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RESUMEN 

La importancia que reviste el Distemper Canino -una de las principales enfermedades 

infecciosas que afectan tanto a los caninos domésticos y silvestres como también a varios 

otros mamíferos terrestres y marinos- junto a la dificultad de su diagnóstico -basado en los 

signos clínicos- ha motivado que a la fecha se hayan realizado diversos estudios en la 

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile para la detección 

óptima del agente etiológico: el Virus Distemper Canino. 

La técnica molecular utilizada es la Reacción en Cadena de la Polimerasa asociada a 

transcripción reversa, utilizando como blanco de detección los diferentes genes que 

componen su genoma: N, P, F, M, H y L, con el fin de encontrar el método que permita el 

diagnóstico de la enfermedad ante-mortem de manera precoz.  

Así, en esta Memoria de Título, se utiliza el gen M que codifica la proteína de la Matriz 

viral y se implementó un protocolo de detección molecular que completa la información 

respecto a cuál sería el gen óptimo a utilizar en el diagnóstico de la enfermedad. 

Para ello se utilizaron 20 muestras de RNA total, obtenido desde sangre periférica de perros 

de distintas razas, edades y estado de vacunación contra Virus Distemper Canino, que 

presentaron signos clínicos y que ya eran positivos a la RT-PCR que detecta el gen N del 

virus. La técnica detectó el genoma viral en el 70% de aquellas analizadas, observándose 

una banda cercana a los 500 pb, cuyos productos amplificados presentaron intensidad y 

nitidez evidentes a la visualización.  

El porcentaje de identidad nucleotídica (PIN) respecto de las dos secuencias consenso 

obtenidas del total de muestras (mediante el programa online Clustal Omega), arrojó un 

99% para ambas secuencias, comparadas con las secuencias de Virus Distemper Canino 

que entrega el programa informático de alineamiento de secuencias online de libre acceso 

BLAST. 

Los resultados permiten concluir que, si bien la elección del gen M como blanco de 

detección permite detectar VDC, no resulta de elección para la detección certera del virus, y 

por ende, para ser utilizada en el diagnóstico de la enfermedad causada por este. 
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ABSTRACT 

The importance of the Canine Distemper -one of the main infectious diseases affecting 

domestic and wild canines as well as several other mammals both terrestrial and marine- 

and the difficulty of its diagnosis -based on clinical signs- has motivated to the date several 

studies that have been carried out in the Faculty of Veterinary and Animal Sciences of the 

University of Chile to detect the etiological agent: the Canine Distemper Virus. 

The molecular technique used is the Polymerase Chain Reaction associated with reverse 

transcription and the different genes that make up its genome have been used as a detection 

target: N, P, F, M, H and L, in order to find an method that allows the early diagnosis of 

ante-mortem disease. 

Thus, in this Title Memory, the M gene that encodes the protein of the virus Matrix is used 

and a molecular detection protocol was implemented that completes the information 

regarding which would be the optimal gene to be used in the diagnosis of the disease. 

For this, 20 samples of total RNA were used, obtained from peripheral blood of dogs of 

different breeds, ages and vaccination status against Canine Distemper Virus, which 

showed clinical signs and which were already positive to the RT-PCR that detects the N 

gene of virus. The technique detected the viral genome in 70% of those analyzed, 

generating a band close to 500 bp, whose amplified products presented clear intensity and 

sharpness to the visualization. 

The percentage of nucleotide identity (PIN) with respect to the two consensus sequences 

obtained from the total samples (using the Clustal Omega online program) yielded 99% for 

both sequences compared to the Canine Distemper Virus sequences delivered by the 

alignment software of free access online sequences BLAST. 

The results allow us to conclude that although the choice of the M gene as a detection target 

allows to detect VDC, it is not of choice for the accurate detection of the virus, and 

therefore, to be used in the diagnosis of the disease caused by it.  
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INTRODUCCIÓN 

El Virus Distemper Canino (VDC) es el agente etiológico de la enfermedad infecciosa 

denominada Distemper Canino (DC), una de las patologías víricas más graves que afectan a 

los perros domésticos. Esta enfermedad fue descrita en detalle por primera vez por Edward 

Jenner en 1809, pero el agente causal fue descubierto en 1905 por Henri Carré, fecha en 

que aisló el virus, de ahí que la enfermedad también reciba el nombre de “Enfermedad de 

Carré”. Además de la familia Canidae, hay otras que son hospederos naturales a quienes 

también afecta el virus, como las familias Procyonidae y Mustelidae, incluso la familia 

Felidae. 

Este virus posee un genoma RNA de hebra simple de polaridad negativa, de 15,7 kb 

aproximadamente que incluye seis genes: N, P/V/C, F, M, H y L, que codifican para las 

proteínas estructurales del virión: la proteína de la nucleocápside (N), fosfoproteína (P), 

proteína de matriz (M), proteína de fusión (F), hemaglutinina (H) y proteína grande (L), 

con la salvedad del gen P/V/C, que codifica la fosfoproteína estructural P y las no 

estructurales V y C. Los genes o regiones genómicas que presentan un alto grado de 

conservación entre los genotipos son los que se prefieren como blancos para los estudios 

diagnósticos de la enfermedad, como ocurre en el caso de los genes N, P y M. 

Considerando que el diagnóstico del DC en base sólo a los signos clínicos presenta 

problemas por la diversidad sintomatológica, que dificulta el diagnóstico clínico ante-

mortem, es que cobra relevancia contar con una técnica efectiva que permita realizar un 

diagnóstico cierto en casos presuntivos de infección por VDC. 

Así, siguiendo la línea de trabajos anteriores que se han realizado en la Facultad de 

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET), en la búsqueda del 

método alternativo óptimo que permita un diagnóstico eficaz del VDC, el presente trabajo 

pretende lograr la detección del gen M del VDC, usando la técnica RT-PCR, diseñando 

para ello los partidores que permitan lograr la amplificación de un fragmento de DNA que 

lleve a la detección del gen M y posterior establecimiento de la identidad nucleotídica de 

dicho fragmento. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

El virus 

El VDC pertenece al orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género 

Morbillivirus y se relaciona taxonómicamente con otros Morbillivirus de este género como 

el Virus del Sarampión en Humanos (VS), Virus de la Peste Bovina, Virus de la Peste de 

los Pequeños Rumiantes (Rinderpest), Virus Distemper de la Foca y Virus Distemper del 

Delfín (Pringue, 1999; Lamb y Kolakofsky, 2001; Martella et al., 2008). Es el agente 

causal de la enfermedad Distemper Canino (DC), que es una de las principales patologías 

infecciosas de canes jóvenes y adultos, siendo considerada la patología vírica más seria e 

importante que afecta a la especie, tanto cánidos salvajes como domésticos (Appel, 1987). 

Su etiología viral fue demostrada por el científico francés Henri Carré, en 1905, quién 

demostró que la infección podía transmitirse con un agente filtrable. Antes de esa fecha, en 

1809, Edward Jenner había descrito al virus (Pardo et al., 2005; Martella et al., 2008; 

Pinotti et al., 2009; Pratelli, 2011). 

El VDC es un virus envuelto, de tamaño entre 150 a 300 nm de diámetro, cuyo genoma está 

compuesto por ácido ribonucleico (RNA), no segmentado, de cadena simple y polaridad 

negativa, constituido por alrededor de 15.700 nucleótidos, con una nucleocápside de 

simetría helicoidal (Örvell, 1980; Diallo, 1990; Sidhu et al., 1993; Summers y Appel, 1994; 

Elia, et al., 2006). Presenta seis genes, cuya función es codificar las seis proteínas 

estructurales del virión, estos genes son N, P/V/C, M, F, H, L, donde cada uno de ellos 

codifica una única proteína, siendo la excepción el gen P/V/C que codifica la proteína 

estructural P (fosfoproteína) y proteínas no estructurales V y C (Lamb y Parks, 2007). Los 

genes o regiones génicas están organizadas en unidades transcripcionales separadas y no 

superpuestas, que se organizan de 3'-N-P- F-M-H-L-5', (Lamb y Kolakofsky, 1996; Harder 

y Osterhaus, 1997; Barret, 1999). Las proteínas estructurales son: proteína de la 

nucleocápside, codificada por el gen N (1,5 kb); fosfoproteína, codificada por el gen P (1,5 

kb); polimerasa mayor, codificada por el gen L (6,5 kb); proteína de matriz, codificada por 

el gen M (1 kb) y, dos glicoproteínas de superficie de la envoltura lipídica, proteína de 
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fusión, codificada por el gen F (1,9 kb), y hemaglutinina, codificada por el gen H (1,8 kb), 

ambas encargadas del reconocimiento e ingreso del virus a la célula del hospedero, 

constituyendo los objetivos principales de los anticuerpos generados por este (Sidhu et al., 

1993; Summers y Appel, 1994; Shin et al., 2004). 

El virus permanece viable entre valores de pH de 4,5 a 9, es sensible a la luz ultravioleta, al 

calor, a la desecación y se destruye cuando es expuesto a temperaturas de 50 a 60 °C 

durante 30 minutos; sin embargo, puede sobrevivir durante una hora a 37°C. El tiempo de 

sobrevida se prolonga en temperaturas frías, pudiendo mantenerse viable entre 0 y 4 °C por 

2 ó 3 semanas. Almacenado a -65°C puede conservarse por más de siete años. Al ser un 

virus envuelto, es sensible al éter, cloroformo y desinfectantes tales como formol (0,5%), 

fenol (0,75%) y amonios cuaternarios (0,3%), por lo que los procedimientos de 

desinfección de rutina son efectivos para destruirlo (Appel, 1977). El RNA viral extraído 

puede ser muy lábil, pudiendo degradarse fácilmente por RNAsas de la piel y por 

temperaturas superiores a 4 °C. El VDC almacenado a -10 °C se mantiene activo sólo por 

alrededor de un mes y en congeladores a -70 °C ó -192 °C (nitrógeno líquido) o liofilizado, 

puede permanecer activo indefinidamente (Pérez et al., 1993). 

 

La enfermedad 

Corresponde a una enfermedad viral multisistémica, de distribución mundial, contagiosa y 

en muchos casos fatal, siendo la mayoría de los carnívoros terrestres, los más susceptibles a 

la infección natural por VDC (Appel y Summers, 1995). Las familias de mamíferos que 

afecta el virus además de la familia Canidae (perros, zorros, lobos, coyotes y chacales), y 

que son susceptibles también a la infección natural por este, son diversos carnívoros 

terrestres como miembros de la familia Mustelidae (nutrias, hurones, visón y tejón), 

Procyonidae (coatí, mapache) (Appel y Summers, 1999), Felidae (félidos salvajes como 

leones, tigres, leopardos en cautiverio) (Appel et al, 1994), Hyaenida (hienas), Ursidae 

(osos, panda gigante), Viverridae (civeta y gineta), Ailuridae (panda rojo) (Appel y 

Summers, 1995), en los que ha sido detectado el virus. También afecta a carnívoros 

marinos como las focas, que además de que tienen su virus de distemper específico, pueden 
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llegar a infectase con el VDC, y a cetáceos como el delfín (Appel y Summers, 1999; Pardo 

et al., 2005; Beineke et al., 2009). 

El VDC es considerado altamente contagioso y catalogado como la causa de enfermedades 

de fuerte preocupación económica, de conservación y de salud pública (Harder y Osterhaus, 

1997; Deem et al., 2000). Puede igualmente comprometer drásticamente la conservación de 

las especies amenazadas debido a su alta letalidad (Pardo et al., 2005). Por ello es que sigue 

siendo uno de los principales problemas para los veterinarios y los dueños de mascotas 

debido a las altas tasas de morbilidad y mortalidad (Patel et al., 2012). 

La liberación del virus ocurre mayoritariamente por vía oro-nasal, aunque se puede 

encontrar en cualquier descarga y secreción, y sus principales vías de ingreso al organismo, 

son ocular, respiratoria y oral, por contacto directo a través de la inhalación del VDC 

transportado por el aire o por gotitas (Krakowka et al., 1980), alcanzando superficies 

mucosas donde se establece la primera interacción con el sistema inmune del hospedero 

mediante la infección temprana de linfocitos locales y células mononucleares (von 

Messling et al., 2005; Lamb y Parks, 2007), lo que es importante ya que el virus no es 

estable en el ambiente y se inactiva rápidamente en el entorno (Greene y Appel, 1998; Elia 

et al.,2006), de ahí que la inhalación de aerosoles de secreciones respiratorias que contienen 

virus, es la ruta más importante de transmisión del DC (Appel y Summers, 1995). Luego de 

que ingresa, afecta membranas mucosas y tejidos linfoides, replicando principalmente en 

los tejidos linfáticos del tracto respiratorio donde los macrófagos y monocitos localizados 

en tonsilas y epitelio respiratorio son el primer tipo de célula en replicar y propagar virus 

(Appel, 1970). Luego de esta replicación local, se produce la primer fase de viremia que 

conduce a una infección generalizada de todos los tejidos linfoides incluyendo bazo, timo, 

nódulos linfáticos, médula ósea, tejidos linfoide asociados a mucosa (MALT, por sus siglas 

en inglés) y macrófagos en la lámina propia del tracto gastrointestinal, así como células de 

Kupffer; esta amplia proliferación en órganos linfoides, se corresponde con el aumento 

inicial de la temperatura corporal y aparece fiebre e inicia la linfopenia y leucopenia, 

provocada principalmente por daño viral a las células linfoides (Appel, 1969; Appel, 1970; 

Krakowka et al., 1985). Días más tarde ocurre la segunda viremia, que conduce a la 
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infección de células de tejidos parenquimatosos de todo el organismo (Appel, 1969; Okita 

et al., 1997) y en perros que no se recuperan temprano, los linfocitos y macrófagos 

infectados transportan el virus a la superficie de los epitelios de los tractos digestivo, 

respiratorio, urogenital y al Sistema Nervioso Central (SNC) (Appel y Summers, 1999).  

La excreción del virus comienza antes de que se manifiesten los signos clínicos, a partir del 

quinto día post infección, y continúa excretándose incluso durante semanas (Maclachland y 

Dubovi, 2011). Perros con infección aguda comienzan a eliminar el virus por todas las 

secreciones corporales, pudiendo ser excretado de 60 a 90 días después de la exposición, 

(Greene y Appel, 1998; Pardo, 2006). 

La diversidad en la sintomatología, asociada al ciclo impredecible y variable del virus en el 

hospedero, dificulta establecer un diagnóstico clínico ante-mortem preciso en la mayoría de 

los animales afectados (Frisk et al., 1999). Los síntomas clínicos de DC son similares a los 

de otras patologías, provocando frecuentemente confusión en el diagnóstico clínico 

(Demeter et al., 2007). En aquellos casos que un animal, especialmente cachorro, presente 

cuadros febriles y síntomas multisistémicos, se debe considerar como uno de los 

prediagnósticos al DC (Martella et al., 2008).  

Como primeros signos, en general, se puede encontrar letargia, deshidratación, anorexia y 

pérdida de peso, con manifestación clínica marcada dependiendo predominantemente del 

órgano afectado, y en el caso de que aparezca fiebre, esta es una fiebre bifásica (Wright et 

al., 1974).  

En la fase aguda, los signos clínicos que se pueden encontrar son erupciones cutáneas leves 

(sarpullido), descarga serosa o mucosa nasal y ocular, conjuntivitis y anorexia, seguidos por 

signos gastrointestinales y respiratorios, que a menudo se complican por infecciones 

bacterianas secundarias y problemas neurológicos (Krakowka et al., 1985). Los signos 

nerviosos son diversos y progresivos e incluyen mioclonias, nistagmo, ataxia, déficit 

postural y tetraparesis o parálisis (Greene y Appel, 1998; Koutinas et al., 2002; Vandevelde 

y Zurbriggen, 2005; Amude et al.,2007). 

La enfermedad en peros domésticos es una enfermedad que afecta a aquellos de todas las 

edades, siendo los cachorros de 3 a 6 meses de edad los más susceptibles debido a que han 
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perdido los anticuerpos maternos y su sistema inmune aún es inmaduro para responder a la 

infección (Martella et al., 2008). 

En nuestro país, la presencia de VDC fue sugerida en 1994, cuando se informa el primer 

aislamiento desde cultivos celulares de riñón de perro (MDCK, Madin-Darby Canine 

Kidney) inoculados con secreciones nasal, ocular y traqueal obtenidas de un canino que 

manifestaba signos clínicos de DC; era un cachorro con disnea respiratoria, estertores 

bronquiales y signos nerviosos, con mioclonía unilateral, movimientos masticatorios 

involuntarios y paresia ascendente del tren posterior. El diagnóstico fue corroborado por 

microscopía electrónica y estudios histopatológicos que demostraron la presencia de 

cuerpos de inclusión intracitoplasmáticos acidófilos (Cerda et al., 1994). Posteriormente se 

informó de un aislamiento de una cepa viral diagnosticada como VDC por 

inmunofluorescencia por Navarro et al., en el año 2002, en este caso, la muestra había sido 

obtenida desde tejido nervioso de un perro adulto con sintomatología nerviosa.  

 

El Diagnóstico 

El diagnóstico de la infección por VDC se dificulta por la gran variedad de signos clínicos 

y por las pocas pruebas fiables para detectar la enfermedad en las etapas iniciales, pudiendo 

confundirse sus signos con los de otras enfermedades, ya que los signos clínicos principales 

que se presentan, incluyendo la secreción nasal y la diarrea, son comunes a otras 

enfermedades respiratorias y entéricas (Choi, 1990; Jones et al., 1997). No obstante, 

aunque la enfermedad multisistémica es fácil de reconocer, no siempre es esta la 

presentación, existiendo incluso manifestaciones neurológicas no clásicas que dificultan el 

diagnóstico. Pese a lo anterior, se debe tener siempre al Distemper Canino dentro de los 

prediagnósticos, sobre todo en el caso de un cachorro que presente condiciones febriles y 

síntomas multisistémicos (Martella, et al., 2008). Por ello la confirmación del diagnóstico 

es por exámenes de laboratorio que permiten excluir otras enfermedades con 

manifestaciones clínicas similares (Elia et al., 2006; Pardo, 2006; Maclachland y Dubovi, 

2011).  
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Dentro de las técnicas diagnósticas más usadas está la histología, que pesquisa la presencia 

de cuerpos de inclusión intranucleares e intracitoplasmáticos en numerosos tejidos. 

También se recurre como estudio indirecto de diagnóstico a la prueba inmunoenzimática 

(ELISA, Enzyme‐Linked InmunoSorbent Assay) y a ensayos de seroneutralización que 

detectan anticuerpos específicos para VDC y las técnicas moleculares como el ensayo de 

RT-PCR (Elia et al., 2006; Pardo, 2006; Martella et al., 2008; Sarute et al., 2014).  

En histología se pesquisa la presencia de cuerpos de inclusión intranucleares e 

intracitoplasmáticos, no obstante, estos sólo se pueden visualizar en ciertos periodos de la 

enfermedad y generalmente están ausentes cuando se generan los signos clínicos (Summers 

y Appel, 1994; Martella et al., 2008).  

En el caso de ELISA, se apunta a la detección de IgM específica contra VDC, la que 

persiste en perros infectados con el virus desde cinco semanas a tres meses, dependiendo de 

la cepa y la respuesta del hospedero; en perros vacunados, la IgM persiste por 

aproximadamente 3 semanas (Bernard et al., 1982). Falsos negativos pueden observarse en 

perros que mueren en forma aguda sin presencia de respuesta inmunitaria, y puede darse 

además, en presentaciones subagudas o crónicas. Títulos de IgM altos, son específicos para 

diagnosticar infecciones recientes del VDC, sin embargo, la vacunación reciente con virus 

vivo modificado, puede dar resultados falsos positivos. ELISA ha mostrado tener alta 

especificidad y sensibilidad en comparación con la prueba de neutralización (Waner et al., 

2006). 

La desventaja de las pruebas serológicas radica en la incapacidad de diferenciar entre Ac 

maternos, vacunales o producto de la infección (Frisk et al., 1999), si bien las pruebas son 

confiables, el problema se produce al interpretar los resultados, constituyendo una 

desventaja por los falsos positivos que se presenten si se realizan post inmunización con 

vacuna (Elia et al., 2006).  

En el líquido cefalorraquídeo (LCR), la serología apunta a encontrar aumento de los títulos 

de inmunoglobulina anti-VDC (IgG e IgM) sugestivas de infección por VDC, y si además 

se observa un incremento en la concentración de proteína (> 25 mg / dL) y recuento de 

células (10 células / mL con un predominio de linfocitos) se estaría frente a signos 
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inflamatorios de VDC, como ocurre en una encefalomielitis (Elia et al., 2006; Pardo, 2006). 

Esto es patognomónico en perros con barrera hematoencefálica intacta, pero su ausencia, no 

excluye la infección por VDC (Appel y Summers, 1999). 

Otro de los métodos diagnóstico de DC, es el aislamiento del virus, pero este es un método 

muy lento de realizar (Elia et al., 2006), pudiendo demorar unas 3 semanas. Se puede aislar 

VDC en el laboratorio, aislamiento que presenta una sensibilidad y especificidad muy alta, 

sin embargo, es un proceso laborioso y lento por lo que no se realiza de manera rutinaria 

(Reutemann et al., 2006; Martella et al., 2008).  

 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa asociada a transcripción reversa (RT-PCR). 

La RT-PCR consiste en una amplificación exponencial de fragmentos de DNA, previa 

transcripción inversa de RNA a DNA complementario, permitiendo detectar la presencia 

del virus tempranamente. A diferencia de las otras técnicas mencionadas, resulta ser una 

prueba sensible, específica y rápida para el diagnóstico de VDC, resultando positiva aun 

cuando otras pruebas no logran detectar al virus (Appel y Summers, 1999; Frisk et al., 

1999; Martella et al., 2008). En las últimas décadas, se han desarrollado diversos métodos 

basados en la RT-PCR para el diagnóstico de VDC, siendo los principales blancos para la 

amplificación, regiones genómicas que presentan un alto grado de conservación entre los 

aislamientos del virus. Así, Frisk et al., en 1999, desarrollaron un método basado en la 

amplificación por RT-PCR de un fragmento conservado de 287 pb del gen N del VDC, el 

cual fue utilizado posteriormente por diversos autores, demostrando ser una técnica muy 

eficaz para la detección del genoma del virus (Frisk et al., 1999; Gallo Calderón et al., 

2007). 

En la FAVE se han llevado a cabo memorias de título que utilizan la RT-PCR para dicho 

objetivo, utilizando como blanco los distintos genes del virus donde, por ejemplo, Jara 

(2011) y Salas (2013), se enfocaron en el gen de la hemaglutinina (gen H). Se desarrolló 

también otra RT-PCR basada en la detección del gen de la proteína de la nucleocápside 

(gen N) por Muñoz (2013). Finalmente, Mateo (2015) se enfoca en el gen de la 

fosfoproteína viral (gen P) como blanco y Pincheira (2015) en el gen de la polimerasa 
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grande (L). Los resultados de Pincheira (2015) fueron positivos en un 100% a diferencia de 

aquellos que usaron como blanco el gen H, donde sus resultados arrojaron valores positivos 

de 7% (Salas, 2013) y 19% (Jara, 2011), y en el caso en que se utilizó la prueba en el gen 

N, se obtuvo 90% (Muñoz, 2013) de resultados positivos en la detección de VDC. 

Considerando lo ya mencionado y no existiendo -aparentemente- trabajos que usen como 

blanco el gen M del VDC, en este trabajo se estableció un método de diagnóstico molecular 

mediante la técnica de RT-PCR utilizando al gen M del VDC como blanco para la 

detección, un gen altamente conservado, de 1 kb, encargado de codificar la proteína de la 

matriz (M), una proteína estructural del virión constituida por 335 aminoácidos. Esta 

proteína, posicionada bajo la envoltura, tiene un papel fundamental en la organización de la 

morfogénesis del virus y en el ensamblaje del virión debido a las interacciones que 

establece con las proteínas integrales de membrana, la bicapa lipídica y la nucleocápside 

(Sidhu et al., 1993; Summers y Appel, 1994; Lamb y Parks, 2007). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan otro antecedente más a la 

información de que ya se dispone referente a la detección del virus por esta técnica 

molecular, RT-PCR, utilizando como blanco los genes que componen el genoma y así 

poder llegar a dilucidar en conjunto con trabajos previos, cuál de los métodos realizados 

resulta en una mejor técnica que permita obtener un diagnóstico más certero y efectivo de 

enfermedad y así adoptar las medidas necesarias que eviten el contagio.  
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OBJETIVO GENERAL 

 

Detectar el gen M del Virus Distemper Canino mediante la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa asociada a transcripción reversa. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Detectar el gen M del Virus Distemper Canino usando partidores diseñados in silico.  

 

2. Establecer la identidad nucleotídica del fragmento de DNA amplificado. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

El presente trabajo se desarrolló en los laboratorios de Microbiología y Virología Animal, 

pertenecientes al Departamento de Medicina Preventiva Animal de FAVET. 

 

Muestras. Se utilizaron veinte muestras de RNA total, obtenidos desde sangre periférica de 

perros de distintas razas, edades y estado de vacunación contra VDC, que presentaron 

signos clínicos de DC y que fueron positivos al RT-PCR que detecta el gen N (Cuadro 1). 

 

 

Cuadro 1 

Muestras de RNA positivas a VDC provenientes de perros de distintas razas, sexo, edad y 

estado de vacunación contra VDC (S/I: sin información). 
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Como controles positivos se utilizaron dos cepas de VDC provenientes de vacunas 

comerciales (Lederle y Onderstepoort). Como controles negativos se usaron dos muestras 

de RNA total extraídos de muestras de sangre de perros sin signología de DC y negativas a 

RT-PCR (gen N). Para el control de reactivos se ocupó agua libre de nucleasas. 

 

Diseño de partidores. Se consideraron cuatro secuencias del gen M de VDC almacenadas 

en el Genbank (anexo 1) cuya secuencia estuviese contempla y tamaño mayor a 1000 bases 

debido que el diseño contempla obtener un fragmento de al menos 500 pares de bases (pb) 

para secuenciar y al considerarlo un gen altamente conservado se escogieron solo cuatro 

secuencias: dos del gen M y dos del gen M a partir de la secuencia completa del genoma 

del VDC. Con el alineamiento de las secuencias (programa online Clustal Omega (Anexo 

2)) se obtuvo la secuencia consenso (Anexo 3) que se ingresó en el programa online 

OligoPerfectTM Designer, que proporcionó los partidores que generaron un fragmento de 

DNA de alrededor de 500 pb y la temperatura de fusión (Tm: base para la determinación de 

la temperatura de alineamiento en un termociclador de gradiente de temperatura (Anexo 

4)). Los partidores: (P1:CAATAACACCCCATTGCACA y 

P2:ATCTCCATGAGCGGGTAACA) fueron sintetizados por IDT (Fermelo, Chile). 

 

Implementación de la técnica RT-PCR. Se empleó un termociclador Apollo (CLP, USA) 

de 96 pocillos de 0,2 mL. El protocolo de RT-PCR contempló la indicación del proveedor 

del kit comercial (Super Script onestep RT-PCR with platinumTaq, de Invitrogen®): 

incubación inicial a 50°C durante 40 minutos y luego a 94°C durante 2 minutos, seguido de 

30 ciclos de PCR (desnaturación a 94°C por 45 segundos, alineamiento a 55°C durante 45 

segundos y extensión a 72°C durante 45 segundos).  

La mezcla de reacción contempló 15 μL del kit comercial señalado (que incluye las 

enzimas RT y Taq DNA polimerasa, MgCl2 y los desoxirubonucleótidos trifostatos), 5 μL 

de muestra y 5 μL de cada partidor específico (denominados P1 y P2 respectivamente), 

llegando a un volumen final de 30 μL.  
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Detección de los productos amplificados. Se realizó electroforesis en gel de agarosa 

(Winkler®) al 2% en buffer Tris acetato EDTA (TAE) (Fermentas®). Se tomaron 5 μL del 

producto de la PCR, y se mezclaron con 1 μL de un producto comercial de carga 6X Mass 

Ruler Loading Dye Solution (Fermentas®) que contiene azul de bromofenol para observar 

el progreso en la migración de las bandas de DNA. La electroforesis se llevó a cabo a 90V 

por 90 minutos. Finalizada la electroforesis, el gel fue sometido a incubación en bromuro 

de etidio (0,5 μg/mL) (Sigma®) durante 35 minutos. Luego se visualizaron las bandas en 

un transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Transiluminator UVP®). Como marcador de 

tamaño molecular se utilizó Maestrogen®, con fragmentos de DNA entre 100 y 3000 pb. 

Finalmente, se fotografió el resultado observado con cámara digital y filtro adecuado. 

 

Determinación de la identidad nucleotídica del fragmento amplificado. Se realizó 

mediante la secuenciación de 2 muestras positivas al RT-PCR que fueron enviadas en 

triplicado al Centro de Secuenciación de la empresa Genytec Ltda. El porcentaje de 

identidad nucleotídica (PIN) de las secuencias entregadas por Genytec Ltda., se obtuvo 

luego de que se alinearon con la finalidad de obtener una secuencia consenso a través del 

programa online de libre acceso Clustal Ω, la que se ingresó al programa informático de 

alineamiento de secuencias online de libre acceso BLAST, a modo de conocer su identidad 

nucleotídica respecto de los primeros 15 resultados que entrega el GenBank®. 

Para el análisis de los resultados, se consideró como muestra positiva, aquella que originó 

un fragmento de DNA de aproximadamente 500 pb y un PIN mayor a 90% respecto de las 

secuencias completas del genoma de VDC entregadas por el programa BLAST. 

 

Bioseguridad. Las medidas de bioseguridad consistieron en el uso de delantal manga larga 

y cerrado, guantes de látex para la manipulación de los productos potencialmente nocivos o 

tóxicos, uso de placa de acrílico como filtro protector cuando se utilizó el transiluminador 

de luz ultravioleta y, los geles utilizados, fueron envueltos en los guantes de látex, 

depositados en un contenedor especialmente destinado para ello, siendo posteriormente 

incinerados, en tanto, el material contaminado con virus se esterilizó en el autoclave. 
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RESULTADOS 

 

OBJETIVO 1:  

Detectar el gen M del Virus Distemper Canino usando partidores diseñados in silico. 

Con los partidores diseñados se realizó una RT-PCR con las 20 muestras de RNA positivas 

a VDC (Cuadro 1) y los controles respectivos. La visualización evidenció la presencia de 

bandas fluorescentes únicas y nítidas de alrededor de 500 pb solo en 14 de las 20 muestras 

analizadas y en los 2 controles positivos (Cuadro 2). En la Figura 1, a modo de ejemplo, se 

presentan 12 muestras positivas, 2 muestras negativas, 2 controles positivos, 1 control 

negativo, 1 control de reactivo y el marcador de tamaño molecular (MTM). 

 

 

 

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al 2%. 

Carriles 1-5: muestras positivas; carriles 6 y 7: controles positivos (vacunales); carril 8: control 

negativo; carril 9: control de reactivos; carriles 11 y 12: muestras negativas; carriles 13-19: 

muestras positivas; carriles 10 y 20: MTM: Maestrogen® (100-3000 pb). 
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Cuadro 2 

Muestras de RNA positivas y negativas a VDC (gen M) provenientes de perros  

de distintas razas, sexo, edad y estado de vacunación contra VDC  

(S/I: sin información). 
 

 

OBJETIVO 2: 

Establecer la identidad nucleotídica del fragmento de DNA amplificado. 

Debido al costo involucrado, solo dos amplificados de las 14 muestras positivas se enviaron 

a secuenciar (en triplicado). Las secuencias recibidas desde Genytec Ltda. se alinearon 

utilizando el programa on line Clustal Ω, obteniéndose para cada trío de secuencias, una 

secuencia consenso: MG1 y MG2 (anexo 5 y 6). 
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>MG1 

ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGC

AAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTA

TACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAAT

TCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTG

TTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGC

AACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGA

TGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAA

GATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCC 

 

>MG2 

CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAAT

CAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACA

TGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCG

CTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCA

AGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACT

TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGG

ATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATG

AGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAACCCT 

 

 

Los Anexos 7 y 8 indican un porcentaje de identidad nucleotídica (PIN) de alrededor de 99% a 

VDC para ambas secuencias de consenso al ser ingresadas al programa online BLAST. 
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DISCUSIÓN 

El DC es una enfermedad mundialmente distribuida, contagiosa y fatal, que principalmente 

afecta a carnívoros (Appel y Summers, 1999) incluyendo no solo animales domésticos, por 

lo cual también constituye una de las principales amenazas para la conservación de especies 

silvestres (Macarthy et al., 2007) tal como ocurre en Chile con el zorro chilote 

(Pseudalopex fulvipes), que puede ser inexorablemente amenazado por la rápida 

infectividad y letalidad características de la enfermedad (Céspedes et al., 2010). 

El DC es producido por el VDC y dada la diversidad en la sintomatología, asociada al ciclo 

impredecible y variable del virus en el hospedero, hace difícil establecer un diagnóstico 

clínico ante-mortem preciso en la mayoría de los animales afectados (Frisk et al., 1999) y si 

además los síntomas clínicos de DC son similares a los de otras patologías, puede llevar 

frecuentemente a confusión en el diagnóstico clínico (Demeter et al., 2007).  

La Reacción en Cadena de la Polimerasa antecedida por retrotranscripción (RT-PCR) del 

RNA genómico, es una metodología molecular que permite un diagnóstico ante-mortem 

rápido, con un alto grado de sensibilidad y especificidad (Frisk et al., 1999; Kim et al., 

2001; Gebara et al., 2004; Saito et al., 2006).  

En razón a que el genoma del VDC posee 6 genes, establecer cuál de ellos resulta ser el 

mejor blanco para su detección mediante la RT-PCR resulta interesante; toda vez que en los 

estudios diagnósticos se prefiere como blancos para amplificación a los genes o regiones 

genómicas que presenten un alto grado de conservación, como los genes N, P y M (Frisk et 

al., 1999; Kim et al., 2001; Goller et al., 2010; Si et al., 2010), en contraposición al gen H 

que al presentar mayor variabilidad, no resulta ser de elección como método diagnóstico 

(Jara, 2011), sino más bien para conocer el linaje del virus circulante (Salas, 2013).  

En general, se ha utilizado el gen N para la detección de VDC por RT-PCR como blanco 

para la amplificación, por ser una región conservada dentro del genoma viral (Frisk et al., 

1999; López, 2012), lo que se corrobora en estudios que consideraron la secuenciación 

nucleotídica completa de una cepa viral de VDC en China (Jiang et al., 2013) o en estudios 

sobre detección molecular de VDC y otros virus (Silva et al., 2014). 
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En FAVET se han efectuado varios trabajos que involucran los genes que componen el 

genoma del virus. Así, inicialmente Jara (2011) y Salas (2013) tuvieron como blanco el gen 

H, obteniendo un 19% y 7% de detección positiva del virus respectivamente. Ambos 

trabajos, resultarían menos sensibles a la que utilizó Muñoz en 2013 (90%), que 

implementó una RT-PCR para el gen N. Posteriormente, Mateo (2015) usando el gen P y 

Pincheira (2015) usando el gen L, lograron -para las condiciones establecidas de sus 

trabajos- un 100% de detección positiva del VDC en las muestras analizadas, resultando 

efectiva la RT-PCR implementada como método diagnóstico y en el caso de Pincheira 

(2015) cobra relevancia debido a que en la detección del virus, se prefiere genes más 

conservados como los genes N, P y M.  

En el presente estudio, el diseño de los partidores resultó ser efectivo para detectar el VDC, 

pues la RT-PCR implementada logró detectar el gen M del virus en 14 de las 20 muestras 

de RNA viral analizadas (70%) y en el 100% de los controles vacunales (Cuadro 2). No se 

observaron bandas fluorescentes de DNA inespecíficas, así como tampoco se encontraron 

bandas en los controles negativos ni en el control de reactivos en la visualización del gel de 

agarosa. 

Teniendo en cuenta los resultados de los trabajos antes mencionados en que se usó la RT-

PCR convencional al igual que en este trabajo, el método implementado en esta memoria 

apunta a que es más sensible que los implementados por Jara (2011) y Salas (2013), pero 

no en relación con aquellos implementados por Muñoz (2013) y Pincheira (2015); no 

obstante, para corroborar la sensibilidad del método, se requieren estudios adicionales.  

Las posibles explicaciones de los resultados, teniendo en cuenta que el gen M es 

considerado conservado, podrían ser por un cambio en la integridad del gen M, pudiendo su 

secuencia encontrarse incompleta (degradada) o bien que la secuencia blanco (gen M) de 

las seis muestras negativas podrían ser distintas de las consideradas como oficiales 

(Genbank), haciendo imposible el alineamiento de los partidores y por ende, la 

amplificación del fragmento esperado de 500 pb. A la luz de los resultados anteriores 

(Muñoz (2013); Mateo (2015); Pincheira (2015)) podría ello implicar que el gen M es un 

gen más variable de lo descrito.  
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Otra posibilidad considera el número de ciclos de PCR establecido en esta memoria, los 

que podrían haber resultado insuficientes para la observación en el gel de agarosa, al tener 

en cuenta que en el caso de Muñoz (2013) se usaron 42 ciclos, y en Mateo (2015) y 

Pincheira (2015) 35 ciclos respectivamente.  

Finalmente, la determinación de identidad nucleotídica señala que el fragmento obtenido en 

las muestras positivas es compatible con la detección del gen M en un valor de PIN=99%, 

lo cual corrobora la especificidad de los partidores utilizados. 

Si bien estos resultados no son óptimos, permiten completar el estudio de los genes del 

VDC utilizados como blanco para su detección usando la técnica molecular RT-PCR y 

desafortunadamente -al parecer- no existen en la literatura consultada trabajos anteriores 

que utilicen el gen M para poder contrastar nuestros resultados. 

Teniendo en cuenta los resultados mostrados, todo sugiere que la detección mediante la RT-

PCR debe involucrar necesariamente a los genes N, L o P (Muñoz, 2013; Pincheira, 2015; 

Mateo, 2015). Sin embargo, lo anterior deberá ser demostrado aún, considerando alguna 

prueba de sensibilidad como realizar diluciones en base 10 (por ejemplo) y determinar el 

límite de detección, o bien estandarizando el método utilizado, pues uno de ellos (Mateo, 

2015) considera una PCR anidada. 

Se propone así, el diseño de nuevos partidores que amplifique casi la totalidad del gen M y 

enviar a secuenciar el fragmento determinado a fin de dilucidar si las secuencias de las 

muestras negativas de este trabajo pudieran ser diferentes a las disponibles en el Genbank.  
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CONCLUSIONES  

 

Los partidores diseñados para la prueba de RT-PCR utilizando como blanco el gen M, 

detectaron el VDC con un 70% de efectividad, pues originaron bandas únicas y nítidas que 

permiten detectar el virus en 14/20 muestras positivas a VDC. 

Con los resultados obtenidos, la determinación del protocolo óptimo de detección viral del 

VDC mediante RT-PCR, involucraría a los genes N, P o L, que superan el 90% de 

detección según las muestras analizadas. Con esto, se podría tomar las medidas necesarias 

para la prevención, tratamiento y control de la enfermedad en forma oportuna. 
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Anexo 1: Secuencias nucleotídicas del gen M de Virus Distemper Canino (Genbank). 

>LC011104.1 Canine distemper virus M gene for matrix protein, strain: 

Ludhiana 

ACATGCTTGAGCTGTCGCATTCACTGATCCACTAAAGGGCGCAGAACTGCCTTCGCCATCGCTTTAAAGTAATTAT

AAAAAACTTAGGACACAAGAGCTTAAGTCCTCTCTAAAAAAATGACTGAGGTGTACGACTTCGACCAGTCTTCGTG

GGACACCAAAGGCTCGTTGGCCCCCATCTTGCCCACCACCTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTG

ATAGATCCAGGACTCGGCGATAGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTTTACTGGGTATAATAGAAGACAATG

ATGGCCTCGGACCCCCGATCGGAAGAACATTCGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCTAGACCTGA

AGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTAAGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTC

TACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAATGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATC

AAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGATATAGCACAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGCATAACTCG

ACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTCGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAAT

ATTTTAGTTACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAG

TGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTCAGCCGTAAGAAAAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAA

AATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGGTGTACTGGTAAG

ATGAGCAAGACTTTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATT

TGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAGAATAGTAAGAATCCAAGCAGTCTTGCAGCCATCAGTCCCACAAGA

TTTCAGAGTTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCAT 

 

>EU072199.1 Canine distemper virus strain vaccine X matrix protein (M) 

gene 

ATGACTGAGGTGTACGACTTTGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCATTGGCCCCCATTTTGCCCACCACCT

ATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCAT

GTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGGAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTG

CCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTAA

GGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAA

GGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCA

CAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGT

TTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAG

CAGAGGTAATTTGAGTATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTCAGCCGTAAGAAG

AACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAG

GGGGAACCAGTCTTCACATAGGATGTACTGGTAAGATGACCAAGGCTTTGAATGCTCAGCTAGGGTTCAAGAAAAT

CCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATTTGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGA

ATCCAAGCAGTCTTGCAACCATCAGTCCCAAAAGATTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGG

GTCTTTTCAAAATTCTCTAA 

 

>AB476403.1 Canine distemper virus, gen for matrix protein. strain: 50Cbl 

ATGACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGGCCCCCATTTTACCCACCACTT

ATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCAT

GTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTG

CCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTAA

GGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAA

GGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCA

CAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGT

TTGAATTCCGCTCCAAGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAG

CCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAG

AACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAG 

GGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAAT

CCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGA 

ATCCAAGCAGTTTTACAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGG

GTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCATCAGTTCATGAACTCAAACTCAAATGCTTCGGTGGCGTTGTCCAGGATCCCT

TAATCCCCTCAAACAAGGATTGAGGCTACAAGTATCGACTATCTCGATGTTGCTCCTGCATTTTAAGCATGTTCTA



30 
 

 

TAGGTTTCTAAACTGCTCATTCGTGCTTACTATTCTAGTGACTCCGCGATATGAAGACAGCTGAATCAAACCGAAT

CATGCCTGAGAGTAGGTTGATCATTATTGGTCCAATAACTGTATGGATGCTTGGGGGTTTGAACTTCGCTTCTGGG

AATCTCACTTTAACAATTATACCTCCCTGCACTTGCCC 

 

>AB475101.1 Canine distemper virus, gene for matrix protein, strain: 009L 

ATGACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGTCCCCCATTTTACCCACCACTT

ATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCAT

GTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTG

CCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTAA

GACGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAA

GGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCA

CAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGT

TTGAATTTCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAG

CCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGTAAGAAG

AACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAG

GGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAAT

CCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGA

ATCCAAGCAGTTTTGCAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGG

GTCTTTTCAAAATTCTCTAA 
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Anexo 2: Alineamiento nucleotídico según CLUSTAL OMEGA. 

 
AB476403.1      ACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGGCCCCCATT 

AB475101.1      ACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGTCCCCCATT 

LC011104.1      ACTGAGGTGTACGACTTCGACCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCGTTGGCCCCCATC 

EU072199.1      ACTGAGGTGTACGACTTTGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCATTGGCCCCCATT 

                ***************** ** ******************** ***** *** *******  

 

AB476403.1      TTACCCACCACTTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA 

AB475101.1      TTACCCACCACTTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA 

LC011104.1      TTGCCCACCACCTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA 

EU072199.1      TTGCCCACCACCTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA 

                ** ******** *********************** ************************ 

 

AB476403.1      CTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGAC 

AB475101.1      CTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGAC 

LC011104.1      CTCGGCGATAGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTTTACTGGGTATAATAGAAGAC 

EU072199.1      CTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGGAGAC 

                ********* ***************************** *************** **** 

 

AB476403.1      AACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG 

AB475101.1      AACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG 

LC011104.1      AATGATGGCCTCGGACCCCCGATCGGAAGAACATTCGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG 

EU072199.1      AACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG 

                ** ******************** *********** ************************ 

 

AB476403.1      CGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTA 

AB475101.1      CGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTA 

LC011104.1      CGCACTACAGCTAGACCTGAAGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTA 

EU072199.1      CGCACTACAGCCAGACCTGAAGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTA 

                *********** ************ ******* ******** ******** ********* 

 

AB476403.1      AGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATC 

AB475101.1      AGACGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATC 

LC011104.1      AGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTCTACAATAACACCCCATTGCACATC 

EU072199.1      AGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATC 

                ** ******************************** ************************ 

 

AB476403.1      TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT 

AB475101.1      TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT 

LC011104.1      TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAATGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT 

EU072199.1      TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT 

                **************************** ******************************* 

 

AB476403.1      AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGC 

AB475101.1      AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGC 

LC011104.1      AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGATATAGCACAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGC 

EU072199.1      AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGC 

                ************************** ******************** ***** ****** 

 

AB476403.1      ATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGC 

AB475101.1      ATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTTCGC 

LC011104.1      ATAACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTCGAATTCCGC 
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EU072199.1      ATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGC 

                ** *********************************************** ***** *** 

 

AB476403.1      TCCAAGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT 

AB475101.1      TCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT 

LC011104.1      TCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTTACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT 

EU072199.1      TCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT 

                **** *************************** *************************** 

 

AB476403.1      TCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC 

AB475101.1      TCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC 

LC011104.1      TCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC 

EU072199.1      TCAAGCAGAGGTAATTTGAGTATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC 

                ****** ************* *************************************** 

 

AB476403.1      GGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT 

AB475101.1      GGCAACTTTAGCCGTAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT 

LC011104.1      GGCAACTTCAGCCGTAAGAAAAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT 

EU072199.1      GGCAACTTCAGCCGTAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT 

                ******** ***** ***** *************************************** 

 

AB476403.1      GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGA 

AB475101.1      GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGA 

LC011104.1      GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGG 

EU072199.1      GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATAGGA 

                ********************************************************* *  

 

AB476403.1      TGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT 

AB475101.1      TGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT 

LC011104.1      TGTACTGGTAAGATGAGCAAGACTTTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT 

EU072199.1      TGTACTGGTAAGATGACCAAGGCTTTGAATGCTCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT 

                **************** **** ** ******* *************************** 

AB476403.1      TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAA 

AB475101.1      TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAA 

LC011104.1      TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATTTGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAGA 

EU072199.1      TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATTTGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAAA 

                *************************** * ********* ****************** * 

 

AB476403.1      ATAGTAAGAATCCAAGCAGTTTTACAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAAT 

AB475101.1      ATAGTAAGAATCCAAGCAGTTTTGCAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAAT 

LC011104.1      ATAGTAAGAATCCAAGCAGTCTTGCAGCCATCAGTCCCACAAGATTTCAGAGTTTATAAT 

EU072199.1      ATAGTAAGAATCCAAGCAGTCTTGCAACCATCAGTCCCAAAAGATTTCAGAATTTATAAT 

                ******************** ** ** ** ********  **** ****** ******** 

 

AB476403.1      GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCATCAGTTCATGA 

AB475101.1      GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCATCAGTTCATGA 

LC011104.1      GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCAT---------- 

EU072199.1      GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAA--------------- 

                *********************************************   
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Anexo 3: Secuencia de consenso a partir de alineación mediante programa Clustal 

OMEGA, utilizada para el diseño de partidores. 
 

ACTGAGGTGTACGACTTTGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCATTGGCCCCCATTTTACCCACCACTTATC

CCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTA

TATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCT

TTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTAAGGC

GAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGT

CCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAG

AGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTG

AATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCG

AGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAAC

CAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGG

GAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCT

GTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGAATC

CAAGCAGTTTTGCAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTC

TTTTCAAAATTCTCTAAATCAT 

 

 

Anexo 4: Diseño de partidores según OligoPerfect™ Designer de LifeTechnologies™.  

 

             P1: CAATAACACCCCATTGCACA 

             P2: ATCTCCATGAGCGGGTAACA 
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Anexo 5: Alineamiento nucleotídico (Clustal Omega) y obtención de secuencia 

consenso MG1. 

 
>MG1.1 

ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGCAAATCAAGTCTGTAACG

CAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGTTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAA

GTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG

AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGCAACT

TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAG

GAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGGAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGA

AAATCCTGTGTTAC 

 

>MG1.2 

CCACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGCAAATCAAGTCTGTAACG

CAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCTCTCGACTATCAGACGATGGAA

GTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG

AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGCAACT

TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAG

GAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGTGCAAGGCTCTGAAAGCCCAGCTAGGGTTCAAGA

AAATCCTGTGT 

 

 

>MG1.3 

ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGCAAATCAAGTCTGTAACG

CAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCATACGATGGAA

GTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG

AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGCAACT

TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAG

GAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGAAAGATGAGCAAGGCGCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGA

AAATCCT 

 

CLUSTAL O(1.2.4) multiplesequencealignment 

 

MG1.2      CCACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCA 60 

MG1.1      ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCA 60 

MG1.3      ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCA 60 

            *********************************************************** 

 

MG1.2      ATGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTA 120 

MG1.1      ATGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTA 120 

MG1.3      ATGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTA 120 

           ************************************************************ 

 

MG1.2      GGGTAGTATACATGAGCATCTCTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCG 180 

MG1.1      GGTTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCG 180 

MG1.3      GGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCATACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCG 180 

           ** ***************** *********** *************************** 

 

MG1.2      GGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG 240 

MG1.1      GGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG 240 

MG1.3      GGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG 240 

           ************************************************************ 

 

MG1.2      TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGA 300 

MG1.1      TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGA 300 

MG1.3      TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGA 300 

           ************************************************************ 
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MG1.2      CATTCTTGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATT 360 

MG1.1      CATTCTTGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATT 360 

MG1.3      CATTCTTGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATT 360 

           ************************************************************ 

 

MG1.2      ACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAA 420 

MG1.1      ACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAA 420 

MG1.3      ACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAA 420 

           ************************************************************ 

 

MG1.2      CCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGTGCAAGGCTCTGAAAGCCCAGCTAGGGT 480 

MG1.1      CCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGGAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGT 480 

MG1.3      CCAGTCTTCACATACGATGTACTGGAAAGATGAGCAAGGCGCTGAATGCCCAGCTAGGGT 480 

           ************************* ****** * ***** ***** ************* 

 

MG1.2      TCAAGAAAATCCTGTGT--- 497 

MG1.1      TCAAGAAAATCCTGTGTTAC 500 

MG1.3      TCAAGAAAATCCT------- 493 

           ************* 
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Anexo 6: Alineamiento nucleotidico (Clustal Omega) y obtención de secuencia consenso 

MG2. 
 
>MG2.1 

CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAATCAAGTCTGTAACGCA

GTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAA

GTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGT

TGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGC

AACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTG

CTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGG

GTTCAAGAAAACCCT 

 

>MG2.2 

CCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAATCAAGTCTGTAACGC

AGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGA

AGTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG

TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGG

CAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTT

GCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAG

GGTTCAAGAAAACCCTGTG 

 

>MG2.3 

CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAATCAAGTCTGTAACGCA

GTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAA

GTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGT

TGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGC

AACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTG

CTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGG

GTTCAAGAAAACCCTGTGTTACA 

 

CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment 
 

MG2.3      -CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTT 59 

MG2.1      -CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTT 59 

MG2.2      CCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTT 60 

            *********************************************************** 

 

MG2.3      CAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGG 119 

MG2.1      CAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGG 119 

MG2.2      CAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGG 120 

           ************************************************************ 

 

MG2.3      TAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGA 179 

MG2.1      TAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGA 179 

MG2.2      TAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGA 180 

           ************************************************************ 

 

MG2.3      TATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG 239 

MG2.1      TATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG 239 

MG2.2      TATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG 240 

           ************************************************************ 

 

MG2.3      AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACAT 299 

MG2.1      AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACAT 299 

MG2.2      AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACAT 300 

           ************************************************************ 
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MG2.3      TCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACT 359 

MG2.1      TCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACT 359 

MG2.2      TCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACT 360 

           ************************************************************ 

 

MG2.3      GTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCA 419 

MG2.1      GTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCA 419 

MG2.2      GTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCA 420 

           ************************************************************ 

 

MG2.3      GTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCA 479 

MG2.1      GTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCA 479 

MG2.2      GTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCA 480 

           ************************************************************ 

 

MG2.3      AGAAAACCCTGTGTTACA 497 

MG2.1      AGAAAACCCT-------- 489 

MG2.2      AGAAAACCCTGTG----- 493 

           ********** 
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Anexo 7: Porcentaje de identidad nucleotídica de MG1, según BLAST. 
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Anexo 8: Porcentaje de identidad nucleotídica de MG2, según BLAST. 

 

 

 

 

 

 

 


