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Resumen

El complejo respiratorio porcino (CRP) representa una gran amenaza para la
industria porcina. Se caracteriza por coinfeccion de patdgenos virales y/o bacterianos,
disminuyendo la tasa de crecimiento de los cerdos y frecuentemente causando su muerte.
El coronavirus respiratorio porcino y el virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV), que
son muy similares a nivel gendmico, pueden participar en el CRP. Es importante
diagnosticar y determinar la prevalencia de estos virus porque coinfecciones de estos con
otros patdgenos pueden ser muy perjudiciales. Por esto, el objetivo del estudio fue disefiar
un método de diagndstico molecular que permita detectar y diferenciar a estos dos virus por
medio de RT-PCR convencional, disefiando cebadores para la amplificacion de la regién de
la glicoproteina espiga (S) especifica del TGEV y de la region ORF1 (open reading frame
1) conservada en ambos virus. Esto se realizo con ayuda de herramientas bioinformaticas
para el disefio de cebadores, evaluacion de parametros de calidad y especificidad de los
mismos. Se obtuvo tres juegos de cebadores especificos para la region S del TGEV y dos
para la region conservada, compatibles con hisopados porcinos. Estos ultimos podrian
amplificar también coronavirus canino y felino, pero por la naturaleza de las muestras, no

suponen un problema para la efectividad del método.



Abstract

Porcine respiratory complex is a multifactorial infectious disease characterized by
coinfection of viral and/ or bacterial pathogens. It includes symptoms like slow growth and
frequently causing the death of the animal. Thus, it represents a great threat to the porcine
industry. Porcine respiratory coronavirus (PRCV) and transmissible gastroenteritis virus
(TGEV) can be a part of such coinfections and are very similar genomically. It’s important
to diagnose these viruses and determine their prevalence because their coinfections with
other pathogens may be very harmful. The aim of this research was to design a molecular
diagnostic method to differenciate and diagnose TGEV and PRCV by conventional RT-
PCR, designing primers for the amplification of the spike glycoprotein region specific for
TGEV and the Open Reading Frame 1 (ORF1) which is conserved in both viruses. This was
done with the help of bioinformatics tools for primer design, evaluation of quality
parameters and their specificity. Three sets of specific primers were obtained for the S
region of TGEV and two for the conserved region, compatible with porcine swabs. The
latter could also amplify canine and feline coronaviruses, but due to the nature of the

samples, they do not pose a problem for the effectiveness of the method.



. Introduccion

La industria porcina es una parte importante de la industria agraria. Esta consiste

en la crianza y venta de cerdos para su consumo.

Uno de los mayores problemas con la crianza de cerdos son los trastornos
respiratorios, que son de las principales causas de muerte en la industria, especialmente
la enfermedad del complejo respiratorio porcino, que se caracteriza por coinfeccién de
patdgenos virales y/o patdgenos bacterianos (Thacker & Thanawongnuwech, 2002). La
pérdida econdémica para los productores es considerable (Bencomo, 2010).

Aunque existen numerosos agentes etioldgicos de enfermedades respiratorias en
cerdos entre los que se encuentran bacterias, virus y parasitos, se ha encontrado que
infecciones por coronavirus, aungue suelen tener una mortalidad baja, son un factor de
riesgo para contraer otras patdgenos respiratorios (Charley, Riffault, & Van Reeth,
2006), lo que puede favorecer el desarrollo de una nueva infeccion. Esto hace la

deteccion de coronavirus respiratorios en cerdo de sumo intereés.

Dentro de los agentes causales de infecciones respiratorias en cerdos se encuentran
los coronavirus, especialmente el coronavirus respiratorio porcino (PRCV por sus siglas
en inglés) y el virus de gastroenteritis transmisible (TGEV) que, aunque infecta
principalmente tejido intestinal, puede infectar también el tracto respiratorio (Kwon, Saf
y Jackwood, 1998).

Se han descrito multiples casos de coinfecciones de coronavirus respiratorio
porcino con otros patdgenos que aumentan la intensidad de las infecciones, haciéndolas
mas agresivas (Opriessnig, Giménez-Lirola, & Halbur, 2011). Entre los méas destacados
se ha encontrado coinfecciones con virus reproductor y respiratorio porcino (Kristien
Van Reeth, Nauwynck, & Pensaert, 1996), con el virus de influenza porcina (K. Van
Reeth & Pensaert, 1994) y con Bordetella bronchiseptica (Brockmeier, Loving,

Nicholson, & Palmer, 2008). Todos estos patdgenos son considerados patogenos de alta



relevancia en enfermedades respiratorias en cerdos (Opriessnig et al., 2011).



Il. Antecedentes

A. Industria porcina

1. Crianza de cerdos

La crianza de cerdos para su consumo esta regulada para que se lleve a cabo de manera
eficiente. Existen diversos sistemas de crianzas, pero todos ellos toman en cuenta
vacunacion contra enfermedades importantes como diarrea por Escherichia coli, colera
porcino, erisipela porcina, etc, desparasitaciones y suplementaciones de hierro y vitaminas
segun edad y funcién del individuo (Instituto Nicaragliense de Tecnologia Agropecuaria,
2010).

a. Demanda de carne de cerdo y derivados

El consumo de carne de cerdo a nivel mundial se ha mantenido alrededor de los 100
millones de toneladas desde el afio 2016 con una tendencia creciente. Una tonelada vale
aproximadamente $1800 (USDA Foreign Agricultural Service, 2018). Esto hace de la

industria porcina un factor importante para economia a nivel mundial.
b. Problemas comunes

Uno de los mayores problemas en la crianza de cerdos son las enfermedades
respiratorias que estos sufren, sobre todo el Complejo Respiratorio Porcino. Estos
trastornos se han visto mas en cerdos jovenes, después del destete y en la etapa de engorde.
Es menos comun que cerdos adultos se vean afectados por esto (Bencomo, 2010).

Se ha encontrado que estas enfermedades se ven favorecidas por factores ambientales
de baja higiene, sobrepoblacion de corrales, transporte y destete (Bencomo, 2010; United

States Department of Agriculture, 2016).



B. Infecciones respiratorias en cerdos

1. Sintomas comunes

Dentro de los sintomas mas comunes de las infecciones respiratorias en cerdos se
encuentran la tos, estornudos, pérdida de apetito, fiebre, postracion, disnea, secreciones
nasales y perdida de peso, entre otros (Bencomo, 2010).

2. Infecciones simples

Por lo general, las infecciones en los cerdos son causadas por mas de un patogeno.
Las infecciones con un solo agente causal suelen ser mas leves y con sintomatologia
especifica del patdgeno infectivo. Estas, por lo tanto, suelen no ser tan relevantes como
infecciones polimicrobianas. Sin embargo, representan un factor de riesgo frente a la

infeccion de un nuevo patogeno (T. Opriessnig et al., 2011).
3. Complejo respiratorio porcino

El complejo respiratorio porcino se define como las infecciones respiratorias en
cerdos que son causadas por una combinacion de patdégenos que pueden ser tanto agentes
infecciosos principales como oportunistas, donde juegan un rol importante los factores
ambientales en los que se mantiene a los cerdos. Esto se conoce como el Complejo
Respiratorio Porcino (CRP). El término surge para describir neumonias en cerdos de

acabado y engorde que tienen una etiologia multifactorial.



Bacterias®
=M. hyopneumoniae
= B. bronchiseptica
= P. multocida
=A. pleuropneumoniae

=H. parasuis
=5. suis

Ambiente/manejo

=Sobrepoblacion Virus**
=Ventilacion =PRRSV
=Temperatura =5V
= Mezcla de cerdos de =PRCV
distintas fuentes =PRV
=Saneamiento de flujo =PCV2

continuo . ’

Figura 1. Interaccién viral, bacteriana y ambiental resultan en complejo respiratorio
porcino (CRP).

*Donde M. hyopneumoniae es Mycoplasma hyopneumoniae, B. bronchiseptica es Bordetella

bronchiseptica, P. multocida es Pasteurella multocida, A. pleuropneumoniae es Actinobacillus
pleuropneumoniae, H. parasuis es Haemophilus parasuis y S. suis es Streptococcus suis.

**Donde las siglas en inglés representan lo siguiente: PRRSV Virus del sindrome resproductor y respiratorio
porcino, SIV virus de influenza porcina, PRCV coronavirus respiratorio porcino, PRV virus de pseudorabia
y PCV2 Circovirus porcino tipo 2.

El complejo se caracteriza por crecimiento lento, anorexia, letargo, fiebre, tos y
dificultad para respirar. Se encuentra mas frecuentemente en cerdos de 10 a 20 semanas
de edad. Debido a la pérdida de apetito y el crecimiento lento de los cerdos, el complejo
respiratorio porcino es una causa de pérdidas economicas significativas para los
productores de cerdos en todo el mundo (Thacker & Thanawongnuwech, 2002).
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Figura 2. Resumen de los posibles mecanismos y resultados de infecciones bacterianas

del tracto respiratorio en cerdos

*SIV, virus de influenza porcina; PCMV, citomegalovirus porcino; PRCV, coronavirus respiratorio porcino;
PCV2, circovirus porcino tipo 2; PRV, virus de la pseudorrabia; MHYO, Mycoplasma hyopneumoniae,
BORD, Bordetella bronchiseptica; PRRSV, virus reproductivo y respiratorio porcino.

(Adaptado al espafiol de T. Opriessnig et al., 2011).

Los patdgenos pueden ser tanto bacterianos como virales (ver Figura 1) y la co-
infeccion puede darse a partir de varias bacterias o virus, o bien, una combinacion de
patdgenos bacterianos y virales.

Como se muestra en la Figura 2, el complejo respiratorio porcino empieza con una
infeccion comun, que predispone al hospedero a contraer nuevas infecciones de diversas
formas posibles, como dafiando al aparato mucociliar o induciendo inmunodeficiencia,
etc. Al haber una infeccion confluente, los patdgenos tienden a actuar sinérgicamente,

volviendo la enfermedad muy agresiva y dando lugar al complejo respiratorio porcino



(Allan, Mcneilly, Ellis, Krakowka, & Meehan, 2000; Hansen et al., 2010). Existe una alta
tasa de morbilidad entre el 30 y 70% y una mortalidad entre el 4 y 6% (Halbur, 1998).

Sin embargo, las pérdidas econdmicas debido al CRP no se deben Unicamente a los
cerdos que mueren a causa de este, sino que existen también pérdidas considerables por la
baja en el consumo de alimento, lo que tiene una relacion directa con el aumento de peso
de los cerdos (Halbur, 1998).

a. Factores ambientales y de manejo

Los factores ambientales o de manejo son causas no infecciosas del CRP por dos vias
principales, ya sea al aumentar la transmisién de los patdgenos por condiciones especificas
como la temperatura y sobrepoblacion de los corrales o al generar estrés al animal,
disminuyendo sus defensas y, por lo tanto, haciéndolo mas vulnerable a contraer una
infeccion (Palzer, Ritzmann, Wolf, & Heinritzi, 2015).

b. Agentes bacterianos importantes
1) Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente causal de la neumonia enzootica porcina,
que es una infeccion crénica y muy contagiosa. Se encuentra también entre los patdgenos
respiratorios mas comunes en cerdos. Una infeccion con esta bacteria disminuye
considerablemente las defensas de los cerdos, lo que facilita que el individuo sea infectado

por otros patdgenos (Palzer et al., 2015; Simon et al., 2012).

La infeccidn por M. hyopneumoniae se caracteriza por la unién de la bacteria a los
cilios de las células del epitelio pulmonar del cerdo, esto, con el tiempo lleva a la pérdida
de los cilios y muerte de estas células (Kobisch et al., 1993).

M. hyopneumoniae es una bacteria pequefia en tamafio y en su genoma, ademas de
carecer de pared celular. Esta bacteria se adhiere a los cilios de las células epiteliales de los
pulmones de los cerdos, lo que lleva a ciliostasis y eventualmente a la muerte de las células
epiteliales. El dafio causado por M. hyopneumoniae suele predisponer a infecciones

secundarias (Tajima y Yagihashi, 198; Minion, 2002).



2) Bordetella bronchiseptica

B. bronchiseptica es un patégeno de numerosas especies animales. En cerdos causa
rinitis y establece una relacion sinérgica con Pasteurella multocida causando rinitis
atrofica. Estd ampliamente distribuida a nivel mundial. Una infeccion por B.
bronchiseptica no suele representar una amenaza fuerte para los cerdos, pero puede ser
causante de neumonias cuando infecta como patdégeno secundario (Collings & Rutter,
1985; Pedersen & Barfod, 1981).

B. bronchiseptica esta estrechamente relacionada a Bordetella pertussis y expresa los
mismos factores de virulencia; tales como filamentos de hemaglutinina, fimbrias y
adenilato ciclasa — hemolisina, entre otros. Tiene pili que utiliza para la union al epitelio ciliado
del tracto respiratorio. Se adhiere activamente y produce ciliostasis significativa minutos después
del contacto (Laber, Whary, Bingel, Goodrich, Smith y Swindle, 2002).

3) Actinobacillus pleuropneumoniae

A. pleuropneumoniae es el agente causal de pleuroneumonia porcina contagiosa. Su
distribucion es a nivel mundial y representa pérdidas econdémicas importantes para la

industria porcina (Haesebrouck, Chiers, Overbeke, & Ducatelle, 1997).

Esta bacteria coloniza de forma rapida y se adhieren a las células epiteliales de las
amigdalas. Al replicarse, liberan toxinas, hemolisinas y LPS, lo que lleva a la lisis de los
macrofagos y liberando lisozimas, que llevan al dafio caracteristico de la pleuroneumonia
porcina (Brownfield, 2020)

c. Agentes virales importantes
1) Virus de Influenza Porcino

El virus de influenza porcino o SIV por sus siglas en inglés es uno de los patégenos
mas importantes relacionados con el complejo respiratorio porcino (Nakharuthai et al.,
2008). Por si solo, el virus tiene una morbilidad alta, pero una mortalidad menor al 5%
(Kida et al., 1994). Las infecciones causadas Unicamente por SIV no suelen ser muy

severas. Sin embargo, infecciones multiples con SIV y otros patdgenos genera infecciones



respiratorias severas o cronicas (Halbur, 1996; Thacker, 2001).

Existen datos de la presencia del virus de influenza porcino en Guatemala, pero no
hay informacion para la mayoria de otros patdgenos importantes en el complejo

respiratorio porcino (Gonzalez-Reiche et al., 2017).
2) Virus reproductivo y respiratorio porcino

El virus reproductivo y respiratorio porcino se abrevia PRRSV por sus siglas en inglés.
Causa neumonia en los cerdos, ademas de afectar la reproduccion y reducir la tasa de
crecimiento (Hill, 1990). Todo esto se ha relacionado con pérdidas econdomicas
significativas. Solo en Estados Unidos se calculé una pérdida de 664 millones de dolares
en 2010 debido a infecciones con PRRSV (Holtkamp, Kliebenstein, Neumann, &

Zimmerman, 2013).
3) Virus de la Pseudorrabia

También conocido como el herpesvirus porcino 1, es el agente etioldgico de la
pseudorrabia o enfermedad de Aujesky. Esta es una de las enfermedades virales mas
severas en cerdos. Aunque pueden presentarse casos asintomaticos, suele generar tos,
estornudos, fiebre, depresion entre otros sintomas. Tiene una alta mortalidad en lechones

y puede causar abortos (Ettenleiter, 2000).

El virus de la pseudorrabia se reproduce en macréfagos y monocitos alveolares,
llevando a rinitis necrotizante y a una inmunosupresion severa para el animal, esto se ha
visto relacionado con una mayor dificultad para eliminar nuevos patdgenos y una mayor
facilidad de adherencia para patégenos secundarios (lglesias, Pijoan, & Molitor, 1992;
Narita, Kawashima, Matsuura, Uchimura, & Miura, 1994).

4) Circovirus porcino tipo 2

El circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) es el agente causal del sindrome multisistémico
de desmejoramiento posdestete que se caracterista por multiples padecimientos clinicos
que incluyen palidez en la piel, estrés respiratorio, diarrea e incluso ictericia (Segalés,
Allan, & Domingo, 2005).



Ademas de causar esta enfermedad, se ha relacionado con el complejo respiratorio
porcino como patdgeno secundario, luego de la previa infeccion de otros patdgenos
bacterianos o virales (Opriessnig, Meng, & Halbur, 2007).

5) Coronavirus respiratorio porcino

El coronavirus respiratorio porcino (PRCV, por sus siglas en inglés) es patdgeno de
cerdos exclusivamente. Suele generar infecciones respiratorias leves y que muchas veces
quedan en estado subclinico. El virus se replica en células epiteliales del tracto respiratorio
inferior, neumocitos tipo 2 y en menor medida en epitelio bronquiolar (Atanasova et al.,
2008).

En el transcurso de la infeccion, el PRCV induce rupturas en el aparato mucociliar y
genera pérdida parcial de la funcion de macréfagos alveolares, 1o que promueve nuevas
infecciones respiratorias por la incapacidad de los macrofagos de eliminar a las bacterias
(Charley et al., 2006; Laude, Van Reeth, & Pensaert, 1993).

C. Coronavirus en cerdos

1. Coronavirus respiratorios en cerdos

Hasta el momento se han presentado casos de infecciones respiratorias en cerdos
causadas por dos tipos de coronavirus, el virus de la gastroenteritis transmisible y el

coronavirus respiratorio porcino.
a. Virus de la gastroenteritis transmisible

El virus de la gastroenteritis transmisible infecta generalmente el tracto
gastrointestinal, como su nombre lo indica. Esta fue descrita en 1946 y se caracteriza por
diarrea severa en cerdos de todas las edades (Doyle & Hutchings, 1946). Sin embargo, se
ha descrito numerosas veces la capacidad del virus de replicarse e infectar el tracto
respiratorio (Harada, Furuuchi, Kumagai, & Sasahara, 1969; Sprino & Ristic, 1982;
Underdahl et al., 1974) y se ha encontrado que utiliza los macrofagos alveolares para su
reproduccion (Laude, Charley, & Gelfi, 1984). Las infecciones respiratorias por el virus
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de la gastroenteritis transmisible no son de mayor relevancia, pues son muy leves y poco

frecuentes (Harada et al., 1969).
b. Coronavirus respiratorio porcino

El coronavirus respiratorio porcino esta estrechamente relacionado con el virus de la
gastroenteritis transmisible. La principal diferencia es que este virus solo infecta el tracto
respiratorio de los cerdos (Pensaert, Callebaut, & Vergote, 1986). Genéticamente, la
mayor diferencia es la delecion de un fragmento del gen S que codifica la proteina S, que
se ha relacionado con la patogenicidad enterogénica y con la actividad de hemaglutinacion
(Krempl, Schultze, Laude, & Herrler, 1997), lo que explica que el PRCV no se replique

en células entéricas.

Como se menciond en el inciso 3. ¢) (5) las infecciones respiratorias en las cuales
PRCV es el Unico patdgeno, tienden a ser leves y de poca importancia clinica. Pero
predisponen al hospedero a contraer nuevas infecciones que pueden volverse muy severas
por la accion sinérgica de los patégenos. También se ha observado que al actuar como
patdgeno secundario PRCV aumenta la intensidad de las infecciones de manera
considerable (Kristien Van Reeth et al., 1996).

2. Importancia de los coronavirus en co-infecciones

Las infecciones respiratorias por coronavirus en cerdos suelen tener una mortalidad
baja, pero son un factor de riesgo para contraer otras patdgenos respiratorios (Charley et
al., 2006), lo que puede favorecer el desarrollo de una nueva infeccién. Se han descrito
multiples casos de coinfecciones de coronavirus respiratorio porcino con otros patégenos
que aumentan la intensidad de las infecciones, haciéndolas més agresivas (T. Opriessnig
et al., 2011). Entre los mas destacados se ha encontrado coinfecciones con virus
reproductor y respiratorio porcino (Kristien Van Reeth et al., 1996), con el virus de
influenza porcina (Van Reeth y Pensaer, 1994) y con Bordetella bronchiseptica
(Brockmeier et al., 2008). Todos estos patogenos son considerados patdgenos de alta
relevancia en enfermedades repiratorias en cerdos y se han relacionado fuertemente con el

complejo respiratorio porcino (T. Opriessnig et al., 2011).

11



3. Estadisticas de prevalencia

Lo que hace tan importante al coronavirus respiratorio porcino es su alta prevalencia
a nivel mundial. Se ha encontrado que, en cerdos introducidos a 22 granjas diferentes en
lowa, los individuos de en 12 de las 22 granjas se contagiaron con coronavirus respiratorio
porcino en menos de 23 dias de haber llegado (Wesley, Woods, Mckean, Senn, &
Elazhary, 1997). Esto no solo indica la alta prevalencia del virus, sino también su facilidad

de transmisidn entre individuos.

En Corea se ha encontrado una prevalencia del 53% de todos los individuos
muestreados y se encuentra presente en aproximadamente el 61.4% de las granjas
muestradas (Chae et al., 2000). En Canadé se ha encontrado una prevalencia de PRCV de
muestras nasales de 57% y 63% dependiendo del método de deteccion (Costantini, Lewis,
Alsop, Templeton, & Saif, 2004)

En Guatemala no se tienen registros de coronavirus respiratorio porcino, pues no se
han realizado pruebas para diagnosticarlo en el pais. Sin embargo, si se han reportado
pérdidas econdmicas causadas por enfermedades respiratorias de los cerdos (Lacayo,
2012). Es importante tener un conocimiento de su prevalencia, pues si se controlan las
infecciones por PRCV, podrian disminuirse los casos de otras infecciones y evitar que las
infecciones por otros patdgenos sean agravadas por una coinfeccion con el coronavirus

respiratorio porcino.

D. Técnicas de deteccion de coronavirus

1. Inmunoldgicas

Dentro de las técnicas inmunoldgicas mas utilizadas para la deteccion de coronavirus
se encuentra la prueba ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Chae et al.,
2000) y la inmunofluorescencia en cultivo celular (Sirinarumitr, Paul, Halbur, & Kluge,
1997). Por lo general, las pruebas inmunoldgicas se basan en la union de antigeno y
anticuerpo. Para su deteccion, uno de los anteriores debe estar modificado de modo que
genere un cambio visible, ya sea con una enzima cuya reaccion genere un cambio de color

(ELISA) o con un marcador inmunofluorescente para su observacidén en un microscopio
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especifico (Inmunofluorescencia) (Costantini et al., 2004).
2. Moleculares

Los coronavirus son virus de ARN de una sola hebra con polaridad positiva (Laude et
al., 1993) por lo que para la deteccion de su material gendmico por medio de PCR se debe
Ilevar a cabo una retrotranscripcion para obtener el ADN complementario de alguna regién

conocida del genoma.
a. Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa (RT-PCR)

Esta técnica lleva el nombre de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa. Es utilizada para detectar el ARN existente en una muestra al convertirlo en su
ADN complementario por medio de la accion de la transcriptasa reversa. Inicialmente se
debe obtener el ADN para que pueda darse la amplificacion como en un PCR tradicional
(Freeman, Walker, & Vrana, 1999).

Esté técnica ha probado ser muy efectiva para el diagnostico de coronavirus, ademas
de ser préctica por sus costos relativamente bajos y tiempo de realizacién. Una de las
desventajas de esta técnica es que puede dar falsos negativos en infecciones con bajas
copias del virus por estar en etapas muy tempranas o en etapas finales de la enfermedad
(Costantini et al., 2004; Freeman et al., 1999).
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I[1l. Justificacion

Para una adecuada nutricion es importante consumir una cantidad adecuada de
nutrientes, especialmente de los macronutrientes, que deben consumirse en grandes
cantidades, como lo son los carbohidratos, las grasas y la proteina. La proteina y sus
monomeros, los aminoacidos, son de suma importancia para el buen funcionamiento del
metabolismo, pues forman proteinas que tienen diversas funciones muy importantes
como funciones estructurales, como en los musculos, de sefializacion y como
catalizadores de reacciones enzimaticas. Ademas, existen aminoacidos esenciales, que
necesitan ser consumidos en la dieta, pues no pueden ser producidos en el cuerpo. Por
los factores antes mencionados, un adecuado consumo de proteina en la dieta humana

es muy importante.

La proteina de la carne es de muy buena calidad y esta suele ser una mejor fuente

de proteina que la mayoria de las fuentes de proteina vegetal.

En los ultimos afios, debido a la creciente poblacion mundial, la demanda de carne
va en aumento. Los animales de rapido crecimiento presentan una ventaja, ya que el
tiempo de produccion es menor y, por lo tanto, los gastos son menores. Un ejemplo de
este tipo de animales es el cerdo. EI consumo de carne de cerdo provee proteina de alta
calidad con costos mas bajos de produccidn en relacion con otras carnes animales como
la carne de res. La produccion de cerdos a nivel mundial también se ha visto en aumento,

especialmente en Asia y Europa (FAO, 2014).

Un cerdo de engorde tarda por lo general en llegar a un peso adecuado unas 21 a
23 semanas, sin embargo, existen diversas complicaciones que pueden alargar este
tiempo. Uno de los mayores problemas con la crianza de cerdos son los trastornos
respiratorios, que son de las principales causas de muerte en la industria y retraso en el
crecimiento de los animales, especialmente la enfermedad del complejo respiratorio
porcino, que se caracteriza por coinfeccion de patdgenos virales y/o patdgenos

bacterianos. Esto genera altas pérdidas econdémicas para la industria porcina.
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Existen numerosos agentes etioldgicos de enfermedades respiratorias en cerdos
entre los que se encuentran bacterias, virus y parésitos como: Mycoplasma
hyopneumoniae, el virus de influenza porcina y Metastrongylus spp. Dentro de los
agentes causales de infecciones respiratorias en cerdos se encuentran los coronavirus,
especialmente el coronavirus respiratorio porcino (PRCV) y el virus de gastroenteritis
transmisible que, aunque infecta principalmente tejido intestinal, puede infectar también

el tracto respiratorio

Las infecciones respiratorias por coronavirus en cerdos suelen tener una mortalidad
baja, pero son un factor de riesgo para contraer otras patdgenos respiratorios, lo que
puede favorecer el desarrollo de una nueva infeccion. Se han descrito multiples casos de
coinfecciones de coronavirus respiratorio porcino con otros patdgenos que aumentan la
intensidad de las infecciones, haciéndolas mas agresivas. Entre los mas destacados se ha
encontrado coinfecciones con virus reproductor y respiratorio porcino, con el virus de
influenza porcina y con Bordetella bronchiseptica. Todos estos patégenos son

considerados patogenos de alta relevancia en enfermedades respiratorias en cerdos.

Si se logra controlar las infecciones por coronavirus, las infecciones por otros
patdgenos pueden ser menos severas y generar un menor impacto en la economia de los
productores de cerdos. Conocer la prevalencia de coronavirus en cerdos en granjas
tecnificadas del pais puede ayudar a evaluar si es necesario tomar medidas para combatir
estas infecciones, como la vacunacion contra PRCV, vy asi, proteger a los cerdos de

infecciones respiratorias mas severas en la coinfeccion con otros patégenos.

Actualmente no se realizan pruebas para detectar el coronavirus respiratorio
porcino en las granjas de engorde en Guatemala. Dentro de los métodos que se utilizan
para diagnosticarlo se encuentran métodos como hibridacion in situ, que es costosa y
requiere equipo especializado y personal altamente capacitado para el desarrollo de esta
técnica (Sirinarumitr, Paul, Kluge y Halbur, 1996; Franco, 2013) y técnicas
inmunoldgicas que son menos sensibles y, dependiendo de la prueba, puede detectar al
virus de manera indirecta Unicamente (Costantini et al., 2004). EIl objetivo de este
proyecto es disefiar las herramientas necesarias para realizar un diagndstico especifico,

sensible y de costo moderado, como oportunidad para diagnosticar este virus en los
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cerdos de engorde y controlar la enfermedad, colaborando en el control del complejo

respiratorio porcino.
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V. Objetivos

A. Objetivo general

Disefiar un método para el diagnéstico molecular diferencial del coronavirus

respiratorio porcino y del virus de la gastroenteritis transmisible.

B. Obijetivos especificos

Disefiar parejas de cebadores para RT-PCR para una region conservada entre el

coronavirus respiratorio porcino y el virus de la gastroenteritis transmisible.

Obtener parejas de cebadores para RT-PCR especifico para la region S del virus de la

gastroenteritis transmisible.

Evaluar parametros de calidad de las parejas de cebadores y probabilidad de amplificacion

mediante un RT-PCR in-silico en muestras de origen porcino.

Seleccionar la pareja de cebadores con mejores posibilidades de amplificacién para la
regién conservada y especifica que permitan identificar el coronavirus respiratorio porcino y el

virus de la gastroenteritis transmisible en muestras de origen porcino.
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V. Hipotesis

Existen secuencias en los genomas de los virus porcinos, coronavirus respiratorio
porcino y del virus de la gastroenteritis transmisible que permiten diferenciarlos y

detectarlos en muestras de hisopados nasales de cerdos.
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Figura 3. Diagrama resumido de la metodologia propuesta.
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A. Seleccién de regiones para la amplificacion

Se trabajo con dos regiones de interés, ya que el coronavirus respiratorio porcino y
el virus de la gastroenteritis transmisible son genéticamente iguales, salvo que el primero
no tiene un fragmento de la region que codifica para la proteina S. Esto se representa en
la Figura 4. Se selecciond otra region, especifica para estos dos organismos para el disefio

de cebadores.

PRCV

S
S

Figura 4. Representacion esquematica de los genomas de los virus TGEV y PRCV.

B. Alineamiento de secuencias

Se utilizo el software UGENE con el algoritmo MUSCLE (método iterativo)
(Okonechinikov, Golosova y Fursov, 2012) para alinear secuencias de las regiones de

interés de distintas cepas para obtener las secuencias consenso para disefiar los cebadores.

C. Diserfio de cebadores

Se realiz0 el disefio de cebadores para las regiones seleccionadas por medio de la
herramienta Primer blast® de NCBI (Ye, Coulouris, Zaretskaya, Cutcutache, Rozen y
Madden, 2012), con cinco opciones de salida. Como parametros de seleccion se
mantuvieron las opciones por defecto Para la region ORF1 no se restringid el largo de los
amplicones. .Sin embargo, para la regién S se restringi6 a 100-300 pares de bases.
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D. Evaluacion y comparacion de las parejas de cebadores obtenidos

Se evaluaron las distintas parejas de cebadores obtenidos de acuerdo con su
longitud, especificidad, Tm, Ta, estabilidad, autocomplementariedad, su contenido GC y

energias libres de Gibbs, asi como la posibilidad de formacion de estructuras secundarias.

Para analizar las estructuras secundarias que se pueden formar, tales como hairpins,
homodimers y heterodimers se utilizo el OligoAnalyzer Tool de Integrated DNA
technologies (IDT, 2020).

Se seleccionaron tres parejas de cebadores que se consideraron méas adecuadas con
base en los pardmetros antes mencionados. Se procedio a realizar los siguientes analisis

con estos cebadores.

Para evaluar la especificidad de los cebadores, se utilizd6 NucleotideBlast (NCBI).
Se evalué el alineamiento con las secuencias del coronavirus respiratorio porcino y el virus
de la gastroenteritis transmisible para ver que sean especificos para la region y especie(s)
para la(s) que fueron disefiados. Se realiz6 el mismo andlisis para evaluar que los
cebadores no pudieran amplificar genes del genoma y transcriptoma del cerdo, asi como
con otras cepas virales y bacterianas que se podrian encontrar en un hisopado nasal de
cerdo. En el Cuadro 1 se muestran los parametros de blsqueda utilizados para todos los
alineamientos en Blast. Es importante notar que los pardmetros no fueron ajustados

manualmente, sino que estos
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Cuadro 1. Parametros de busqueda para los alineamientos por Blast.

Programa Blastn
Tamario de palabra 7
Valor esperado 1000
Tamario de la lista de coincidencias 100

Puntajes de coincidencia/no coincidencia | 1,-3

Costos de brecha 5,2
Cadena de filtro F
Caodigo genético 1

*Los valores fueron ajustados automaticamente por el programa para una secuencia de entrada corta.

Se realiz6 un PCR in silico por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification” (Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004) para estimar los
resultados posibles a obtener en un PCR con las parejas de cebadores propuestos y
obtencion de los resultados esperados del PCR previstos en la electroforesis posterior al
PCR. Esto se realiz6 con la secuencia de los virus de interés y bacterias que infectan
comunmente el tracto respiratorio porcino (B. bronchiseptica, M. hyopneumoniae y A.
pleuropneumoniae). Contra el genoma del cerdo se realiz6 por medio de la herramienta
UCSC In-Silico PCR (Kent, 2013).

La simulacion del gel de electroforesis se realizé con el software de SnapGene (de

Insightful Science; disponible en snapgene.com)
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VIl. Resultados

Los genomas de los virus TGEV y PRCV son muy similares salvo por un fragmento
de la region S y algunas variaciones puntuales a partir de la posicion nucleotidica 24724,

como se observa en la Figura 5.

a) b)

Consensus:

AAAGTGAGTGTAGCGTGGCT TCTCTT!

EIEI 3I2 3I¢ 36 EIS 40
CTATATCTCTT(
CTATATCTCTT(
CTATATCTCTT(
CTATATCTCTT!
CTATATCTCTT(
CTATATCTCTT(

T

12 14 1

18

=)
P

DQ811788.1 TGEV
KX409468.1 TGEV  p A A
DQ811785.1 TGEV 5 A A
DQ811787.1 PRCV  p A A
KY406735.1 PRCV 5 A A
KR270796.1 PRCV 5 A A

I
e

c)

Figura 5. Alineamiento de secuencias del genoma completo del TGEV y PRCV.

*a) muestra los codigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento
de las secuencias y ¢) muestra una vision en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la

secuencia ingresada.

La regién S de las distintas cepas de TGEV es muy conservada. Ver figura 6. Al
introducir algunas cepas del coronavirus respiratorio porcino, se puede observar la delecién
de un fragmento de la regién S de aproximadamente el nucleétido 60 al 732, como se

observa en la Figura 7.
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a) b)

Consensus:
ATGAAAAAACTATTTGTGGTTTTGGTCGTAATG!
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AF494327.1 A
M94099. 1 A
M94101.1 A

c)

Figura 6. Alineamiento de secuencias de la region S del TGEV.

*a) muestra los codigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento

de las secuencias y ¢) muestra una vision en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la
secuencia ingresada.

a) b)

Consensus:

GATGTGGTGTTAGGTGATTATTTTCCTACTGTAC,
'1IE-4 '1EI5 '1EI-B 'IEIiD 1(;2 1(;4 '1{;5 'IEIiB 1%0 1%2 '1%4 '1%5 1%8 1EI>D 1?:;2 '1é4 467
AF494337.1 TGEV CCTAC
M94099.1 TGEV CCTAC
M94101.1 TGEV CCTAC
M24103.1 PRCV™ CCTAC

tet
A C
A C
A C.,
A C.,

MO4097.1 PRCV |- - - = = = = - = = = = - & - - - oo oo oo oo

Figura 7. Alineamiento de secuencias de la region S del TGEV y PRCV.

*a) muestra los cddigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento
de las secuencias y ¢) muestra una vision en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la

secuencia ingresada. *La cepa marcada (TOY56-165) no presenta la delecion caracteristica de PRCV

La region ORF1 esta bastante conservada en ambos virus, lo que se puede observar

en la Figura 8. Las secuencias consenso obtenidas se encuentran en anexos.
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Figura 8. Alineamiento de secuencias de la region ORF1 del TGEV y PRCV.

*a) muestra los codigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento
de las secuencias y ¢) muestra una vision en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la

secuencia ingresada.

En los cuadros 2 y 3 se muestran las parejas de cebadores obtenidas a través de
Primer Blast y Oligo Analyzer para laregion S del TGEV y sus caracteristicas. Los tamafios
esperados para los amplicones de las parejas de cebadores se encuentran entre 136 pares de
bases y 270 pares de bases. La temperatura de fusién de todos los cebadores se encuentra
entre 58 y 61°C y su contenido GC esta entre 45.5 y 55%. Todos los cebadores pueden
formar entre 10 y 16 homodimeros con una energia libre de Gibbs total de entre -41 y -36.
Las parejas de cebadores pueden formar entre 12 y 16 heterodimeros con energia libre de
Gibbs total entre -41 y -36. Los cebadores pueden formar entre 3y 7 estructuras tallo-bucle

(hairpins) con temperaturas de fusion entre 4.6 y 40.7°C.
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Cuadro 2. Caracteristicas, homodimeros y heterodimeros posibles de los cebadores obtenidos para la region S del TGEV.

cebad q -3 meo) | wec Tamafio HomodierGos | Heterodinf(r;os |
ebadores ecuencia (5’ -3’ m () . tota . tota
esperado (pb) Cantidad (kcal/mol) Cantidad (kcal/mol)
1F TGTAAGGGCTCACCACCTACT 60.2 52.4 13 -38.48 14 38.07
1R CTAATGTTGTCGCACGCATATC 60.04 455 270 12 -38.97 '
2F AAGGGCTCACCACCTACTAC 58.43 55 10 -36.53 19 38.08
2R AAGCGTGCCAGGACTTCTAA 59.31 50 266 13 -38.96 '
3F GTAAGGGCTCACCACCTACT 58.43 55 11 -36.53 14 3653
3R TGACAGTGCCAGACCATTGA 59.24 50 222 10 -36.36 '
4F TGTAAGGGCTCACCACCTACTA | 59.96 50 16 -39.44 16 3044
4R GTGACAGTGCCAGACCATTG 59.12 55 224 12 -36.13 '
5F GGCCTACAATGGTTTGCAGAT 58.9 47.62 11 -40.5 15 405
5R AGCGTGCCAGGACTTCTAAT 59.09 50 136 14 -38.49 '
*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer.
Cuadro 3. Estructuras tallo-bucle posibles de los cebadores obtenidos para la region S del TGEV.
Estructuras tallo-bucle (Hairpin)
ST | trutura | AG Keatimoh | Tme0) | o OO0 ) |AC (eatima) | TMCC) | il 5 |AG (eatimol | TMCC) | ot
1F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3
1R 2 0.65 5.8 3 0.84 9.9 1 1.11 4.6 7
2F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3
2R 2 0.65 5.8 3 1.05 6.9 1 1.11 4.6 3
3F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3
3R 5 -0.07 25.7 2 1.55 16.1 2 0.58 14.3 3
4F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3
4R 2 0.58 14.7 5 0.73 17.2 2 1.35 1.5 3
5F 3 -0.51 31.2 212 -0.1 25.8 2 -0.04 25.6 5
5R 2 0.65 5.8 2 1.17 7.8 1 1.11 4.6 4

*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer.




En los cuadros 4 y 5 se muestran los mismos datos que en el cuadro 1, pero para las
parejas de cebadores de la region ORF1. Los tamafios esperados para los amplicones de las
parejas de cebadores se encuentran entre 435 pares de bases y 871 pares de bases. La
temperatura de fusion de todos los cebadores se encuentra entre 58 y 61°C y su contenido
GC esté entre 50 y 55%. Todos los cebadores pueden formar entre 8 y 13 homodimeros
con una energia libre de Gibbs total de entre -42 y -36. Las parejas de cebadores pueden
formar entre 14 y 18 heterodimeros con energia libre de Gibbs total entre -42 y -38. Los
cebadores pueden formar entre una y cuatro estructuras tallo-bucle (hairpins) con
temperaturas de fusion entre 18.9 y 64.2°C.

En los cuadros 1-4 se muestran Unicamente las caracteristicas de tres de las
estructuras (las que tienen una mayor temperatura de fusién) en los casos, aun cuando hay

mas estructuras posibles.

Las imagenes de todas las estructuras tallo-bucle posibles de las parejas de
cebadores seleccionadas que se encontraron especificas para la region objetivo se
encuentran en anexos. La mayoria tiene uno o dos enlaces, sin embargo, hay algunas

estructuras con 3y 4 enlaces.

Todos los cebadores disefiados tienen un largo alrededor de 21 nucleétidos, una
temperatura de fusion cercana a 60°C y contenido GC entre 45 y 55%, lo que esta dentro
de los parametros Optimos para el disefio de cebadores. EI nimero de homodimeros,
heterodimeros y energias libres de Gibbs no varian mucho entre cebadores, por lo que el
primer factor para seleccionar los cebadores fue la cantidad de estructuras de tipo tallo-
bucle y sus temperaturas de fusion. La mayoria de las estructuras tallo-bucle obtenidas
tienen temperaturas de fusion alrededor de 40°C o menores. Los cebadores con
temperaturas de fusion mas altas son los ORF1 3R y ORF1 4F con 64.2 y 55.4°C
respectivamente. Estas, al ser méas altas que la temperatura de fusion de sus cebadores
implican un problema para la amplificacion. Por esto, estas parejas de cebadores fueron
descartadas. Con esto, se seleccionaron por descarte las otras tres parejas para continuar el

analisis de la region ORFL1.
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Cuadro 4. Caracteristicas, homodimeros y heterodimeros posibles de los cebadores obtenidos para la region ORF1la conservada en
TGEV y PRCV.*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer

cebad q -3 o) e Tamafio HomodierGos | Heterodinf(r;os |
ebadores ecuencia (5’ - 3’ m () . tota . tota
esperado (pb) Cantidad (kcal/mol) Cantidad (kcal/mol)
1F TGTCTTCGGACACCAACTCG 59.97 55 9 -37.98 14 -38.97
1R TGTCCAAGCGCAATGGTACT 59.96 50 699 9 -38.97
2F CAGGCTCGTAACGGTGTTCT 60.04 55 10 -38.57 16 -38.57
2R AGACGAACTGTTGCACCGAT 59.97 50 581 10 -37.95
3F GCCTGTTGACATGCAAGGTG 60.04 55 11 -38.3 18 -41.16
3R AGCGCGAGCTTTTTCAAGTG 60.04 50 871 12 -41.16
4F GTGATTTTGAGCGCGAAGCA 60.11 50 11 -41.02 17 -41.02
4R AACGGCACCACGTCTAAGAG 60.04 55 734 9 -38.57
5F TCAGAGCGTCAGCACTCTTG 60.04 55 13 -36.63 16 -38.18
5R ACCAGCACCATTTGAGAGCA 58.89 50 435 8 -38.18

Cuadro 5. Estructuras tallo-bucle posibles de los cebadores obtenidos para la region ORF1a conservada en TGEV y PRCV.

Estructuras tallo-bucle (Hairpin)

S | b | A6 (sl Tm() | EO ) |G tsabmon | Tm() | oilte 4G ketima| ) |t
1F 3 -2.01 44.1 4 -1.81 44.8 -- - - 2
1R 3 -0.7 32.6 - - - - - - 1
2F 2 0.24 21.2 2 0.39 18.9 3 0.39 19.5 4
2R 2 -0.57 32.6 2 0.37 10.5 -- - - 2
3F 3 -0.44 29.9 2+2 -0.4 28.8 3 0.07 24.1 4
3R 3 -2.17 64.2 -- - - - - - 1
4F 2 -2.01 55.4 2 -1.58 455 -- - - 2
4R 3 -1 40.3 - - - - - - 1
5F 2 -1.39 42.9 4 -0.67 34.9 - - - 2
5R 2 -0.43 30.9 2 -0.08 26.5 - -- - 2

*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer.




En el caso de la seleccion de las parejas de cebadores de la region S, se elimind la
pareja 5F-5R por tener la mayor cantidad de estructuras tallo-bucle y las mayores energias
libres de Gibbs tanto para la formacion de homodimeros, como de heterodimeros. El
cebador 1R es el que tiene mayor cantidad de estructuras tallo-bucle, pero las temperaturas
de fusion de estos son sumamente bajas, por lo que se decidié conservar. Se descarto
también la pareja 4F-4R por tener las energias libres de Gibbs mas altas para heterodimeros

y uno de los cebadores, la mayor para los homodimeros.

Se seleccionaron para continuar en las siguientes fases, las parejas de cebadores 1F-
1R, 2F-2R y 3F-3R para la regiéon S y las parejas 1F-1R, 2F-2R y 5F-5R para la regién
ORF1. Los resultados de los alineamientos por Blast (NCBI) mostraron que todos los
cebadores seleccionados para la region S son especificos para TGEV y una Unica cepa de
PRCV; TOY56-165.

Los cebadores 1F, 1R, 2F y 2R para la region ORF1 hibridan tanto en TGEV como
en PRCV, pero también en otros coronavirus, como el coronavirus felino y el coronavirus
canino. Los cebadores 5F y 5R no presentaron alineamientos significativos con secuencias
de cepas de los virus PRCV y TGEV y fueron descartados para los siguientes pasos. Los

resultados de los alineamientos se pueden encontrar en anexos.

A los cebadores restantes se le asigné un nuevo nombre codificado a modo de

facilitar su diferenciacion. Los nuevos nombres se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Codificacion de los nombres de los cebadores seleccionados.

Nombre original | Nombre codificado Secuencia (5’ a 3%)

S1F TGEV-S-399(266) TGTAAGGGCTCACCACCTACT
S1R TGEV-S-664(266) CTAATGTTGTCGCACGCATATC
S2F TGEV-5-396(253) AAGGGCTCACCACCTACTAC
S2R TGEV-5-648(253) AAGCGTGCCAGGACTTCTAA
S3F TGEV-S-397(222) GTAAGGGCTCACCACCTACT
S3R TGEV-S-618(222) TGACAGTGCCAGACCATTGA
ORF1 1F TGEV/PRCV-ORF1-64(699) TGTCTTCGGACACCAACTCG
ORF1 1R TGEV/PRCV-ORF1-763(699) TGTCCAAGCGCAATGGTACT
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Nombre original | Nombre codificado Secuencia (5’ a 3%)

ORF1 2F TGEV/PRCV-ORF1-11150(581) | CAGGCTCGTAACGGTGTTCT

ORF1 2R TGEV/PRCV-ORF1-11730(581) | AGACGAACTGTTGCACCGAT

*La codificacion se llevo a cabo de la siguiente manera (nombre del virus - region objetivo o gen - nucledtido

inicial del alineamiento dentro del gen (tamafio esperado del amplicén).

Los cebadores seleccionados de la region S hibridan en la regién del gen en la que
PRCV tiene una delecidn, como se ve en la Figura 9. Los cebadores seleccionados para la

region ORF1 hibridan en fragmentos distintos de la region, como se ve en la Figura 9.

Region S j—
T — —= TGEV-5-399(266)
«—— TGEV-5-664(266)
~— TGEV-S-648(253)
—= TGEV-S-397(222)
Regién ~— TGEV-5-618(222)
ORF1 —= TGEV/PRCV-ORF1-64(699)
— ~— TGEV/PRCV-ORF1-763(699)
— TGEV/PRCV-ORF1-11730(581)

Figura 9. Diagrama del alineamiento de los cebadores en los genes objetivo para ambos

virus.

En la Figura 10 se muestran las bandas esperadas en la electroforesis posterior al
RT-PCR de muestras positivas para estas regiones. Los tamafios de banda son comparados
con una escalera de peso molecular GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder de Thermo Fisher
(pozo 1). Los tamafios moleculares de los amplicones de ambas regiones son distintos. Los
amplicones esperados para la region ORF1 se encuentran entre 500 y 700 pares de bases,

mientras que los de la regidn S se encuentran alrededor de 200 pares de bases.
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Figura 10. Imagen del gel con los tamafios esperados de los amplicones de los distintos

cebadores.

*En el pozo 1 esta la escalera de peso molecular GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder de Thermo Fisher. En
los pozos 2 y 3 se muestran los resultados esperados para los amplicones de la region ORF1 con las parejas
de cebadores 1 y 2 respectivamente. En los pozos 4, 5y 6 se muestran los amplicones de la region S del
TGEV con las parejas de cebadores 1, 2 y 3 respectivamente. Los tamafios moleculares esperados para los

amplicones estan sefialados con las flechas en azul y verde, para la region ORF1 y S, respectivamente.

Se encontrd que ninguna de las parejas de cebadores amplifica genes del cerdo, ni
de algunas bacterias y virus comunes en infecciones respiratorias porcinas por medio de
PCR in silico. Los resultados de estos andlisis se resumen en los Cuadros 7 y 8, y se
muestran especificamente en las Figuras 40, en adelante.
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Cuadro 7. Resumen de los resultados de PCR in silico realizados contra el genoma del
cerdo y bacterias que infectan cominmente su tracto respiratorio.
Resultados de PCR in silico

Parejas de i i
cebadores Bordetella Mycoplasma Actinobacillus

Sus scrofa . . . .
bronchiseptica, | hyopneumoniae | pleuropneumoniae

TGEV-S-399(266)

TGEV-S-664(266)

TGEV-S-396(253)

TGEV-S-648(253)

TGEV-5-397(222)

TGEV-S-618(222)

TGEV/PRCV-
ORF1-64(699)

TGEVIPRCV-
ORF1-763(699)

TGEV/PRCV-
ORF1-11150(581)

TGEV/PRCV-
ORF1-11730(581)

*Se muestran los resultados de las reacciones de PCR in silico de los cebadores seleccionados. Los resultados
negativos se muestran con “—*y los positivos con “x”. Los resultados especificos pueden encontrarse en
anexos a partir de la pagina 82. Para los analisis contra el genoma de cerdo se utilizé la secuencia: sscrofa
11.1/susScr1l de UCSC. Para los bacterianos se utilizaron las cepas: AP014582.1 para B. bronchiseptica,
CP002274.1 para M. hyopneumoniae y CP000569.1 para Actinobacillus pleuropneumoniae. En todos los

analisis se permitieron 0 no coincidencias (mismatches).
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Cuadro 8. Resumen de los resultados de PCR in silico realizados contra otros virus que
infectan comUnmente su tracto respiratorio.

Resultados de PCR in silico

Parejas de cebadores ) Virus del sindrome . . .
Virus de respiratorio v reproductivo Circovirus porcino
Influenza A P y . P 2
porcino

TGEV-S-399(266)

TGEV-S-664(266)

TGEV-S-396(253)

TGEV-S-648(253)

TGEV-S-397(222)

TGEV-S-618(222)

TGEV/PRCV-ORF1-
64(699)

TGEV/PRCV-ORF1-
763(699)

TGEV/PRCV-ORF1-
11150(581)

TGEV/PRCV-ORF1-
11730(581)

*Se muestran los resultados de las reacciones de PCR in silico de los cebadores seleccionados. Los resultados
negativos se muestran con “—*“ y los positivos con “x”. Los resultados especificos pueden encontrarse a
partir de la pagina 89. Para las secuencias virales se utilizaron las secuencias: NC_002023.1, NC_002021.1,
NC_002022.1, NC_002017.1, NC_002019.1, NC_002018.1, NC_002016.1 y NC_002020.1 para el virus de
Influenza A, AB288356.1 para el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino y KY084478.1 para

Circovirus porcino 2. En todos los analisis se permitieron 0 no coincidencias (mismatches).
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VIIl. Discusion de resultados

Se logro disefiar cebadores especificos para la deteccion y diferenciacion por medio
de RT-PCR duplex de los virus PRCV y TGEV. El alineamiento de las secuencias de
distintas cepas del TGEV y el PRCV present0 alta similitud (97%), salvo por una delecion
observada en un fragmento de la region S de los virus. Esto coincide con la literatura, que
lo marca como la mayor diferencia genética entre el TGEV y el PRCV y a la cual se le
atribuye la incapacidad del PRCV de infectar el tracto gastrointestinal de los cerdos
(Krempl, Schultze, Laude, & Herrler, 1997; Pensaert, Callebaut, & Vergote, 1986).
Aprovechando esta delecidn, se disefiaron los cebadores de la region S, especificamente
para una region que el coronavirus respiratorio porcino no tiene, lo que facilita su

diferenciacion.

El algoritmo utilizado, MUSCLE, al ser un algoritmo iterativo, permite ir
mejorando el alineamiento inicial para obtener la mejor solucién posible, por lo que
presenta una ventaja frente a un algoritmo progresivo. En este ultimo, la calidad del
alineamiento depende completamente de los emparejamientos y andlisis iniciales, a partir
de los cuales se completa el alineamiento. Por esto, si se comete un error en los pasos

iniciales, este afecta todo el alineamiento.

Al momento de hacer el alineamiento por medio de Blast (NCBI), se obtuvo
resultados especificos para TGEV con los cebadores de la region S. La Unica cepa de PRCV
gue presenta un alineamiento es la cepa TOY56-165, con porcentajes de identidad del
100% para todos los cebadores y valores E variables, estando la mayoria por debajo de 1,
aunque algunos tienen valores E de hasta 8.0Al realizar el alineamiento de la region S de
cepas de TGEV con 2 cepas del PRCV, incluyendo la TOY56-165, se pudo observar que
esta no tiene presente la delecidn caracteristica, lo que explica que los cebadores disefiados

para laregion S puedan hibridarse a esta cepa. Esto resulta inesperado, pues la caracteristica
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principal que diferencia al PRCV del TGEV es justamente esta delecion (Pensaert,
Callebaut, & Vergote, 1986). Al investigar las fuentes de la secuencia en NCBI, se encontro6
que se trata realmente de una cepa de TGEV aislada por primera vez en Japon en 1956, no
de una cepa de PRCV (Sanchez, Gebauer, Sufié, Mendez, Dopazo y Enjuanes, 1992;
Furuchi, Shimizu y Kumagai, 1976). Esto pareciera indicar un error en el nombre en la base
de datos de NCBI, por lo que no se trata de una cepa de PRCV, sino de una TGEV mal

anotada.

Como regidn conservada para la deteccion de ambos virus se selecciono la regién
ORF debido a que presentaba alta similitud entre las cepas de TGEV y PRCV. Los
cebadores disefiados para la region ORF1 son complementarios para ambos virus y esto se
puede ver en los alineamientos en anexos. Sin embargo, también algunos cebadores son
complementarios para coronavirus canino y felino y podrian, tericamente, amplificar estos
virus ademas de los objetivo. Estos alineamientos se encuentran en anexos en las paginas
60-67. Dado que el método estd disefiado para hisopados nasales de cerdos y los
coronavirus felino y canino no infectan el tracto respiratorio sino de forma gastrointestinal
(Foley, Poland, Carlsony Pedersen, 1997; Tennant, Gaskell, Kelly, Carter y Gaskell, 1991)
esto no deberia implicar un problema para el método.

Los tamafios esperados de los amplicones de ambas regiones son diferentes, lo que
permite que sean amplificados en ddplex. Al ser la diferencia de tamafios moleculares
esperados para todos los cebadores de las distintas regiones de mas de 300 pares de bases,
estos serian facilmente diferenciables por medio de electroforesis para poder detectar
ambas regiones. Por esto, y porque las temperaturas de fusion de los cebadores son muy
similares, se considera que se podria llevar a cabo un RT-PCR duplex para la identificacion
y diferenciacion de los dos virus. Esto permite una identificacion mas rapida y de menor

costo que si se realizara por medio de reacciones de RT-PCR separadas.

Los cebadores no amplifican genes de Sus scrofa (cerdo domeéstico), ni de bacterias
y virus que infectan frecuentemente el tracto respiratorio de los cerdos: Bordetella
bronchiseptica, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Virus de
Influenza A, Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino y Circovirus porcino
2 (Collings & Rutter, 1985; Palzer et al., 2015; Haesebrouck, Chiers, Overbeke, &
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Ducatelle, 1997) como se puede ver en los resultados de los PCRs in silico mostrados en
anexos. Esto respalda la especificidad del método y que su uso con muestras de hisopado
es apropiado. Sin embargo, es importante que se evallen los cebadores en el laboratorio
para verificar que amplifiquen las regiones y optimizar las condiciones de reaccion para

obtener los mejores resultados posibles.

Dentro de las limitaciones mas relevantes de la investigacién se encuentran,
primero, que todo el trabajo fue realizado in silico, por lo que depende de las herramientas
bioinformaticas a disposicion, asi como de las secuencias y datos que ya han sido
publicados. En el caso de los virus en cuyos se enfoca el estudio, no hay muchas secuencias
publicadas, especialmente de PRCV. Como segunda limitacion importante, se realizé el
analisis de PCR in silico para descartar que los cebadores pudieran amplificar otros
organismos comunmente patogenos del tracto respiratorio del cerdo y del cerdo como tal,
pero solo se realiz6 con una cepa por cada organismo, por cuestiones de tiempo y
disponibilidad de secuencias para el anélisis y las herramientas utilizadas no presentan

estadisticas que respalden el resultado.

Dentro de los proximos pasos para esta investigacion se encuentran: evaluar los
cebadores en el laboratorio para comprobar su eficiencia y optimizar la reaccion de RT-
PCR para seleccionar una pareja para cada region, asi como decidir si se desea realizar un
tamizaje para coronavirus respiratorios porcinos en hisopados nasales de cerdos con los
cebadores para la region ORF1 y posteriormente pasar las muestras positivas al RT-PCR

duplex para diferenciar los virus o realizar el analisis en simultaneo desde el inicio.

Se considera que seria muy valioso iniciar una investigacion que permita determinar
la prevalencia de estos virus en las poblaciones porcinas del pais y compararlas con
estadisticas mundiales, asi como evaluar si vale la pena iniciar un programa de prevencion

contra el PRCV, que es el mas frecuente en infecciones respiratorias en cerdos.
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IX. Conclusiones

Se obtuvieron cinco parejas de cebadores para la region ORF1, que es conservada
enel TGEV y el PRCV.

Se obtuvieron cinco parejas de cebadores para un fragmento de la region S,
especifico del TGEV, exceptuando la cepa TOY56-165 de PRCV, que se cree estd mal

nombrada en la base de datos del NCBI.

Se seleccionaron dos parejas de cebadores para la region ORF1 y tres para la region
S del TGEV que cumplen con los parametros de contenido GC, temperatura de fusion y
estructuras secundarias optimas para la amplificacion y son especificas para las regiones

objetivo, con algunas excepciones.

Las parejas seleccionadas son especificas y no amplifican genes del cerdo o de
patdgenos comunes en infecciones respiratorias del cerdo (Bordetella bronchiseptica,
Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Virus de Influenza A,
Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino y Circovirus porcino 2), por lo que
son apropiados para la deteccion de los virus de muestras de hisopados nasales de origen

porcino.
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X. Recomendaciones

Se recomienda que se puedan realizar los alineamientos con un mayor nimero de

secuencias para asegurar una secuencia consenso mas robusta.

Se considera importante incluir otros patégenos importantes en los analisis de PCR
in silico para descartar que los cebadores puedan amplificar otro patégeno importante del
tracto respiratorio porcino, dando lugar a falsos positivos.

Se recomienda que se evallen los cebadores en el laboratorio para verificar que
amplifiquen las regiones y optimizar las condiciones de reaccion del RT-PCR para
seleccionar la pareja con mejor rendimiento para su uso en el método de identificacién
diferencial de TGEV y PRCV.

Se puede evaluar la posibilidad de realizar un tamizaje para coronavirus porcinos
en hisopados nasales de cerdos con los cebadores para la regiéon ORF1 y posteriormente
pasar las muestras positivas al RT-PCR duplex con amplificacién de ambas regiones para
identificar si la infeccion es dada por TGEV o PRCV y la posibilidad de realizar el analisis

en simultaneo desde el inicio.

Una vez optimizado el método en el laboratorio, se recomienda iniciar una
investigacion que permita determinar la prevalencia de estos virus en las poblaciones
porcinas del pais y compararlas con estadisticas mundiales, para evaluar la necesidad de
implementar un programa de vacunacion contra el PRCV, que es el mas frecuente en

infecciones respiratorias en cerdos.
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XIl.  Anexos

>Secuencia consenso obtenida para la region S de TGEV

ATGAAAAAACTATTTGTGGTTTTGGTCGTAATGCCATTGATTTATGGAGACAATTTTCCTTGTTC
TAAATTGACTAATAGAACTATAGGCAACCAGTGGAATCTCATTGAAACCTTCCTTCTAAACTATA
GTAGTAGGTTACCACCTAATTCAGATGTGGTGTTAGGTGATTATTTTCCTACTGTACAACCTTGG
TTTAATTGCATTCGCAATATAGTAATGACCTTTATGTTACACTGGAAAATCTTAAAGCATTGTAT
TGGGATTATGCTACAGAAAATATCACTTGGAATCACAGACAACGGTTAAACGTAGTCGTTAATGG
ATACCCATACTCCATCACAGTTACAACAACCCGCAATTTTAATTCTGCTGAAGGTGCTATTATAT
GCATTTGTAAGGGCTCACCACCTACTACCACCACAGAATCTAGTTTGACTTGCAATTGGGGTAGT
GAGTGCAGGTTAAACCATAAGTTCCCTATATGTCCTTCTAATTCAGAGGCAAATTGTGGTAATAT
GCTGTATGGCCTACAATGGTTTGCAGATGAGGTTGTTGCTTATTTACATGGTGCTAGTTACCGTA
TTAGTTTTGAAAATCAATGGTCTGGCACTGTCACATTTGGTGATATGCGTGCGACAACATTAGAA
GTCCTGGCACGCTTGTAGACCTTTGGTGGTTTAATCCTGTTTATGATGTCAGTTATTATAGGGTT
AATAATAAAAATGGTACTACCGTAGTTTCCAATTGCACTGATCAATGTGCTAGTTATGTGGCTAA
TGTTTTTACACACAGCCAGGAGGTTTTATACCATCAGATTTTAGTTTTAATAATTGGTTCCTTCT
AACTAATAGCTCCACGTTGGTTAGTGGTAAATTAGTTACCAAACAGCCGTTATTAGTTAATTGCT
TATGGCCAGTCCCTAGCTTTGAAGAAGCAGCTTCTACATTTTGTTTTGAGGGTGCTGGCTTTGAT
CAATGTAATGGTGCTGTTTAAATAATACTGTAGACGTCATTAGGTTCAACCTTAATTTTACTACA
AATGTACAATCAGGTAAGGGTGCCACAGTGTTTTCATTGAACACAACGGGTGGTGTCACTCTTGA
AATTTCATGTTATACAGTGAGTGACTCGAGCTTTTTCAGTTACGGTGAAATTCCGTTCGGCGTAA
CTGATGGACCACGGTACTGTTCGTACACTATAATGGCACAGCTCTTAAGTATTTAGGAACATTAC
CACCTAGTGCAAGGAGATTGCTATTAGTAAGTGGGGCCATTTTTATATTAATGGTTACAATTTCT
TTAGCACATTTCCTATTGATTGTATATCTTTTAATTTGACCACTGGTGATAGTGACGTTTTCTGG
ACAATAGCTTACACATCGTACACTGAAGCATTAGTACAAGTTGAAAACACAGCTATTACAAAGGT
GACGTATTGTAATAGTCACGTTAATAACATTAAATGCTCTCAAATTACTGCTAATTTGAATAATG
GATTTTATCCTGTTTCTTCAAGTGAAGTTGGTCTTGTCAATAAGAGTGTTGTGTTACTACCTAGC
TTTTACACACATACCATTGTTAACATAACTATTGGTCTTGGTATGAAGCGTAGTGGTTATGGTCA
ACCCATAGCCTCAACATTAAGTAACATCACACTACCAATGCAGGATCACAACACCGATGTGTACT
GTATTCGTTCTGACCAATTTTCAGTTTATGTTCATTCTACTTGCAAAAGTGCTTTATGGGACAAT
ATTTTTAAGCGAAACTGCACGGACGTTTTAGATGCCACAGCTGTTATAAAAACTGGTACTTGTCC
TTTCTCATTTGATAAATTGAACAATTACTTAACTTTTAACAAGTTCTGTTTGTCGTTGAGTCCTG
TTGGTGCTAATTGTAAGTTTGATGTAGCTGCCCGTACAAGAACCAATGAGCAGGTTGTTAGAGTT
TGTATGTAATATATGAAGAAGGAGACAACATAGTGGGTGTACCGTCTGATAATAGTGGTGTGCAC
GATTTGTCAGTGCTACACCTAGATTCCTGCACAGATTACAATATATATGGTAGAACTGGTGTTGG
TATTATTAGAAAACTAACAGGACGCTACTTAGTGGCTTATATTACACATCACTATCAGGTGATTT
GTTAGGTTTTAAAAATGTTAGTGATGGTGTCATCTACTCTGTAACGCCATGTGATGTAAGCGCAC
AAGCAGCTGTTATTGATGGTACCATAGTTGGGGCTATCACTTCCATTAACAGTGAACTGTTAGGT
CTAACACATTGGACAACAACACCTAATTTTTATTACTACTCTATATATAATTACACAAATGATAG
GACTCGTGGCACTGCAATTGACAGTAATGATGTTGATTGTGAACCTGTCATAACCTATTCTAACA
TAGGTGTTTGTAAAAATGGTGCTTTTGTTTTTATTAACGTCACACATTCTGATGGAGACGTGCAA
CCAATTAGCACTGGTAATGTCACGATACCTACAAACTTTACCATATCCGTGCAAGTCGAATATAT
TCAGGTTTACACTACACCAGTGTCAATAGACTGTTCAAGATATGTTTGTAATGGTAACCCTAGGT
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GTAACAATTGTTAACACAATACGTTTCTGCATGTCAAACTATTGAGCAAGCACTTGCAATGGGTG
CCAGACTTGAAAACATGGAGGTTGATTCCATGTTGTTTGTTTCTGAAAATGCCCTTAAATTGGCA
TCTGTTGAAGCATTCAATAGTTCAGAAACTTTAGACCCTATTTACAAAGAATGGCCTAATATAGG
TGGTTCTTGGCTAGAAGGTCTAAAATACATACTTCCGTCCCATAATAGCAAACGTAAGTATCGTT
CAGCTATAGAGGACTTGCTTTTTGATAAGGTTGTAACATCTGGTTTAGGTACAGTTGATGAAGAT
TATAAACGTGTACAGGTGGTTATGACATAGCTGACTTAGTATGTGCTCAATACTATAATGGCATC
ATGGGCTACCTGGTGTGGCTAATGCTGACAAAATGACTATGTACACAGCATCCCTTGCAGGGGTA
TAACATTAGGTGCACTTGGTGGAGGCGCCGTGGCTATACCTTTGCAGTACAGTTCAGGCTAGACT
TAATTATGTTGCTCTACAAACTGATGTATTGACAAAAACCAGCAGATTCTGGCTAGTGCTTTCAA
TCAAGCTATTGGTAACATTACACAGTCATTTGGTAAGGTTAATGATGCTATACATCAACTCCGAG
GTCTTGCTACTGTGCTAAAGCATTGGCAAAAGTGCAAGATGTTGTCACATACAAGGGCAAGCTTT
AAGCCACCTAACAGTACAATTGCAAATAATTTCCAAGCCATTAGTAGTTCTATTAGTGACATTTA
TAATAGGCTTGACGAATTGAGTGCTGATGCACAAGTTGACAGGCTGATCACAGGAAGACTTACAG
CACTTAATGCATTTGTGTCTCAGACTCTAACCAGACAAGCGGAGGTTAGGGCTAGTAGACAACTT
GCCAAAGACAAGGTTAATGAATGCGTTAGGTCTCAGTCTCAGAGATTCGGATTCTGTGGTAATGG
TACACATTTGTTTTCACTCGCAAATGCAGCACCAAATGGCATGATTTTCTTTCACACAGTGCTAT
TACCAACGGCTTATGAAACTGTGACTGCTTGGCCAGGTATTTGTGCTTCAGATGGTGATCGCACT
TTTGGACTTGTCGTTAAAGATGTCCAGTTGACTTTGTTTCGAATCTAGATGACAAGTTCTATTTG
ACCCCCAGAACTATGTATCAGCCTAGAGTTGCAACTAGTTCTGACTTTGTTCAAATTGAAGGGTG
CGATGTGCTGTTTGTTAATGCAACTGTAAGTGATTTGCCTAGTATTATACCTGATTATATTGATA
TTAATCAGACTGTTCAAGACATATTAGAAAATTTTAGACCAAATTGGACTGTACCTGAGTTGACA
TTTGACATTTTTAACGCAACCTATTTAAACCTGACTGGTGAAATTGATGACTTAGAATTTAGGTC
AGAAAAGCTACATAACACCACTGTAGAACTTGCCATTCTCATTGACAACATTAACAATACATTAG
TCAATCTTGAATGGCTCAATAGAATTGAAACCTATGTAAAATGGCCTTGGTATGTGTGGCTACTA
ATAGGCTTAGTAGTAATATTTTGCATACCATTACTGCTATTTTGCTGTTGTAGTACAGGTTGCTG
TGGATGCATAGGTTGTTTAGGAAGTTGTTGTCACTCTATATGTAGTAGAAGACAATTTGAAAATT
ACGAACCAATTGAAAAAGTGCACGTCCATTAA

>Secuencia consenso obtenida para la region ORF1 del TGEV y PRCV

ATGAGTTCCAAACAATTCAAGATCCTCGTCAATGAGGACTACCAAGTCAACGTGCCTAGTCTTCC
TATTCGTGACGTGTTACAGGAAATCAAGTACTGTTACCGTAATGGATTTGAGGGCTATGTTTTCG
TACCAGAATACTGTCGTGACCTAGTTGATTGCGATCGTAAGGATCACTACGTCATTGGTGTTCTT
GGTAACGGAGTAAGTGATCTTAAACCTGTTCTTCTTACCGAACCCTCCGTCATGTTGCAAGGCTT
TATTGTTAGACTAACTGCAATGGCGTTCTTGAGGACTTTGACTTTAAAATTGCTCGACTGGCAGA
GGTGCATATATGTTGATCAATATATGTGTGGTGCTGATGGAAAACCAGTCATTGAAGGCGATTTT
AAGGACTACTTCGGTGATGAAGACATCATTGAATTTGAAGGAGAGGAGTACCATTGCGCTTGGAC
AACTGTGCGCGATGAGAAACCGCTGAATCAGCAAACTCTCTTTACCATTCAGGAAATCAATACAA
CTGGACATTCCTCATAATTGCCAAACTGTGCTACTAGACATGTAGCACCACCAGTCAAAAAGAAC
TCTAAAATAGTTCTGTCTGAAGATTACAAGAAGCTTTATGATATCTTCGGATCACCTTTATGGGA
AATGGTGACTGTCTTAGCAAATGCTTTGACACTCTTCATTTTATCGCTGCACTCTTAGATGCCCG
TGTGGTTCTGAAAGTAGCGGCGTTGGAGATTGGACTGGTTTTAAGACTGCTGTTGTGGTCTTTCT
GGCAAAGTTAAGGGTGTCACTTTGGTGATATTAAGCCTGGTGATGCTGTTGTCACTAGTATGAGC
GCAGGTAAGGGAGTTAAGTTCTTTGCCAATTGTGTTCTTCAATATGCTGGTGACGTTGAAGGTGT
CTCTATATGGAAAGTTATTAAAACTTTTACAGTTGATGAGACGTTGCACCCTGGTTTTGAAGGCG
AATTGAACGACTTCATCAAACCTGAGAGCAAATCACTAATTGCATGCAGGTTAAAAGAGCATTCA
TTACTGGTGAGATTGATGATGCTGTACATGATTGTATCATTACAGGAAAATTGGATCTTAGTACA
AACCTTTTTGGTAACGTTGGTCTATTATTCAAGAAGACTCCATGGTTTGTACAAAAGTGTGGTGC
ACTTTTTGTGGATGCTTGGAAAGTAGTGAGGAGCTTTGTGGTTCACTCACACTTACATACAAGCA
AATTTATGAAGTTGTAGCATCACTTTGCATTCTGTTTTACGATTGTAAACTACAAGCCAACATTT
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GTGGTTCCAGACAATCGTGTTAAAGACTTGTAGACAAGTGTGTGAAAGTTCTTGTAAAAGCATTT
GATGTTTTTACGCAGATATAAATAGCTGGTATTGAGGCCAAATGCTTTGTCTTGGTGCTAAATAC
CTGTTGTTCAATAATGCACTTGTCAAACTTGTCAGTGTTAAAATCCTTGGCAAGAAGCAAAAGGG
TCTTGAATGTGCATTCTTTGCTACTAGCTTGGTTGGTGCAACTGCTAATGTGACACCTAAAGAAC
GAGACTGCCACTATCAGCTTGAACAAGGTTGATGATGTTGTAGCACCAGGAGAGGGTTATATCGT
CATTGTTGGTGATATGGCTTTCTACAAGAGTGGTGAATATTATTTCATGATGTCTAGTCCTAATT
CTGTTCTTACTAACAATGTTTTTAAAGCAGTTAAAGTTCCATCTTATGACATCGTTATGATGTTG
ATAATGATACCAAAAGCAAAATGATTGCAAAACTTGGTTCATCATTTGAATATGATGGTGATATT
GATGCTGCTATTGTAAAAGTCAATGAATTACTCATTGAATTTAGGCAGCAAAGCTTGTGCTTCAG
AGCTCTTAAGGACGACAAAAATTTTTGTTGAAGCCTATTTAAAAAGTATAAAATGCCAGCATGCC
TTGCAAAACATATTGGTTTGTGGAACATCATAAAGAAAGATTCATGTAAGAGGGTTTTCTTAATC
TCTTCAATCATTGAATGAATTGGAAGATATCAAAGAAACTAATATCAGGCTATTAAAAACATTCT
TTGCCTGATCCTCTTCTTGATCTGGATTATGGTGCCATTTGGTACAATTGCATGCCAAGTTGCTC
TGATCCTCAGTTTTGGGGAGTGTTCAACTTTTGATTGGTAATGGTGTGAAAGTGGTTTGTGATGG
TGCAAAGGTTTTGCTAATCAACTTTCAAAAGGTTACAACAAGCTCTGTAATGCGGCTCGAATGAT
ATTGAGATCGGTGGTATACCATTTTCCACTTTTAAAACACCTACAAATACTTTTATTGAAATGAC
AGATGCTATCTATTCAGTTTTGAACAAGGTGAGGCATTATCCTTTAGAGATGCTGATGTGCCAGT
TGTAGACATGGTACCATTGCTACTGTGATTGGTCTGAACCCATTCTGCTTGAACCTGCTGAATAT
GTAAAACCAAAGAACAATGGTAATGTCATTGTTATTGCAGGTTATACATTTTATAAAGATGAGGA
TGAACATTTTTATCCTTATGGTTTTGGTAAAATTGTGCAGAGAATGTATAATAAAATGGGTGGTG
GTGACAAATGTCTCATTTTCAGACGAAGTAGATGTTCAAGAAATTGCACCTGTTACACGTGTTAA
ACTTGAATTCGAATTTGAAATGAAATTGTAACTGGTGTTCTTGAACGGGCTATTGGTACTAGATA
CAATTTACTGGTACAACTTGGGAAGAATTTGAAGAGTCTATTTCTGAAGAACTCGATGCAATCTT
TGATACTTAGCAAACCAAGGTGTCGAACTTGAAGGTTACTTCATTTATGACACTTGTGGTGGCTT
TGATATAAAAAATCCAGATGGTATTATGATCTCTCAGTATGATATTACTGCTGATGAAAAATCAG
AAGTTAGTGCATCAAGTGAAAAGAAGAAGTTGATCTGTTGAAGAAAATCCTGGTGAAGTGAAGCA
TCTGAAGGTGCTGAAGGGATTTCTTCTCAAGAAGAGGTGAAACAGTAGAAGTTGCAGATTTACTT
CTACAGAAGAAGATGTTGACATTGTTGAAGTATCTGCTAAAGATGACCCTTGGGCTGCAGCTGTT
GATGTACAAGAAGCTGAACAATTTAATCCTTCTTACCACCTTTCAAGACAACGAATCTCAACGGA
AAAATTATCCTTAAGCAAGGGGATAATAATTGTTGGATAAATGCTTGTTGCTACAGCTTCAGGCT
TTGATTTTTTCAACAATGAAGCTTGGGAGAAATTTAAGAAAGGTGATGTCATGGACTTTGTAAAC
CTTGTTATGCAGCAACAACACTAGCAAGAGGTCATTCTGGTGATGCAGATATCTTCTTGAACTTA
TGCTCAATGATTATAGCACAGCCAAGATAGTACTTGCAGCTAAGTGTGGTTGTGGTGAAAAAGAA
ATTGTTTTGGAAAGAGCTGTTTTTAAACTCACCCCACTTAAGGAGAGTTTTAATTATGGTGTTTG
TGGTGACTGCATGCAAGTTAACACCTGTAGATTTTTAAGTGTTGAAGGCTCGGTGTTTTTGTTCA
TGACATATTAAGCAAGCAAACGCCAGAACTATGTTTTTGTCAAACCTGTTATGCAGCAGTTTACA
CTGGCACAACTCAAAATGGCCATTACATGGTTGATGATATTGAACACGGTTATTGTGTAGATGGT
ATGGGTATTAAACCACTTAAGAAACGGTGTTATACATCCACATTGTTCATTAATGCCAATGTAAT
GACTAGAGCTGAAAAACCAAAACAAGAGTTTAAAGTTGAAAAAGTAGAACAGCAACTATAGTGGA
GGAAACAAATCCTCTATTGAAAAAGAGGAAATTCAAAGTCCTAAAAACGATGATCTTATACTCCA
TTTTACAAAGTGGTAAACTTTCCTTTTATCAGGGTGCTTTGGATGTTTTGATCAATTTCTTGGAA
CCTGATGTTATTGTTAATGCTGCTAATGGTGATCTTAAACACATGGGTGGTGTCGCAAGAGCCAT
CGATGTTTTCACTGGTGGCAAATTAACAGAACGTTCTAAGGATTATCTTAAAAAGAACAAATCTA
TTGCTCCTGGTAATGCTGTTTTCTTTGAAAATGTCATTGAGCATCTTAGTGTTTTGAATGCAGTT
GGACCACGTAATGGTGACAGCCGAGTTGAAGCCAAACTTTGTAATGTTTACAAAGCAATTGCAAA
GTGTGAAGGAAAAATATTAACACCACTTATTAGTGTTGGTATCTTTAATGTTAGACTTGAAACAT
CATTGCAGTGCTTACTTAAGACTGTGAATGACAGGGGATTGAATGTCTTCGTATAACTGACCAGG
AAAGGCAAACTATTGAGAATTTCTTTCTTGTTCTATCCCTGTCAATGTTACTGAGGATAATGTTA
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ACCATGAACGTGTGTCTGTTTCTTTTGACAAAACATAGGTGAACAGCTTAAGGGCACCGTTGTCA
TCAAAGAAAAGATGTTACAAACCAGTTGCCTAGCGCTTTGATGTTGGTCAAAAAGTTGTTAAGGC
TATTGATATAGATTGGCAAGCTCATTATGGTTTCCGTGATGCTGCTGCTTTTAGCGCTAGTAGTC
ATGATGCTTAAAATTTGAAGTTGTTACACATAGCAATTTCATTGTGCATAAGCAGACTGACAACA
ACTGTTGGATTAATGCAATTTGTCTTGCATTACAGAGACTCAAGCCACAGTGGAAATTTCCTGGT
GTTAGAGGTCTCTGGAATGAATTTCTTGAGCGTAAAACACAAGGTTTTGTACATATGTTGTATCA
CATTTCTGGAGTAAAGAAAGGTGAGCCAGGTGATGCTGAATTAATGTGCATAAACTTGGTGACTT
GATGGACAATGATTGTGAAATCATTGTCACACACACTACAGCATGTGACAAGTGCGCAAAAGTAG
AAAAGTTTGTTGGACCAGTGGTAGCAGCACCTCTTGCAATTCATGGCACTGACGAAACATGTGTG
CATGGCGTTAGTGTCAATGTCAAAGTCACCCAAATTAAGGGCACTGTTGCTATTACTTCTTTGAT
TGGTCCTATTATTGGAGAAGTACTAGAAGCAACTGGTTATATTTGTTATAGCGGTTCTAAAGGAA
TGGTCATTACACCTATTACGATAACCGTAATGGATTAGTGGTTGATGCAGAAAAGGCTTACCATT
TTAATAGAGACTTATTACAGGTCACAACAGCTATTGCAAGTAATTTCGTTGTCAAGAAACCACAA
GCAGAGAAAGACCTAAGAATTGTGCTTTTAAAAAGTTGAGCATCTCCTAAGATTGTACAAGAACA
AAAATTGTTGGCTATTGAAAGTGGTGCTAACTATGCTCTTACTGAATTTGGAAATATGCTGACAT
GTTCTTTAGGCTGGAGATAAAATTCTTAGGTTGCTGCTTGAGTCTTTAAATATTTGCTGGTTTTA
TTTATGTGTCTTAGAAGTACTAAGATGCCTAAAGTTAAAGTCAAACCGCCTTTGCATTTAAAGAT
TTTGGTGCTAAGGTCAGAACCTCAATTACATGAGACAATTGAACAAACCCTCTGTTGGCGTTACG
CAAAACTAGTTTTATTGTTGATAGCAATATATAATTTCTTTTATTTGTTTGTCAGTATACCAGTA
GTGCATAAATTAACATGTAATGGTGCTGTACAGGCATATAAAAATTCTAGTTTTATAAAGTCAGC
AGTCTGTGGCAACTCTATTTTATGCAAAGCCTGTTTGGCTTCTTATGATGAGTTGGCGATTTTCA
ACATCTCCAAGTTACTTGGGATTTCAAATCTGACCCATTATGGAACAGACTGGTACAATTGTCTT
ACTTTGCATTCTTGGCTGTTTTTGGTAATAACTATGTTAGGTGTTTTCTTATGTATTTTGTATCT
CAGTACCTCAACCTTTGGCTTTCTTATTTTGGTTATGTAGAGTACAGTTGGTTTTTGCATGTTGT
CAACTTTGAATCATCTCAGCTGAGTTTGTGATCTAGTTATAGTGGTTAAGGCAGTTCTCGCCCTT
AAACATATTGTTTTTCATGCTCAAACCCTCTTGCAAAACGTGCTCTAGGACTGCAAGGCAGACAC
GATTCCTATTCAAGTTGTTGTTAATGGTTCAATGAAGACTGTTTATGTTCATGCTAATGGTACTG
GTAAATTCTGCAAGAAACACAATTTTTATTGTAAGAACTGTGATCTTATGGTTTTGAAAACACAT
TCATCTGTGACGAAATTGTACGTGATCTCAGTAATAGTGTTAAACAAACTGTTTACGCCACTGAT
AGATCTCATCAAGAAGTCACAAAAGTTGAATGTTCAGATGGCTTTTACAGATTTTATGTTGGTGA
TGAATTCACTTCATATGATATGATGTAAAACACAAGAAATATAGTAGTCAAGAGGTTCTCAAGAA
CATGCTCTTGCTTGATGACTTCATTGTGTACAGTCCATCTGGTTCTGCTCTTGCAAATGTTAGAA
ATGCCTGTGTTTACTTTTCACAACTTATTGGTAAGCCTATTAAGATTGTTAACAGTGATTTGCTT
GAAGACTCTCTGTAGATTTTAAAGGGGCACTTTTTAATGCTAAAAAGAATGTAATTAAGAATTCT
TTCAATGTTGATGTCTCAGAATGCAAAAATCTTGACGAATGTTACAGGCTTGCAATCTTAATGTT
TCATTTTCTACATTTGAAATGGCTGTAACAATGCTCATAGATTTGGTATTCTGATTACTGATCGT
TCTTTTAACAATTTCTGGCCATCAAAAGTTAAGCCTGGTTCATCTGGTGTGTCGGCCATGGACAT
TGGTAAGTGTATGACTTCTGATGCTAAGATTGTTAATGCTAAAGTTTTAACTCAACGTGGTAAAA
GTGTTGTTTGGCTTAGCCAGGATTTTGCTGCACTTAGCTCAACTGCTCAGAAAGTTTTGGTTAAA
ACTTTTGTAGAAGAAGGTGTCAACTTTTCACTCACATTTAATGCTGTAGGTTCAGATGATGATCT
TCCTTATGAAAGATTCACTGAATCTGTGTCTCCAAAAAGTGGTTCAGGCTTTTTGATGTAATTAC
ACAGCTTAAACAAATTGTGATTTTGGTTTTTGTTTTTATTTTTATTTGTGGTTTGTGCTCTGTTT
ACAGTGTTGCTACACAGTCCTACATTGAATCTGCTGAAGGCTATGATACATGGTTATTAAGAATG
GAATTGTTCAACCTTTTGACGATACCATTTCATGTGTTCATAACACTTATAAAGGATTCGTGACT
GGTTTAAAGCTAAGTATGGTTTTATCCCTACTTTTGGTAAATCATGTCCAATTGTTGTAGGAACT
GTTTTTGATCTTGAAAATATGAGACCAATTCCTGAGTGCCTGCATATGTTTCTATTGTGGGTAGA
TCTCTTGTTTTGCTATTAATGCTGCTTTTGGTGTTACTAATATGTGTATGATCATACTGGCAATG
CAGTTAGTAAGGACTCTTACTTTGATACTTGTGTGTTTAATACTGCGTGCACCACTCTTACAGGT
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CTTGGTGGTACAATTGTTATTGTGCAAAGCAAGGTTTAGTTGAAGGTGCTAAGCTCTATAGTGAT
CTTATGCCAGACTATTATATGAGCATGCTAGTGGTAACATGGTTAAATTGCCAGCAATTATTAGA
GGACTTGGTCTACGTTTTGTGAAAACACAGGCTACAACTTATTGTAGAGTGGGAGAGTGCATTGA
TAGTAAAGCTGGTTTTTGCTTTGGTGGGATAACTGGTTTGTCTACGACAATGAGTTTGGAATGGA
TACATTGTGGTAATTCTGTGCTAGGATTTTTAAGAATGTCTTCAAACTCTTTAACTCTAACATGT
CTGTGGTAGCTACATCTGGTGCGATGCTTGTTAACATTATTATTGCATGCTTAGCTATTGCAATG
TGTTATGGTGTTCTTAAGTTTAAGAAGATTTTTGGTGATTGTACTTTCCTCATTGTTATGATCAT
TGTCACTCTTGTTGTGAAAATGTGTCTTATTTTGTCACTCAAAACACGTTCTTTATGATCATTAC
GCCATTGTTTACTATTTTACAACAAGAAATTGCATACCCAGGCATTTTGATGCTGGGTTTATTAT
TGCTATATTAATATGGCTCCATGGTACGTGATTACCGCATATGTCTAGTTTTCCTTATGACTCAC
TCCCTTCACTGTTTAAACTTAAAGTTTCACAAATCTTTTTGAAGGTGACAAATTTGTGGGTAACT
TTGAATCTGCTGCTATGGGTACTTTTGTTATTGAATGCGTTCATATGAAACTATTGTTAATTCTA
CTCCTATTGATAGAATTAAATCATATGCTAACAGCTTCAATAAATATAAGTACTACACAGGTTCA
ATGGGAGAAGCTGACTACAGAATGGCTTGCTATGCTCATCTTGGTAAAGCTCTTATGGACTATTC
TGTTAATAGAACGACATGCTTTACACACCTCCTACTGTTAGTGTTAATTCCACACTTCAGTCAGG
TTTACGGAAAATGGCACAGCCTAGTGGTCTTGTAGAGCCTTGCATTGTAAGAGTCTCCTATGGTA
ACAATGTGCTTAATGGTTTATGGTTAGGAGATGAAGTCATTTGCCCTAGACATGTTATTGCTAGT
GATACCACACGTGTTATCAACTATGAAAATGAAATGTCTAGTGTGAGACTTCACAACTTTTCAGT
TTCTAAGAATAATGTTTCTTGGGTGTTGTGTCTGCCAGATATAAGGGTGTGAATCTTGTACTTAA
AGTCAACCAGGTTAATCCTAATACACCAGAACATAAATTTAAGTCTATTAAAGCTGGTGAAAGTT
TTAACATTCTGCTTGTTATGAAGGATGTCCTGGCAGTGTTTATGGTGTCAACATGAGAAGTCAAG
GTACCATTAAGGGATCTTTTATAGCTGGTACTTGTGGATCAGTAGGTTATGTGTTAGAAAATGGA
ATTCTCTATTTTGTATACATGCATCACTTAGAACTTGGAAATGGCTCGCATGTTGGTTCCAATTT
TGAAGGAGAAATGTACGGTGGTATGAAGATCAACCTAGCATGCAATTGGAAGGTACTAATGTCAT
GTCATCAGATAATGTGGTTGCATTCTATATGCCGCACTTATCAATGGTGAAAGGTGGTTTGTTAC
AAACACATCGATGTCATTAGAATCATACAATACATGGGCCAAAACTAACAGTTTCACAGAACTTT
CTCAACTGATGCTTTTAGCATGTTGGCTGCAAAAACTGGTCAAAGTGTTGAGAAATTACTAGATA
GTATCGTAAGACTCAACAAGGGTTTTGGAGGTCGTACTATACTTTCTTATGGCTCATTGTGTGAC
GAGTTCACTCCAACTGAAGTCATAAGGCAAATGTAGGTGTAAATCTTCAGGCTGGTAAAGTAAAA
TCTTTCTTCTACCCTATTATGACTGCAATGACAATTCTTTTGCCTTTTGGCTTGAATTCTTTATG
TACACACCCTTCACGTGGATTAATCCAACTTTTGTTAGTATTGTATTGGCTGTTACAACTTTGAT
CTCGACGTTTTTTGTCTCTGGCATCAAACATAAAATGTTGTTCTTTATGTCTTTTGTCTTCCTAG
TGTTATCCTGTGACAGCACACAATTTGTTCTGGGACTTTTCTTACTATGAAGTCTTCAGTCATTG
TTGAGAATACTAACACTATGTTTTTGCCTGTTGACATGCAAGGTGTCATGCTCACAGTGTTTGTT
TATTGTCTTTGTTACATATAGTGTTAGATTCTTCACTTGCAAACAATCATGGTTCTCACTTGCTG
TGACAACTATTCTTGTGATCTTTAACATGGTTAAAATCTTTGGAACATCTGATGAACCATGGATG
AAAACCAAATTCTTTTGCTTTGTGAACATGCTTACTATGATTGTCAGTCTTACTACAAAGGATTG
GATGGTTGTCGTTGCATCATACAGAATTGCATATTATATTGTTGTTGTGTAATGCCATCTGCTTT
TGTATCTGACTTTGGGTTTATGAAGTGTATTAGCATTGTTTACATGGCTGCGGTTATTTGTTTTG
TTGCTATTATGGCATTCTTTATTGGGTTAACAGATTTACATGCATGACTTGTGGTGTTTATCAAT
TCACTGTGTCTGCAGCTGAACTTAAATACATGACCGCTAACAACCTTCTGCACCTAAGAACGCAT
AGAGCTATGATTCTTAGTGCTAAATTGATTGGTGTTGGAGGTAAGAGAAACATCAAAATTTCAAC
TGTACAGTCAAAACTTACAGAGATGAAATGTACCAATGTTGTCTTGCTTGGTCTTTTGTCTAAAA
TGCATGTGATCTAATCAAAAGAGTGGAACTATTGTGTTGGACTACATAATGAGATAAACTTTGTG
ACGACCTGAAATCGTTCTTGAGAAATTGTTAGCTCTTATTGCATTTTTCTTGTCCAAACATAACA
CTTGTGACCTTAGCGAACTTATTGAATCATACTTTGAGAACACCACCATACTCCAAAGTGTGGCC
TCAGCTTATGCTGCATTGCCTAGCTGGATTGCACTTGAAAAAGCTCGCGCTGATCTTGAAGAGGC
TAAGAAAAATGATGTTAGCCCTCAAATTTTGAAGCAGCTTACTAAAGCATTTAACATTGCCAAGA
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GTGATTTTGAGCGCGAAGCATCAGTGCAAAAGAAACTGACAAAATGGCTGAGCAGGCTGCAGCTA
GTATGTATAAAGAGCACGAGCTGTGGACAGAAAGTCAAGATTGTTTCTGCTATGCATAGCCTACT
TTTTGGTATGCTTAAGAAACTTGATATGTCCAGTGTCAACACTATTATTGACCAGGCTCGTAACG
GTGTTCTACCTTTAAGTATCATTCCAGCTGCATCAGCTACAAGACTTGTTGTTATTACACCTAGC
CTTGAAGTGTTTTCCAAGATTAGGCAGGAAAACAATGTTCATTATGCTGGTGCTATTTGGACTAT
TGTTGAAGTTAAAGATGCTAATGGTTCACATGTACATCTTAAGGAAGTACCGCTGCAATGAATTA
AACCTTACTTGGCCATTGAGCATTACTTGTGAGAGAACCACAAAGCTTCAGAACAATGAAATTAT
GCCAGGTAAACTTAAAGAGAGAGCTGTCAGAGCGTCAGCACTCTTGATGGTGAAGCTTTGGCAGT
GGAAGGCTCTTATGGCGCTGAAAGTGGAAAAAGCTTTATGTATGCATTTATAGCCTCAGACAACA
ATCTTAAGTATGTTAAGTGGGAGAGCAATAATGATATTATACCTATTGAACTTGAAGCTCCATTG
CGTTTCTATGTTGACGGCGCTAATGGTCCTGAAGTAAGTATTTGTATTTGTAAGAATTTAAACAC
TCTTAGACGTGGTGCCGTTCTTGGTTATATCGGTGCAACAGTTCGTCTGCAAGCTGGTAAACCCA
CTGAACATCCATCTAACAGTAGTTTATTGACATTGTGTGCTTTTGCACCTGATCCTGCTAAAGCA
TATGTTGATGCTGTTAAGAGAGGATGCAACCAGTTAATAACTGTGTAAAAATGCTCTCAAATGGT
GCTGGTAATGGTATGGCTGTTACAAACGGTGTCGAAGCTAACACGCACAGGACTCTTATGGTGGT
GCTTCAGTTGTATTTATTGCAGATGCCATGTTGAACATCCTGCTATTGATGGATTTGCCGCTAAA
AGGTAAGTTGTGCAAATACCAACTGGCACACAAGATCCAATTCGGTTTGTATTGAAAATGAAGTT
TGTGTTGTCTGTGGTTGTTGGCTTAACAATGGTTGATGTGCGATCGTACTTCTATGCAGAGTTCT
ACTGTTGATCAAGTTATTTAAACGAGTGCG GGGTTCTAGTGCAGCTCGACT
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Resultados del alineamiento del cebador 1F region S

Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1:

Sequences producing significant alignments:

Query ID: 1cl|Query 58553 Length: 21

Max Total Query E  Per.

Description Score Score cover Value Ident
Transmissible gastroenteritis virus isolate FS-WS spike protei... 42.1 42.1 1% .13 1@0.ee@
Transmissible gastreoenteritis virus strain... 42.1 42,1 1eex% @.13 1ee.e@
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 186%¥ @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 42.1 42,1 186%¥ @.13 100.e0
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42,1 42,1 1eex @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 18ex% @.13 1e0.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 18e%¥ @.13 1ee.ea
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 18ex @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 18ex¥ @.13 100.00
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/Mex/145/2808,... 42.1 42.1 186% @.13 1060.00
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 18ex% @.13 1ee.ea
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 18e% @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 42.1 42,1 186%¥ @.13 100.e0
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42,1 42,1 1eex @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 18ex% @.13 1e0.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 186%¥ @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain... 42.1 42,1 186%¥ @.13 100.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/USA/HB/1988, ... 42.1 42.1 1eex 6.13 1e6.66
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/USA/Z/1986,... 42.1 42.1 1ee% @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain HQ2016 spike protei... 42.1 42.1 1@e% @.13 100.0@
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV AHHF, complete... 42.1 42.1 1% .13 100.e@
Transmissible gastroenteritis virus isolate HE-1, complete genome 42.1 42.1 180% .13 100.00
Transmissible gastroenteritis virus strain TH-98, complete genome 42.1 42.1 1% .13 1@0.e@
Transmissible gastroenteritis virus isolate SHXB, complete genome 42.1 42,1 1% @.13 1@0@.0@
Transmissible gastroenteritis virus isolate H1 spike protein... 42.1 42,1 18e% @.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus isolate TGEV-HX, complete... 42.1 42.1 180% .13 100.e0
Transmissible gastroenteritis virus isolate KT2 spike... 42.1 42,1 186x%¥ @.13 1e0.ee
Transmissible gastroenteritis virus isolate DAE spike... 42,1 42,1 1% €.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus isolate 133 spike... 42.1 42.1 18e¥% .13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus isolate HR/DN1 spike prote... 42.1 42.1 1% ©.13 100.00
TGEV virulent Purdue, complete genome 42.1 42,1 1@e% .13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain WH-1, complete genome 42.1 42.1 1@e% ©.13 100.00
Transmissible gastroenteritis virus strain TMK22 S protein gen... 42.1 42.1 1@e% ©.13 100.00
Transmissible gastroenteritis virus spike glycoprotein (S5) gen... 42.1 42.1 168% ©.13 100.00
Transmissible gastroenteritis virus strain HN-YM20B7 spike... 42.1  42.1 1@e¥ .13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain HN-HJ2087 spike... 42.1 42.1 1@e% .13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain HN-XZ2007 spike... 42,1 42,1 1% €.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain HN-NY2007 spike... 42,1 42,1 1% €.13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain HN-KF2087... 42.1 42.1 18e¥% .13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain HN-XYYYT-2087 spike... 42.1 42.1 1gex ©.13 100.00
TGEV Purdue P115, complete genome 42.1 42,1 16e% .13 1@e.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain SC-Y, complete genome 42.1 42.1 1@e% ©.13 100.0@
Transmissible gastroenteritis virus isolate TH-98 S protein (S... 42.1 42.1 1e8% ©.13 100.00
Transmissible gastroenteritis wvirus strain HKT2 spike... 42.1  42.1 1@e%¥ .13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain 133 spike... 42.1  42.1 1@e¥ .13 1ee.ee
Transmissible gastroenteritis virus strain KT4 spike... 42.1  42.1 1ee% .13 166.00
Transmissible gastroenteritis virus strain KT2 spike... 42,1 42,1 1% €.13 1ee.ee
Porcine transmissible gastroenteritis wirus nonfunctional spik... 42.1 42,1 1% .13 1ee.ee
Continuacion de resultados del alineamiento del cebador 1F region S

Max Total Query E  Per.
Description Score Score cover Value Ident Accession
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J0e93@51.

10693058,
10693049,
IN624756.
DQ811789.
HQ462571.
60907020,
EU302819.
EU292750.
EU292749.
EU292748.
EU292747.
EU292746.
EU287428.
DQ811788.
DQ443743.
AF494337.
AFA81366.
AFA81365.
AFA81362.
AF481360.
AF298211.

Accession
MK272773.
KX90e410.
KX908489 .
KX900408 .
KX908487 .
KX908486 .
KX908485 .
KX900484 .
KX988403 .
KX908482 .
KX90e401.
KX908400 .
KX988399.
KX908398.
KX988397.
KX908396.
KX988395.
KX988394 .
KX988393.
MH167923.
KX499468 .
KXBB3668.
KU729228.
KP202848.
KC808687 .
KC962433.
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Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus

strain KT6 spike...
strain KT5 spike...
partial gene for S protein...
complete genome, genomic RNA

Porcine transmissible gastroenteritis virus spike protein S...

Porcine transmissible gastroenteritis virus peplomer protein...

Porcine transmissible gastroenteritis virus PUR46-MAD ST S...

Porcine transmissible gastroenteritis virus S protein (5) gene...
Porcine respiratory coronavirus strain TOY56-165 S protein (S)...
Porcine transmissible gastroenteritis virus spike gene, strain...
Porcine transmissible gastroenteritis virus spike gene, strain...

Transmissible gastroenteritis wirus (TGEV) mRNA for protein E2
Transmissible gastroenteritis virus isolate KT3 spike...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT3 spike...

Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/CH/HB/FP/2017...

Neostethus bicornis genome assembly, chromosome: 3
Mastacembelus armatus genome assembly, chromosome: 2

Fusarium verticillioides 7600
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
TGEV Miller M6B, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus

TGEV Miller M6, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
POL=polymerase, E2=peplomer protein
Transmissible gastroenteritis virus
Porcine transmissible gastroenteritis virus spike protein gene...

virus
virus
virus
virus

hypothetical protein (FVEG_17431...
strain 152012, complete...
isolate ZH spike protein...
strain FJ] spike glycoprote...
strain TGEV/CH/HB-FP/2017...

strain H16, complete genome
strain attenuated H,...

strain HN28B2 spike...
strain HN28B2 spike...
spike glycoprotein (S),...
spike glycoprotein (S) gen...
[transmissible. ..
strain TS, complete genome

Porcine transmissible gastroenteritis virus S protein gene,...
Transmissible gastroenteritis virus TFI virion protein genes

Porcine transmissible gastroenteritis wirus (TGEV) mRMNA for...
Erithacus rubecula genome assembly, chromosome: 23
Halorubrum sp. CBA1229 chromosome, complete genome

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

Etheostoma cragini sorbin and SH3 domain containing...
Etheostoma cragini sorbin and SH3 domain containing...

Hippoglossus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Hippoglossus
Hippoglossus

hippoglossus sorbin and 5H3 domain...

maximus
maximus
maximus
maximus
maximus
maximus
maximus
maximus

sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin

and
and
and
and
and
and
and
and

SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3

domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain

containi...
containi...
containi...
containi...
containi...
containi...
containi...
containi...

stenolepis sorbin and SH3 domain...
stenolepis sorbin and SH3 domain...
Anas platyrhynchos genome assembly, chromosome: 13

54

Pl P P R R R R R R R R R R R RN RMNMNNNMNMNNNMNMMROMROMROMROMROOMROMRONRONRONROMRONRDROONN NN R R R R R 22 2 2 2 2

Pl P P R R R R R R R R R R R RN RMNMNNNMNMNNNMNMMROMROMROMROMROOMROMRONRONRONROMRONRDROONN NN R R R R R 22 2 2 2 2

lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
9@
9@
85%
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85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%

85%
8e%
8e%
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8e%
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8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%

COCOCOCOCCCOCOoCOOONOOOOc NG00 D

D 2000000

1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
lee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
lee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.

1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.

AF481364.1
AF481363.1
AJB84686.1
NC_@38861.1
AF302263.1
M21950@.1
Mo41@1.
M94899.
M941@3.
Y15447.
Y15449.
X@5695.1
JQ693052.1
AF481361.1
MH518432.1
LR738543.1
LR535834.1

N =

XM_0185906675.

KT696544.1
KC609371.
JQ700304.
MN548893.
DQ811786.
F1755618.
EUB74218.
DQ811785.
AY587882.
AY539716.
AY335549.
AY335548.
$51223.1

DQ201447.
AF179882.
U26215.1

735758.1

X53128.1
LR812126.1
CPB54585.1
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XM_©34888431.
XM_©34888423.
XM_©34588896.
XM_©35638029.
XM_©35638028.
XM_©35638027.
XM_©35638026.
XM_©35638025.
XM_@35638024.
XM_©35638023.
XM_©35638022.
XM_©35173813.
XM_@35173802.

LS423623.1
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Resultados del alineamiento del cebador 1R region S

Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1:

Sequences producing significant alignments:

Description

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
TGEV wvirulent
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

Query ID: 1lcl|Query 44291 Length: 22

isolate FS-WS spike protei...
TGEV/Mex/145/2008, ...
TGEV/USA/HB/1988, ...
TGEV/USA/Z/1986,. ..
HQ2816 spike protei...
TGEV AHHF, complete...

strain
strain
strain
strain
strain

isolate HE-1, complete genome
strain TH-98, complete genome
SHXB, complete genome

isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate

Purdue, complete genome
strain WH-1, complete genome

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

TGEV Purdue P115, complete genome

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

spike glycoprotein (5) g
HN-YM2887 spike.

strain
strain
strain
strain
strain

strain

strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain

complete genome, g

H1 spike protein...
TGEV-HX, complete...

KT3 spike...
KT2 spike...
133 spike...

HR/DN1 spike prote...

en. ..

HN-HI2887 spike...
HN-XZ2807 spike...

HN-KF2887. ..

HN-XYYYT-2807 spike...

SC-Y, complete genome
isplate TH-98 S protein (S...

HKT2 spike...
133 spike...
KT4 spike...
KT3 spike...
KT2 spike...
KTé spike...
KT5 spike..

enomic RNA

Porcine transmissible gastroenteritis wirus peplomer protein...
Porcine transmissible gastroenteritis wirus PUR46-MAD ST S...

Porcine transmissible gastroenteritis wvirus S protein (S) gene...

Transmissible gastroenteritis virus (TGEV) mRNA for protein E2
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/CH/HB/FP/2017...
Takifugu rubripes genome assembly, chromosome: 14
Transmissible gastroenteritis virus strain 152812, complete...
PREDICTED: Polistes dominula aldose 1l-epimerase-like...
PREDICTED: Polistes dominula aldose 1l-epimerase-like...
PREDICTED: Polistes canadensis aldose l-epimerase-like...
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Thermothielavicides terrestris NRRL
Transmissible gastroenteritis virus
Thielavia terrestris NRRL 8126 chromosome 5, complete sequence
TGEV Miller M6@, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
TGEV Miller M6, complete genome

isolate ZH spike protein...
isolate DAE spike...

strain FJ] spike glycoprote...
8126 uncharacterized prote...

strain TGEV/CH/HB-FP/20817...

strain
strain
strain
strain

TMK22 S protein gen...

H16, complete genome

attenuated H,...

HN-NY2807 spike...
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Score cover
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lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
1ee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
lee%
81%

lee%
81%

81%

81%

lee%
81%

lee%
81%

1ee%
81%

lee%
lee%
lee%
lee%
81%

lee%

E

Value

00 00 00 00 00 00 00 00 OO0 0O 0O CO CO QO CO QO 00 00 @@ E@ OO0 00000 0000000000000 0000000000000 ®

00000 D

.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33
.33

[ R v v R R v R v % v )
L Y Y S IV Vo
L Y LY I VeV

Per.

Ident
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
95.45

100.00
95.45

100.00
100.00
100.00
95.45

100.00
95.45

100.00
95.45

100.00
95.45

95.45

95.45

95.45

100.00
95.45

Accession
MK272773.
KX908482.
KX908394.
KX908393.
MH167923.
KX499468.
KXB83668.
KU729220.
KP202848.
KCB08687.
KC962433.
JQ693052.
JQ693851.
JQ693049.
IN624756.
DQB811789.
HQ462571.
EU3082819.
EU292750.
EU292749.
EU292748.
EU292746.
EU287428.
DQ811788.
DQ443743.
AFA94337.
AFA81366.
AFA81365.
AFA481362
AF481361
AFA81360.
AFA81364.
AFA81363.
NC_©38861.1
M21950.1
M94181.1
M94899.1
X05695.1
MN518432.1
LR584244.1
KT696544.1
XR_0081475988.1
XM_915324486.1
XM_014760157.1
KC6089371.1
JQ693050.1
JQ7ee3e4d.1
XM_083656631.1
MN548693.1
CPB@3013.
DQ811786.
GQ9e7e20.
F1755618.
EUB74218.
EU292747.
DQ811785.
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Continuacion de resultados del alineamiento del cebador 1R region S

Max Total Query E  Per.

Description Score Score cover Value Ident Accession
Transmissible gastroenteritis virus strain TMK22 S protein gen... 36.2 36.2 180% 8.8 95.45 GQ987620.2
Transmissible gastroenteritis virus strain H16, complete genome 36.2 36.2 100% 8.8 95.45 F1755618.2
Transmissible gastroenteritis virus strain attenuated H,... 36.2 36.2 1eex 8.9 95.45 EU@74218.2
Transmissible gastroenteritis wirus strain HN-NY2887 spike... 36.2 36.2 81% 8.0 190.90 EU292747.1
TGEV Miller M6, complete genome 36.2 36.2 1eex 8.8 95.45 DQ811785.1
Transmissible gastroenteritis virus strain HN28B2 spike... 36.2 36.2 1eex 8.8 95.45 AY587882.1
Transmissible gastroenteritis virus strain HN28B2 spike... 36.2 36.2 1eex 8.8 95.45 AY539716.1
Transmissible gastroenteritis virus spike glycoprotein (S),... 36.2 36.2 1eex 8.8 95.45 AY335549.1
Transmissible gastroenteritis virus spike glycoprotein (S) gen... 36.2 36.2 180% 8.8 95.45 AY335548.1
Porcine transmissible gastroenteritis wirus nonfunctional spik... 36.2 36.2 1@e% 8.e 95.45 AF298211.1
POL=polymerase, E2=peplomer protein [transmissible... 36.2 36.2 1eex 8.8 95.45 S51223.1
Transmissible gastroenteritis virus strain TS5, complete genome 36.2 36.2 1eex 8.9 95.45 DQ201447.1
Porcine transmissible gastroenteritis wirus spike protein S... 36.2 36.2 1eex 8.9 95.45 AF302263.1
Porcine transmissible gastroenteritis wirus S protein gene,... 36.2 36.2 1eex 8.8 95.45 U26215.1
Porcine respiratory coronavirus strain TOYS56-165 S protein (S)... 36.2 36.2 188% 8.8 95.45 M94183.1
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus (TGEV) mRNA for... 36.2 36.2 1eex 8.8 95.45 X53128.1
Malassezia globosa strain CBS57966 chromosome 1 34.2 e4.4 T7% 31 160.80 CPe46431.1
Serratia symbiotica strain SeCistrobi genome assembly,... 34.2 34,2 7% 31 160.80 LRO25883.1
Brassica oleracea HDEM genome, scaffold: C2 34.2 34,2 7% 31 160.80 LR@31874.1
Malassezia globosa CBS 7966 hypothetical protein MGL_@663... 34.2 34,2 7% 31 180.80 XM_001732776.1
Populus trichocarpa clone POP@40-AB4, complete sequence 34.2 34,2 7% 31 180.80 AC216414.1
PREDICTED: Hippocampus comes tropomyosin alpha-3 chain... 34.2 34,2 7% 31 180.80 XM_019867874.1
Xylona heveae TC161 ADAM family of metalloprotease ADM-B mRNA 34.2 34,2 7% 31 160.80 XM_018333314.1
Drosophila busckii chromosome X sequence 34.2 34,2 7% 31 160.80 CP@12528.1
PREDICTED: Callorhinchus milii ADAM metallopeptidase domain 11... 34.2 34,2 77% 31 180.80 XM_0e79e1577.1
Alcanivorax dieselolei B5, complete genome 34.2 34,2 7% 31 160.80 CPeO3466.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 25 32,2 32,2 72% 124 190.00 LR812087.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 24 32.2 32,2 72% 124 190.00 LR812086.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 13 32,2 32,2 72% 124 190.00 LR8120875.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 7 32.2 62.4 86x% 124 190.90 LR812069.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 3 32.2 32,2 72% 124 190.90 LR812065.1
Buttiauxella phage vb_ButM_Gul6, complete genome 32.2 32,2 9@x 124 595.80 MT334653.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 13 32,2 32,2 72% 124 190.90 LR8120568.1
Danio reric genome assembly. chromosome: 8 32.2  32.2 72% 124 160.08 LR812845.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 3 32,2 32,2 72% 124 100.00 LR812e48.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 8 32,2 32,2 72% 124 100.80 LR812661.1
Danio rerio strain Nadia (MA) genome assembly, chromosome: 25 32.2 62.4 86% 124 180.80 LR812593.1
Danio rerio strain Nadia (MA) genome assembly, chromosome: 15 32,2 32,2 72% 124 100.80 LR812583.1
Danio rerio strain Nadia (MA) genome assembly, chromosome: 13 32,2 32,2 72% 124 100.80 LR812581.1
Danio rerio strain Nadia (MA) genome assembly, chromosome: 8 32,2 32,2 72% 124 188.80 LR812576.1
Danio rerio strain Cooch Behar (CB) genome assembly, chromosom... 32.2 32.2 72% 124 188.88 LR812565.1
Danio rerio strain Cooch Behar (CB) genome assembly, chromosom... 32.2 32.2 72% 124 188.88 LR812551.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 17 32,2 32,2 72% 124 100.80 LR812879.1
Pseudochaenichthys georgianus genome assembly, chromosome: 17 32,2 32,2 72% 124 188.80 LR792562.1
Natrinema sp. YPL3@ strain YPL13 chromosome, complete genome 32,2 32,2 72% 124 180.80 CPe59154.1
Paraburkholderia sp. PGU16 plasmid PPGU16_pl DNA, complete... 32,2 32,2 72% 124 188.80 APE23176.1
Danio rerio genome assembly, chromosome: 22 32,2 32,2 72% 124 100.80 LR812859.1
Danio rerio strain Cooch Behar (CB) genome assembly, chromosom... 32.2 32.2 72% 124 188.88 LR812563.1
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Resultados del alineamiento del cebador 2F region S

Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN
Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1:

Query ID: 1cl|Query 44897 Length: 2@

Sequences producing significant alignments:

Description

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
TGEV virulent

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

strain TGEV/CH/HB/FP/2017...
isolate FS5-WS spike protei...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain.
strain
strain.
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain.
strain
strain

TGEV/Mex/145/2668, . ..

TGEV/USA/HB/1988, . ..
TGEV/USA/Z/1986, ...
strain HQ2816 spike protei...
strain TGEV AHHF, complete...
isplate HE-1, complete genome
strain TH-98, complete genome
strain 152812, complete...
isolate SHXB, complete genome
isolate H1l spike protein...
isolate KT2 spike...

isolate DAE spike...

isplate 133 spike...

strain FJ] spike glycoprote...
isolate HR/DN1 spike prote...
strain TGEV/CH/HB-FP/2817...

Purdue, complete genome
TGEV Miller M6@, complete genome

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

TGEV Purdue P115, complete genome
TGEV Miller M6, complete genome

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

strain WH-1, complete genome
strain TMK22 S protein gen...
strain H16, complete genome
strain attenuated H,...

spike glycoprotein (S) gen...
strain HN-YM2@@7 spike...
strain HN-HJ2887 spike...
strain HN-XZ2087 spike...
strain HN-NY2087 spike...
strain HN-KF2887...

strain HN-XYYYT-2087 spike...

strain SC-Y, complete genome
strain HN280@2 spike...

strain HN2882 spike...

spike glycoprotein (S),...
spike glycoprotein (S) gen...
isplate TH-98 S protein (S...
strain HKT2 spike...

strain 133 spike...

strain KT4 spike...

strain KT2 spike...
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lee.
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1ee.
lee.
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lee.
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1ee.
1ee.
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1ee.
lee.
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lee.
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1ee.
1ee.
lee.
1ee.
lee.
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lee.
1lee.
lee.
1ee.
lee.
lee.
1ee.
lee.
lee.

Be
ae
Be
ee
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a0
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Be
ee
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Accession
MN518432 .
MK272773.
KX988416.
KX9ee489 .
KX9008408 .
KX988487 .
KX908406 .
KX988485 .
KX9eade4 .
KX988403 .
KX908402 .
KX988401 .
Kx9ee408.
KX988399.
KX988398.
KX908397.
KX988396.
KX98@8395.
KX9808394 .
KX988393.
MH167923
KX499468 .
KXB83668
KU729228.
KT696544 .
KP282848.
KCB00687 .
JQ693e51.
JQ693858.
106930849,
Q708304 .
ING24756.
MN548893.
DQ811789.
DQ811786.
HQ462571.
GQ87020.
F1755618.
EUa74218.
EU3B82819.
EU292758@.
EU292749.
EU292748.
EU292747.
EU292746.
EU287428.
DQ811788.
DQ311785.
DQAA3ITAT.
AYS87882.
AY539716.
AY335549.
AY335548.
AF494337.
AF481366.
AFA81365.
AF481362.
AF481368.
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Continuacion de resultados del alineamiento del cebador 2F region S

Description

Porcine transmissible gastroenteritis wirus nonfunctional spik...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT6 spike...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT5 spike...
POL=polymerase, E2=peplomer protein [transmissible...
Transmissible gastroenteritis virus strain TS, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus partial gene for 5 protein...
Transmissible gastroenteritis virus complete genome, genomic RNA
Porcine transmissible gastroenteritis virus spike protein S...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus spike protein gene...
Porcine transmissible gastroenteritis virus S protein gene,...
Transmissible gastroenteritis virus TFI virion protein genes
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus peplomer protein...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus PUR46-MAD ST S...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus S protein (S5) gene...
Porcine respiratory coronavirus strain TOYS56-165 S protein (S)...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus spike gene, strain...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus spike gene, strain...
Porcine transmissible gastroenteritis wirus (TGEV) mRNA for...
Transmissible gastroenteritis wvirus (TGEV) mRNA for protein E2

Mastacembelus armatus genome assembly, chromosome: 2
Candidatus Desulforudis audaxviator strain BYF chromosome,...

Halomonas beimenensis strain NTU-111 chromosome, complete genome
Fusarium verticillioides 7688 hypothetical protein (FVEG_17431...

Acanthamoeba castellanii str. Neff hypothetical protein...
Onychomys torridus genome assembly, chromosome: 11
Candidatus Desulforudis audaxviator MP184C, complete genome
Sphingopyxis sp. OPL5 chromosome, complete genome

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander
Sander

lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca
lucioperca

sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin
sorbin

and
and
and
and
and
and
and
and
and
and
and
and
and

SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3
SH3

domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain

containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
containing ...
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Accession

AF298211.1
AF481364.1
AF481363.1
§51223.
DQ201447.1

AJB84686.1

NC_@38861.1
AF302263.1

AF179882.1

U26215.
Z35758.
M21958.
Mo4101.
M94899.
M941@3.
Y15447.
Y15449.
X53128.
X@5695.

1

1
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1

LR535834.1
CPB34260.2
CPB21435.1

XM_0185906675.
XM_04356667.

LR877198.1
CPeees6e.1
CPRERT25.1

XM_@36000964.
XM_©368008963.
XM_@36800962.
XM_@36000961.
XM_©36000960.
XM @313e2301.

XM_©36008959

XM_©368008958.
XM_©368008957.
XM_©368008956.
XM_©368008955.
XM_©36800954.
XM_©368008953.
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Resultados del alineamiento del cebador 2R region S

Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN

Database:
Query #1:

nt Nucleotide collection (nt)
Query ID: 1lcl|Query 54987 Length: 20

Sequences producing significant alignments:

Description

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
TGEV wvirulent
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

TGEV Purdue P115, complete genome

Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus

isolate FS-WS spike protei...
strain TGEV/Mex/145/2008,...
strain TGEV/USA/HB/1988,...
strain TGEV/USA/Z/1986,...
strain HQ2016 spike protei...
strain TGEV AHHF, complete...
isolate HE-1, complete genome
strain TH-98, complete genome
isolate SHXB, complete genome
isolate H1 spike protein...
isolate TGEV-HX, complete...
isolate KT3 spike...

isolate KT2 spike...

isolate DAE spike...

isolate HR/DN1 spike prote...

Purdue, complete genome

strain WH-1, complete genome
spike glycoprotein (S) gen...
strain HN-YM28@7 spike...
strain HN-H12807 spike...
strain HN-XZ28087 spike...
strain HN-NY28087 spike...
strain HN-KF2007...

strain HN-XYYYT-2087 spike...

strain SC-Y, complete genome
isolate TH-98 S protein (S...
strain HKT2 spike...
strain KT4 spike...
strain KT3 spike...
strain KT2 spike...

Porcine transmissible gastroenteritis wirus nonfunctional spik...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT6 spike...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT5 spike...
Transmissible gastroenteritis virus complete genome, genomic RNA
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus peplomer protein...
Porcine transmissible gastroenteritis wirus PUR46-MAD ST S...
Porcine transmissible gastroenteritis virus S protein (S5) gene...
Porcine respiratory coronavirus strain TOYS56-165 S protein (S)...
Transmissible gastroenteritis wvirus (TGEV) mRNA for protein E2

Enterobacteriaceae
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus

strain
strain
strain
strain
strain
strain

bacterium Kacie_13 chromosome, complete genome
68/89 spike protein (5), nonstructur...
66/89 spike protein (5), nonstructur...
119/88 spike protein, nonstructural...

438/87 spike protein, nonstructural...

174/86 polyprotein lab and polyprote...
341/85 polyprotein lab and polyprote...

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila

guanche
guanche
guanche
guanche
guanche
guanche

flotillin-2 (LOC117581842),...
flotillin-2 (LOC117581842),...
flotillin-2 (LOC117581042), ...
flotillin-2 (LOC117581842),...
flotillin-2 (LOC117581842),...
flotillin-2 (LOC117581842),...

hydei flotillin-2 (L0C111591884),...
hydei flotillin-2 (L0C111591884),...
hydei flotillin-2 (L0C111591884),...
hydei flotillin-2 (L0C111591884),...
hydei flotillin-2 (L0C111591884),...
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1ee.
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1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1e8.
1lee.
1lee.
lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
1lee.
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1lee.
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1lee.
1lee.
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0o
0o
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MK272773.
KX900402.
KX900394.
KX900393.
MH167923.
KX499468.
KXP83668.
KU729220.
KP202848.
KC800687.
KC962433.
10693052
10693051
10693050,
ING24756.
DQ811789.
HQ462571.
EU302819.
EU292750.
EU292749.
EU292748.
EU292747.
EU292746.
EU287428.
DQ811788.
DQ443743.
AF494337.
AF481366.
AF481362.
AF481361.
AF481360.
AF298211.
AF481364.
AF481363.
NC_838861.1
M21950.1

M94101.1

M94899.1

M94103.1

X85695.1

CPBA5665.
HQ450377.
HQ450376.
EU924791.
EU924798.
EU856362.
EU856361.1
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XM_034267877.
XM_834267876.
XM_034267875.
XM_034267874.
XM_034267873.
XM_034267872.
XM_030223689.
XM_023303787.
XM_030223688.
XM_030223687.
XM_030223686.
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Continuacion resultados del alineamiento del cebador 2R regién S

Description

Apteryx australis mantelli genome assembly AptMant®, scaffold...
Methanosalsum zhilinae DSM 4817, complete genome
Transmissible gastroenteritis wirus strain TGEV/CH/HB/FP/20817...
Sciurus vulgaris genome assembly, chromosome: 19
Vibrio sp. HBUAS61€81 chromosome 2,

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

wvirus
wvirus
wvirus
wirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus
wvirus

complete sequence
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain..

PREDICTED: Heterocephalus glaber G protein-coupled receptor 20...
Transmissible gastroenteritis wirus strain 152812, complete...
Apteryx australis mantelli genome assembly AptMant®, scaffold...
Transmissible gastroenteritis wirus isolate ZH spike protein...
Transmissible gastroenteritis wirus strain FJ] spike glycoprote...
Transmissible gastroenteritis wirus strain TGEV/CH/HB-FP/20817...
Danio aesculapii genome assembly, chromosome: 9

TGEV Miller M6B, complete genome
Transmissible gastroenteritis wirus
Transmissible gastroenteritis wirus
Transmissible gastroenteritis wirus
Transmissible gastroenteritis wirus
Phaeodactylum tricornutum CCAP 1@55/1 predicted protein partia...
TGEV Miller M6, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Porcine transmissible gastroenteritis virus spike protein S...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus spike protein gene...
Porcine transmissible gastroenteritis wirus RNA dependent RNA...

strain
S gene
strain
strain

TMK22 S protein gen...
for spike...

H16, complete genome
attenuated H,...

strain HN2802 spike...

strain HN2802 spike...

spike glycoprotein (S),...
spike glycoprotein (S) gen...
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LKB65388.1
CPee2101.1
MN518432.1
LR738630.1
CPe33078.1
Kx9ee411.1
Kx9ee41@.1
Kx9e8489.1
KX98e408.1
KxX9ee487.1
KxX9e8406.1
KX908485.1
Kx9eede4.1
Kx9ee4e3.1
Kx9eed4el.1
Kx9ee4ea.1
KX908399.1
KX908398.1
KX908397.1
KX908396.1
KX908395.1

¥M_821251375.1
KT696544.1

LKe647@5.
KC6@9371.
JQ7ea3e4d.
MN548093.
LR812518.
DQB811786.
GQoe7eze.
AB514163.
F1755618.
EUB74218.2

XM_©82182480.1
D0811785.1

AY587882.
AY5359716.
AY335549.
AY335548.
AF302263.
AF179882.
AF104420.
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Resultados del alineamiento del cebador 3F region S
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN

Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1:

Sequences producing significant alignments:

Description

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
TGEV virulent
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

isolate

Query ID: 1cl|Query_ 4423 Length: 20

FS-WS spike protei...

strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...

strain.
strain
strain.

TGEV/Mex/145/2008, ...

strain...
strain...
strain...
strain...
strain...

strain.
strain
strain
strain
strain
isolate
strain
isolate
isolate
isolate
isolate
isplate
isolate
isolate

Purdue, complete genome

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

TGEV Purdue P115, complete genome

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus

strain
strain

TGEV/USA/HB/1988, ...
TGEV/USA/Z/1986,...
HQ2816 spike protei...
TGEV AHHF, complete...
HE-1, complete genome
TH-98, complete genome
SHXB, complete genome
Hl spike protein...
TGEV-HX, complete...
KT2 spike...

DAE spike...

133 spike...

HR/DN1 spike prote...

WH-1, complete genome
TMK22 S protein gen...

spike glycoprotein (S) gen...

strain
strain
strain
strain
strain
strain

strain
isolate
strain
strain
strain
strain

HN-YM2807 spike...
HN-HJ12807 spike...
HN-XZ2807 spike...
HN-NY2807 spike...
HN-KF2@87. ..
HN-XYYYT-20807 spike...

SC-Y, complete genome
TH-98 S protein (S...
HKT2 spike...

133 spike...

KT4 spike...

KT2 spike...

Porcine transmissible gastroenteritis wvirus nonfunctional spik...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT6 spike...
Transmissible gastroenteritis virwus strain KT5 spike...
Transmissible gastroenteritis virus partial gene for S protein...
Transmissible gastroenteritis virus complete genome, genomic RNA

Porcine
Porcine
Porcine
Porcine
Porcine
Porcine

transmissible gastroenteritis virus spike protein S...
transmissible gastroenteritis virus peplomer protein...
transmissible gastroenteritis virus PUR46-MAD ST S...
transmissible gastroenteritis virus S protein (5) gene...
respiratory coronavirus strain TOYS56-165 S protein (S)...
transmissible gastroenteritis virus spike gene, strain...
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40.
48.
48.
48.
40.
40.
40,
48.
48.
48.
40.
40.
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48.
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48.
40,
40.
40.
40.
40,
48.
48.
40,
40.
40.
40.
40,
48.
48.
40,
40.
40.
40.
40,
48.
48.
40,
40.
40.
40.

e T T I T e R e e e e e e e e e e I T T e e S B e R e e T T = R N Sy S Y

[y

Total Query
Score cover
40.
40.
48.
40.
40.
40.
49,
40.
48.
40.
40.
40.
49,
40.
48.
40.
40.
40.
49,
40.
48.
40.
40.
40.
49,
40.
40.
40.
40.
40.
40,
48.
48.
48.
40.
40.
40.
40,
48.
48.
48.
40.
40.
40.
40,
48.
48.
48.
40.
40.
40.
40,
48.
48.
48.
40.
40.
40.

1

RPRRRBRREBRRBRRERRRERRERREBRERRERRRBRREPRRERRRBRERR R R R R R PR R R el e

leex
leeix
laex
laex
leex
leex
leex
leeix
laex
laex
leex
leex
leex
leex
laex
laex
leex
leex
leex
leex
laex
laex
leex
leex
leex
leex
laex
leex
leex
leex
leex
1leex
leex
leex
leex
leex
leex
leex
1leex
leex
leex
leex
leex
leex
leex
1leex
leex
leex
leex
leex
leex
leex
1leex
leex
leex
leex
leex
leex

Value
.51

(xR cv v B v B v I B v I+ B v B v I v B e v B+ B v I e B v B v I v B e v I+ B o v IR o w B v B v I v B e v L+ B v I o - B v B e v B w w I« v I o+ B« v I o+ I v B v I+ B« v I w B v B e v B ww B o v I+ B o v I v I v B e v I » B o v I o w B v B o v i o B v ]

E

51

.51
.51

51

.51

51

.51
.51

51

.51
.51
.51
.51

51

.51
.51

51

.51

51

.51
.51

51

.51

51

.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51

Per.

Ident

lee.
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1lee.
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1lee.
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ae
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2o
2o
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80
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8o
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Be
80
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8o
ee
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ee
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ae
ae
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Accession
MK272773.
KX9ea41e.
KX908489 .
KX908408 .
KX908487 .
KX908406 .
KX9e8485 .
KX9ea4e4.
KX908483 .
KX908482 .
KX9ea401.
KX908400 .
KX9e8399.
KX908398.
KX908397.
KX908396.
KX908395.
KX908394 .
KX9e8393.
MH167923.
KX499468 .
KXB83668.
KU729220.
KP202848.
KCBeeesd7.
KC962433.
J0693051.
JQ693050.
JQ693049.
INB24756.
DQB811789.
HQ462571.
GQ987e20.
EU382819.
EU292758.
EU292749.
EU292748.
EU292747.
EU292746.
EU287428.
D(Q811788.
DQA43743.
AF494337.
AF481366.
AF481365.
AF481362.
AF481368.
AF298211.
AF481364.
AF481363.
A1B84686.
NC_@38861.1
AF3682263.1
M21958.1

Mo41e1.
M94899.
M94183.
Y15447.
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Continuacion resultados del alineamiento del cebador 3F region S

Description

Porcine transmissible gastroenteritis wirus spike gene, strain...

Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis

Fusarium verticillicides 7688

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus (TGEV) mRMA for protein E2
virus strain TGEV/CH/HB/FP/20817...

hypothetical protein (FVEG_17431...

virus strain 152012, complete...
isolate ZH spike protein...
isolate KT3 spike...

strain

strain

virus
virus
virus

virus TGEV/CH/HB-FP/2017...

TGEV Miller M6B, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus

strain
strain

H16, complete genome
attenuated H,...

TGEV Miller M6, complete genome

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

POL=polymerase, E2=peplomer protein
Transmissible gastroenteritis virus
Porcine transmissible gastroenteritis wirus spike protein gene...

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus strain HN2882 spike...
strain HN28B2 spike...

spike glycoprotein (S),...

virus
virus
virus
virus strain KT3 spike...
[transmissible...

strain TS, complete genome

Porcine transmissible gastroenteritis wirus S protein gene,...
Transmissible gastroenteritis virus TFI virion protein genes
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus (TGEV) mRNA for...
Mastacembelus armatus genome assembly, chromosome: 2
Halorubrum sp. CBA1229 chromosome, complete genome

PREDICTED:
PREDICTED:

Etheostoma cragini sorbin
Etheostoma cragini sorbin

and 5H3 domain
and 5H3 domain

FJ spike glycoprote...

spike glycoprotein (S) gen...

containing...
containing...

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

Erithacus

Hippoglossus
Hippoglossus
Hippoglossus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Scophthalmus
Hippoglossus
Hippoglossus

hippoglossus
hippoglossus
hippoglossus
maximus sorb
maximus sorb
maximus
maximus
maximus
maximus
maximus
maximus

sorb
sorb

sorbin
sorbin
sorbin
sorbin

sorbin and SH3
sorbin and SH3
sorbin and SH3
in and SH3
in and SH3
and SH3
and SH3
and SH3
and SH3
and SH3
and SH3

in
in

domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain
domain

domain. ..
domain. ..
domain. ..

stenolepis sorbin and 5H3 domain...
stenolepis sorbin and 5H3 domain...
rubecula genome assembly, chromosome: 23
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containi...
containi...
containi...
containi...
containi...
containi...
containi...
containi...
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Score
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36.
36.
36.
36.
36.
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1ee.
1ee.
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0o
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0o
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0o
0o
0o
0o
0o
0o
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0o
0o
0o
0o
0o
(505
(505
(505
(505
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(505
(505
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Accession
¥15449.1
X05695.1
MN518432.1
XM_018906675.1
KT696544.1
KC609371.
JQ693052.
JQ7ea3e4.
MN548093.
DQ811786.
F1755618.
EUB74218.
DQ811785.
AY587882.
AY539716.
AY335549.
AY335548.
AFA481361.
§51223.1
DQ201447.
AF179882.
U26215.1
Z35758.1
X53128.1
LR535834.1
CP@54585.1
XM_©34888431
XM_034888423.
XM_©34588896.
XR_0084614192.
XM_©34588772.
XM_835638029.
XM ©35638028.
XM_©35638027.
XM_835638026.
XM_835638025.
XM_©35638024.
XM_835638023.
XM_©35638022.
XM_835173813.
XM_835173802.
LR812126.1
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Resultados del alineamiento del cebador 3R region S

Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN

Database:
Query #1:

nt Nucleotide collection (nt)
Query ID: 1lcl|Query_24131 Length: 20

Sequences producing significant alignments:

Description

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
TGEV wvirulent
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

isolate FS-WS spike protei...
strain TGEV/Mex/145/2008,...
strain TGEV/USA/HB/1988,...
strain TGEV/USA/Z/1986,...
strain HQ2016 spike protei...
strain TGEV AHHF, complete..
isolate HE-1, complete genome
strain TH-98, complete genome
isolate SHXB, complete genome
isolate H1 spike protein...
isolate TGEV-HX, complete...
isolate KT3 spike...

isolate KT2 spike...

isolate DAE spike...

isolate HR/DN1 spike prote...

Purdue, complete genome

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

TGEV Purdue P115,
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis
Transmissible gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

complete genome

virus
virus
virus
virus
virus
virus

strain WH-1, complete genome
spike glycoprotein (S) gen.
strain HN-YM2807 spike..
strain HN-H12887 splke...
strain HN-XZ28087 spike...
strain HN-NY28087 spike...
strain HN-KF2007...

strain HN-XYYYT-2087 spike...

strain SC-Y, complete genome
isolate TH-98 S protein (S...
strain HKT2 spike...

strain KT4 spike...

strain KT3 spike...

strain KT2 spike...

Porcine transmissible gastroenteritis wirus nonfunctional spik...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT6 spike...
Transmissible gastroenteritis virus strain KT5 spike...
Transmissible gastroenteritis virus complete genome, genomic RNA
Porcine transmissible gastroenteritis wirus peplomer protein...
Porcine transmissible gastroenteritis wirus PUR46-MAD ST S...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus S protein (5) gene...
Porcine respiratory coronavirus strain TOYS56-165 S protein (S)...
Transmissible gastroenteritis wvirus (TGEV) mRNA for protein E2

Enterobacteriaceae
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus strain
Canine coronavirus strain

strain
strain
strain
strain

bacterium Kacie_13 chromosome, complete genome
68/89 spike protein (S5), nonstructur...
66/89 spike protein (S5), nonstructur...
119/88 spike protein, nonstructural...

438/87 spike protein,
174/86 polyprotein lab and polyprote...
341/85 polyprotein lab and polyprote...

nonstructural...

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila
Drosophila

guanche
guanche
guanche
guanche
guanche
guanche

hydei
hydei
hydei
hydei
hydei

flotillin-2 (LOC111591884), ...
flotillin-2 (LOC111591884), ...
flotillin-2 (LOC111591884), ...
flotillin-2 (LOC111591884), ...
flotillin-2 (LOC111591884), ...
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flotillin-2 (LOC117581842), ...
flotillin-2 (LOC117581842), ...
flotillin-2 (LOC117581842), ...
flotillin-2 (LOC117581842), ...
flotillin-2 (LOC117581842), ...
flotillin-2 (LOC117581842), ...

Score

38.

38.
38.
36.
36.
36.
36.
36.
36.
36.
36.
36.
36.
36.
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409.
409.
409.
48.
409.
409.
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4a.
4a.
4a.
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lee%
lee%
leex
lee%
lee%
lee%
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lee%
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lee%
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95%
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Ident

1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
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1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1lee.
1ee.
1e8.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
lee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
1ee.

Accession
MK272773
KX900482
KX908394 .
KX908393
MH167923
KX499468
KX@83668
KU7292286
KP202848
KC800687
KC962433.
JQ693852.
JQ693851.
JQ693058.
IN624756.
DQ811789.
HQ462571.
EU3082819.
EU292758.
EU292749.
EU292748.
EU292747.
EU292746.
EU287428.
DQB811788.
DQ443743.
AFA94337.
AFA81366.
AFA81362.
AFA481361.
AFA81360.
AF298211.
AFA81364.
AFA81363.
NC_©38861.1
M21950.1
M94181.1
M94899.1
M94183.1
X05695.1
CPR4A5665.
HQ458377.
HQ458376.
EU924791.
EU924798.
EUB56362.
EU856361.1
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XM_034267877.
XM_834267876.
XM_034267875.
XM_034267874.
XM_034267873.
XM_034267872.
XM_030223689.
XM_023303787.
XM_030223688.
XM_030223687.
XM_030223686.
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Continuacion resultados del alineamiento del cebador 3R regién S

Description

Apteryx australis mantelli genome assembly AptMant®, scaffold...

Methanosalsum zhilinae DSM 4817, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/CH/HB/FP/2017...

Sciurus vulgaris genome assembly, chromosome: 19
Vibrio sp. HBUASE18@1 chromosome 2, complete sequence
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

Transmissible
Transmissible
Transmissible

virus
virus
virus

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

strain...
strain...
strain..

PREDICTED: Heterocephalus glaber G protein-coupled receptor 20...

Transmissible gastroenteritis virus

strain 152012, complete...

Apteryx australis mantelli genome assembly AptMant®, scaffold...

Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus

isolate ZH spike protein...
strain FJ] spike glycoprote...
strain TGEV/CH/HB-FP/2017...

Danio aesculapii genome assembly, chromosome: 9

TGEV Miller M6B, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Phaeodactylum
TGEV Miller M6, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus

gastroenteritis virus
gastroenteritis virus
gastroenteritis virus

TMK22 5 protein gen...
for spike...

H16, complete genome
attenuated H,...

strain
S gene
strain
strain

tricornutum CCAP 1@55/1 predicted protein partia...

strain HN28B2 spike...

strain HN28B2 spike...

spike glycoprotein (S),...
spike glycoprotein (S) gen...

Porcine transmissible gastroenteritis wvirus spike protein S...
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus spike protein gene...
Porcine transmissible gastroenteritis wirus RNA dependent RNA...
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(505
(505
(505
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LKB65388.
CPe@2161.
MN518432.
LR7386380.
CPB33078.
KxX9e8411.
Kx9ee41e.
KX908489.
KX900488 .
KXoae4a7 .
KX908486.
KX908485.
KX908484.
KX908483.
KX908481.
KX908460.
KX908399.
KX908398.
KX908397.
KX908396.
KX908395.
XM_©21251375.1
KT696544.
LKBe4785.
KC6@9371.
JQ7e83e4.
MN548093.
LR812518.
DQ811786.
G09e7e28.
AB514163.
F1755618.
EUB74218.2

XM_082182480.1
DQ811785.1

AY587882.
AY538716.
AY335549.
AY335548.
AF302263.
AF179882.
AF104420.
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Resultados del alineamiento del cebador 1F region ORF1
Job Title:Nucleotide Sequence
Program: BLASTN

Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1:

Sequences producing significant alignments:

Description

Swine enteric coronavirus isolate 5eCoV-1488-Murcia-lorca,...

Query ID: 1cl|Query 53357 Length: 2@

Feline coronavirus isolate XXN, complete genome

Feline Alphacoronavirus 1 strain FCoV-5B22, complete genome

Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible
Transmissible

gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis
gastroenteritis

virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus
virus

strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...

strain.

strain

TGEV/Mex/145/2008, . ..

strain...
strain...
strain...
strain...
strain...
strain...

strain...
strain TGEV/USA/HB/1988, ...
strain TGEV/USA/Z/1986,...

Porcine respiratory coronavirus strain...

Feline
Feline
Feline

Feline
Feline

Feline
Feline

Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline

coronavirus
coronavirus
coronavirus

coronavirus
coronavirus

coronavirus
coronavirus

coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus

isolate
isolate
isolate
isolate
isplate
isolate
isplate
isolate
isplate
isolate

isolate Felix, complete genome
isolate Cat 1 Karlslunde, complete genome
isolate UG-FH8, complete genome
strain HLI/HRB/2816/13.
strain HLJ/HRB/20816/11, complete genome
strain HLJ/HRB/2016/16, complete genome
strain HL1/DQ/2016/81, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus isolate HE-1, complete genome
Swine enteric coronavirus isolate SeCoV_GER_L8893@_ 2812 genome...
Transmissible gastroenteritis virus strain TH-98, complete genome
Cat3_day28 withoutdeletion, complet...
Cat3_day28 deletion, complete genome
Cat2_dayB84, complete genome
Catl_day28 withoutdeletion, complet...
Catl_day28 deletion, complete genome
Cat3_day9, complete genome
Cat2_day21 withoutdeletion, complet...
Cat2_day2l deletion, complete genome
Catl_day7, complete genome
inoculum, complete genome
Transmissible gastroenteritis wvirus strain 1520812, complete...
Porcine respiratory coronavirus strain OH7269, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus isolate SHXB, complete genome

comolete cenome

Canine coronavirus strain CB/B85, complete genome

Feline infectious peritonitis wvirus isolate FCoVWSU791146_P5@,...
Feline infectious peritonitis wvirus isolate FCoVWSU791146 PS§,...
Feline infectious peritonitis wvirus isolate FCoVWSU791146 P1,...
Transmissible gastroenteritis virus isolate TGEV-HX, complete...
strain S378, complete genome
strain K378, complete genome
strain 171, complete genome
strain A76, complete genome
strain WSU 79-1683, complete genome

Canine
Canine
Canine
Canine
Feline

coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
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Max

Score

40.
48.
40.
48.
40.
48.
40.
48.
40.
48,
40.
48,
40.
48,
40.
48,
40.
40,
40.
40,
40.
40,
40.
40.
40.
40.

40.
40.

48.
40.
48,
40.
48,

48,
40.
40,

40,
40.
40,
40.
40.
40.
40.
40.
40.
48.
40.
48.
40.
48.
40.
48.
40.
48.
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Total Query
Score cover

46.1 1leex
46.1 1eex
46.1 1leex
48.1 1eex
48.1 1eex
48.1 1eex
48.1 1eex
48.1 1eex
48.1 1eex
46.1 1eex
48.1 1eex
46.1 1eex
48.1 1eex
46.1 1eex
48.1 1eex
46.1 1eex
48.1 1eex
46.1 leex
48.1 1eex
46.1 leex
48.1 1eex
46.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
48.1 1eex
48.1 1eex
48.1 1eex
48.1 1eex
46.1 1eex
48.1 1eex
46.1 1eex
48.1 1eex
46.1 1eex
48.1 1eex
46.1 leex
48.1 1eex
46.1 leex
48.1 1eex
46.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
48.1 1eex
48.1 leex
46.1 1eex
46.1 1leex
46.1 1eex

Value
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51

.51
.51

.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
.51
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Per.

Ident

1ee.
lee.
1ee.
lee.
1ee.
lee.
1ee.
lee.
1ee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.

lee.
1ee.

lee.
1ee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
lee.
1ee.
lee.

0o
0e
0o
Be
0o
Be
0o
Be
0o
Be
0o
Be
0o
Be
0o
Be
0o
0e
0o
0e
0o
0e
0o
0o
0e
0o

0o
0o

Be
0o
Be
0o
Be
0o
Be
0o
0e
0o
0e
0o
0e
0o
0o
0e
0o
0e
0o
Be
0o
Be
0o
Be
0o
0e
0o
0e

Accession
MNES2778.
MN165187.
MH817484 .
Kx9ee411.
KX980418.
KX908409 .
KX980408 .
KX908407 .
KX980406 .
KX980405.
KX980404 .
KX98e403.
KX9808402 .
Kx9ee4e1.
KX9808400 .
KX988399.
KX9908398.
KX90@397.
KX988396.
KX99@395.
KX908394 .
KX90@393.
KY486735.
MG893511.
KX722530.
KX722529.

KY566211.
KY56621@.

KY566289.
KY292377.
KXB83668.
LT54599@.
KU729228.
KU215428.
KU215427.
KU215426.
KU215425,
KU215424.
KU215423,
KU215422.
KU215421.
KU215428.
KU215419.
KT696544 .
KR278796.
KP202848.
KP981644.
KC461237.
KC461236.
KC461235.
KC962433.
KC175341.
KC175348@.
KC175339.
INB56008.
JNG34064.
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Continuacion resultados del alineamiento del cebador 1F region ORF1
Total Query

Description

Feline
Feline
Canine
Canine
Feline
Feline

infectious peritonitis wirus strain DF-2, complete genome

coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus

strain DF-2 R3i, complete genome
strain TN-449, complete genome
strain 1-71, complete genome
uus4, complete genome

uu47, complete genome

TGEV virulent Purdue, complete genome
TGEV Miller MEB, complete genome
Transmissible gastroenteritis wvirus strain WH-1, complete genome

Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Canine

coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
corenavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus

Uu3@, complete genome

Uu2@, complete genome

Uu19, complete genome

uu4@, complete genome

Uu34, complete genome

Uu31, complete genome

Uu24, complete genome

Uu21, complete genome

UU18, complete genome

Uu17, complete genome

S, 3a, 3b, 3c, E, M, N, 7a, 7b genes,...

UU23 isolate TCVSP-ROTTIER-80023, complete...
UU22 isolate TCVSP-ROTTIER-80022, complete...
strain CCoV/NTU336/F/2088, complete genome

Transmissible gastroenteritis wvirus strain H16, complete genome
Transmissible gastroenteritis wvirus strain attenuated H,...

Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline

coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus

uu9, complete genome

Uu3, complete genome

uu2, complete genome

uule, complete genome

uule, complete genome

UU15, complete genome

UUS, complete genome

Uud, complete genome

UU7, complete genome

Uull, complete senome

RM, complete genome

strain FCoV/NTUl%6/P/2007, complete genome
isolate Black, complete genome
strain FCoV Clle, complete genome

TGEV Purdue P115, complete genome

PRCV ISU-1, complete genome

TGEV Miller M6, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus strain SC-Y, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus complete genome, genmomic RNA
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Max

Score
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40
48.
48
40
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
49,
48,
48.
48.
49.
48.
49,
49,
49,

[y
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Score cover Value
.51
.51
.51

40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
48.
48.
48.
48.
48.
48.
48.
48.
48.
48,
48,
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
40.
48.
48.
48.
48.
48.
40.
48.
48.
48.
48.
48.
40.
40.
40.
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O e T T T = T e e S e B e e i = e e e

1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
leax
leak
leak
leax
leax
leak
leak
leak
leak
leak
leak
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
1ee%
leax
leak
leak
leax
leax
1ee%
leax
leax
leax
leax
leax
1ee%
1ee%
1ee%

[«~]

000 90009000 00000000000

E

51

.51
.51

51

.51
.51

51

.51
.51

51

.51
.51

51

.51
.51

51

.51
.51
.51

51

.51
.51

51

.51
.51

51

.51
.51

51

.51

51
51

.51

51

.51
.51

51

.51
.51
.51
.51

Per.

Ident

168.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
1lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
168.
1lea.
lea.
lea.
lea.
lea.
1@e.
lea.
lea.
1ea.
1ea.
1ea.
1@e.
1@e.
1@e.

0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
a0
ae
ae
ae
ae
ae
8e
ae
ae
ae
ae
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
0o
a0
ae
ae
ae
ae
0e
8e
ae
8e
ae
ae
0e
0e
0e

Accession
J1Q488981.
J1Q488980.
Jgaea4ie.
Q484489 .
JN183883.
JN183882.
D(QB811789.
DQB811786.
HQ462571.
H(Q392472.
HQ392471.
HQ392478.
H(Q392469.
HQB12372.
HQB12371.
HQB12378.
HQB12369.
HQB12368.
HQB12367.
AB535528.
GU553362.
GU553361.
GQAT7T3ET.
F1755618.
EUB74218.
FJ938062.
FJ938061.
FJ938060.
FJ938859.
FJ938058.
F1938857.
F19380856.
F19380854.
FJ938053.
F1938052.
FJ938@51.
GQ152141.
EU186072.
DQB848678.
DQB811788.
DQB811787.
DQB811785.

DQAa43743.
NC_838861.1
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Resultados del alineamiento del cebador 1R region ORF1
Job Title:Nucleotide Sequence

Program: BLASTN

Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1: Query ID: 1cl|Query 44301 Length: 20

Sequences producing significant alignments:
Max Total Query E Per.

Description Score Score cover Value Ident Accession
Canine coronavirus strain B194 GZ_2819, partial genome 48.1 48.1 1% ©.51 100.0e MT114543.1
Canine coronavirus strain B283_GZ_2819, partial genome 48.1 48.1 1% ©.51 1060.0e MT114542.1
Canine coronavirus strain B447_7]_2819, partial genome 48.1 48.1 1% ©.51 1060.ee¢ MT114548.1
Canine coronavirus strain B6BO_Z7J]_2819, partial genome 48.1 48.1 1% ©.51 100.ee¢ MT114539.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 48.1 48.1 1% ©.51 100.0e KX92e41l.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 48.1 48.1 1% ©.51 100.0e KX92e487.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 48.1  48.1 1% ©.51 100.0e KX92ede6.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 48.1  48.1 1% ©.51 100.00 KX90e485.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain TGEV/Mex/145/2008,... 40.1 4.1 1ee% e.51 1600.00 KX9gede2.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 48.1 48.1 16ex .51 100.0e KXogedel.l
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 48.1 48.1 16ex .51 100.00 KX99e398.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain... 48.1 48.1 168X .51 100.80 KX99e395.1
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/USA/HB/1988,... 48.1 48.1 1ee% ©.51 100.80 KX988394.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain TGEV/USA/Z/1986,... 48.1 48.1 1ee% ©.51 100.80 KX988393.1
Porcine respiratory coronavirus strain... 48.1 48.1 16ex .51 100.00 KY486735.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain TGEV AHHF, complete... 408.1 48.1 186% .51 100.080 KX499468.1
Transmissible gastroenteritis virus isolate HE-1, complete genome 48.1 48.1 186% ©.51 100.80 KX883668.1
Transmissible gastroenteritis virus strain TH-98, complete genome 48.1 48.1 180% .51 100.00 KU729228.1
Transmissible gastroenteritis wvirus strain 152012, complete... 48.1 48.1 1eex¥ .51 100.0e KTe9e544.1
Alphacoronavirus 1 strain 23/83, complete genome 48.1 48.1 1ee¥ .51 100.00 KP849472.1
Transmissible gastroenteritis virus isolate SHXB, complete genome 408.1 48.1 188% .51 100.00 KP202848.1
Canine coreonavirus strain CB/B85, complete genome 49.1 48.1 16ex¥ .51 100.00 KP98le44.1
Transmissible gastroenteritis virus isolate TGEV-HX, complete... 408.1 48.1 188% .51 100.00 KC962433.1
Canine coronavirus strain S378, complete genome 49.1 48.1 1eex¥ .51 1e8.ee KC175341.1
Canine coronavirus strain K378, complete genome 49.1 48.1 1ee¥ .51 168.00 KC175348.1
Canine coronavirus strain A76, complete genome 49.1 48.1 1ee¥ .51 100.0e IN856808.2
Canine coronavirus strain 1-71, complete genome 48.1 48.1 1eex .51 1ee.8e 10484489.1
TGEV virulent Purdue, complete genome 48.1 48.1 1eex .51 1e0.80 D(Q811789.2
TGEV Miller M6@, complete genome 48.1 48.1 1ee¥ .51 100.80 DQB811786.2
Transmissible gastroenteritis virus strain WH-1, complete genome 48.1 48.1 188% .51 10€.06 HQ462571.1
TGEV Purdue P115, complete genome 48.1 48.1 1ee% .51 100.e0 DQ811788.1
PRCV ISU-1, complete genome 48.1 48.1 1eex¥ .51 100.80 DQB811787.1
TGEV Miller Mé, complete genome 48.1 48.1 1eex .51 1e0.80 DQ811785.1
Transmissible gastroenteritis virus strain SC-Y, complete genome 48.1 48.1 188% @.51 100.80 DQ443743.1
Transmissible gastroenteritis virus isolate 5C-Y replicase la... 48.1 48.1 188% @.51 100.80 DQ398461.1
Transmissible gastroenteritis virus strain TS, complete genome 48.1 48.1 1eex .51 16ee.8e DQ201447.1
Transmissible gastroenteritis virus complete genome, genomic RNA 48.1 48.1 108% .51 100.08 NC_8388e1.1
Porcine transmissible gastroenteritis wvirus minigenome 48.1 48.1 1eex .51 100.80 AJe11482.1
Transmissible gastroenteritis virus (Purdue-115) mRNA for... 48.1  48.1 1% .51 1e0.e0 Z34893.1
Canine coronavirus strain B363_7]1_2019, partial genome 38.2 38.2 95% 2.8 180.00 MT114541.1
Swine enteric coronavirus isolate SeCoV-148@-Murcia-lLorca,... 36.2 36.2 90% 8.2 100.80 MNE92770.1
Legionella clemsonensis strain CDC-D561@, complete genome 36.2 36.2 90% 8.2 100.80 CPB16397.1
Swine enteric coronavirus isolate SeCoV_GER_LO@93@_ 2012 genome... 36.2 36.2 90% 8.8 100.80 LT545990.1
Swine enteric coronavirus strain Italy/213306/2809, complete... 36.2 36.2 99% 8.8 100.80 KRE61459.1
Canis lupus familiaris breed Labrador retriever chromosome 26a 34.2  34.2 85% 32 160.00 CPe58578.1
Canis lupus familiaris breed Labrador retriever chromosome 26b 34.2  34.2 85% 32 160.00 CPO50610.1
Feline coronavirus isolate XXN, complete genome 34.2  34.2 85% 32 160.80 MN165187.1
Myripristis murdjan genome assembly, chromosome: 4 34.2  64.4 90% 32 166.80 LR597553.1
Daphnia dolichocephala mRNA for EOGB9@XEBVK (EOGO90X8BVK gene)... 34.2 34.2 85% 32 108.80 LRO85334.1
Daphnia barbata mRNA for EOGE9@X@6VK (EOGOIBXOOVK gene), isola... 34.2 34.2 85% 32 108.80 LRO84395.1
Eubosmina coregoni mRNA for EOGB98XBEVK (EOGBIEXEBVK gene),... 34.2 34,2 85% 32 10@.80 LRee9all.1l
Scleropages formosus genome assembly, chromosome: 5 34,2  34.2 85% 32 160.80 LR5846870.1
Citrobacter sp. SNU WT2 chromosome, complete genome 34,2  34.2 85% 32 160.00 CP@38469.1
Streptomyces phage EGole, complete genome 34.2  34.2 85% 32 160.00 MK494112.1
Streptomyces phage Teutsch, complete genome 34.2  34.2 85% 32 160.00 MK460©248.1
Serratia fonticola strain NCTC13193 genome assembly, chromosom... 34.2 34.2 85% 32 160.80 LR134492.1
Feline coronavirus isolate Cat 1 Karlslunde, complete genome 34.2  34.2 85% 32 160.80 KX722530.1
Canine coronavirus isolate HLJ-873, complete genome 34.2  34.2 85% 32 166.80 KY@63618.2
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Continuacion resultados del alineamiento del cebador 1R region ORF1

Max

Description

Streptomyces phage
Streptomyces phage
Streptomyces phage
Canine coronavirus
Canine coronavirus

Samistil2, complete genome
Peebs, complete genome

Sushi23, complete genome

isolate HL1-872, complete genome
isolate HL1-871, complete genome

Pandoraea thicoxydans strain ATSB16, complete genome
Pandoraea thicoxydans strain DSM 25325, complete genome

PREDICTED: Tribolium castaneum choline transporter-like protei...
PREDICTED: Tribolium castaneum choline transporter-like protei...

Penicillium digitatum Pdl hypothetical protein mRNA

Thicalkalivibrio versutus strain D3@1, complete genome

Canine coronavirus strain TN-449, complete genome

Feline coronavirus UU47, complete genome

Feline coronavirus UU48, complete genome

Feline coronavirus UU31, complete genome

Canine coronavirus strain CCoV/NTU336/F/2088, complete genome
Feline coronavirus UU4, complete genome

Feline coronavirus UU7, complete genome

Dothidotthia symphoricarpi CBS 119687 uncharacterized protein...
Lactobacillus hilgardii strain LMG 87934 chromosome, complete...
Lysobacter sp. HDW1® chromosome, complete genome

Pseudomonas aeruginosa strain VIT PC9 chromosome, complete genome
Aphantopus hyperantus genome assembly, chromosome: 16

Pandoraea fibrosis strain 6399 chromosome, complete genome
Pandoraea fibrosis strain 7641 chromosome, complete genome

Lutra lutra genome assembly, chromosome: 17

Pecten maximus genome assembly, chromosome: 17

Streptomyces phage Tribute, complete genome

Sideroxydans sp. CL21 genome assembly, chromosome: 1

Caligus rogercresseyi isolate FCH chromosome 11

Talaromyces marneffei isolate 11CN-28-891 chromosome 1, comple...
Dyadobacter sp. 32 isolate Dyadobacter sp. 32 sample 2 genome...
Lactobacillus hilgardii strain LH5@@ chromosome., complete genome

Terriglobus albidus strain ORNL chromosome, complete genome
Sparus aurata genome assembly, chromosome: 15

Heteroscyphus argutus voucher 16-8542 chloroplast, complete...
Aureobasidium pullulans EXF-158 uncharacterized protein...
Pandoraea pnomenusa strain M202 chromosome, complete genome
Aeromonas wveronii DNA, complete genome, strain: WP8-W19-CRE-83
Paraburkholderia sp. PGU1l6& DNA, chromosome 2, complete genome
Colletotrichum scovillei uncharacterized protein...
Schistosoma mansoni strain Puerto Rico genome assembly,...
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Score
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
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Total Query
Score cover Value
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
34.
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85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
85%
8e%
80%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
8e%
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E
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1ee.
1ee.
1ee.
1ee.
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1ee.
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0o

95.060

1ee.
1ee.
1ee.
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1ee.
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0o
0o
0o
0o
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0o
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Accession
NC_842812.1
NC_842811.1
MF358542.1
KY®63617.1
KY@63616.1
CP@14839.1
CP@11568.3
XM_915977845.1
XM_008193874.2
XM_014681792.1

CPO11367.
JQ4e4410.
IN183882.
HQ392469.
HQP12371.
GQ477367.
F1938054.
F1938053.
XM_833664917.1
CPB50262.
CPB49864.
CPBA8791.
LR761663.
CPB47385.
CPB47386.
LR738419.
LR736854.
MN369743.
LR699166.
CPB45900.
CPBA5653.
LR735258.
CPB44119.
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1
1
1
1
1
1
1
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CPB42806.1
LR537135.1
NC_0843788.1
XM_©829910019.1
CPB41237.1
APB22281.1
APB23175.1
XM_@35469893.1
HEGB1624.2



Resultados del alineamiento del cebador 2F region ORF1

Job Title:Nucleotide Sequence

Program: BLASTN

Database: nt Nucleotide collection (nt)

Query #1: Query ID: 1cl|Query 44247 Length: 28

Sequences producing significant alignments:

Description
Transmissible gastroenteritis virus strain 152012, complete...
Porcine respiratory coronavirus strain OH7269, complete genome
TGEV Miller M6@, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus strain H16, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus strain attenuated H,...

TGEV Miller M6, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus strain TS, complete genome
Brevibacillus brevis strain DZQ7 chromosome, complete genome
Canine coronavirus isolate HL]-873, complete genome
Brevibacillus brevis X23 chromosome, complete genome

Canine coronavirus isolate HL]-872, complete genome

Canine coronavirus isolate HLJ1-@71, complete genome

Canine coronavirus strain TN-449, complete genome

Uncultured organism CA915 glycopeptide biosynthetic gene...

Swine enteric coronavirus isolate SeCoV-1488-Murcia-Lorca,...
Enterococcus faecium strain E1077 plasmid pEl1@77-217, complete...
Enterococcus hirae strain CQP3-9 plasmid pCQP3-9_1, complete...
Enterococcus faecium strain BIOPOP-2 WT plasmid pBIOPOP-3_WT
Enterococcus faecium strain BIOPOP-3 ALE plasmid pBIOPOP-3_ALE
Jeotgalibaca arthritidis strain CECT 9157 chromosome, complete...
Enterococcus gallinarum strain FDAARGOS_728 chromosome, comple...
Weissella koreensis strain CBA3615 plasmid unnamedl, complete...
Listeria monocytogenes plasmid pLM1686, complete sequence
Enterococcus faecium strain LAC7.2 plasmid pI, complete sequence
Enterococcus faecium strain V2937 plasmid pHVH-V2937-1, comple...
[Clostridium] hylemonae DSM 15853 chromosome, complete genome
Enterococcus faecium strain FA3 plasmid unnamedl

Enterococcus sp. DA9 plasmid unnamed4

Leuconostoc carnosum strain CBA3620 plasmid unnamed2, complete...
Enterococcus faecium strain 4928STDY7387808 genome assembly, ...
Enterococcus durans strain 4928STDY7387704 genome assembly,...
Enterococcus faecium strain 49285TDY7071735 genome assembly, ...
Enterococcus faecium strain 49285TDY7071283 genome assembly,...
Enterococcus faecium strain 49285TDY7871282 genome assembly,...
Enterococcus durans strain 4928STDY7@71438 genome assembly,...
Enterococcus faecium strain N56454 plasmid unnamed, complete...
Enterococcus faecium strain HB-1 plasmid punnamed, complete...
Enterococcus faecium strain F17E@263 plasmid p_unnamnedl,...
Enterococcus faecium strain HOUS@3 plasmid pl, complete sequence
Lactobacillus sp. Koumiss chromosome, complete genome
Enterococcus faecium QU 58 plasmid pQLS5@ DNA, complete genome
Enterococcus faecium isolate E7246 genome assembly, plasmid: 2
Enterococcus faecium SMVRE28 plasmid pSMVRE28L DNA, complete...
Enterococcus faecium isolate E1334 genome assembly, plasmid: 2
Enterococcus faecium isolate E@139 genome assembly, plasmid: 2
Jeotgalibaca ciconiae strain H21T32 chromosome, complete genome
Enterococcus sp. FDAARGOS_553 chromosome, complete genome
Tetragenococcus koreensis strain KCTC 3924 chromosome, complet...
Enterococcus casseliflavus strain EC-369 chromosome, complete...
Enterococcus faecium strain HY@7 plasmid unnamed2, complete...
Auritidibacter sp. NML13@8574 chromosome, complete genome
Enterococcus faecium strain CBA7134 plasmid pCBA718481, comple...
Enterococcus faecium isolate EB377 genome assembly, plasmid:
Enterococcus faecium isolate E&29@8 genome assembly, plasmid:
Enterococcus faecium isolate E7933 genome assembly, plasmid:
Enterococcus faecium isolate E8172 genome assembly, plasmid:
Enterococcus faecium isolate EB195 genome assembly, plasmid:
Enterococcus faecium isolate E8282 genome assembly, plasmid:
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Accession
KT696544 .
KR278796.
DQB11786.
F1755618.
EUB74218.
DQ811785.
DQ201447.
CPB3@117.
KYB63618.
CPB23474.
KYB63617.
KYB63616.
1Q4e441a.
HM486076.
MNB92778.
MTe74686.
CPB37956.
CPB5@651.
CPB5@649.
CPB49748.
CPB4B387.
CPB46071.
MK134858.
CPB45013.
CPB44275.
CPB36524.
CPR42833.
CPB4284a.
CPe42376.
LR6B7382.
LREB7372.
LR6@B7355.
LR6@B7353.
LR6B7349.
LR6@B7335.
CPB4a9es.
CPB48s8y7.
CPB4885a.
CPe4a7esd.
CPB28928.
APB19395.
LR536651.
APB194689.
LR134896.
LR1320868.
CPB34465.
CPB33748.
CPB27786.
CPB32739.
CP@32307.
CPB31746.
CPB25687.
LR135482.
LR135395.
LR135385.
LR135373.
LR135365.
LR135345.
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Continuacion resultados del alineamiento del cebador 2F region ORF1
Max Total Query E  Per.
Description Score Score cover Value Ident Accession

Enterococcus faecium isolate EV356 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135348.1
Enterococcus faecium isolate E7429 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135298.1
Enterococcus faecium isolate EV237 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135294.1
Enterococcus faecium isolate E6975 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.88 LR135279.1
Enterococcus faecium isolate E4457 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.88 LR135259.1
Enterococcus faecium isolate EV@98 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.88 LR135255.1
Enterococcus faecium isolate E6988 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135244.1
Enterococcus faecium isolate EV171 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135284.1
Enterococcus faecium isolate E6G@55 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135198.1
Enterococcus faecium isolate E8414 genome assembly, plasmid: 2 34.2  34.2 85% 32 108.80 LR135489.1
Enterococcus faecium isolate EV114 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135444.1
Enterococcus faecium isolate E8691 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135436.1
Enterococcus faecium isolate E8927 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135429.1
Enterococcus faecium isolate E8328 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135415.1
Enterococcus faecium isolate E8284 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 160.80 LR1354@89.1
Enterococcus faecium isolate E4438 genome assembly, plasmid: 2 34.2  34.2 85% 32 108.80 LR135192.1
Enterococcus faecium isolate E4413 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135186.1
Enterococcus faecium isolate E1774 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 18@.80 LR135182.1
Enterococcus faecium isolate EB595 genome assembly, plasmid: 2 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR135180.1
Enterococcus hirae strain NCTC12368 genome assembly, chromosom... 34.2 34,2 85% 32 180.80 LR134297.1
Enterococcus gilvus strain CR1 plasmid pCR1C, complete sequence 34.2 34,2 85% 32 160.80 CP@36935.1
Lactobacillus curvatus strain ZJUNITE plasmid pnunamedl,... 34.2 34,2 85% 32 160.80 CP829967.1
PREDICTED: Alligator sinensis potassium voltage-gated channel... 34.2 34.2 85% 32 100.80 XM_825196245.1
Enterococcus faecium strain HL1 plasmid pHLSA, complete sequence 34.2 34,2 85% 32 180.80 MG674581.1
Listeria monocytogenes strain PIR@O54@ plasmid pPIR@@548,... 34.2 34,2 85% 32 180.80 CP@25569.1
Enterococcus faecium strain AUSMDUGGOE4028 plasmid unnamedl,... 34.2 34,2 85% 32 16@.80 CPe27513.1
Enterococcus faecium strain FDAARGOS_323 plasmid unnamed,... 34.2 34,2 85% 32 160.80 CPe274@1.1
Weissella koreensis strain WiKim@@8@ plasmid pWKW_1, complete... 34.2 34,2 85% 32 160.80 CPO26848.1
Streptococcus parauberis strain SPOF3K chromosome, complete... 34.2  34.2 85% 32 100.80 CPB25420.1
Vibrio tapetis subsp. tapetis isolate Vibrio tapetis CECT4600... 34.2 34,2 85% 32 180.80 LT96e612.1
Listeria monocytogenes strain MF4626 plasmid pMF4626, complete... 34.2 34,2 85% 32 160.80 CPO25883.1
Lactobacillus salivarius strain BCRC 14759 plasmid unnamedl,... 34.2 34,2 85% 32 160.80 CPO24868.1
Lactobacillus salivarius strain BCRC 12574 plasmid unnamed2,... 34.2 34.2 85% 32 100.80 CPB24865.1
Listeria monocytogenes strain AT3E plasmid pLM58, complete... 34.2 34.2 85% 32 160.88 CP23753.1
Enterococcus sp. FDAARGOS_375 chromosome, complete genome 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPe23515.1
Jeotgalibaca sp. PTS2582, complete genome 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPe19433.1
Enterococcus faecium strain ISMMS_VRE_11 plasmid ISMMS_VRE11l p... 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPeleled.1l
Leuconostoc mesenteroides subsp. suionicum strain DSM 20241... 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPe15248.1
Enterococcus faecium strain E1 plasmid pEl_23@8, complete sequence 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPelgeee.1
Enterococcus faecium strain ISMMS_VRE_8 plasmid ISMMS_VRES_pl,... 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPe12467.1
Lactobacillus salivarius strain CICC23174 plasmid plLS_1 sequence 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPe171688.1
Lactobacillus sp. 2D plasmid unnamedl, complete sequence 34.2 34.2 85% 32 160.88 CPe47413.1
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Resultados del alineamiento del cebador 2R region ORF1
Job Title:Nucleotide Sequence

Program: BLASTN

Database: nt Nucleotide collection (nt)
Query #1: Query ID: 1cl|Query 19917 Length: 20

Sequences producing significant alignments:

Description

Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coreonavirus

strain B135_1S_ 2818, partial genome
strain B194 G7_2819, partial genome
strain B203_GZ_2019, partial genome
strain B363_7] 2819, partial genome
strain B447_7]1 2819, partial genome
strain BEOB_Z]1_ 20819, partial genome
strain B639_ZJ1 2019, partial genome

Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/Mex/145/2868, ...
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/USA/HB/1988,...
Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV/USA/Z/1986,...

Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Canine coronavirus
Feline coronavirus
Canine coreonavirus
Canine coronavirus

strain HLI/HRB/2816/13, complete genome
strain HL]/HRB/2816/11, complete genome
strain HL]/HRB/2816/18, complete genome
isplate HLJ-873, complete genome
strain HLJ1/DQ/2016/81, complete genome
isolate HLJI-@72, complete genome
isplate HLJ-871, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus strain TGEV AHHF, complete...

Transmissible gastroenteritis virus
Transmissible gastroenteritis virus

Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coreonavirus
Feline coronavirus
Feline coreonavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus

isolate Cat3_day28 withoutdeletion, complet...
isolate Cat3_day28_deletion, complete genome
isolate Cat2_day84, complete genome

isplate Catl_day28 withoutdeletion, complet...
isolate Catl_day28_deletion, complete gencme
isplate Cat3_day9, complete genome

isolate Cat2 dav2l withoutdeletion, complet...
isolate Cat2_day2l deletion, complete genome
isolate Catl_day7, complete genome

isolate inoculum, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus strain 152812, complete...

Transmissible gastroenteritis virus isolate SHXB, complete gencome

Canine coronavirus

strain CB/B5, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus isolate TGEV-HX, complete...

Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus
Canine coronavirus

strain S378, complete genome
strain K378, complete genome
strain TN-449, complete genome
strain 1-71, complete genome

TGEV virulent Purdue, complete genome
TGEV Miller M6®, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus strain WH-1, complete genome

Feline coreonavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus
Canine coronavirus

Uu3@, complete genome

Uu2@, complete genome

UU19, complete genome

UU4@, complete genome

UU34, complete genome

UU31, complete genome

Uu21, complete genome

UU17, complete genome

UU23 isolate TCVSP-ROTTIER-808023, complete...
UU22 isolate TCVSP-ROTTIER-80022, complete...
strain CCoV/NTU336/F/2008, complete genome

Transmissible gastroenteritis virus strain H16, complete genome
Transmissible gastroenteritis virus strain attenuated H,...

Feline coronavirus
Feline coronavirus
Feline coronavirus

UU3, complete genome
UU2, complete genome
UU1@, complete genome
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isolate HE-1, complete genome
strain TH-98, complete genome
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1ee%
1eax
1ee%
1e8%
1ee%
1e8%
leex
1e8%x
1e8%
1ee%
1eax
1ee%
1e8%
1ee%
1e8%
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1ee%
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1leax
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leax
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Ident

1ee.
1ee.
lee.
1ee.
lee.
lee.
lee.
1lee.
lee.
1ee.
1ee.
lee.
1ee.
lee
lee.
lee.
1lee.
lee.
1ee.
lee.
lee.
1ee.
lee.
lee.
lee.
lee.
1lee.
1ee.
1e8.
1ee.
1e8.
le@
1ee.
1e8.
1ee.
1e8.
1ee.
1ee.
1e8.
1ee.
1e8.
1ee.
1ee.
1e8.
1ee.
1e8.
1ee.
1e@
1e8.
1ee.
1e8.
1ee.
1ee.
1e8.
1ee.
1e8.
1ee.
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ee
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ae
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.08

Be
ee
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ae
Be
ae
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ae
6@
80
6@
8@

.09

6@
80
6@
8@
6@
6@
80
6@
8@
6@
8o
80
6@
8@
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.0e

80
6@
8@
6@
8o
80
6@
514}
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Accession
MT114544 .
MT114543.
MT114542.
MT114541.
MT11454@.
MT114539.
MT114538.
KX9e8482 .
KX90@394 .
KX988393.
KY566211.
KY566218@.
KY566289.
KYP63618.
KY292377.
Kyeezel7.
KYB63616.
KX499468.
KX083668.
KU72922@.
KU215428.
KU215427.
KU215426.
KU215425.
Ku215424 .,
KU215423.
KU215422.
KU215421.
KU215428.
KU215419.
KT696544 .
KP202848.
KP98le44.
KC962433.
KC175341.
KC175348.
JQ4deda4le.
Q484489 .
DQ811789.
DQB811786.
HQ462571.
HQ392472.
HQ392471.
HQ392470.
HQ392469.
HQB12372.
HQB12371.
HQB12369.
HQB12367.
GU553362.
GU553361.
GQ4A77367.
FJ755618.
EUB74218.
FJ938061.
F1938060.
FJ938059.
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Continuacion resultados del alineamiento del cebador 2F regién ORF1
Total Query
Score cover

Description

Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline
Feline

coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus
coronavirus

Uu5, complete genome

Uu4, complete genome

Uu7, complete genome

Uull, complete genome

strain FCoV/NTUL156/P/2007, complete genome

isolate
isolate
isolate
isolate
isplate
isolate
isolate
isolate
isolate
isplate
isolate
isplate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isplate
isolate
isplate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isplate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate
isolate

4663in2AB9 pol polyprotein gene,...
4594fe@62FB4 pol polyprotein gene,...
4591fe2E@9 pol polyprotein gene,...
4566112018 pol polyprotein gene,...
46631i2GA% pol polyprotein gene,...
A624fe2D86 pol polyprotein gene,...
4595fe2E@9 pol polyprotein gene,...
4566112810 pol polyprotein gene,...
45491i2H87 pol polyprotein gene,...
4595fe2B@9 pol polyprotein gene,...
4663in2B89 pol polyprotein gene,...
4663112489 pol polyprotein gene,...
4621fe2(C1@ pol polyprotein gene,...
4663in2F@9 pol polyprotein gene,...
45491i2F@5 pol polyprotein gene,...
4566in2D08b pol polyprotein gene,...
4663in2E@9 pol polyprotein gene,...
46631i2CA9% pol polyprotein gene,...
4594fe@62D084 pol polyprotein gene,...
4663in2C@9 pol polyprotein gene,...
4662in2HB6 pol polyprotein gene,...
A4624fe2HB6 nonfunctional pol...
45491i2A85b nonfunctional pol...
4549in2E@8b pol polyprotein gene,...
4549co2088 pol polyprotein gene,...
4549112887 pol polyprotein gene,...

A4625FEdombdba pol polyprotein gene,...

4662in2086 pol polyprotein gene,...
45661i2A18b pol polvprotein gene....
4549in2B88b pol polyprotein gene,...
4566in2G08 pol polyprotein gene,...
4549in2H@8b pol polyprotein gene,...
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Transmissible gastroenteritis virus complete genome, genomic RNA
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-TGTAAGGGCTCACCACCTACT-3'
Primer 2 -» §'-CTAATGTTGTCGLACGCATATC-3!
Ho mismaches allowed.

NCBI
G+C: 68.1

Bordetella bronchiseptica (5339179 bp)
No bands amplified inte

Computed in @ seconds

Figura 40. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region S de
TGEV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-TGTAAGGGCTCACCACCTACT-3'
Primer 2 =» 5'-GATATGCGTGCGACAACATTAG-3'
Ho mismaches allowed.

G+C: 28.5

Mycoplasma hyopneumoniae 168 (325576 bp)

No bands amplified ints

Computed in @ seconds

Figura 41. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region S de
TGEV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-TGTAAGGGCTCACCACCTACT-3'
Primer 2 =» 5'-CTAATGTTGTCGCACGCATATC-3'
Ho mismaches allowed.

NCBT

G4+C: 41.3

Actinobacillus pleuropneumoniae L2@ (2274482 bp)

No bands amplified ints

Computed in @ seconds

Figura 42. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region S de
TGEYV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR Amplification

Primer 1 =% 5'-AAGGGCTCACCACCTACTAC-3'
Frimer 2 =» 5'-AAGCGTGCCAGGACTTCTAA-3®
Ho mismaches allowed.

HCBT

G+C: 68.1

Bordetella bronchiseptica (5339179 bp)
No bands amplified inte

Computed in @ seconds

Figura 43. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region S de
TGEV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-AAGGGCTCACCACCTACTAC-3'
Primer 2 -» 5'-AAGCGTGCCAGGACTTCTAA-3"
Ho mismaches allowed.

G+C: 28.5

Mycoplasma hyopneumoniae 168 (325576 bp)

No bands amplified it

Computed in @ seconds

Figura 44. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region S de
TGEV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-RAAGGGCTCACCACCTACTAC-3"
Primer 2 =» 5'-RAGCGTGCCAGGACTTCTAA-3"
Ho mismaches allowed.

NCBI

G#C: 41.3

Actinobacillus pleuropneumcniae L2® (2274422 bp)

No bands amplified inss

Computed in @ seconds

Figura 45. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region S de
TGEV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In silico
PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-GTAAGGGCTCACCACCTACT-3'
Primer 2 -» 5'-TGACAGTGCCAGACCATTGA-3'
Ho mismaches allowed.

NCBI

G+#C: 68.1

Bordetella bronchiseptica (5339179 bp)
No bands amplified i

Computed in @ seconds

Figura 46. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la region S de
TGEV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-GTAAGGGCTCACCACCTACT-3"
Primer 2 -» 5'-TGACAGTGLCAGACCATTGA-3"
Ho mismaches allowed.

G+C: 28.5

Mycoplasma hyopneumoniae 168 (325576 bp)
No bands amplified i

Computed in @ seconds

Figura 47. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la region S de
TGEV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-GTAAGGGCTCACCACCTACT-3'
Primer 2 -» 5'-TGACAGTGLCAGACCATTGA-3'
No mismaches allowed.

HCEI

GeC: 41.3

Actinobacillus pleuropneumcniae L2@ (2274482 bp)
No bands amplified ijnse

Computed in @ seconds

Figura 48. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la region S de
TGEV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR Amplification

Primer 1 -»> 5'-TGTCTTCGGACACCAACTCG-3"
Primer 2 -»> 5'-TGTCCAAGCGCAATGGTACT-3'
Mo mismaches allowed.

Bordetella bronchiseptica (5339179 bp)
Mo bands amplified insc

Computed in @ seconds

Figura 49. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF1 de
TGEV y PRCV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -»> 5'-TGTCTTCGGACACCAACTC
Primer 2 -» 5'-TGTCCAAGCGCAATGETAC
Mo mismachesz allowed.

-3
3"

G
T

G+C: 28.5

Mycoplasma hyopneumoniae 168 (925576 bp)
Mo bands amplified inse

Computed in @ seconds

Figura 50. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF1 de
TGEV y PRCV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico
PCR amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR Amplification

Primer 1 -> 5'-TGTCTTCGGACACCAACTCG-3"
Primsr 2 -» 5'-TGTCCAAGCGCAATGGTACT-3°
Mo mizmaches allowed.

Actinobacillus pleuropneumoniae L28 (2274482 bp)
Mo bands amplified iste

Computed in @ seconds

Figura 51. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF de
TGEV y PRCV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In
silico PCR amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-CAGGCTCGETAACGETETTC
Primer 2 -» 5'-AGACGAACTGTTGCACCGA
Mo mismaches allowed.

T-3°
T-3°

Bordetella bronchiseptica (5339179 bp)
Mo bands amplified ine

Computed in @ seconds

Figura 52. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region ORF1 de
TGEV y PRCV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR
amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR Amplification

Primer 1 -» 5'-CAGGCTCATAACGGTGTTCT-3"
Primer 2 -» 5'-AGACGAACTGTTGCACCGAT-3"
Mo mismaches allowed.

G+C: 28.5

Mycoplasma hyopneumoniae 168 (925576 bp)
Mo bands amplified inte

Computed in @ seconds

Figura 53. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF1 de
TGEV y PRCV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico
PCR amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR Amplification

Primer 1 -»> 5'-CAGGCTCATAACGGTGTTCT-3°
Primer 2 -> 5'-AGACGAACTGTTGCACCGAT-3'
Mo mismaches allowed.

Actinobacillus pleuropneumoniae L28 (2274482 bp)
Mo bands amplified inse

Computed in @ seconds

Figura 54. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF de
TGEV y PRCV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In
silico PCR amplification”.

*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silice PCR amplification
Primer 1 -» 53'-TGTAAGGGCTCACCACCTACT-3'
Primer 2 -» 5'-CTAATGTTGTCGCACGCATATC-3°
Mo mizmaches allowed.

influenzaa.txt (13588 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds
Figura 55. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region S de
TGEV contra el virus de Influenza A (H1N1) por medio de la plataforma “In silico PCR

amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-AAGOGCTCACCACCTACTAC-3'

Primer 2 -» 5'-AAGCOETGCCAGGACTTCTAA-3'
Mo mismaches allowed.

influenzaa.txt (13588 bp)

No bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 56. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region S de
TGEV contra el virus de Influenza A (H1N1) por medio de la plataforma “In silico PCR

amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-GTAAGGGCTCACCACCTACT-3'

Primer 2 -» 5'-TOACAGTGCCAGACCATTGA-3'
Mo mismaches allowed.

influenzaa.txt {13583 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 57. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la region S de
TGEV contra el virus de Influenza A (H1N1) por medio de la plataforma “In silico PCR

amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-TGTCTTCGGACACCAACTCG-3'
Primer 2 -» 5'-TGTCCAAGCGCAATGGTACT-3'

Mo mismaches allowed.
influenzaa.txt {13583 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 58. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF1 de

TGEV y PRCV contra el por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silice PCR amplification

Primer 1 -» 5'-CAGOCTCGTAACGETGETTCT-3'

Primer 2 -» %' -AGACGAACTGTTGCACCGAT-3'
Mo mismaches allowed.

influenzaa.txt (13588 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 59. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region ORF1 de

TGEV y PRCV contra el por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification
Primer 1 -» 5'-TGTAAGOGCTCACCACCTACT-3'

Primer 2 -» 5'-CTRAATGTTGTCGCACGCATATC-3"
Mo mismaches allowed.

virus_sindrome_respiratoric_y_reproductive _porcine.txt (15481 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 60. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region S de
TGEV contra el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la

plataforma “In silico PCR amplification”
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-AAGOGCTCACCACCTACTAC-3'

Primer 2 -» 5" -AAGCOTGCCAGGACTTCTAA-3'
Mo mismaches allowed.

virus_sindrome_respiratorio y reproductivo porcino.txt (15481 bp)

Mo bands amplified
Computed in @ seconds
Figura 61. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region S de

TGEV contra el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la

plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-GTAAGGGCTCACCACCTACT-3'

Primer 2 -» 5'-TGACAGTGCCAGACCATTGA-3'
Mo mismaches allowed.

virus_sindrome_respiratorio y reproductivo porcino.txt (15481 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 62. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la region S de
TGEV contra el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la

plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-TGTCTTCGOACACCAACTCG-3'

Primer 2 -» 5'-TOTCCAAGCGCAATGETACT-3'
Mo mismaches allowed.

virus_sindrome_respiratoric y reproductivo porcino.txt (15481 bp)

Mo bands amplified
Computed in @ seconds
Figura 63. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF1 de

TGEV y PRCV contra el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la

plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-CAGGCTCGTAACGETGTTCT-3'

Primer 2 -» %' -AGACGAACTGTTGCACCGAT-3'
Mo mismaches allowed.

virus_sindrome_respiratorio y reproductivo porcino.txt (15481 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 64. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region ORF1 de
TGEV y PRCV contra el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la

plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-CAGGCTCGTAACGETGTTCT-3'

Primer 2 -»> 5'-A0ACGAACTOTTGCACCGAT-3'
Mo mismaches allowed.

virus_sindrome_respiratorio_y_reproductivo porcine.txt (15481 bp)

Mo bands amplified
Computed in @ seconds
Figura 64. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region ORF1 de

TGEV y PRCV contra el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la

plataforma “In silico PCR amplification” .
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-TGTAAGGOCTCACCACCTACT-3'

Primer 2 -» 5'-CTAATGTTGTCGCACGCATATC-3'
Mo mismaches allowed.

circovirus_tipo2.txt (1757 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 65. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region s de
TGEV contra el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la

plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-AAGGGCTCACCACCTACTAC-3'

Primer 2 -» 5"-AAGCGTOECCAGRACTTCTAA-3'
Mo mismaches allowed.

circovirus_tipo2.txt (1757 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 66. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region s de

TGEV contra el circovirus porcino 2 por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-GTAAGGECTCACCACCTACT-3'

Primer 2 -» 5" -TGACAGTGCCAGACCATTGA-3'
Mo mismaches allowed.

circovirus_tipo2.txt (1767 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 67. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la region s de

TGEV contra el circovirus porcino 2 por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).

In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5'-TGTCTTCGGACACCAACTCG-3'

Frimer 2 -» 5'-TOTCCAAGCGCAATGETACT-3'
Mo mismaches allowed.

circovirus_tipo2.txt (1787 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 68. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region s de
ORF1 de TGEV y PRCV contra el circovirus porcino 2 por medio de la plataforma “In silico

PCR amplification”.
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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In silico PCR amplification

Primer 1 -» 5" -CAGGCTCGTAACGATETTCT-3'

Primer 2 -» 5'-AGACGAACTGTTGCACCGAT-3'
Mo mismaches allowed.

circovirus_tipo2.txt (1767 bp)

Mo bands amplified

Computed in @ seconds

Figura 69. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region s de
ORF1 de TGEV y PRCV contra el circovirus porcino 2 por medio de la plataforma “In silico

PCR amplification”
*(Bikandi, San Millan, Rementeria y Garaizar, 2004).
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UCSC In-Silico PCR

No matches to tgtaagggctcaccacctact gatatgegtgegacaacattag in Pig Feb. 2017 (Sscrofa11.1/susScri1)

Primer Melting Temperatures

Forward: 5B.7 C tgtsagggctcaccacctact
Reverse: 60.5 C ctestgttgtcgcecgcatate

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3

Figura 70. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region S de TGEV contra Sus scrofa (cerdo doméstico) por
medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR.
*(Kent, 2013).

UCSC In-Silico PCR

No matches to aagggctcaccacctactac ttagaagtcctggeacgcett in Pig Feb. 2017 (Sscrofai1.1/susScri1)

Primer Melting Temperatures

Forward: 55.8 € asgggctcaccacctactac
Reverse: 68.2 C asgcgtgccaggacttctaa

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primar3.

Figura 71. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la region S de TGEV contra Sus scrofa (cerdo doméstico) por
medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR.
*(Kent, 2013).



UCSC In-Silico PCR

No matches to gtaagggctcaccacctact tcaatggtciggeactgtca in Pig Feb, 2017 (Sscrofat 1/susScrii)

Primer Melting Temperatures

Forward: 55.8 € gtasgggctcaccacctact
Reverse: 61.3 C tgacagtgccageccattgs

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3

Figura 72. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la region S de TGEV contra Sus scrofa (cerdo
domeéstico) por medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR
*(Kent, 2013).

UCSC In-Silico PCR

No matches to caggctcgtaacggtgtict atcggtgcaacagticgtct in Pig Feb. 2017 (Sscrofal1.1/susScri1)

Primer Melting Temperatures

Forward: 68,3 C ceggctcgtascggtgttct
Reverse: 6@.7 C sgacgasctgttgeaccgat

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3

Figura 73. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF1 de TGEV y PRCV contra Sus scrofa (cerdo
domeéstico) por medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR
*(Kent, 2013).



UCSC In-Silico PCR

No matches to tgtcticggacaccaactcg agtaccatigcgctiggaca in Pig Feb. 2017 (Sscrofat1.1/susScri1)

Primer Melting Temperatures

Forward: 62.3 C tgtcttcggacaccaacteg
Reverse: 61.6 C tgtccaegopgeastggtact

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing cligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3

Figura 74. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la region ORF1 de TGEV y PRCV contra Sus scrofa (cerdo
doméstico) por medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR.
*(Kent, 2013).



