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RESUMEN

El Virus Distemper Canino (VDC) es un agente infeccioso de amplia distribucién, responsable de
la enfermedad denominada Distemper Canino (DC) que afecta a una amplia diversidad de
carnivoros terrestres (reportandose incluso en primates) y marinos. Afecta agresivamente a perros
domeésticos (con una tasa de mortalidad aproximada del 50%). Por tanto, el impacto clinico del
VDC es importante. EI VDC es codificado por 6 genes, N, P/V/C, M, F, H y L. Casi todos ellos
se han usado para identificacion de linajes y diagnostico de la enfermedad. En este trabajo y
utilizando Reaccion en Cadena de la Polimerasa asociada a Retrotranscripcion (RT-PCR) se
analizaron 22 fragmentos de Acido Ribonucleico (RNA) obtenidos de sangre periférica de 22
perros diagnosticados con VDC clinicamente y positivos a VDC mediante RT-PCR (gen N) con
el objetivo de lograr implementar la deteccion del gen de la proteina grande (L) como alternativa
diagnostica. En este sentido, se disefio un par de partidores que generaron un fragmento de acido
desoxirribonucleico (DNA) de alrededor de 450 pares de bases (pb), el cual mediante analisis
bioinforméatico confirmd su identidad (PIN>94%). Asi, esta implementacién abre la discusién
sobre el mejor método alternativo, en conocimiento de que la deteccion del gen P mediante RT-
PCR anidado lo es actualmente. Un andlisis de sensibilidad pondria dilucidar esta incognita
prontamente. Se concluye por tanto que esta técnica molecular ofrece un efectivo método
diagnostico para la presencia de VDC en perros domésticos.

Palabras clave: Gen L, virus distemper canino, disefio de partidores, reaccion en cadena de la

polimerasa

ABSTRACT

The Canine Distemper Virus (CDV) is a widespread responsible for the Canine Distemper
Disease that affects a broad diversity of carnivore mammals (and some cases in primates have
been reported) globally. Domestic dogs are extensively and aggressively (with a ~50% mortality
rate) infected by the CDV. Therefore, the clinical impact of the CDV is remarkable. The CDV is
encoded by six genes, N, P/V/C, M, F, H and L. Almost all of which have been previously
studied for lineage identification and disease diagnosis. In this study we used Reverse
Polymerase Chain Reaction tests (RT-PCR) to analyseobtain 22 fragments of Ribonucleic acid
(RNA) from peripheral blood of 22 subject dogs clinically diagnosed with CDV and positive to



CDV by RT-PCR (N gene). The aim of this study was to implement a protocol of detection of the
Large Protein Gene (L) to be employed as an alternative diagnostic. To achieve this, a pair of
primers that generated a fragment of deoxyribonucleic acid (DNA) of ~450 base pairs (bp) was
designed, which, using a bioinformatic analysis, confirmed its identity (PIN > 94%). Therefore,
the implementation of this protocol opens the discussion about the best alternative method, within
the context that the detection of the P gene through Nested RT-PCR is currently the best available
protocol. A sensitivity analysis may potentially elucidate this question. Consequently, the main
conclusion is that the molecular technique implemented in this study offers an effective

diagnostic method to optimize the detection of VDC in domestic dogs.

Keywords: L gene, canine distemper virus, primer design, polymerase chain reaction



INTRODUCCION

El Virus Distemper Canino afecta a una amplia variedad de especies, la mayoria de familias de
carnivoros terrestres como Canidae, Mustelidae y Procyonidae, (Appel y Summers, 1999),
Ailuridae, Hyaenidae, Ursidae, Viverridae (Appel y Summers, 1995), grandes felinos (Appel et
al, 1994), carnivoros marinos como la foca del caspio (Phoca caspica) reportado por Kennedy et
al el afio 2000 e incluso se ha documentado su presencia en primates no humanos (Sakai et al,
2013).

El genoma del VDC presenta 6 genes cuya funcidn es codificar las seis proteinas estructurales del
virion. Dichos genes son N, P/V/C, M, F, H, L, encargandose cada uno de ellos de codificar una
Unica proteina, con la excepcién de P/V/C que codifica la fosfoproteina estructural P y las no
estructurales V 'y C (Lamb y Parks, 2007).

El gen H es el que presenta mayor variabilidad genética y por tanto se usa en distintos estudios de
caracterizacion de cepas y linajes del virus (Martella et al, 2006), existiendo estudios de su
deteccion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa asociada a retrotranscripcion (RT-PCR)
como hace Jara el afio 2011. Ademas ha sido usado con éxito para la determinacién de nuevos
genotipos virales en perros en Japon (Mochizuki et al, 1999) asi como para la identificacién de al
menos dos genotipos del virus presentes en Chile (Salas, 2013). Para el diagndstico de la
enfermedad se suele utilizar RT-PCR sobre el gen N (Alcalde et al, 2013, Mufioz, 2013).

El principal objetivo de este estudio es lograr la deteccion del gen de la proteina grande (L) del
virus distemper canino mediante el uso de RT-PCR, a través del disefio de los partidores
necesarios para la reaccion, la amplificacion de un fragmento de DNA de 450 pb y finalmente el

establecimiento de la identidad nucleotidica del fragmento obtenido.



MATERIAL Y METODOS
El presente trabajo se llevdé a cabo en los laboratorios de Virologia y Microbiologia del
Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y

Pecuarias de la Universidad de Chile.

Muestras: Como controles positivos para la reaccion del RT-PCR se utilizaron 2 cepas de VDC
provenientes de vacunas comerciales (Lederle y Onderstepoort). Para el analisis se usaron 22
muestras de RNA viral obtenidos de sangre periférica de perros de distintas razas, edades y
estado de vacunacion contra VDC, con signos clinicos de DC y positivos al RT-PCR sobre el
gen N (Cuadro 1). Como control negativo se usaron dos muestras de RNA extraido de perros sin
signologia a DC y negativos a RT-PCR sobre el gen N. Como control de reactivos se ocupé agua
libre de nucleasas.

Disefio de los partidores: Los partidores para la reaccion se obtuvieron mediante el uso del
programa online de acceso libre OligoPerfect™ Designer de Life Technologies™. Para esto, se
ingreso en el programa la secuencia nucleotidica de la region que comprende desde el nucle6tido
9030 hasta el 15584 correspondiente al gen de la proteina grande L disponible en el GenBank®
(anexo 1), con la finalidad de obtener un fragmento de DNA de aproximadamente 450 pb. Una
vez disefiados los partidores se mandaron a sintetizar a Bioscan®.

RT-PCR: Para la implementacion de esta técnica se empled un termociclador Apollo (CLP,
USA) de 96 pocillos de 0,2 mL y un protocolo que contempl6 denaturacién a 94 °C durante un
minuto, alineacién a 55 °C durante un minuto, elongacion a 72 °C durante un minuto y
elongacion final a 72 °C durante siete minutos.

Mezcla de la reaccion: Se utilizaron 15 uL del kit comercial “SuperScript one step RT-PCR with
platinum taq” (Taqg ADN polimerasa, MgCl, y los desoxirubonucleétidos trifostatos), 5 uL del
DNA molde y 5 uL de cada partidor especifico (denominados P1 y P2 respectivamente),
Ilegando a un volumen final de 30 «L (detalles en cuadro 2)

Amplificacion del DNA: La técnica PCR contempla una etapa de denaturacion del DNA,
seguido de una etapa de alineamiento de los partidores y una etapa final de elongacién para
terminar un ciclo. A través de un termociclador de gradiente de temperatura (Px2 Thermal

Cycler), se determinaron las temperaturas Optimas de alineamiento para el par de partidores,



siendo dicha temperatura 55° C. Transcurridos 35 ciclos se procedio a visualizar el producto
amplificado.

Deteccion de productos amplificados: La deteccion del producto amplificado se realizd
mediante electroforesis en gel de agarosa (Winkler®) al 2% en buffer Tris acetato EDTA
(TAE) (Fermentas®) y posterior tincién con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) (Fermelo®). Se
tomaron 5 pL del producto de PCR, y se mezclaron con 1 pL de un producto comercial de carga,
6X Mass Ruler Loading Dye Solution (Fermentas®), el cual posee glicerol para proporcionar
densidad a la muestra y azul de bromofenol para verificar el progreso de la migracion de las
bandas de DNA. La electroforesis se llevé a cabo a 90V por 90 minutos. Como marcador de
tamafio molecular se utiliz6 Hyperladder | (Bioline®), el cual contiene fragmentos de DNA entre
50 y 1000 pares de bases. Con este producto se compard el tamafio de los fragmentos
amplificados. Al finalizar la electroforesis, las bandas se visualizaron en un transiluminador de
luz ultravioleta (UV) (Transiluminator UVP®), y se fotografi6 con camara digital y filtro
adecuado.

Determinacion de la identidad nucleotidica del fragmento amplificado:

a) Secuenciacion. Se secuenciaron 3 muestras positivas al RT-PCR, las que fueron purificadas a
través del kit “HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit” (RBC Bioscience®) y enviadas
en triplicado al Centro de Secuenciacion de la empresa Genytec Ltda.

b) Porcentaje de identidad nucleotidica (PIN). Las secuencias entregadas por Genytec Ltda. se
alinearon para obtener una secuencia consenso para cada muestra, a través del programa online
Clustal W. Las secuencias consenso fueron ingresadas al programa informético de alineamiento
de secuencias BLAST, a modo de conocer su identidad nucleotidica respecto a los primeros 15
resultados entregados por Clustal W.

Analisis de resultados: Se consider6 como muestra positiva toda aquella que originé un
fragmento de DNA de aproximadamente 450 pb y PIN mayor a 90%.

Medidas de bioseguridad: Como medidas de bioseguridad se emplearon delantal manga larga y
cerrado, guantes de latex para la manipulacion de productos potencialmente nocivos o toxicos. Al
utilizar el transiluminador de luz ultravioleta se utilizé una placa de acrilico como filtro protector
y los geles utilizados fueron envueltos en los guantes de latex, depositados en un contenedor
especialmente destinado y posteriormente fueron incinerados, en tanto, el material contaminado

con virus se esterilizé6 mediante autoclave.



RESULTADOS

Disefio de los partidores requeridos para la reaccion

Los partidores disefiados mediante el programa OligoPerfect™ Designer de Life Technologies™
fueron denominados PGL1 F: 5- ACTCACAACTGTCGCAAACG-3" y PGL1 R: 5-
TTGGGTTAAGGTTTGGAACG-3" (Anexo 3).

Amplificacion del fragmento de DNA de 450 pb

La visualizacion del gel de agarosa al 2% en el transiluminador de luz UV permitio determinar la
presencia de bandas fluorescentes Unicas y nitidas de alrededor a las 450 pb. en los controles
positivos y en el total de muestras positivas mediante RT-PCR al gen N de VDC. No se observo
presencia de bandas fluorescentes en los controles negativos ni en el control de reactivos.

En la figura 1 es posible observar los fragmentos de DNA sintetizados en la reaccion de RT-PCR
de las distintas muestras y controles.

Determinacion del Porcentaje de Identidad Nucleotidica (PIN)

a) Secuenciacion: De las 22 muestras provenientes de perros positivos a CDV gue generaron una
banda fluorescente de tamafio molecular de alrededor de 450 pb, se enviaron a secuenciar en
triplicado las provenientes de los individuos A, F y H (ver Cuadro 1). Las secuencias recibidas
desde Genytec Ltda. se muestran en el Anexo 2. Mediante el programa on line Clustal W se
obtuvo para cada trio de secuencias una secuencia consenso (Cuadro 3). Adicionalmente, al
alinear las secuencias consenso entre si, se determiné las identidades intersecuencias (Cuadro 4).
b) Porcentaje de identidad nucleotidica (PIN):

El ingreso individual de las secuencias consenso ingresadas al programa on line BLAST permiti
determinar la identidad nucleotidica de cada una, respecto a los primeros 15 resultados
entregados por Clustal W. Adicionalmente a modo de ejemplo se alined cada secuencia con una
de las cepas entregadas por Blast escogidas de manera aleatoria (Anexos 4, 5, 6; Cuadro 5),

indicando sélo identidad nucleotidica respecto de datos de cepas de VDC.



DISCUSION

El Distemper Canino es una enfermedad contagiosa y en muchos casos fatal que afecta a variadas
familias de mamiferos, principalmente carnivoros (Appel y Summers, 1999), siendo producida
por el Virus Distemper Canino. Para su identificacion existen distintas técnicas diagndsticas,
dentro de las que se incluye la Reaccion en Cadena de la Polimerasa asociada a retrotranscripcion
(RT-PCR). Para ello se ha usado como blanco la mayoria de sus genes, sin embargo, dado el
impacto tanto en animales domésticos como silvestres que produce la infeccion del VDC es que
resulta necesario el establecimiento de una cada vez mejor técnica diagndstica, lo que implica el
estudio de todos sus genes como blanco para determinar cual de ellos resulta en un mejor RT-
PCR. Estudios recientes mantienen como gen de eleccion el gen N, tal como hacen Jiang et al el
2013 para la secuenciacion nucleotidica completa de una cepa viral de VDC en China o Silva et
al 2014 en su estudio sobre deteccién molecular de VDC y otros virus, o el uso del gen H, tanto
para la determinacion de 8 linajes del VDC (Sarute et al, 2013) asi como para la identificacion
del linaje “Artico” en un brote de DC en Italia (Di Sabatino et al, 2014), entre otros.

A la fecha no existen trabajos que usen como blanco el gen de la proteina grande L y por ello
resulta atractiva dicha investigacion.

El presente estudio determind que para las condiciones establecidas, resulta efectivo el RT-PCR
sobre el gen L como método diagndstico para la deteccion de VDC.

De las 22 muestras de RNA analizadas, las 22 resultaron positivas a VDC, lo que corresponde a
un 100%. En contraste con otros estudios de RT-PCR para VDC realizados en la misma Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, que usando como blanco el gen H arrojaron valores
positivos de 7% (Salas, 2013) y 83% (Jara, 2011), y sobre el gen N un 91% (Mufioz, 2013). Estos
resultados pudieran sugerir una mayor sensibilidad del RT-PCR sobre el gen L en comparacion
con otros genes.

En cuanto a los controles positivos y negativos, al visualizar el gel de agarosa al 2% en el
transiluminador de luz UV, ambos controles positivos mostraron bandas fluorescentes nitidas de
450 pb mientras que ambos controles negativos, no arrojaron bandas para ningun tamafo
molecular. Estos resultados podrian aventurar en primera instancia una alta especificidad del
método instaurado.

A la luz de los resultados pudiera asumirse una alta sensibilidad y especificidad del RT-PCR

sobre el gen L, sin embargo para confirmar tal afirmacion se requieren estudios posteriores



orientados a pruebas diagndsticas que determinen pardmetros de validez como son sensibilidad y
especificidad, parametros que no fueron evaluados en este estudio, asi como tampoco fueron
evaluados parametros de eficacia.

Cabe destacar que de las 22 muestras analizadas y que finalmente resultaron positivas, 12 de ellas
provenian de perros vacunados contra VDC, lo que corrobora estudios que sefialan que la
vacunacion no genera una inmunidad completamente efectiva (Appel y Summers, 1999; Gemma
et al, 1996), lo que sugiere la existencia de diferencias antigénicas importantes entre aislados de
VDC de distintas areas geograficas con las cepas vacunales, que pudieran ser responsables del
resurgimiento de la enfermedad (Harder y Osterhaus, 1997).

Aunque el presente estudio sugiere que la RT-PCR del gen L es una buena prueba diagnoéstica
para el VDC, no determina parametros de validez (especificidad y sensibilidad) ni de eficacia
(valor predictivo positivo y valor predictivo negativo), los que debieran ser evaluados en estudios
posteriores.

El haber confirmado la efectividad del RT-PCR sobre el gen L, aporta de gran manera a ampliar
el conocimiento sobre el diagnéstico molecular sobre el VDC.

Los resultados de este trabajo, mas los resultados previos obtenidos usando otros genes del VDC,
Ilevan a la necesidad de realizar a futuro estudios comparativos entre las reacciones de RT-PCR,
que usen como blanco los 6 genes del VDC. Estableciendo para cada uno de ellos parametros de
validez y eficacia que permitan de esta manera, determinar cuél de ellos constituye una mejor

prueba diagnostica para el VDC.
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FIGURAS

Figura 1: RT-PCR del gen L de VDC de muestras positivas y negativas del virus. Carril 1: MTM
(marcador de tamafio molecular de 100 a 1000 pb). Carril 2: VDC (cepa Lederle). Carril 3:
muestra negativa. Carril 4: muestra 1. Carril 5: muestra A. Carril 6: muestra H. Carril 7: muestra
F. Carril 8: muestra negativa. Carril 9: VDC (cepa Onderstepoort). Carril 10: control de reactivos.
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CUADROS

Cuadro 1: Muestras de RNA positivas a VDC provenientes de perros de distintas razas, sexo,

edad y estado de vacunacién contra VDC (S/I: sin informacion)

CANINO RAZA SEXO EDAD (afios) VACUNA
1 Poodle Macho 6 S/l
2 Poodle Macho 6 S/l
3 Mestizo Hembra 2 Si
4 Mestizo Macho 1 NO
5 Bulterrier Hembra 2 Si
6 Mestizo Hembra 1 Si
7 Mestizo Hembra 3 NO
8 Mestizo Macho 3,5 NO
9 Boxer Macho 2 S/
10 Mestizo Hembra 0,75 NO
11 Mestizo Hembra 1,5 NO
12 Mestizo Macho 1 Si
A Mestizo Macho 1,5 Si
B Mestizo Macho 2 NO
C Mestizo Macho 1,5 Si
D Boxer Macho 3 Si
E Labrador Macho 1 Si
F Boxer Macho 2 NO
G Mestizo Macho 25 Si
H Mestizo Hembra 1 Si

I Labrador Macho 1,5 Si
J Mestizo Macho 3 Si

Cuadro 2: Mezcla de reaccion segun fabricante para uso de “SuperScript one step RT-PCR with

platinum taq”

Componentes VVolumen 50/ul Concentracion final
2X reaction mix 25 1x
Templado 5

P1 (1 uM) 5 0,2 uM
P2 (1 uM) 5 0,2uM
RT/Platinum 1

Agua libre de nucleasas 9
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Cuadro 3: Secuencias de consenso obtenidas a partir de alineacion mediante programa Clustal W

CANINO | SECUENCIA CONSENSO

CATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGGAACGAAAGGCTTC
CAGGGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACTATATGACACCCAAATTATCCAA
GATGATGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAGAAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGAT
GCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGATAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAA
A TATTCAAGACCAGTCTTGCATCAGTCAACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCC
AGGTCCAACAAACCCGATCAATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGG
CATACCATGTCAGCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCAG

AACCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACGAAAGGC
TTCCAGGGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACTATGACACCCAAATTATC
CAAGATGATGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAA
GATGCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGAAAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATT
F AAATATTCAAGACCAGTCTTGAATCAGTCAACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGA
CCCAGGTCCAACAAACCCGATCAATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAAC
AGGAGTACCATGTCAGCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCA

CCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACGAAAGGCTT
CCAGGGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACAATGACACCCAAATTATCCA
AGATGATGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAATA
TTCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGAAAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAA
H ATATTCAAGACCAGTCTTGAAACAGTCAACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACC
CAGGTCCAACAAACCCGATCAATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAG
GACAACCATGTCAGCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCAG

Cuadro 4: Identidades nucleotidicas intersecuencias para los caninos A, H y F, segun Clustal W

Seq Name Lentgh Seq Name Length Score
1 Canino A 451 2 Canino F 453 97,56
1 Canino A 451 3 Canino H 452 97,12
2 Canino F 453 3 Canino H 452 98,45

Cuadro 5: Porcentaje de Identidad Nucleotidica (PIN) respecto de cepas de VDC segun Blast

CANINO PORCENTAIJE DE IDENTIDAD NUCLEOTIDICA (PIN)
A 94,8
F 94,4
H 93,8
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Anexo 1: Secuencia nucleotidica del gen L de Virus Distemper Canino. NC_001921.1
9030 - 15584

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301

ACCCTGAGGT
ACGCACGAAT
AGAGAATTTC
TTATTAATCA
ACAAACTTCT
AAAGAGGAAA
TTAATCTTAA
AAGCAGGCAT
TTAAAACAGA
AGAACCCTGT
GTATTATTGA
ACTGTGATGT
ACTCAACTTT
ATCTGGGAAA
TGCAATTAAA
AAATTCAGGA
CCCAAGCTCT
CCTTCTTTAG
GGAAACACAT
TATTCTGTGG
TGGATCTTCC
TCACCTATAG
TTATGCCTCT
CCCTAAGAAA
GCTCCACTGA
ATAACATGAT
CATACAGTCT
ACAAAATGCG
ACTTCAAGGA
TGGCTGTGTC
GTAAATCCCT
GTAGATATAT
AGATCTATGA
GGCGTTATGA
CATTTTTCCA
ACTGCCCTCC
TCATCAAATA
CCATACCTTA
AAGGTGATAA
TGAAGAAATC
TACATGATGT
TATACTCAAA
CTAGGTGTGT
TTTCAACAAC
TGAACATTTT
CGATGACACG
CAATTCTCCC
GGAATATCGG
GCCTTCTTGG
ATTTAGATTG
GACTCCTTAA
GAGGATTGTT
ATAGGAAAAT
CAAGAGAGGC
AAAGAGGAGG

CCATCTAGAT
TAGACATAAC
AGAAGGGTTC
GACCTTGTTA
ATTTCATGCA
TAGCATCTAT
TATTGGTTTA
AATTATGCAA
AATGAGATCA
CTTTGTAAAA
CCTCACCAGT
AATAGAAGGG
GCATGTCAGG
TTCAACCTAT
AGACATCACC
GATTTTACAG
AGACTTCGTT
AAGTTTCGGT
GAATCAACCC
GATAATCATT
TGTTCATGCA
TCAATGTATA
TAGCCTAGAC
AGAGTGGGAC
GTCTCGGAGA
TATGTACGTT
CAAAGAGAAA
AGCCTGTCAG
CAATGGGATG
CGGGGTTCCG
GAAGCCTGCA
AGACCCAAAC
AACTGTAAGT
GACCATCAGT
ATGGTTGCAC
AGATCTCGAT
CCCAATGGGA
TCTGTACTTG
CCAAACTATT
TGAAGCCAGT
CGGACATCAT
AGGAATCTAT
ATTTTGGTCA
ATTAGCGAAA
AAAAATCATC
GGATGTGATA
CGCACCCATT
GGATCCCGTG
AGTGGAGATT
GGCAAGTGAC
AAATATCACA
CCATGATGAA
TATTATCCCA
AATTGCCGGA
TCTAACCCCT

AGCCCAATTG
TATCAGCTCC
TCAAACCAGA
TCTTATCCCA
CAGGATCGAG
AGCAAAATAA
GGGGGTGCAC
AGCTCACAGT
GTGATTAAAT
GGTGAATCAT
CACATTGTTT
AGGCTAATGA
ATCAGGTATC
CAATTGGTGG
TTCTCTCTCA
GACAATGGCT
TTCATCACAG
CACCCAAGGT
AAAGTTGTCT
AACGGTTATC
TCTCCTATCA
GAAAATTGGA
AGTGATTTGA
TCAGTGTACC
CTTGTTAATG
ATCTCAGGTC
GAGATTAAAG
GTCATAGCAG
GCAAAGGATG
AAAGACAAGA
CCTTATCGAG
CCAAATTTTT
GCATTTATAA
ATTTTTGCTC
AGAAGATTGG
CGTCATGTGG
GGGGTGGAGG
GCGGCACATG
GCTGTCACTA
CGAGTGACCA
TTGAAAGCAA
TATGATGGAA
GAAACAATAG
GCCATTGAGA
CAACAAGTAT
GAACCCCTCT
GGCGGTTTTA
ACATCTTCTA
CTACATCAGG
CCTTATTCTG
GCTAGGCATG
AGTCAGGATG
AGGGCTGCAC
ATGCTAGACA
AGAATAATAA

TGGACTCTGT
TAACCAATAA
TTGATACAAC
TGATCATTAA
AACACAACCA
TCATCTCTCT
CAGACGGGGT
TGGACAAGAC
GGTTCGAACC
CCTCTACTCA
TGAATGTGTT
ATTACCTAAC
CTGATACTGC
TCTGGGATCT
CTCTACTGGA
GGGGTGCTTT
TCTATACTGA
AGGATATACA
TAGAAGCAAT
CCTATGAGAC
GGGATAGACA
TCAGAAATGC
AATCCTTCGC
CCATGTACCT
CAAAAGAATT
TGTTTCTAGA
AATATCTAGA
AGGTAGGGAG
AAAACTTGAT
AACACGATCT
AAGATTCCCA
GAACCCGTCA
GCACCAGTAG
CTACAGATCT
AGAGATTAAA
AACAGTCGAT
ACTTGAATAC
GGTATTGTCA
AGAGTGGTGT
AAAGAGTACC
CAGAATACTT
ATGAAACAAT
TGTTAATTTC
TGGATGAGAC
AAGGGTTTGA
TAATTTCATT
TACAAGATCA
ATTACCTCAA
TTGCTGACCT
TCATGACTCA
CCAATCTGCC
TCCTTATCAA
AGGATGAAGC
ATGAAATTCT
CCACAAAGGG
CCCGTTTGTC

ATCAGTGAAC
GCTAGTATCT
ATTAGTGCGT
CTGCATCGAA
TGTGATATAC
GAGGCTGAGA
CAAAAAATGC
TATTGGGACC
TTTCCTTCTA
CAACTGTCGC
AGTCTCTAGG
ATTTGAAATG
TATGGCAATT
AATTGACGGA
GCCTCTCTCA
TCTGAGTCAC
AGAGACGTTC
TATAACAGGA
AACAGCAGCA
TATGATGAAG
TGGGGGGACT
TCATGCCTCA
AGGAATTCGA
GAAAGATAAG
CCTCAGGTAC
GGACTCTCAG
AGATCCTGAT
ATTATTCGCT
ATCTAATGGA
CACTAAATCA
TCGTGGCCTC
CTCCGTCTCT
AAGAGAAGAC
CAAAAAGTAC
TGAAATCTAT
CTTATACGTA
AGCCCCTAAC
GAAGTTATGG
CAGAATTGCA
AAGCACCTGG
TATAGCCTTG
AATCTCTTCC
ACAATCCCTG
CCGAGCCGCG
CCGATATTTA
AGGATTCACT
CTGTCTCTTG
TATGAGTAGG
CAAACGAATG
ATACCCAGGT
CTGTGTCCAG
CAGTCCAAAT
TTTAGCAGCT
GGATAACACA
GTTGATAAGA
AACTTACGAT

CAGATTCTAT
ATTTTAGAAT
AATATCAAAG
ATTGGGAGCA
CCAAATTGCA
AATATATTCA
TTAAACGATA
AAAATTGATG
TGGTTTACAA
AAGCGGAGGC
GACCTTGTAT
GTCCTGATGT
GATCAACGTT
TTCTTCCCGG
TTGGCTTACT
TGCTTTGCTG
CAAACTTTAA
GAAATCTTTT
GAGAACGTAC
GGACACGCTA
TGGCCTCCGA
GGGGAGGGAA
TTTAAATGCT
GCTTTGGCAG
AATCCGCCTC
TTTGACCCTT
TTCAACCTAT
AAAATGACCT
ATTGGGAAGT
TTGCACACTC
ACTAACCAGC
TCCCCAAGTA
AATGACATAG
TGTCTGAATT
GGTCTCCCCT
AGTGACCCCC
TCTCAAATAT
ACTATTAGCA
TCACTTGTCC
TCCTATGCCT
AGACAGAGGT
CACTTTTTTG
AAGAGTATAG
TGCAGCAACA
GCCTACACGC
ATCAATTCAG
ACCAAGATGG
CTCTTTGTCA
ATCCGATCAG
GACTCTTCTT
AGCATAACCC
CCGATGCTGA
TTCTTGATGG
ATCACGGGTG
GCAAGCATGA
TATGAGCAAT
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12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12901
12961
13021
13081
13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
13561
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041
14101
14161
14221
14281
14341
14401
14461
14521
14581
14641
14701
14761
14821
14881
14941
15001
15061
15121
15181
15241
15301
15361
15421
15481
15541

TTAGGGCAGG
CATGTTCCGT
GTCGTCCTAT
TTAGAAGACA
TTATACCAGC
CATACATAGG
CTAGTAGGTC
ATGATGACGA
TTGAGGAATT
GAGACAAGAG
CAACTATCTC
TTATTTATCA
CTTCAACCAC
TAATACCCAT
ATATTTGTAC
GACTTTATAA
AGCTTTATCA
TTGAAAAGGA
TTATCACTGA
CTGCAATCAA
GTGAGTTGTT
ATGCATTGAG
TTCATGGACC
ACTGTTACAT
TTTTATGCGA
ACCTATGCAT
TGACACCAAC
CCCATGTTGG
TGACATATCT
TCACTGATGC
CCTCAGAATT
AGCTGTCAAC
TTCATTCATT
CTTCCGTGAT
CAGGTGCAAT
GTGGTGTGTC
TCAGTCTGGT
GACCAGAAGT
CTGCTAGCAG
TTGAAAAGTT
GGTCAGTGTT
TGTATGCACT
TGTCAACAGA
AGGGGATTAA
ACATCCTTTC
CTAAATCTTT
GTGGGCTTAC
CAGGCGAGGA
AGGATAACCA
AGGAAAGGGA
CGGGCGACTT
TCGACCTGCA
TAACGACAAT
GGTTCAAATT

TATCAGACTG
CCAGTTAGCG
TTATGGTCTA
TGAATCCTGT
GAATTGCCAA
GTCCACAACA
TCTAAAATCA
ATCTTGGCAA
ACGAATGATT
TACTCAAGTC
GAATGATAAT
ACAAGGTATG
CGGCGACTCT
GAGTGACCAT
AAATCCTTTG
CCAGAGTCAC
TGTGCTAGCT
CCACCTAAAT
GTTTCTTCTA
CTGGGGCTTT
GTTCTCTTTC
CCATCCTAAA
CTCTCTTGAC
GATTTACCTA
AAGTGACGAG
CTTATCTGAC
ACAGAAATGT
TCTGACATGG
TAGAAGAGGC
TGTTGGATGC
AACGTCAGGA
AAGGACACAT
CAGAAGAATT
TAAGAACGAA
GTTGACAGTA
GGTAGAATCC
GGAACATCAA
AACTTGGGTT
TCTTGGGTTG
GGAAGAATTG
AGTAATTAAG
CCCACATTTT
GGCCTACCTT
ACAACAGATT
ATCAAAGCAG
CAATCCTCAC
AATTAATGGT
AGGGCTGAAA
CCAATCTTCA
GCTCGTATCT
ATACGAAATT
TCGTAATTTA
CCCCAAAAAG
ATTAGGTTAT

TTCTCAGGGA
AGAGCATTAA
GAAGTCCCGG
TTGCTTTGCG
TTGGATAGTA
GAAGAAAGAA
GCAGTGAGAA
GAGGCTTGGA
ACCCCAATTT
AAATACTCAG
CTTTCTTTTA
CTCCTGGGCC
AACACCGTGT
CCAAGAGTCC
ATTTATGACA
AGAAAGCACA
AAATCTACTG
GAAGTCACTG
GTTGAGCCTA
GAAATTCATT
CTGAGTAGAA
GTATATAGAC
TCCCAAAACC
GACCTTCTGT
GATGTCATAC
CTTTATTGTA
GCTGTGTTGT
AATGACAAAC
TCAATCAAGC
TTAGAAAGGC
TTTGACCCAC
AACTTACCTA
GGGATCAACT
TTTACGTCTG
TATAAAGAGC
AGAACTGGAC
TTAGGACTCG
GGGAGTGTTG
ATTCACTCGG
TCTGCTATAT
ATCATGCCAG
CTTCGAAGTT
GTTTTTACCG
TTGCGAGTCG
ACAGCATGTG
CTTCAGGGTT
CTTAAAGTAT
GGATCTATCA
CATGGAATGT
ATCATTGCAA
ACCAGGATTG
TTCATGGATA
AATTGGCTCT
AGTGCACTGA

AGGGGCATGA
GGAACCACAT
ATATCCTTGA
CATCAGGCTC
TTACAGAGGG
CAGACATGAA
TAGCAACTGT
CCTTGGCAAA
CCACTTCTAC
GGACCTCTCT
TTATAGATGA
TGGGGATCCT
TACATTTACA
CAGGGCTCAG
GTAACCCTAT
TTGTAGAGTT
CTATGTCTAT
CGTTAATTGG
GATTATTTAC
ATCACCGACC
TGAGTAAAGG
GGTTTTGGGA
TACATATAAC
TAAATGATGA
CTGAAAGATT
ACCCTCGTGA
CGGGGTACTT
CTATCTTAAT
AGATAAGATT
GTCCTCTAAG
CGAAAGATGA
TTACAGGATT
CTACTGCATG
AAGAACACGG
TATTAAGATT
AACGAGAGAT
ATAAATTGGT
ATTGTTACAA
ATATAGAGTC
TATCAATGAC
TTAGTGGCGA
TCATAGTTTA
GTCTTAGAGC
GTATTCGAAC
TGCAGTCTTT
TAACAAGTAT
GTAAGAACCT
CGATCCTTTA
TCCATGCATA
AGAAGTACTG
TCCGAAACCT
ATCTGTCCAG
TTCAGCTCGA
TTAGAAATCA

TCAGCTCATC
GTGGGCCAAG
ATCAATGAAG
TCATAACTAT
AACATCTGCA
ACTAGCATTC
GTACTCATGG
ACAGAGAGCG
TAATCTAGCT
CATCAGAGTA
CAAGAAAGTG
TGAGCACTTA
TGTTGAAACA
AAAGGTCGTC
TATTGAGAAA
TGTCACATGG
GGTTGAGATG
CGATGATGAT
TGTATATCTA
TTCTGGAAAG
AGTCTTCAAA
CAGTGGGATG
TGTATGCAAC
ATTAGATGAT
TGACAACATA
TTGTCCCCAG
AAAATCAAAA
AGATCAATAT
GAGAGTGGAT
AAATAATTCT
CTTGGCTAAA
AGGAGTCCGG
TTACAAGGCA
ATTATTCCTA
GTCAAGATGT
TTCACCTTAC
GACTGTGCTT
GTACATACTG
ACTACCGGAT
TTTGATATTA
CTGGGTTCAA
CCCAAGATAC
AGGGAGACTA
TTCACCCGGG
GCATGGACCT
TGAGAAGGTA
GCTTCACCAT
CCGGGAACTC
CCCTGTGTTA
TGGCTATATT
GAAAGCCAAC
ATCTGACAGG
GACAAAAGAG
CTGA

GATCAAGACT
CTGGCGAAGG
GGTTATATGA
GGTTGGTTTT
CTGAGGGTGC
GTCAAATCTC
GCCTATGGTG
GACATCTCAC
CACCGACTAA
GCACGTTATG
GACACAAATT
TTTAGATTGT
GATTGTTGCG
ATACCAAGAA
GATGCAGTCA
ACAACAGGGC
ATTACAAAGT
ATCAATAGTT
GGTCAATGTG
TACCAAATGG
ATTTTAGCCA
ATTGAACCTG
CTGATCTATA
TTCTCATTCA
CAAGCCAGGC
ATTCGTGGGT
GCCCTAGAAT
TCATGTTCCC
CCCGGATTCA
ACCTCTAAGG
CTTCTGAGTC
AACTATGAGG
GTTGAAATAG
GGAGAAGGTT
TATTATAACA
CCTTCTGAGG
TTCAATGGGA
AGCCAGATCT
AAAGACATAA
GGGAAGGTAG
GGATTTATTT
AGCAATTTTG
ATCAATCCTG
TTGGTAGGGC
CCATTTCATG
TTAATCAATT
GATATTTCGT
GCAAGGTTCA
ATCGCAAGTC
TTGCTGTACT
CACATAATTT
TCTCTCATCC
ATAAAGGAGT
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Anexo 2: Secuencias de los triplicados de muestras de caninos A (DP1, DP2 y DP3), H (DP4,
DP5y DP6) y F (DP7, DP8 y DP9) obtenidas por el Centro de Secuenciacion Genytec Ltda.

>DP1

CATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGGAACGAAAGGCTTCCAGG
GTATACCCCAGATTTCAACAGTTCTGAATTGAGTGAGTCACTATATTACACCCAAATTATCCAAGATTATTG
AAATTACGATTATCGGAAATCGATTGAAGAAATCGCCAAGATTAGGATTCTTACTAAGATTCTCAGTCAACC
TGGGACCAGTGAAGATAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCT
TGCATCAGTCAACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATCA
ATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATTGCAGAGGAACAGGCATACCATTTCAGCAAAGGGCTGG
AATTCCTCAAAGCCCT

>DP2

CATCAACAAGAGGTCAGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGGAACGAAAGGCTTCAAGG
GTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACTATATGACACCCAAATTATCAAAGATGATGG
AAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAGAAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACC
TGGGACCAGTGAAGATAATTCTCATGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCT
TGCATCAGTCAACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCAAACAAACCCGATCA
ATCATTCATCAGACCACCCGTTCTATCACTAAATGGCAGAGGAACAGGCATACCATGTCAGCAAAGGGCTGG
AATGCCTCAAAGCCCTC

>DP3

ATCAACAAGAGGTCCGTAAACCAGGGAGGAGACTAATACCCCATTCACTTCAGGAACGTAAGGCTTCCAGGG
TATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACTATATGACACCCTAATTATCCAAGATGATGGT
AATGACGATGATCGGTAATCGATGGAAGAAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACCT
GGGACCAGTGAAGATAATTCTCCTGTTTATAGTGATTAAGAGCTACTCAATTTAATATTCAAGACCAGTCTT
GCATCAGTCAACAATTATCATTCTTAACTCATTATTAATAACTTAGGACCCAGGTCCAACTAACCCGATCAA
TCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTTAATGGCAGAGGAACAGGCATACCATGTCAGCTAAGGGCTGGA
ATGCCTCTAAGCCCTCAG

>DP4

CATTGGTAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACGAAAGGCTTCCAGG
GTATACCCCAGATGTTGGTAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACTATGACACCCAAATTATCCAAGATGATGG
AAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTTGGTC
TGGGACCAGTGAAGAAAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCT
TGAATCAGTTGGTAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCTGGTAAACCCGATCA
ATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGAGTACCATGTCAGCAAAGGGCTGG
AATGCCTCAAAGCCCTCA

>DP5

ACCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACGAAAGGCTTCCA
GGGTATACCCTATATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACTATGACACCCAAATTATCCAAGATGAT
GGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAA
CCTGGGACCAGTGAAGAAAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGT
CTTGAATCAGTCAACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGAT
CAATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGTATAGGAACAGGAGTACCATGTCAGCAAAGGGCT
GGAATGCCTCAAAGCCCTTA

>DP6

AACCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCAAATACAATAGAGACGAAAGGCAATC
AGGGTATACCCCAGATGTCAACAGAATTGAATGGAGTGAGTCACACTATGACACCCAAATTATCCAAGATGA
TGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTCA
ACCTGGGACCAGTGAAGAAAAAATTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATAAATAAGACCAG
TCTTGAATCAGTCAACAATTATCAAATTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGA
TCAATCAAATATCCGACCACCCGAATTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGAGTACCATGTCAGCAAAGGGC
TGGAATGCCTCAAAGCCCT
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>DP7

CATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACGAAAGGCTTCCAGG
GTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACAATGACACCCAAATAATCCAAGATGATGG
AAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAAATGCTCAGTCAACC
TGGGACCAGTGAAGAAAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCATTTAAATATTCAAGACCAGTCT
TGAAACAGTCAACAATTTTCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATCA
ATCATTCATCCGACCACACGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGACAACCATGTCAGCAAAGGGCTGG
AATGCCTAAAAGCTCTCAG

>DP8

CCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACTAATACCCCATTCACTTCAGAGACGARAGGCTTCCAA
GGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACAATGACACTCAAATTATCCAAGATGATA
GAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATACTCAGTCAAC
CTGGGACCAGTGAAGAAAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAATAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTC
TTGAAACAGTCAAAAATTATCATTCTAAACACATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATC
AATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGACAACCATGTCAGCAAAGGACTG
GAAAGCCTCAAAGCCCTCA

>DP9

CCATCAACAAGAGGACCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACGAAAGGCTTCCAG
GGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACAATGACACCCAAAATATCCAAGATGATG
GAAATGACGATGATAGGAAATCGATGGAAACAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAATATTCTCAGTCAAC
CTGGGACCAGTGAAGAAAATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGATACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTC
TTGAAACAGTCAACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATC
AAACATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGACAACCATGTCAGCAAAAGGCTG
GAATACCTCAAAGCCCTC
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Anexo 3: Disefio de partidores segtin OligoPerfect™ Designer de Life Technologies™

1501 ToARTG TATRGARAATTGGARATCC TICGCAGGAA TTCGATTTRAATGEC TTTRTECC TC TTRGCC TRGACAG TEA TTTGACCATE TROC TRRRAGATRAG
1401 GCTTTGGCAGCCC TRAGAARAGAHGTEEERACTCAGTE TRCCCARARGAATTCC TCAGG TRCARTCCECCTCGCTCCAC TEAG TC TCGAARAC TIG TTRATS
1501 TETTTCTRGAGGEAC TCTCAGTITGACCCTTATRACA TERA TTATE TRCG TTRTC TCAGE TCARTRTC TREAAGAH TCC TEATTTCAAC C TRTCATRCAGTCT
1601 CRRARGRGRARGHGHTTRARGRGE TREEERGATTATTCGEC TRARATEACC TRCARRARTECGRGCC TE TCAGE TR TRG CRGRARAC TTRATRTC TRATEER.
1701 ATTGGGEARAGTRC TTCARGGACARTEEEATEECARAGGA TEARCACAATC TCAC TRAR TCATTGCACRC T TEGEC TE TE TCCGGGG TTC CARRRGRCARGH.
1501 ARGATTCCCATCG TEGECCTCAC TRACCAGCE TRAATCCC TEARGCCTECACC TTRTCGAGEARCCCETCACTCCG TS TC TICCCCARG TRIETRIGATATAT
1901 AGRCCCARACCCARATTTTTGCACCAS TREARGHERARGACAR TERCHTRERGATC TRTEARAC TE TRAG TECATT IR TRAC TRCAGA TC TCRARRAG TRC

Rank: 1 | Product Length: 457 | Product Region: 1404-1860
Primer Name Strand Size [hases)

PGL1R 55.00 REV 20 59.98

5" Addition Primer Sequence
Eﬁ

=

CTCGATAAGGT GCAGGC CTTC

=
=
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Anexo 4:

a) Identidad nucleotidica segun programa Blast: Canino A (94,8%)
Description shgz:(e ;30;1 S;':g vallsue |dent  Accession
[ Canine disternper virus, complete genome 800 800 100% 00 99% AF0148531
[} Canine distemper virus, isolate Onderstepoort camplete genome 795 795 100% 00 98% AF3054181
[ Canine distermper virus strain Onderstepoort, complete genome 778 778 100% 00 98% AF3787051
[ Canine distemper virus strain Snyder Hill culture-collection ATCC:VR-1587, complete genome 761 761 100% 0.0 97% JNB896987.1
[ Canine disternper virus strain recombinant Snyder Hill, complete gename 761 761 100% 00 97% GU1384031
L] Canine distermper virus strain Shuskiy, complete gename 695 695 100% 00 94% HMO63008.1
() Canine distemper virus strain PhocalCaspiani2007, complete genome B95 695 100% 00 94% HMO46486.1
L Canine distemper virus strain CDV3, complete genome B89 B89 100% 00 94% EUT262681
(] Canine disterper virus isolate 98-2646, complete gename 673 673 100% 00 94% AY5423122
[ Canine disterper virus isolate 98-2654, complete genome 673 673 100% 00 94% AY466011.2
() Canine disterper virus isolate 98-2645, complete gename 673 673 100% 00 94% AY4450772
[ Canine distemper virus strain A75/17, complete gename B56 656 100% 00 93% AF164967.1
[ Canine disterper virus isolate 164071, complete gename 651 651 100% 00 93% EUT163371
[ Canine disterper virus isolate 01-2689, cormplete genome 640 640 100% Be-180 92% AYE49446.1
() Canine distemper virus isolate 00-2601, complete gename 634 B34 100% 4e-178 92% Av443350.1
b) Ejemplo de alineamiento con secuencia AY445077.21

Canine disternper virus isolate 98-2645, complete genome

Sequence ID: gh|AYA445077 2| Length: 15690 Humber of Matches: 1

Range 1: 1409 to 1859 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

673 bits(364) 0.0 422/451(94%) 0/451(0%) Plus/Plus

Query 1 CATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGGAACGA 60

LELEEREERE e peeer beeee e b e e bbb e 1l

Shjct 1409 CATCAACAAGAGGTCCGAGAACCAAGGAGGAGACAAATACCCCATCCACTTCAGTGATGA 1468

Query 61 AAGGCTTCCAGGGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACTATATGA 120

N N N NN e A

Sbjct 1469 ACGGTTTCCGGGGTATACCCCAGATGTCAACGGCTCCGAATGGAGTGAATCACGCTATGA 1528

Query 121  CACCCAAATTATCCAAGATGATGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAGAAATCGC 180

PLELEEE T Lreerne et err ceerr e berrere bbbt

Sbjct 1529 TACCCAAACTATTCAAGATGATGGAAACGACGATGACCGGAAATCGATGGAAGCAATCGC 1588

Query 181  CAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGATAATTCTCC 240

LELEEEEE T e e e e e e e e e e il

Sbjct 1589 CAAGATGAGAATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGATAGTTCTCC 1648

Query 241  TGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCTTGCATCAGTCAA 300

PLLEEEEE TR PR e bbb b

Sbjct 1649 TGTTTATAATGATAGAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCTTGCATCAGTCAA 1708

Query 301 CAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAMACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATCA 360

Sbjct 1709 CAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATCA 1768

Query 361  ATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGCATACCATGTCA 420

PR et b e beeer 1l

Shjct 1769 ACCATTCATCCGACCACCCGTTCCATCCCTAAATGGCAGAGGAGCAGGCCTACCATGTCA 1828

Query 421  GCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCAG 451
FTEREEEEREEEE e eerreern
Sbjct 1829 GCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCAG 1859
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a) Identidad nucleotidica segun programa Blast:

Anexo 5:

Canino F (94,45%)

Description Max | Total
score score

) Canine distemper virus, complete genome 798 798
) Canine disterper virus, isolate Onderstepoort complete genome 793 793
| Canine distemper virus strain Onderstepoort, complete genome 776 776
| Canine distemper virus strain Snyder Hill culture-collection ATCCVR-1587, complete genome 758 758
L) Canine distemper virus strain recombinant Snyder Hill, complete genome 758 758
) Canine disterper virus strain Shuskiy, complete genome 631 B9
| Canine distemper virus strain PhocaCaspiani2007, complete genome 691 B9
| Canine disternper virus strain CDV3, complete genome B85 686
) Canine distemper virus isolate 98-2646, complete genome B67  B67
) Canine distermper virus isolate 88-2654, complete genome B67  BB7
| Canine disterper virus isolate 98-2645, complete genome B67  B67
| Canine distemper virus strain A75/17, complete genome 660 660
) Canine distemper virus isalate 164071, complete genome 654 B54
) Canine disternper virus isolate 01-2689, complete genome 643 B43
| Canine distemper virus isolate 00-2601, complete genome B34 B34

Query
caver

100%
100%
100%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
100%
100%
100%
99%

E
value

0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o

|dent

98%
98%
98%
97%
9%
94%
94%
94%
93%
93%
93%
93%
93%
92%

4e-178 92%

Accession

AF014953.1
AF305418.1
AF378705.1
JNBIGIET 1
6U1384031
HMO63009.1
HMO46486.1
EU726268.1
AY542312.2
AY466011.2
AY445077.2
AF164967.1
EU716337.1
AY549446.1
AY443350.1

b) Ejemplo de alineamiento con secuencia AY466011.21

Canine distemper virus isolate 88-2654, complete genome
Sequence ID: ghlAY4B6011.2] Length: 15690 Humber of Matches: 1

Range 1: 1408 to 1858 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
667 bits(361) 0.0 421/451(93%) 0/451(0%) Plus/Plus.
Query 3 CCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACG 62

LLEEEEEErrr et reeer Cerrr e e re e e beeerer el
Sbjct 1408 CCATCAACAAGAGGTCCGAGAACCAAGGAGGAGACAAATACCCCATCCACTTCAGTGATG 1467

Query 63 AMAGGCTTCCAGGGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACTATG 122
L L e reeerererreeereerrrt b frreerr e el el
Sbjct 1468 AACGGTTTCCGGGGTATACCCCAGATGTCAACGGCTCCGAATGGAGTGAATCACGCTATG 1527

Query 123  ACACCCAAATTATCCAAGATGATGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCG 182
FLErrrer e treeeerreee e teeerer ferrerr e 1l
Sbjct 1528 ATACCCAAACTATTCAAGATGATGGAAACGACGATGACCGGAAATCGATGGAAGCAATCG 1587

Query 183  CCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGAAAATTCTC 242
LLLEETLEEE P e e e e e e e e et il
Sbjct 1588 CCAAGATGAGAATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGATAGTTCTC 1647

Query 243  CTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCTTGAATCAGTCA 302
LLLEEEEEE T berr b e b e e r et
Sbjct 1648 CTGTTTATAATGATAGAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCTTGCATCAGTCA 1707

Query 303  ACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATC 362
PEEREEEEE R e e e e e e e bbb e e e e e e e e e el
Sbijct 1708 ACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAMAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATC 1767

Query 363  AATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGAGTACCATGTC 422
PELEEEErer e er et rer e er e e e e e beel  rrerrennl
Sbjct 1768 AACCATTCATCCGACCACCCGTTCCATCCCTAAATGGCAGAGGAGCAGGCCTACCATGTC 1827

Query 423  AGCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCA 453
PLERERLELLELEr el
Sbijct 1828 AGCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCA 1858
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Anexo 6:

a) Identidad nucleotidica segun programa Blast: Canino H (93,8%)

@
(]
(]
@
(]
(]
(]
(]
(]

O

(]
@
@
(]

o

Mayx | Total Query

score score cover

Description
Canine distemper virus, complete genorme 774
Canine distemper virus, isolate Onderstepoort complete gename 769
Canine distemper virus strain Onderstepoort, complete genome 752

Canine distemper virus strain Snyder Hill culture-collection ATCC:VR-1587, complete genom 736

Canine distemper virus strain recombinant Snyder Hill, complete genome 736
Canine distemper virus strain Shuskiy, complete genome 675
Canine distemper virus strain PhocafCaspian/2007, complete genome 675
Canine distemper virus strain CDV3, complete genome 669
Canine distemper virus isolate 98-2646, complete genome 647
Canine distemper virus isolate 98-2654, complete genome 647
Canine distermper virus isolate 98-2645, complete genome 647
Canine distermper virus strain A75/17, complete genome 636
Canine distemper virus isolate 164071, complete genome 630
Canine distemper virus isolate 01-2689, complete genome 619
Canine distemper virus isolate 00-2601, complete genome 614

774
769
752
736
736
675
B75
B69
647
647
647
636
630
619
614

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

value
0.0
0o
0.0
0.0
0o
0o
0.0
0.0
0.0
0o
0o
1e-178
5e-177
1e-173
5e-172

Ident

98%
97 %
97%
96%
96%
94%
94%
93%
92%
92%
92%
92%
92%
91%
91%

Accession

AF014953.1
AF305419.1
AF3787051
JNBOEYET 1
GU138403.1
HMOB3009.1
HMO046486.1
EU726268.1
AY542312.2
AY466011.2
AY445077.2
AF164967 1
EUT16337.1
AY649446.1
AY443350.1

b) Ejemplo de alineamiento con secuencia AY542312.21

Canine distemper virus isolate 98-2646, complete genome
Seq ID: gh|AY542312 2] Length: 15690 Humber of Matches: 1

Range 1: 1408 to 1859 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
647 bits(350) 0.0 418/452(92%) 0/452(0%) Plus/Plus
Query 1 CCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCAGAGACG 60

L
Shjct 1408 CCATCAACAAGAGGTCCGAGAACCAAGGAGGAGACAAATACCCCATCCACTTCAGTGATG 1467

Query 61 AMAGGCTTCCAGGGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCACACAATG 120
PEE LRt ee e e b b brrer e e
Sbjct 1468 AACGGTTTCCGGGGTATACCCCAGATGTCAACGGCTCCGAATGGAGTGAATCACGCTATG 1527

Query 121  ACACCCAAATTATCCAAGATGATGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAACAATCG 180
FRErrrer e eere et Ceerr e 1t
Sbjct 1528 ATACCCAAACTATTCAAGATGATGGAAACGACGATGACCGGAAATCGATGGAAGCAATCG 1587

Query 181  CCAAGATGAGGATGCTTACTAATATTCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGAAAATTCTC 240
LEEEEELEEE T b berr e e e e et il
Sbjct 1585 CCAAGATGAGAATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGATAGTTCTC 1647

Query 241  CTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCTTGAAACAGTCA 300
|||||||||||||||l|||||||||1||||l|l||l|||||||||||||||||||l
Sbjct 16458 CTGTTTATAATGATAGAGAGCTACTCAATTAAATATTCAAGACCAGTCTTGCATCAGTCA 1707

Query 301  ACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATC 360
PLERRTELEEEE b e et bbb e e bbb e el
Shjct 1708 ACAATTATCATTCTAAACTCATTATAAAAAACTTAGGACCCAGGTCCAACAAACCCGATC 1767

Query 361  AATCATTCATCCGACCACCCGTTCTATCCCTAAATGGCAGAGGAACAGGACAACCATGTC 420
PEERREEEEEE et beee b e e et el
Sbjct 1768 AACCATTCATCCGACCACCCGTTCCATCCCTAAATGGCAGAGGAGCAGGCCTACCATGTC 1827

Query 421  AGCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCAG 452
PLERERLLEERLEE et
Sbjct 1828 AGCAMAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCCCTCAG 1859
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