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Resumen

La lengua azul (BT) es una enfermedad viral infecciosa, transmitida por vectores, la cual afecta a la
especie bovina, caprina, ovina, entre otra. La distribucion mundial de la enfermedad esta determinada
en por la distribucion de los vectores competentes, de esta manera se han identificado al veinte y ocho
(28) serotipos diferentes Los brotes del virus de la lengua azul (BTV) son responsables de pérdidas
econdmicas mundiales, asi en los paises en los que la lengua azul es endémica, el impacto se centra
principalmente en la pérdida de comercio debido a las restricciones y a los costes de vigilancia,
pruebas sanitarias y vacunacion, por lo que comprender la epidemiologia evolutiva global del virus es
fundamental para disefiar programas de vigilancia y control. En el presente estudio se evaluaron
modelos filodinamicos para cuantificar las caracteristicas evolutivas, los origenes espaciotemporales y
la dinamica de transmision del virus en todo el mundo. De esta manera, se obtuvieron secuencias
completas del gen S2 de la proteina viral VP2 del BTV reportadas en GenBank y aisladas en varios
paises en el mundo entre 1900 y 2021, se realiz6 la inferencia de arboles filogenéticos basada en la
maxima verosimilitud, se evaluaron diferentes modelos de reloj molecular estimando sus
verosimilitudes marginales utilizando simulaciones Bayesianas de Markov Chain Monte Carlo
(MCMCO), las priorizaciones paramétricas seleccionadas incluyeron el tamafio de poblacion constante,
mientras que las priorizaciones no paramétricas evaluadas fueron la Bayesiana Skygrid y la GMRF
Bayesiana Skyride, finalmente se evalud la convergencia de los parametros posteriores y la fuerza de
la sefial temporal para asi inferir los origenes geograficos globales del BTV y sus significativas rutas
de dispersion entre paises infectados utilizando métodos de reconstruccion ancestral de estados
discretos. Los modelos apuntaron a Sudafrica y Australia, como paises ancestrales probables para la
aparicion y dispersion del virus de lengua azul por todo el mundo hace aproximadamente 500 afios.
Sin embargo, la mayor diversificacion y dispersion del BTV coincidié con con el inicio del comercio
transcontinental de ganado a partir de la década de 1850. El presente analisis descubri6é un notable
circulo de rutas de dispersion significativas e intensas entre varios paises en diferentes continentes lo
cual puede en muchos casos estar relacionada a la abundancia de multiples vectores. Estos resultados
proporcionan nuevos conocimientos exhaustivos sobre la epidemiologia mundial del BTV, que

posteriormente pueden utilizarse para orientar estrategias de control y vigilancia en todo el mundo.



Introduccion

1.1. Planteamiento del problema

La lengua azul (BT) es una enfermedad viral infecciosa, principalmente transmitida por vectores, que
afecta a rumiantes salvajes y domésticos como ovejas, cabras, vacas, btfalos, ciervos y la mayoria de
las especies de antilopes africanos, y a camélidos como huéspedes vertebrados. El virus se transmite
principalmente entre hospedadores vertebrados susceptibles mediante especies competentes de
mosquitos Culicoides, y la distribucion mundial de la enfermedad esta determinada en gran medida
por la distribucion de los vectores competentes. Se han identificado al menos veintiséis (26) serotipos
diferentes y la capacidad de cada cepa para causar la enfermedad varia considerablemente, los
serotipos estan determinados principalmente por las diferencias en la proteina de la cépside externa
VP2, que induce anticuerpos neutralizantes en los animales infectados (Caporale et al., 2014). La
infeccion por el virus de la lengua azul (BTV) es inaparente en la gran mayoria de los animales, pero
puede causar una enfermedad mortal en una proporcion de ovejas, ciervos y rumiantes salvajes
infectados. En las ovejas muy susceptibles, la morbilidad puede llegar al 100%, mientras que la

mortalidad oscila entre el 2 - 30%, aunque puede llegar al 70%.

La infeccion del ganado bovino suele ser subclinica, con la excepcion de la infeccion por el serotipo 8
(BTV-8). El ganado es especialmente importante en la epidemiologia de la enfermedad debido a la
viremia prolongada que se produce tras la infeccion. Cuando se manifiestan, los signos clinicos de la
lengua azul son atribuibles principalmente a un aumento de la permeabilidad vascular e incluyen
fiebre, hiperemia y congestion, edema facial y hemorragias, erosion de las membranas mucosas,
coronitis y laminitis, y hemorragias pleurales y pericardicas (World Organisation for Animal Health,
2021).

Debido a las afectaciones que ocasiona en distintas especies la lengua azul puede ser una infeccion
costosa por varias razones. La enfermedad clinica en las ovejas puede ser grave, provocando muertes,
pérdida de peso y rotura de la lana. En algunos paises en los que la enfermedad es endémica, la
vacunacion supone un coste recurrente. Sin embargo, el mayor coste de la lengua azul es para los
paises infectados que exportan animales vivos, germoplasma y algunos productos animales como el
suero fetal de ternera. En este caso, la presencia del virus de la lengua azul, aunque sea subclinica,
provoca pérdidas comerciales debido a las restricciones en el origen de los animales y a los costes de
las pruebas sanitarias (Monath, 2019). La lengua azul es una enfermedad de graves consecuencias

econdmicas, lo que la convierte en una enfermedad de importancia para la Organizacion Mundial de
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Sanidad Animal (OMSA). Se ha estimado un impacto mundial de 3.000 millones de dodlares. La
presencia de enfermedades endémicas puede restringir el comercio de ganado y productos afines, cuyo
coste indirecto se ha calculado en 125 millones de dolares anuales. Asi, las pérdidas en ganado pueden
ser visibles, como la reduccion de la produccion de leche o el aumento de la mortalidad, la pérdida de
peso, la reduccion de la tasa de fertilidad, el aborto, la reduccion de la eficiencia de la produccion de
carne y la muerte, mientras que, las pérdidas indirectas incluyen los costes de las vacunas o la pérdida
de ingresos, por ejemplo, por las restricciones comerciales que limitan el acceso a los mercados de
mayor valor (Rushton & Lyons, 2015). En los paises en los que la lengua azul es endémica, el impacto
se centra principalmente en la pérdida de comercio debido a las restricciones y a los costes de

vigilancia, pruebas sanitarias y vacunacion (World Organisation for Animal Health, 2021).

El reordenamiento, la deriva genética y los efectos fundadores durante el paso secuencial de BTV
entre vectores y hospederos contribuyen a la diversificacion y evolucion independiente de cada
segmento del BTV que codifican para proteinas del virus. Se han llevado a cabo andlisis filogenéticos
basados en las secuencias de nucledtidos completas o parciales de diferentes segmentos para
determinar las relaciones genéticas y/u origenes geograficos de diferentes aislamientos (Nomikou et

al., 2009).

La informacion recopilada a través de diagndstico e investigacion de la enfermedad han contribuido a
la disponibilidad de datos en bases biologicas, mediante los cuales es posible disponer de informacion
sobre los serotipos del virus y sus relaciones filogenéticas a nivel global, esto permite establecer
nuevas estrategias de vigilancia y control en cada pais a fin de que contribuyan a la erradicacion de la
enfermedad. El establecimiento de medidas basadas en resultados genéticos y epidemioldgicos podrian
adoptarse en diferentes situaciones de enfermedad, las acciones reales dependeran de las

circunstancias de los brotes y de si se ha producido en una temporada de vectores activos.



Revision de la literatura

2.1. Enfermedad y serotipos

La lengua azul fue descrita por primera vez en 1905 entre ovejas en Sudafrica y es ocasionada por el
virus de la lengua azul (BTV), un arbovirus que se replica en rumiantes silvestres y domésticos
causando sintomas que van de subclinicos a mortales. A principios del siglo XX, la lengua azul se
extendi6 en Africa junto con la introduccion de razas de ovejas no autoctonas que son muy
susceptibles a la enfermedad. Historicamente se ha distribuido entre los 40° Norte y los 35° Sur, en
climas subtropicales y tropicales, en casi todos los continentes, es decir, América, Africa, Australia y
Asia, debido a la distribucion de su vector, el mosquito picador (Culicoides spp) causando pérdidas
mundiales que se estimaron en 1996 en 3.000 millones de dolares al afio (Schwartz-Cornil et al.,
2008). En 1933 se diagnostico por primera vez en el ganado vacuno y, debido a que sus signos clinicos
eran similares a los de la fiebre aftosa, se denomind pseudoaftosa (Sperlova & Zendulkova, 2009).
Desde 1998, al menos ocho cepas distintas de BTV de seis serotipos diferentes (tipos 1, 2, 4, 8, 9, 16)
han invadido Europa, incluyendo muchos paises del norte de Europa (serotipo 8) (Schwartz-Cornil et

al., 2008).

Segun (Schwartz-Cornil et al., 2008) en agosto de 2006, el serotipo 8 se detectd inicialmente en los
Paises Bajos, antes de extenderse a Alemania, Bélgica y el noreste de Francia, generando un total de
2.297 casos de lengua azul en el norte de Europa durante 2006. Después de la temporada de invierno,
la infeccion viral mostrd un fuerte recrudecimiento y amplio drasticamente su distribucion europea en
2007, dando lugar a 40 931 casos en total. En Francia, por ejemplo, la propagacion del BTV-8 afecto a
60 departamentos de un total de 95, con 15.253 casos notificados, salvando Gnicamente las zonas del
sur del pais. También reaparecié en 2007 en Bélgica (6661 casos), Alemania (11 487 casos) y los
Paises Bajos (5798 casos), y se extendié a Luxemburgo (1315 casos), Dinamarca (1 caso), Suiza (5
casos), la Republica Checa (1 caso) y el Reino Unido (65 casos). Durante 2007, se import6 a Italia un
numero significativo de animales infectados por el BTV-8. En enero de 2008, se detectaron animales
infectados por el BTV-8 en Espaiia, y el virus entrd en Irlanda del Norte, a través de la importacion de
animales infectados desde Europa continental, pero fue rapidamente eliminado mediante el sacrificio
de todos los animales infectados y en contacto con ellos. En 2006, se detectd el BTV-1 en el norte de

Africa y en Cerdefia y, en 2007, se encontrd inicialmente en Espafa y luego en el Pais Vasco francés.

A nivel mundial, 28 serotipos distintos de VLA han sido reportados. Cualquiera de estos serotipos

tiene el potencial de causar la enfermedad en rumiantes. Las variaciones en la secuencia del genoma
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Seg-2 y su proteina traducida VP2 determinan los serotipos y también parcialmente por Seg-6 y su
proteina traducida VPS5. En contraste con los 28 serotipos de BTV ya existentes, se informoé de que los
serotipos BTV-25, BTV-26 y BTV-27 no son patégenos, se transmiten por contacto directo (también
BTV-28), no se pueden cultivar en lineas celulares de Culicoides, se encuentran exclusivamente en

pequefios rumiantes y se consideran serotipos "atipicos" (Saminathan et al., 2020).

2.2.  Distribucién geografica

Historicamente, se ha determinado que la distribucion del virus se encuentra principalmente en climas
templados y tropicales (latitudes entre 40°N y 35°S), asi la distribucion esta ligada a vectores
competentes. Sin embargo, estos limites han sido superados en regiones de Asia, Norteamérica y
Europa, donde la infeccion se ha detectado hasta los 50°N (Acevedo et al., 2020). Alrededor del
mundo, la poblacién ganadera que se encuentran en los tropicos y subtropicos se considera infectada
por el virus. Los brotes de la enfermedad de la lengua azul aparecieron en Oriente Medio, Asia, el sur
de Europa y Estados Unidos a principios de la década de 1940 y 1950 dando lugar a su posterior
descripcion como "enfermedad emergente" (Roy, 2008). En Australia aparecido por primera vez en
1977 y en Sudamérica se encontré en la década de 1980 (Sperlova & Zendulkova, 2009).
Recientemente, se han producido incursiones mas alla de la distribucién geografica normal del virus,
asi en Estados Unidos y paises de Europa se ha observado que las cepas se han desplazado entre
regiones geograficas y se han adaptado a diferentes especies de mosquitos. Estas adaptaciones han
llevado al descubrimiento de nuevos serotipos de virulencia imprevisible junto con patologia clinica

que han desencadenado en la lengua azul como una enfermedad preocupante (USDA, 2016).

En Sudamérica se han notificado evidencias serologicas de la presencia del virus en todos los paises,
excepto en Uruguay (que esta cerca de la zona seronegativa de Argentina) y Bolivia. En Chile se
detectaron bovinos y ovinos seropositivos en 1985, pero la informacion reciente indica que la
infeccion por el virus no estd presente. En Argentina se realizaron dos estudios seroldgicos para
determinar la distribucion de la infeccion por el BTV, en el cual los resultados entre 1995 y 1996
revelaron que bovinos de ciertas zonas poseian anticuerpos. Asi en 1998 se realizo un segundo estudio
serologico, obteniéndose datos de prevalencia de anticuerpos en el pais. Por otra parte, datos similares
se obtuvieron en Brasil, donde se comprobo que existian animales positivos (Lager, 2004). Ademas, a
pesar de las escasa informacion serologica obtenida a inicios de 1980 se determind que el virus estaba
presente en toda la region norte de América del Sur (Ecuador, Colombia, Venezuela, Trinidad y

Tobago, Guyana, Suriname y Guyana Francesa) (Acevedo et al., 2020).



Es evidente la cantidad de informacién que existe en otros continentes en relacion con el continente
americano, por esta razon, es importante mejorar la labor de vigilancia y seguimiento en la region y
una de las vias para obtener esta informacion es el analisis de relaciones evolutivas de la enfermedad a

través de los datos disponibles en bases biologicas.

2.3. Estructura del virus

El virus de la lengua azul pertenece al género Orbivirus dentro de la familia Reoviridae. Es un virus de
55 nm de didmetro que no presenta envoltura y estd formado por una céapside constituida por 32
capsomeros. El virus presenta un genoma de aproximadamente 19 200 pares de bases formado por
diez segmentos de ARN de doble cadena (ARNds) (Schwartz-Cornil et al., 2008) donde cada
segmento del gen codifica para al menos una proteina (Maclachlan et al., 2015). Los viriones del BTV
son estructuras icosaédricas complejas compuestas de 12 proteinas, de las cuales siete son proteinas
estructurales (VP1 a VP7) las que han sido codificadas en orden de tamafio decreciente, y cinco
corresponden a proteinas no estructurales (NS1, NS2, NS3, NS3A y NS4)(Anderson, 2014). Los
viriones completos son relativamente fragiles y la infectividad del BTV se pierde facilmente en
condiciones ligeramente 4cidas. La capside externa consta de dos proteinas principales (VP2 y VP5)
que constituyen aproximadamente el 40% del contenido proteico total del virus. Ademas, se compone
de dos proteinas principales (VP7 y VP3), tres proteinas menores (VP1, VP4 y VP6) y el genoma
dsRNA (Roy, 2008) (Figura 1).

La proteina VP2 es la proteina que interactia principalmente con el medio ambiental del virus. En este
sentido, la respuesta inmunitaria humoral del huésped impone una elevada presion de seleccion
antigénica sobre la VP2. Los amplios datos de secuenciacion y los perfiles inmunologicos han
demostrado que VP2 es muy variable y se divide en los distintos serotipos, asi las alineaciones de
secuencias de VP2 demuestran regiones de mayor variacion de secuencia, lo que sugiere que regiones
especificas de la proteina estan sujetas a una mayor presion de seleccion (Patel & Roy, 2014). En este
sentido, la VP2 determina el serotipo, es responsable de la union al receptor, de la hemaglutinacion y

de provocar la inmunidad especifica del huésped (Sperlova & Zendulkova, 2009).
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Figura 1. A. Diagrama esquematico del virus de la lengua azul (BTV) mostrando las posiciones y
organizaciones estructurales de los componentes del virus (Roy, 2008). B. Esquema representativo de las
proteinas estructurales del BTV y de los segmentos de dsRNA (Schwartz-Cornil et al., 2008). C. Esquema del
virion del BTV, que incluye las proteinas VP1-VP7 rodeando 10 segmentos genomicos de dsARN. El segmento
del genoma que codifica para cada proteina se indica en el grafico, al igual que las funciones principales de las
proteinas individuales (Anderson, 2014). D. Estructura del genoma del virus de lengua azul. Segmentos del virus
que codifican para proteinas estructurales y no estructurales(Dondona, 2013).



24. Filogenia

Las comparaciones filogenéticas de la VP2 de las cepas de referencia muestran una perfecta
correlacion entre la variacion de la secuencia del segmento 2 del genoma (Seg-2), que codifica la VP2,
y el serotipo del virus. Las secuencias de segmento 2 de los serotipos se agrupan en diez linajes
evolutivos distintos, identificados como nucleotipos A-J. Las secuencias de nucledtidos de VP2 entre
los serotipos han demostrado una variacion del 29% (BTV-8 y BTV-18) al 59% (BTV-16 y BTV-22).
La secuenciacion y las comparaciones filogenéticas de la VP2 también han revelado variaciones
significativas entre las cepas del mismo serotipo que procedian de diferentes zonas geograficas, con un
maximo de 30% de variacion en la secuencia de nucledtidos dentro del mismo serotipo. Estas
variaciones geograficas definen los topotipos VP2 oriental y occidental dentro de los serotipos
individuales. Se pueden disefiar cebadores de oligonucledtidos dirigidos a Seg-2, que se pueden
utilizar en ensayos de RT-PCR para facilitar la tipificacion de los aislados de campo y de vacuna del
BTV de cada serotipo y topotipo. A pesar de la variabilidad general de la secuencia, algunas
caracteristicas de la VP2 parecen conservarse entre los serotipos, incluyendo el perfil de
hidrofobicidad, la distribucion de la carga y la posicion de ciertos residuos de cisteina (Schwartz-

Cornil et al., 2008).
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Metodologia

2.5. Obtencion de datos

Las secuencias completas del gen S2 de la proteina viral VP2 del BTV reportadas en GenBank y
aisladas en varios paises en el mundo entre 1900 y 2021, fueron obtenidas a través de la Base de datos
Recursos de Andlisis de Patogenos Virales (ViPR). Los metadatos asociados, incluyeron: nombre del
serotipo, acceso GenBank, longitud de la secuencia, fecha de colecta y pais. Inicialmente fueron
obtenidas 1076 secuencias, a continuacion, se utilizoé el afo de colecta para estimar los tiempos de
divergencia, por tanto, se excluyeron de los analisis las secuencias correspondientes a fechas de colecta
repetidas [n = 461 (42,84%)] y secuencias sin informacion temporal [# = 131 (12,17%)]. Ademas, las
secuencias de cepas de vacuna [n = 6 (0,56%)] fueron excluidas del conjunto de datos. De esta manera,
los datos finales comprendieron de 478 secuencias para los segmentos del gen S2 recogidas en 56

paises del mundo.

2.6.  Analisis filogenético preliminar

Los analisis filogenéticos preliminares se realizaron mediante NGPhylogeny. Se utiliz6 el alineamiento
multiple MUSCLE para alinear y confirmar el marco de lectura, asi la longitud del alineamiento final
de las secuencias fue de 2880 pb. Por otra parte, se identifico la distribucion geografica de los serotipos
mediante un mapa creado en MapChart. Ademas, se identificaron regiones dentro de alineaciones de
secuencias multiples adecuadas para la inferencia filogenética mediante BMGE (Block Mapping and
Gathering with Entropy). A continuacion, se realizo la Inferencia de arboles filogenéticos basada en la
maxima verosimilitud con seleccion inteligente de modelos (PhyML+SMS). Por ultimo, se realizo la

representacion del arbol en formato Newick.

Se utilizé el modelo de sustitucion GTR+G+I implementado en RAXML (Randomized Axelerated
Maximum Likelihood) al ser un modelo utilizado habitualmente en filogenética molecular para estimar
distancias evolutivas e inferir la historia evolutiva de secuencias de ADN. Este modelo permite tanto la
variacion de tasas entre sitios como la presencia de sitios invariantes, lo que permite mejorar la
precision de la inferencia filogenética (Saitou & Nei, 1987). De esta manera el modelo fue usado para
evaluar la topologia del arbol filogenético. Finalmente, se utilizo TempEst para identificar secuencias

con divergencia genética y fechas de colecta incongruentes.
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2.7.  Reconstruccion de la historia demografica del virus

Se dedujeron arboles filogenéticos escalados en el tiempo utilizando BEAST 1.10.4 y se evaluaron
diferentes modelos de reloj (estricto, relajado no correlacionado y local aleatorio), estimando sus
verosimilitudes marginales utilizando simulaciones Bayesianas de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) para 10 millones de ciclos muestreando cada 1000 estados. De esta manera, los modelos
relajados de reloj molecular fueron usados para reconstruir la historia demografica del BTV e inferir los

tiempos de divergencia dentro de un marco analitico bayesiano.

Las priorizaciones paramétricas seleccionadas incluyeron el tamaiio de poblacion constante, mientras
que las priorizaciones no paramétricas evaluadas fueron la Bayesiana Skygrid y la GMRF Bayesiana
Skyride. A partir del modelo y priorizacion seleccionados se utilizaron simulaciones Bayesianas de
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para 22 millones de ciclos muestreando cada 1000 estados para
inferir los parametros evolutivos posteriores de la filogenia de BTV bajo el modelo. Ademas, se
combinaron simulaciones MCMC con un total de 445 millones de ciclos utilizando LogCombiner para

lograr la convergencia del modelo.

La convergencia de los parametros posteriores se evalué mediante el tamafio efectivo de la muestra
(ESS > 200) utilizando Tracer version 1.7.2. Se realizo el analisis Skyride Gaussian Markov random
field Skyride (GMRF) a fin de evaluar la diversidad genética relativa a través del gen VP2 del virus de
la lengua azul. Ademas, se utilizd TreeAnotator version 2.7.1 para descartar el primer 10% de las
muestras de cada cadena MCMC resumiendo la densidad de probabilidad posterior resultante como un
arbol de méxima credibilidad cladistica (MCC), eliminando asi los arboles con resultados no
significativos. Se utilizo Tracer version 1.7.2 para generar graficos de las estimaciones de la poblacion
efectiva a lo largo del tiempo a partir del arbol coalescente bayesiano. Se utilizdo TemEst para evaluar la

fuerza de la senal temporal del arbol.

2.8.  Analisis filogeografico

Se infirieron los origenes geograficos globales del BTV y sus significativas rutas de dispersion entre
paises infectados utilizando métodos de reconstruccion ancestral de estados discretos implementados en
BEAST. Para evaluar el impacto de la resolucion de rasgos espaciales en la historia filogeografica
inferida, se busc6é modelar la difusion espaciotemporal del BTV entre paises. Se utilizo el método de
seleccion de variables de busqueda estocéstica bayesiana (BSSVS), implementado en BEAST, para

identificar rutas migratorias significativas y su direccionalidad entre paises.
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Para el analisis filogeografico a nivel de pais, se agregaron los paises con pocas secuencias con sus
paises vecinos para formar regiones geograficas distintas, con el fin de reducir el impacto de las
inferencias posteriores sesgadas resultantes de rasgos discretos con muy pocas secuencias. Sin
embargo, los paises con un numero suficientemente grande numero de secuencias y brotes notables de

BTV se asignaron como un rasgo discreto espacial independiente.
Se utilizo la herramienta FigTree v1.4.4 para resumir las probabilidades posteriores del estado raiz

(RSPP) de los rasgos discretos en los nodos internos de los arboles MCC inferidos a partir de los

modelos filodinamicos seleccionados.
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Resultados

3.1. Analisis de datos

Un total de 1076 secuencias del gen S2 de la proteina viral VP2 del BTV han sido reportadas en 56

paises entre 1900 y 2021. La mayoria de secuencias fueron reportadas en Francia [r = 170 (15.80%)],
India [n = 154 (14,31%)] y Sudafrica [n = 120 (11,15%)]. El serotipo 8 [BTV-8, n =196 (18,22%)] y

serotipo 1 [BTV-1, n = 156 (14,60%)] son los principales serotipos reportados, los cuales estan

distribuidos en 14 y 19 paises, respectivamente (Figura 2). La mayor diversidad ha sido observada en

Sudafrica, siendo el pais con la mayor cantidad de serotipos presentes, con un total de 24 serotipos

reportados, seguido de Francia con 19 serotipos (Figura 3).

BTV Serotypes

G.P.Genotype

W [l sva
I evv-o [l ervas
W s [ svas

| Ezn
W svs
W
W s
W sv-s
W s
| B2
B svo
W s

Number of Sequences

Country

W sz [ s1vas
W s [ svas

BTV-27
BTV-28
BTV-3
BTV-4
BTV-5
BTV-6
BTV-7
BTV-8
BTV-9

Figura 2. Numero de secuencias del virus de la lengua azul (BTV). El grafico de barras presenta el nimero de
secuencias de cada serotipo del BTV reportados por pais. Entre 1900 y 2021 se aislaron un total de 28 serotipos

procedentes de 56 paises. El serotipo 8 (BTV-8) fue el mas reportado, seguido del serotipo 1 (BTV-1).
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Figura 3. Mapa mundial que indica el nimero de serotipos de BTV reportados por pais; las zonas morada, roja,
naranja y verde muestran la diversidad de serotipos desde alta hasta baja, respectivamente.

3.2.  Analisis Filogenético

El arbol filogenético del gen S2 de la proteina VP2 del BTV mostrd identidad de secuencia

nucleotidica (Figura 4) correspondiente a cada serotipo en distintos paises en el mundo (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de serotipos del virus de lengua azul (BTV) por pais
Serotipo BTV
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Serotipo

EBTV-1 M| BTV-15
EBTV-2 @ BTV-16
OBTV-3 M BTV-17
O BTV4 O BTV-18
B BTV-5 M BTV-19
OBTV-6 H BTV-20
EBTV-7 O BTV-21
OBTV-8 W BTV-22
EBTV-9 [ BTV-23
OBTV-10 M BTV-24
OBTV-11 M BTV-25
EBTV-12 W BTV-26
OBTV-13 M BTV-27
OBTV-14 W BTV-28

Figura 4. Arbol filogenético circular de las secuencias del gen S2 de la proteina VP2 del virus de la lengua azul
entre 1900 y 2021 en todo el mundo. Las secuencias virales estan codificadas por colores segun el serotipo. El
modelo de sustituciéon de mejor ajuste utilizado para el analisis filogenético fue GTR+G+I. El arbol se generd
con el método de maxima verosimilitud mediante NGPhylogeny. El arbol filogenético fue editado con el
software FigTree v1.4.4.

Para determinar la dindmica evolutiva del BTV, primero se determin6 si los conjuntos de
datos individuales contenian suficiente estructura temporal para emprender analisis detallados
del reloj molecular. De esta manera, se evaluaron los modelos de reloj estricto, relajado no
correlacionado y local aleatorio, estimando sus verosimilitudes marginales utilizando
simulaciones Bayesianas de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para 10 millones de ciclos.
Ademas, se consideraron las priorizaciones paramétricas que incluyeron el tamafio de
poblacion constante y las priorizaciones coalescentes no paramétricas Bayesiana Skygrid y

GMRF Bayesiana Skyride.

Los resultados de la evaluacion para 10 millones de ciclos de los modelos de reloj indicaron
que el modelo estricto fue el mejor con un ESS de 46.2 en comparaciéon con los modelos

relajado no correlacionado y local aleatorio que presentaron un ESS igual a 3.6 y 3.5
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respectivamente. Por otra parte, la evaluacion de las priorizaciones no paramétricas indico que

la priorizacion Bayesiana GMRF Skyride fue la mejor para una evaluacion de 10 millones de

ciclos con un ESS igual a 66.1 en comparacion con el ESS de la priorizacion Skygrid la cual

fue de 4.6 (Figura 5).
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Figura 5. A. Comparacién de modelos de reloj molecular para la evaluacion de la estructura temporal previo al
analisis filogeografico. B. Comparacion de modelos no paramétricos para la evaluacion de la estructura temporal
previo al analisis filogeografico.
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Simulaciones Bayesianas de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para 22 millones de ciclos se
combinaron hasta un total de 445 millones de ciclos utilizando LogCombiner lograndose la
convergencia del modelo al presentar valores ESS > 200 (Figura 6). Los valores para el tamafio
efectivo de la muestra indicaron que las cadenas MCMC exploraron adecuadamente la distribucion

posterior y por lo tanto las estimaciones son fiables.
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Figura 6. Simulaciones Bayesianas de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para 445 millones de ciclos A.
Tamafio efectivo de la muestra (ESS) de los parametros analizados mediante la priorizaciéon Bayesiana Skyride
B. Trazados de las cadenas MCMC que indican la progresion de las estimaciones de los parametros a lo largo de
la ejecucion.

3.3.  Historia Demografica y Filogeografica

La reconstruccion demografica del BTV a través del tiempo revelo que el tiempo aproximado
de divergencia del virus se dedujo hace unos 300 afios (Figura 7) utilizando el gen VP2. El
segmento génico mostré6 un aumento de la diversidad genética a principios del afio 1800,
incrementando dicha diversidad hasta el afio 1970, afio a partir del cual se observa un declive

hasta la actualidad.
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Figura 7. Grafico del analisis Skyride Gaussian Markov random field Skyride (GMRF) de la diversidad genética
relativa a través del gen VP2 del virus de la lengua azul entre 1682 y 2021. La estimacion de la mediana
posterior se indica mediante la linea azul oscura, y las areas sombreadas en azul claro corresponden al 95% de la
densidad posterior alta (HPD). Ademas, se representa el momento estimado en el que la diversidad genética
relativa pasé de una tasa de crecimiento lenta a una rapida. El grafico es una ampliacion detallada de la
diversidad genética de las secuencias incluidas en los analisis BEAST.

La priorizacidon coalescente no paramétrica Bayesiana Skyride fue usada para capturar la
dindmica al ser una poblacion compleja. El modelo Skyride fue usado al tener datos
informativos sobre la historia de la poblacion, asi al contar con puntos fijos pre-especificados
en tiempo el modelo permite estimar el tamafio de la poblacion para multiples genealogias a
la vez. Mediante TemEst se evalud la fuerza de la sefial temporal del arbol obtenido posterior
a la densidad de probabilidad resultante como un arbol de maxima credibilidad cladistica
(MCC) obteniéndose un valor de 1 tanto para el R?> como para el coeficiente de correlacion
(Figura 8). La reconstruccion demografica del BTV a través del tiempo revel6d que el tiempo
aproximado de divergencia del virus se remota alrededor de 190 afios utilizando el segmento
del gen S2. El segmento genético mostré un notable incremento genético a partir del afio

1900s, presentandose gran diversidad genética alrededor del afio 1990 (Figura 9).
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Figura 8. Evaluacion de la sefial temporal del arbol obtenido mediante priorizacion bayesiana A. Raiz mas
adecuada. Funcion de media cuadratica residual heuristica. Ajuste lineal representado mediante el valor de R? y
coeficiente de correlacion. B. Grafico de divergencia de estado raiz-punta (root-to-tip) versus tiempo. C. Grafico
de densidad de nodos versus tiempo.
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Figura 9. Filogenia de méaxima credibilidad cladistica (MCC) de las secuencias del segmento 2 del virus de la
lengua azul entre 1579 y 2021. Los arboles se infieren a partir del modelo filogeografico simétrico con
transiciones reversibles. El color de los nodos representa el estado de localizacion mas probable de sus nodos
descendientes. El codigo de colores representa las probabilidades posteriores del estado de localizacion de la raiz
para cada pais. Arbol de MCC inferido a partir del analisis filogeografico.

Los resultados de los analisis filogeograficos globales basados en el segmento del gen VP2
sugieren que el BTV surgi6 de Sudafrica y Australia ((RSPP] = 1,00). A partir del gen se
deduce que las migraciones del virus a partir de Sudafrica y Australia comenzaron a finales
del afio 1500. A raiz de esta migracion se deducen diferentes clados correspondientes a los
distintos serotipos del virus, observandose que a partir de Sudafrica se deducen clados para
los serotipos BTV-19, BTV-7, BTV-9, BTV-5, BTV-15, BTV-22, BTV-12, BTV-28, BTV-
26, BTV-25, BTV-27, BTV-10, BTV-24, BTV-11, BTV-17, BTV-20 y BTV-4 (Figuras 10 y
11) mientras que a partir de Australia se deducen clados para los serotipos BTV-6, BTV-14,
BTV-21, BTV-3, BTV-13, BTV-16, BTV-23, BTV-18 y BTV-8 (Figuras 12 a 14).
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Figura 10. Arbol de méxima credibilidad cladistica a escala temporal para el segmento 2 del virus de la lengua
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Figura 11. Arbol de maxima credibilidad cladistica a escala temporal para el segmento 2 del virus de la lengua
azul. Relaciones evolutivas entre los linajes del virus investigadas mediante el analisis BEAST utilizando un
modelo de coalescencia Skyride de tamafio de poblacion constante. Clados para los serotipos BTV-28, BTV-27,
BTV-26, BTV-25, BTV-10, BTV-24, BTV-11, BTV-17, BTV-20 y BTV-4.
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Figura 12. Arbol de maxima credibilidad cladistica a escala temporal para el segmento 2 del virus de la lengua
azul. Relaciones evolutivas entre los linajes del virus investigadas mediante el analisis BEAST utilizando un
modelo de coalescencia Skyride de tamafio de poblacion constante. Clados para los serotipos BTV-6, BTV-14,
BTV-21y BTV-3.
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Figura 13. Arbol de maxima credibilidad cladistica a escala temporal para el segmento 2 del virus de la lengua
azul. Relaciones evolutivas entre los linajes del virus investigadas mediante el analisis BEAST utilizando un
modelo de coalescencia Skyride de tamafio de poblacion constante. Clados para los serotipos BTV-3, BTV-13,
BTV-16, BTV-23, BTV-18 y BTV-8.
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Figura 14. Arbol de maxima credibilidad cladistica a escala temporal para el segmento 2 del virus de la lengua
azul. Relaciones evolutivas entre los linajes del virus investigadas mediante el analisis BEAST utilizando un
modelo de coalescencia Skyride de tamafio de poblacion constante. Clados para los serotipos BTV-2 y BTV-1.
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Discusion

Antes de utilizar un modelo de reloj molecular para inferir un arbol temporal a partir de
secuencias heterocronas, se confirmé que las secuencias investigadas contengan suficiente
"sefial temporal" para una estimacion fiable. En otras palabras, se buscd contar con suficiente
cambio genético entre los tiempos de muestreo para reconstruir una relacion estadistica entre
la divergencia genética y el tiempo. Esto es especialmente importante para los enfoques de
inferencia bayesiana implementado en BEAST, ya que los modelos de reloj molecular
empleados estan condicionados estadisticamente a tener una tasa evolutiva mayor que cero, y
normalmente permitiran que la inferencia continue incluso cuando los alineamientos

analizados contengan poca o ninguna informacion temporal (Rambaut et al., 2016).

Seglin (Rambaut et al., 2016) la regresion de la distancia genética entre raices y puntas (root-
to-tip) en funcidén del tiempo de muestreo puede utilizarse como una herramienta de
diagnostico para los modelos de reloj molecular. En este sentido, una tendencia lineal con
residuos pequefios indica que la evolucion estara adecuadamente representada por un reloj
molecular estricto. La misma tendencia con una mayor dispersion de la linea de regresion
sugiere que un modelo de reloj molecular relajado puede ser el més apropiado. Una fuerte
tendencia no lineal sugiere que la tasa evolutiva ha cambiado sistematicamente a lo largo del
tiempo, mientras que la ausencia total de tendencia indica que los datos contienen poca sefial
temporal y no son adecuados para la inferencia mediante modelos de reloj molecular
filogenético. Los resultados en TempEst indicaron una tendencia lineal (R? = 1) lo cual indico

que la evolucion fue representada adecuadamente por un reloj molecular estricto.

Por medio del analisis filodindmico bayesiano, se han definido nuevos aspectos de la
epidemiologia evolutiva global del virus de la lengua azul. En el presente estudio se
obtuvieron datos sobre la historia filogeografica de los origenes y la dispersion del virus entre
paises de todo el mundo. Basado en el gen S2 de la proteina VP2 del BTV se estimd que el
virus ha circulado en poblaciones animales aproximadamente desde el afo 1591 (Figura 8).
Sin embargo, en un estudio filogenético global basado en el andlisis de los genes S10 y S6 se
estimd que el BTV ha circulado en poblaciones de ungulados durante al menos 1000 afios y

potencialmente mas de 2000 afos, con estimaciones de inicio de alrededor del afio 1100,

28



mencionando que estas estimaciones estarian apoyadas en origenes mas antiguos en linea con
la expansion del comercio entre oriente y occidente a través de la ruta de la seda, asi la
diversidad genética a través del tiempo en dicho estudio demostrd que el restablecimiento del
crecimiento exponencial de la poblacion de BTV después de la década de 1850 coincidié con
el aumento de las actividades de comercio de animales entre continentes (Alkhamis et al.,
2020). Al comparar los resultados del presente estudio con los resultados del andlisis
filogeografico realizado por (Alkhamis et al., 2020) con base en el gen S6 se puede apreciar
una distribucion genética similar a partir de lo reportado alrededor del afio 1500 con un

ancestro comun en Africa que continta hacia Asia y Oceania.

Nuestro modelo filogeografico sugiere que Sudéfrica y Australia son el lugar ancestral de
origen y diseminacion del BTV en todo el mundo (Figura 9). Aunque nuestra inferencia
coincide con la nocién comun de que el BTV surgié de Africa, se ha detectado ancestros
comunes en Europa y Asia, esto puede explicarse en el hecho de que, durante la primera
mitad del siglo XX, s6lo se informé de la presencia del BTV en el continente africano, sin
embargo, en 1951 también se confirmd un brote de lengua azul en Israel. Afios mas tarde en
1961 el BTV se confirm6 en Asia, cuando se detectd un brote de la enfermedad en la India, y
después en Australia. Mientras tanto, en Europa, un importante brote afect6 a poblacion ovina
de Espafia y Portugal entre 1956 y 1960. Ademas, la mortalidad masiva experimentada en
Iberia demostr6 que, aunque las incursiones del BTV en Europa eran infrecuentes en aquella
época, algunas partes del sur de Europa eran capaces de soportar la transmision del virus
siendo el ganado europeo altamente vulnerable al virus. Esto puede explicar los ancestros

presentado en el estudio filodindmico (Wilson & Mellor, 2009).

El analisis filogeografico proporciond evidencia adicional de la importancia de la region de
Africa y Oceania como puntos calientes de entrada para el BTV. De esta manera, se observo
que las secuencias de América presentan ancestros comunes en Sudafrica y Australia
sugiriendo que el BTV pudo haber ingresado hacia el Centro y Sur de América desde estos
paises para posteriormente distribuirse hacia el Norte de América alrededor de 1910.
(Alkhamis et al., 2020) menciona que sus resultados de filogenia global sugieren a
Latinoamérica como la fuente de nuevas introducciones del BTV en Norteamérica en la

década de 1900, lo cual corrobora los resultados obtenidos. Estas nuevas incursiones se
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atribuyeron a mosquitos transportados por el viento que portaban el BTV desde regiones
endémicas de América Latina, como la cuenca del Caribe, al sureste de EE. UU. A nivel local
el modelo filogeografico sugiere el ingreso del virus a Ecuador a inicios del afio 1900 y en
2015 a partir de Sudafrica (BTV-9, BTV-18) mientras que en 2015 sugiere el ingreso a partir
de Estados Unidos (BTV-13).

Conclusiones y Recomendaciones

Los datos obtenidos contribuyen a la vigilancia molecular del virus de la lengua azul en todo
el mundo, permitiendo controlar este patdégeno que tiene un impacto econdémico. Nuestro
estudio aporta una vision de la epidemiologia evolutiva global del BTV, donde se pueden
destacar rutas historicas de dispersion del virus entre y dentro de los continentes de todo el
mundo. Los resultados indican un incremento en la diversidad genética del virus de la lengua
azul alrededor del ano 1920. Ademas, se identificod que Francia, India y Sudafrica presentan
mayor cantidad de secuencias reportadas presentandose una mayor diversidad de serotipos en
el pais africano. Por otra parte, los resultados revelaron un notable circulo de rutas de
dispersion significativas e intensas entre los paises que rodean la cuenca mediterranea, lo que
se atribuye a las condiciones climaticas calidas y secas, asi como a la abundancia de multiples
vectores. Estos resultados proporcionan nuevos conocimientos exhaustivos sobre la
epidemiologia mundial del BTV, que posteriormente pueden utilizarse para orientar

estrategias de control y vigilancia en todo el mundo.
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Anexos

Anexo 1. Secuencias del virus de lengua azul a nivel mundial obtenidas a través de la base de datos Recursos de

Analisis de Patogenos Virales (ViPR)

Serotipo

BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1

Acceso
GenBank
KP821017

KM099523
KP820998
KMO099524
KP821022
KMO099525
KMO099526
MF384442
KY092170
KMO099527
KMO099528
KM099529
KMO099530
KMO099531
KF563931
KP821005
KM099533
KMO099535
KMO099536
MF384447
EU625361
MF384472
KJ736002
KP821009
MF384468
FJ437557
KP821004
JX101694
KF563933
KF664114
KP821008
KP821010
EU498674
KP821018
KP821023
KP820997
KMO099537
HMO014236
KF664124
KP821020
MF384448
KP821014
KP821021

Longitud de
Secuencia
2940
2886
2940
2886
2940
2886
2886
2886
2940
2886
2886
2886
2886
2886
2940
2940
2886
2886
2886
2886
2940
2886
2940
2940
2886
2886
2940
2903
2940
2940
2940
2940
2886
2940
2940
2940
2886
2940
2940
2940
2886
2940
2940

Fecha de
Colecta
1958
1981
1982
1986
1987
1988
1989
1989
1990
1993
1994
1996
1997
1999
1999
2001
2002
2004
2005
2005
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2009
2009
2009

Pais

South Africa
Australia
Cameroon
Australia
Sudan
Australia
Australia
Australia
El Salvador
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
India
Greece
Australia
Australia
Australia
Australia
Algeria
Australia
Italy
Morocco
Australia
France
Gibraltar
India
India
India
Libya
Morocco
Portugal
Spain
Tunisia
Algeria
Australia
India
India
Spain
Australia
Morocco
Spain
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BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
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BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-1
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2

KM099538
KP339135
KJ577115
KC153300
KX164020
MF384463
MF384470
JQ436736
KP735614
KJ577105
MN698762
KY934047
KJ577095
KJ577125
MT212637
MT070930
KY049854
MK516502
MWO001802
MT212647
MG255520
MT212657
MT119854
JN881986
KC879616
KF563929
MF384457
KF563930
MF384473
JN848760
MF384464
MF384459
MF384453
KF563932
MN714724
KP821031
KP821030
KP821036
KF986501
KY092149
KP821037
KP821024
KP821027
AM773698
KF986499
AM773697
HQ222820
KF986495
AB686224
JQ086242
JQ904072

2886
2940
2940
2944
2940
2886
2886
2886
2940
2940
2886
2940
2940
2940
2886
2940
2940
2934
2940
2932
2940
2930
2940
2940
2940
2940
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2940
2886
2940
2886
2886
2886
2940
2939
2943
2943
2943
2923
2923
2943
2943
2943
2889
2943
2889
2889
2943
2943
2932
2943

2010
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2013
2014
2014
2015
2015
2016
2017
2017
2018
1960
1979
1979
1985
1993
1994
1996
1997
2000
2001
2003
2003
2019
1958
1959
1983
1989
1990
2000
2001
2001
2002
2003
2005
2006
2006
2007
2008
2008

Australia
India
Italy

South Korea
USA
Australia
Australia
France
India
Tunisia

Australia
India
Italy
Italy

Australia

South Africa
France
India
France
Australia
South Africa
Australia
South Africa
Australia
China
India

Australia
India

Australia
China

Australia

Australia

Australia
India

Australia

South Africa
South Africa
Sudan
Panama
Panama
Tunisia
France
Israel
Italy
USA
Spain
France
USA
Japan

Australia
India
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BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-2
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3
BTV-3

HQ222824
JQ240322
MF384474
MF384475
MF384476
KP339165
MN710207
JQ822249
KC633279
MK516499
MG255570
MW456738
KP339155
KP268775
DQ191262
DQ191261
JQ681258
KP696593
EF434177
KP821039
KP821038
KY092153
KY092155
KY092157
KY092154
KY092159
KY092160
KY092161
KY092163
KY092164
KX164030
MN698772
KY092166
JQ436730
KT317676
KX164040
MT815655
MG344981
KY092168
MG922845
KX164050
MG344991
MT028400
KY432370
MH778119
MN200298
MG255510
MN200300
MK348538
MZ395173
JQ086282

2889
2933
2889
2889
2889
2942
2943
2943
2889
2938
2943
2929
2922
2943
2943
2943
2943
2943
2889
2935
2935
2934
2935
2935
2935
2935
2935
2935
2935
2935
2935
2913
2935
2880
2935
2935
2935
2933
2935
2934
2935
2936
2935
2935
2935
2923
2935
2928
2899
2935
2914

2009
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2015
2017
1982
1993
1994
2000
2001
2003
2003
2005
1943
1958
1988
1988
1989
1990
1999
2001
2002
2003
2006
2008
2009
2009
2010
2011
2012
2013
2013
2013
2014
2015
2016
2016
2016
2016
2017
2017
2018
2018
1944
1986

France
Australia
Australia
Australia
Australia

India
Israel
USA
France
India
South Africa
USA
India
India
Italy
Italy
India
India
Portugal

Cyprus

Cyprus
Barbados

Jamaica
Panama
Honduras
USA
USA
USA
USA
USA
USA
Australia
USA
France
South Africa
USA
France
Israel
USA
South Korea
USA
Israel
South Africa
Tunisia
USA
Israel
South Africa
Israel
Italy

Cyprus

Australia
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BTV-3 MF384477 2880 1990 Indonesia

BTV-3 AB686219 2934 1998 Japan
BTV-3 JQ771814 2934 2003 India
BTV-4 KP821040 2926 1969 Cyprus
BTV-4 KP821047 2926 1977 Egypt
BTV-4 KP821051 2926 1979 Greece
BTV-4 KP821071 2926 1983 Sudan
BTV-4 1X024940 2917 1999 Argentina
BTV-4 MN714834 2871 1999 Australia
BTV-4 AY839947 2871 1999 Greece
BTV-4 DQ825670 2871 1999 Turkey
BTV-4 AY839946 2871 2000 Greece
BTV-4 KP821048 2926 2003 France
BTV-4 KJ700442 2871 2003 Spain
BTV-4 KP821041 2926 2004 Cyprus
BTV-4 KP821061 2926 2004 Morocco
BTV-4 KP821068 2926 2004 Spain
BTV-4 KP821069 2926 2005 Spain
BTV-4 MN714804 2871 2006 Australia
BTV-4 KP821059 2926 2006 Israel
BTV-4 KY947343 2871 2007 India
BTV-4 KF560418 2926 2008 India
BTV-4 JX024955 2917 2009 Argentina
BTV-4 KP821062 2926 2009 Morocco
BTV-4 JX024960 2916 2010 Argentina
BTV-4 KP821070 2926 2010 Spain
BTV-4 KP821042 2926 2011 Cyprus
BTV-4 KT317666 2926 2011 South Africa
BTV-4 KP821056 2926 2012 Greece
BTV-4 KY947345 2871 2012 India
BTV-4 KY947342 2871 2013 India
BTV-4 MN714794 2871 2014 Australia
BTV-4 MT879197 2926 2014 Bulgaria
BTV-4 MT879212 2926 2014 Greece
BTV-4 KP268815 2926 2014 Hungary
BTV-4 MT879200 2926 2014 Kosovo
BTV-4 MT879196 2926 2014 Romania
BTV-4 MT879199 2926 2014 Serbia
BTV-4 MT070920 2926 2014 South Africa
BTV-4 MK516500 2926 2015 India
BTV-4 KY654329 2926 2016 France
BTV-4 MG255460 2926 2016 South Africa
BTV-4 MG944818 2907 2017 France
BTV-4 MG255500 2926 2017 South Africa
BTV-4 MT879202 2926 2020 North Macedonia
BTV-4 MZ130566 2927 1900 South Africa
BTV-4 MT070950 2926 1960 South Africa
BTV-4 MN714824 2871 1996 Australia
BTV-4 JX560414 2926 1997 China
BTV-4 DQ191278 2926 2001 Israel

BTV-4 DQ191276 2926 2002 Italy



BTV-4
BTV-4
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-5
BTV-6
BTV-6
BTV-6
BTV-6
BTV-6
BTV-6
BTV-6
BTV-6
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-7
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8
BTV-8

DQ191280
EF434176
KP821101
KX164060
MN710203
HQ241072
MN710206
KT945042
KT945043
MT070880
MG924987
MG255450
MT043249
MN710209
GQ506537
GQ506461
GQ506473
JX965385
MT070910
MH383090
GQ506527
MT078250
JQ086292
MN738379
MN738389
MN738399
KT002579
MT043229
MT024755
MN710210
MT078260
MW046281
KP821076
MN838089
KJ872780
MN838109
TX680448
MN838104
MN838168
MN838069
MN838065
GQ506452
MN838169
MN838086
KP820980
MN838100
KP821073
KP821072
MN838214
KP821074
MN838115

2926
2871
2921
2922
2921
2868
2921
2868
2868
2921
2886
2921
2921
2921
2922
2922
2922
2868
2922
2876
2922
2922
2936
2932
2921
2915
2936
2936
2934
2935
2936
2936
2939
2924
2939
2923
2939
2929
2917
2937
2931
2939
2916
2927
2939
2939
2939
2939
2930
2939
2923

2003
2004
1953
2003
2009
2010
2011
2012
2014
2014
2015
2015
2017
1953
2006
2008
2008
2012
2014
2017
1958
1959
2007
2010
2013
2014
2014
2017
2018
1955
1955
2020
1937
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008

Italy
Portugal
South Africa
USA
Israel
France
Israel
China
China
South Africa
Australia
South Africa
South Africa
South Africa
USA
Germany
Netherlands
France
South Africa
Israel
South Africa
South Africa
Australia
Australia
Australia
Australia
China
South Africa
South Africa
South Africa
South Africa
China
South Africa
Belgium
France
Germany
Netherlands
Belgium
Denmark
France
Germany
Netherlands
Switzerland
Denmark
France
Germany
Greece
Israel
Italy
Netherlands
Sweden
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BTV-8 MN838068 2914 2008 United Kingdom

BTV-8 MNS838080 2939 2009 France
BTV-8 MNS838158 2920 2009 Italy
BTV-8 JF423934 2938 2010 Israel
BTV-8 KT317686 2939 2014 South Africa
BTV-8 KU569991 2939 2015 France
BTV-8 MH816854 2938 2015 Israel
BTV-8 MN710193 2939 2016 Cyprus
BTV-8 MN495903 2939 2016 France
BTV-8 MH816856 2938 2016 Israel
BTV-8 MN495923 2931 2017 France
BTV-8 MNS838066 2927 2018 France
BTV-8 MT773513 2939 2019 Israel
BTV-8 MW528438 2939 2020 Luxembourg
BTV-9 KP821088 2921 1942 South Africa
BTV-9 KY092146 2922 1989 Panama
BTV-9 KY092145 2921 1991 Honduras
BTV-9 KP821079 2921 1999 Bulgaria
BTV-9 KP821081 2921 1999 Greece
BTV-9 KP821092 2921 2000 Turkey
BTV-9 KP821084 2921 2001 Kosovo
BTV-9 KP821090 2921 2001 Serbia
BTV-9 KP821093 2921 2001 Turkey
BTV-9 KP821078 2921 2002 Bosnia and Herzegovina
BTV-9 KJ679573 2921 2005 India
BTV-9 JF443167 2921 2006 India
BTV-9 JX003688 2917 2007 India
BTV-9 KP821086 2921 2008 Libya
BTV-9 KX164070 2921 2008 USA
BTV-9 KT885056 2921 2014 South Africa
BTV-9 KX442583 2921 2015 Ecuador
BTV-9 MKS516477 2911 2015 India
BTV-9 JQ086302 2917 1985 Australia
BTV-9 MF384478 2868 1991 Indonesia
BTV-9 DQ191283 2921 1998 Greece
BTV-9 KP821091 2921 1998 Turkey
BTV-9 JN255913 2921 2000 Italy
BTV-9 DQ191282 2922 2001 Italy
BTV-9 JF443156 2896 2002 India
BTV-9 JF443155 2883 2003 India
BTV-9 IN255903 2921 2003 Italy
BTV-9 AB686223 2921 2003 Japan
BTV-9 KP696613 2921 2004 India
BTV-9 JQ414046 2868 2005 India
BTV-10 KY092151 2927 1991 Guatemala
BTV-10 KY092150 2926 1992 Costa Rica
BTV-10 IN704634 2900 2004 India
BTV-10 HQ222821 2871 2006 France
BTV-10 JQ436735 2871 2011 France
BTV-10 KT317696 2926 2011 South Africa

BTV-10 MK3516491 2917 2014 India



BTV-10
BTV-10
BTV-10
BTV-10
BTV-11
BTV-11
BTV-11
BTV-11
BTV-11
BTV-11
BTV-11
BTV-11
BTV-11
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-12
BTV-13
BTV-13
BTV-13
BTV-13
BTV-13
BTV-13
BTV-13
BTV-13
BTV-13
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-14
BTV-15
BTV-15
BTV-15
BTV-15
BTV-15
BTV-15

MW456748
MN710211
MT078290
JF727655
JN003580
JQ972852
JQ972862
KM580420
KM580464
KM580478
KT885066
MT078300
MN710212
KX164080
KC633278
KC662613
KX164090
MT070900
MHO028889
KX905151
MF615238
MG255670
KP821100
MT078310
AB686216
GU390659
JN003582
JQ436729
JQ436734
KX164100
MG255470
KX442584
MT815685
MT043219
MN710214
KP820983
KP821094
KY092148
KY092147
KX164110
KP821096
KP821095
KP821097
MT070890
MW001822
KP820984
KP821098
KP196604
MF384479
MN738449
JQ086222

2917
2926
2926
2896
2871
2926
2926
2926
2926
2926
2926
2926
2926
2904
2853
2884
2904
2904
2888
2903
2904
2904
2904
2904
2904
2904
2880
2880
2880
2935
2935
2935
2935
2935
2935
2922
2922
2922
2922
2922
2922
2922
2922
2922
2922
2909
2909
2909
2859
2892
2909

1952
1956
1956
2003
2010
2010
2010
2011
2012
2013
2014
1941
1944
2008
2011
2011
2012
2014
2015
2015
2016
2017
1941
1941
1990
2003
2009
2010
2011
2013
2014
2015
2016
2017
1959
1959
1982
1989
1990
2003
2011
2012
2012
2014
2018
1960
2006
2008
2012
2013
1982

USA
Portugal
South Africa
India
France
Germany
Martinique
USA
USA
USA
South Africa
South Africa
South Africa
USA
France
India
USA
South Africa
Australia
India
India
South Africa
South Africa
South Africa
Japan
Taiwan
France
France
France
USA
South Africa
Ecuador
France
South Africa
South Africa
South Africa
Cameroon
Trinidad and Tobago
Guatemala
USA
Russia
Poland
Spain
South Africa
France
South Africa
Israel
South Africa
Australia
Australia
Australia
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BTV-15
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-16
BTV-17
BTV-17
BTV-17
BTV-17
BTV-17
BTV-17

MH346492
KP820993
AM773702
KP820994
AM773701
KP820985
KP820988
AM773699
KP820986
MH990404
MH990414
KP820990
IN572917
KF664104
KP820992
AB686225
KP820987
JQ924821
MKO014493
KF664134
KP339215
KY934050
KY934051
MN710200
KX302635
LC586239
MN695909
MN714784
MG255530
MN714754
MT078350
AB686213
JQ086232
AB686214
MF384480
MF384481
AB686217
MN227138
IN671907
MN747851
DQ191260
AB686220
KF387522
AB686222
MN714774
HQ222822
HQ222825
JQ436733
KX599360
MG255480
MG255560

2909
2935
2880
2935
2880
2935
2935
2880
2935
2935
2935
2935
2921
2929
2935
2935
2935
2929
2935
2929
2919
2929
2929
2935
2931
2880
2915
2920
2935
2912
2935
2935
2921
2935
2880
2880
2935
2916
2935
2917
2935
2935
2935
2935
2920
2868
2874
2868
2874
2923
2923

1996
1960
1999
2000
2001
2004
2004
2004
2006
2006
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2010
2010
2010
2011
2011
2012
2013
2014
2014
2014
2016
2016
2017
2018
1971
1985
1987
1987
1988
1990
1990
1992
1996
2000
2001
2001
2002
2002
2017
2006
2010
2011
2014
2014
2017

China
Pakistan
Greece
Turkey
Israel
Cyprus
France
Italy
Cyprus
Italy
Italy
Greece
India
India
Israel
Japan
Cyprus
India
Turkey
India
India
India
India
Cyprus
India
Japan
Australia
Papua New Guinea
South Africa
Australia
South Africa
Japan
Australia
Japan
Indonesia
Indonesia
Japan
Australia
China
Australia
Italy
Japan
Italy
Japan
Australia
France
France
France
Brazil
South Africa
South Africa
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BTV-17
BTV-17
BTV-17
BTV-18
BTV-18
BTV-18
BTV-18
BTV-18
BTV-18
BTV-18
BTV-19
BTV-19
BTV-19
BTV-19
BTV-19
BTV-19
BTV-20
BTV-20
BTV-20
BTV-20
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-21
BTV-22
BTV-22
BTV-22
BTV-22
BTV-22
BTV-22

MN710215
MT952972
MT078360
KY092152
HQ222818
KX164120
KX442585
MW001832
MN710216
MT078370
KX164130
MT815695
MT070870
MN710217
KP821075
MT078380
MN710218
JQ086252
MN738439
MT078390
IN613126
MN738429
MF384483
MF384494
MF384484
MF384487
MT212687
MG206078
MT212707
JQ086262
MF384489
MF384497
AB686215
MF384496
MF384499
AB686218
MF384482
MF384485
MF384490
MF384493
MF384486
JF768738
MN738419
MK250957
MT078400
KY092144
KX164140
HQ222819
MW001852
MN710220
MT078410

2923
2923
2874
2927
2874
2927
2927
2927
2927
2927
2938
2938
2938
2938
2938
2938
2925
2925
2915
2925
2887
2919
2868
2868
2868
2868
2922
2922
2922
2922
2868
2868
2922
2868
2868
2922
2868
2868
2868
2868
2868
2899
2920
2922
2922
2892
2907
2856
2907
2907
2907

1979
1988
2020
1990
2006
2014
2015
2018
1976
2020
2003
2014
2014
1976
1998
2020
1975
1977
1992
2020
2006
2008
2010
2010
2012
2012
2014
2015
2018
1979
1981
1989
1989
1990
1991
1994
1998
1998
1998
2000
2002
2005
2017
2017
2020
1989
2005
2006
2017
1992
2020

USA
USA
South Africa
Guatemala
France
USA
Ecuador
France
South Africa
South Africa
USA
France
South Africa
South Africa
South Africa
South Africa
Australia
Australia
Australia
South Africa
India
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
China
Australia
Australia
Australia
Indonesia
Japan
Indonesia
Indonesia
Japan
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
India
Australia
China
South Africa

Trinidad and Tobago

USA
France
France
Cyprus

South Africa

42



BTV-23
BTV-23
BTV-23
BTV-23
BTV-23
BTV-23
BTV-23
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-24
BTV-25
BTV-26
BTV-26
BTV-27
BTV-27
BTV-27
BTV-27
BTV-28

JQ086272
MN710221
JQ771824
MF384503
MF384502
KP696671
MT090656
HQ222823
KX164150
KP821060
JN003581
MN710201
KC633277
KT945049
KT945048
MT815645
MG255590
MWO001842
MT090646
EU839840
HM590642
KX695171
KR061882
KM200718
KX234079
MZ325475
MH559807

2909
2927
2927
2874
2874
2927
2921
2868
2923
2923
2868
2923
2868
2868
2868
2923
2923
2868
2923
2880
2929
2926
2926
2877
2929
2928
2918

1982
1987
1988
1989
1991
2004
2020
2006
2007
2008
2009
2009
2011
2012
2013
2014
2017
2018
2020
2007
2010
2014
2014
2014
2015
2021
2014

Australia
Australia
India
Indonesia
Indonesia
India
South Africa
France
USA
Israel
France
Israel
France
China
China
France
South Africa
France
South Africa
Switzerland
Kuwait
China
China
France
Italy
Italy
Israel
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posterior
1

0.0258

=

0.6596
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Anexo 2. Valores de convergencia del modelo de coalescencia Skyride de tamafio de poblacion constante para el arbol de
maxima credibilidad cladistica a escala temporal para el segmento 2 del virus de la lengua azul. Relaciones evolutivas entre
los linajes del virus investigadas mediante el analisis BEAST.
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