza A virus (AlswineMexico/Qro32/2010(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY122387 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY122347 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY122339.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
AF342823 1 Influenza A virus (AMisconsin/10/98 (H1N1)) PB1 gene complete cds
CY157653.1 Influenza A virus (A/swine/Kentucky/SG1167/2003(HIN1)) polymerase PB1 (PB1) and putative PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete
CY095673 1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(HIN2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MH707499.1 Influenza A virus (A/swine/lowalA02138351/2018(H3N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MH707517 1 Influenza A virus (A/swine/South Dakota/A02156993/2018(HIN1)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MK039744.1 Influenza A virus (A/swine/lowalA02254785/2018(H1N1)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MH816797 1 Influenza A virus (A/swine/MinnesotalA01785575/2018(H1N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MK129481.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785608/2018(H1N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
MK039750.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785592/2018(H3N2)) segment 2 polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
AF455727 1 Influenza A virus (A/Swine/lowa/930/01(H1N2)) polymerase subunit (PB1) gene complete cds

n (CY099024.1 Influenza A virus (A/swine/Kentucky/SG1 118/2003(mixed)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
CY157685.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/SG1178/2003(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
(CY098490.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/a763/2003(H1N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds
4‘,7 AY233388.1 Influenza A virus (A/duck/NC/91347/01(H1N2)) polymerase subunit PB1 (PB1) gene complete cds
CY098474.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/47834/2000(H1N1)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

) AF250130.1 Influenza A virus (A/Swine/Indiana/9K035/99 (H1N2)) polymerase subunit PB1 (PB1) gene complete cds
CY114179.1 Influenza A virus (A/Finland/3391995(H3N2)) polymerase PB1 (PB1) and PB1-F2 protein (PB1-F2) genes complete cds

% AF251405.1 Influenza A virus (A'Swine/Nebraska/209/98 (H3N2)) PB1 polymerase subunit (PB1) gene complete cds

Figura 8 D. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen PB1
del VIA HIN1 aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular
por el método de Méaxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El andlisis involucré 25 secuencias de
nucleodtidos. La secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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B PA32

100 | CY122332.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds
CY¥122395.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver31/2010(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds

CY122356.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds
CY159118.1 Influenza A virus (A/swine/South Dakota/SG1453/2003(H3N2)) polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete
EF551052.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/2003(H3N2)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
CY158822.1 Influenza A virus (A/swine/Morth Carolina/00116/2003(H3N2)) polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
CY099196 1 Influenza A virus (A/swine/lllinois/SG1141/2003(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds

%
—92'— AF455?212D.D1 Influenza A virus (A/Swine/llinois/100084/01 (H1N2)) polymerase acidic protein 2 (PA) gene complete cds
CY098491.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/5763/2003(H1N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds

CY095674.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds
MK039745.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02254795/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds

[ 1MH816798.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785575/2018(H1N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds

MK129482.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785608/2018(H1N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds

MHT707512.1 Influenza A virus (A/swine/llinois/A02157797/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
MH392372 1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/A01785571/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
MH816738.1 Influenza A virus (A/swine/CklahomalA01785573/2018(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
1MH992282.1 Influenza A virus (A/swinellowal/A02154766/2018(H3N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
— MH992360.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/A01785557/2018(H1N2)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds
| CY098467 1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1192/2001(H1N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds

% (GU051893.1 Influenza A virus (Alequine/North Carolina/152429/2002(H3N8)) segment 3 polymerase PA (PA) gene complete cds
ﬁ'jmsaaaeﬂ Influenza A virus (Aluck/NG/91347/01(H1NZ)) acidic protein 2 (PA) gene complete cds

100 | CY122340.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds
CY122364 2 Influenza A virus (Alswine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)) polymerase PA (PA) gene complete cds

KR701900.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/01559/2007(H1N1)) segment 3 polymerase PA (PA) and PA-X protein (PA-X) genes complete cds

B4 —,7
@ CY098475.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/47834/2000(H1N1)) polymerase PA (PA) gene complete cds

92

T

0.0020

Figura 8 E. Arbol filogenético construido con el algoritmo Méaxima verosimilitud del gen PA
del VIA H1N1 aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizo el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los &rboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucré 25 secuencias de
nucleétidos. La secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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W P 322

CY122397 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/\er31/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
100 | CY122358 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
(
(

CY122390 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/\er29/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
5 CY122374 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Qro32/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
20 CY122334 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
EU301304.2 Influenza A virus (A/swine/Korea/JNS08/2004(H3N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds
EUT798849 1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CAS05/2004(H3N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
14 AF250127 1 Influenza A virus (A/Swine/indiana/3K035/99 (H1N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds
AF251415 2 Influenza A virus (A/Swineflowa/533/99 (H3N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds
AF251431.2 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/593/99 (H3N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds
98— AF251423 2 Influenza A virus (A/Swine/lowa/569/99 (H3N2)) nucleoprotein (NP) gene complete cds
60, CY122342 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY122350 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY098469.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/1192/2001(H1N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
EU798850.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CANO4/2005(H3N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY098477 1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/47834/2000(H1N1)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
100\ EUT98853.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CY04/2007(H3N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
@ EUT798856.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CY09/2007(H3N2)) segment & nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
(GQ229366.1 Influenza A virus (A/swine/Hong Kong/NS623/2002(H1N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene
MH816739.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahomal/AD1785573/2018(H1N1)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
MH707501.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
WMH992373.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/A01785571/2018(H1N1)) segment & nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
CY095676.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
MK039746.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02254795/2018(H1N1)) segment & nucleocapsid protein (NP) gene complete cds
WMHT707507 1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/A02157974/2018(H1N1)) segment 5 nucleocapsid protein (NP) gene complete cds

—_—
0.0020

Figura 8 F. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen NP
del VIA H1IN1 aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular
por el método de Méaxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron basquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El andlisis involucrdé 25 secuencias de
nucleodtidos. La secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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- W WP 322 HINY
4{ CY122392 2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ner29/2010(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

CY122336 2 Influenza A virus (Alswine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

CY157632.1 Influenza A virus (A/swine/Texas/00195/2003(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

ﬁ'jcw 57712.1 Influenza A virus (A/swine/Oklahoma/SG1188/2004(H1N1)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
| GY159130.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/00188/2003(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
| EU798809.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/CAS05/2004(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) gene partial cds and matrix protein 1 (M1) gene complete

EUT43160 1 Influenza A virus (Alturkey/IA/21089-3/1992(H1N1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
86 | CY035071.1 Influenza A virus (Alswine/Memphis/1/1980(H1N1)) segment 7 complete sequence
CY028781.1 Influenza A virus (A/swine/California/T9001707/1991(H1N1)) segment 7 complete sequence
CY024926.1 Influenza A virus (A/Ohio/3559/1988(H1N1)) segment 7 complete sequence
U53169.1 Influenza A virus (AWI/4755/1994(H1N1)) M (M) mRNA complete cds
CY022971.1 Influenza A virus (Alswineflowa/31483/1988(H1N1)) segment 7 complete sequence
CY039926.1 Influenza A Virus (A/'swine/indiana/1726/1988(H1N1)) segment 7 complete sequence
(GU052268.2 Influenza A virus (A/Swine/indiana/1726/1988(H1N1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
CY014762.1 Influenza A virus (Aturkey/Minnesota/ 2537/1989(H1N1)) segment T complete sequence
ﬁmma.w Influenza A virus (A/swine/Nebraska/A02157974/2018(H1N1)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

MH707502 1 Influenza A virus (A/swine/lowa/A02139351/2018(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

CY095678.1 Influenza A virus (Alswine/Texas/4199-2/1998(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds
AF251406.1 Influenza A virus (A/Swine/Nebraska/209/98 (H3N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
a4 jop [ CY122344.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

AF251414.1 Influenza A virus (A/Swine/lowa/533/99 (H3N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
E‘— AF251430.1 Influenza A virus (A/Swine/Minnesota/593/99 (H3N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds

88 AF342818.1 Influenza A virus (AWisconsin/10/98 (HIN1)) membrane protein M1 and membrane protein M2 genes complete cds
i AY233392.1 Influenza A virus (A/duck/NC/91347/01(H1N2)) matrix protein 1 (M1) gene complete cds
MF920248.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/MT 13 01 $48/2013(mixed)) clone 2 segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes complete cds

L3

—

00020

Figura 8 G. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen M
del VIA H1N1 aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utiliz6 el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los &rboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El analisis involucré 25 secuencias de
nucledtidos. La secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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W nNs32
El ‘ CY122385.2 Influenza A virus (Alswine/Mexico/Qro35/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

n CY122337 2 Influenza A virus (A'swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

CY122408.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
GU135902.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/HO2AS8/2002(H3N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY157595 1 Influenza A virus (A/swine/New Mexico/SG1158/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
GU135887.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/HO2PW7/2002(H1N1)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
58 CY122345.2 Influenza A virus (A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nenstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY099195 1 Influenza A virus (Alswinefllinois/SG1141/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nanstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
72 GU135977 1 Influenza A virus (A/swine/lowa/HO3UWF2/2003(H1N1)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
4‘— GU135914.1 Influenza A virus (A/swine/lowa/H03G1/2003(H1N1)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY157987 1 Influenza A virus (A/swinefllinois/01131/2006(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
— KX859438.1 Influenza A virus (Afturkey/OH/313053 CIP046 RGJS54/2004(H3N2)) clone JS54 S15 segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
DQ335775.1 Influenza A virus (Aturkey/Ohio/313053/04(H3N2)) nonstructural protein (NS) gene complete cds
| EU735622.2 Influenza A virus (Afturkey/Ohio/313053/2004(HIN2)) segment 8 nonstructural protein 2 (NSZ) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
32| KX571150.1 Influenza A virus (A/swine/Quebec/1626561/2014(H3N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
JF346147 1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/65767/2006(H3N2)) segment 8§ nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
- HQ825170.1 Influenza A virus (Afturkey/BC/1529-3/2005(H3N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

1 ————————— DQ150429.2 Influenza A virus (A/swine/MUPU243/04 (H3N1)) nonstructural protein (NS1) gene complete cds
CY157683.1 Influenza A virus (A/swine/Nebraska/SG1178/2003(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY157659.1 Influenza A virus (Aswine/North Carolina/SG1170/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

CY159189.1 Influenza A virus (A/swine/North Carolina/SG1462/2004(H3N2)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

EF551049.1 Influenza A virus (Afturkey/lllinois/2004(H3N2)) nonstructural protein 2 (NS2) and nenstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
KJ764758.1 Influenza A virus (A/swine/Korea/GNOS5K1/2005(H1N2)) segment 8 nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds
CY159561.1 Influenza A virus (A/swine/Minnesota/SG1177/2003(H1N1)) nuclear export protein (NEP) and nonstructural protein 1 (NS1) genes complete cds

DQ150437 2 Influenza A virus (A/swine/IN/PU542/04 (H3N1)) nonstructural protein (NS1) gene complete cds

0.0020

Figura 8 H. Arbol filogenético construido con el algoritmo Maxima verosimilitud del gen NS
del VIA H1IN1 aislado a partir Spatula discors (muestra 322). Andlisis filogenético molecular
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo GTR. Se realizaron busquedas con el
método heuristico Subtree Pruning & Regrafting (SPR) y como prueba de la filogenia se utilizé el
método de Booststrap, con 1000 réplicas. El porcentaje de los arboles en los cuales los genes
asociados se agrupan se muestra al lado de los brazos. El andlisis involucré 25 secuencias de
nucledtidos. La secuencia aislada en este estudio esta indicada con un cuadrado color negro.
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Anexo 3. Eventos microestructurales en las secuencias obtenidas en
migratorios

MX: Sequence Data Explorer
Data Display Search Groups Highlight Statistics Help

patos
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5. CY005832.1 Influenza A virus (A/chicken/Hidalgo/28159- .
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Figura 9. Presenciade un gap en el gen M del virus H5N2 aislado en patos migratorios
con respecto a (Gto.). En el alineamiento de acidos nucleicos (arriba) se observa un gap
en los virus de las muestras 507 y 613 en la posicion 53 y un gap en la posicién 18 en la

secuencia traducida (delecion de arginina, R).
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.Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(&A= EmEvo s «0X x@Q+#an C

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

Species/Abbry A 2| 2|22 2|2 2|22 2|2 2|2 2/ 22|22 2|2 x| & RIS
1. HA_&78_H3N2
2 HA_169_H3N2
3. HA_465_H3N2
4 HA_456_H3N2
5. CY122349.2_(A/swine/MexicoMex51/2010(H3N2))
6. CY122341.2_(A/swine/Mexico/Mex50/2010(H3N2))

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

T
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DNA Sequences Translated Protein Sequences |
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1. HA_478_H3N2 M I 1AL
2. HA_185_H3N2 M I TAL
3. HA_465_H3N2 M I 1AL
4 HA_456_H3N2 M I 1AL
5. CY122349.2_(A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) |M I 1AL
6. CY122341.2_(Alswine/Mexico/MexS0/2010(H3N2)) |M I 1AL

Figura 10. Mutaciones en el gen HA de los virus H3N2 aislados en patos migratorios
con respecto a (Mex51). En el alineamiento de acidos nucleicos (arriba) se observan tres
gaps anidados en los cuatro virus de patos en las posiciones 60-70 y datos faltantes en los
mismos en los aminoacidos en las posiciones 23 y 24 (delecion de acido aspartico, D, y
asparagina, N).
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