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La importancia de los murciélagos

Segunda orden de mamiferos mas abundante
con 1,240 especies (25% de los mamiferos).
Bat virus diversity 2020

En México corresponden al 15% de las e owiidae (123) ) [~ Hepadnaviridae (78)
. ar\'/o’v:r: ae(lﬁS)—.\ \ | !—Paplﬂomfl\lundae(sg)
especies mamiferas (en SLP se han registrado Peommidasioe ™\ | ||| [ emaviridae 9

-Coronaviridae (3,796)

Flaviviridae (218) \ -
. Herpesviridae (233) "
53 especies). Circoviridae (250) L)
Reoviridae (288) —\

Polyomaviridae (302)

Virus families with fewer
than 50 different sequences
Caliciviridae (43)
Peribunyaviridae (31)
Nairoviridae (22)
Unclassified viruses (22)
Retroviridae (18)
Hepeviridae (14)
Orthomyxoviridae (8)
Phenuiviridae (8)
Poxviridae (6)
Picobirnaviridae (4)
Togaviridae (3)
Genomoviridae (2)
Bornaviridae (2)
Anelloviridae (1)

Diversidad alimentaria (insectivoros,
frugivoros, nectarivoros y hematoéfagos).

Adenoviridae (365) ———___ =

Astroviridae (724)

Clave para polinizacion y control de insectos.

Rhabdoviridae (2,890) /
Reservorios de diversos virus; alta demanda

metabdlica por vuelo se asocia a respuesta

Paramyxoviridae (1,025) -
Unclassified Bunyavirales (1)

Unclassified ssDNA viruses (1)

inmune innata vigorosa.

Prevalencia de CoVs en murciélagos 1.5-23%.

Simmons N, Bat Species of the World, AMNH Database 2023.
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Taxonomia de los coronavirus

Los betacoronavirus (B-CoVs) son uno de los cuatro géneros de coronavirus en la

subfamilia Orthocoronavirinae.

a-CoVs y B-CoVs infectan a mamiferos, 6-CoVs y y-CoVs a aves.

Family Subfamily Genus Subgenus
Coronaviridae Orthocoronavirinae Alphacoronavirus

Setracovirus

Pitovirinae

Betacoronavirus Embecovirus
Letovirinae
Deltacoronavirus ‘
Merbecovirus
229E now A/phacoronaw‘rus chicagoense Gammacoronavirs ey .
NL63 now Alphacoronavirus amsterdamense
0C43 now Betacoronavirus gravedinis

. Hibecovirus
HKU1 now Betacoronavirus hongkongense
MERS now Betacoronavirus cameli

SARS-CoV and SARS-CoV-2 now Betacoronavirus pandemicum Nobecovirus

Wartecki A, et al. Water 2020 & the International Committee on Taxonomy of Viruses: ICTV 2025

Duvinacovirus —»

—

.

.

Pathogen
HCoV-229E

HCoV-NL63

HCoV-0C43

HCoV-HKU1
MERS-CoV

SARS-CoV

SARS-CoV-2
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Virus envueltos entre 120 a 160 nm de tamano.

Genoma de (+) ssRNA poliadenilado, no segmentado de 26 Sy
a 32 kb. S o
C 1)

Codifica para 9 a 12 marcos de lectura (ORF’s).

ORF1a y ORF1b codifican poliproteinas que se procesan en
16 proteinas no estructurales involucradas en replicacion y
transcripcion.

Proteinas estructurales son S, E, My N.

Genes para proteinas accesorias varia entre linajes.

iy,

% Membrane protein

o

S I R B o PO

— SARS-CoV (27.9 kb)

T HAE2IEH s

L MERS-CoV (30.1kb)

s HE A e Hea 5

Cui J, Nature Reviews Microbiology 2019

10 |— SARS-CoV-2(29.9 kb)
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Spill-over

Ocurre cuando virus presentes en murciélagos pasan a hospederos secundarios
(intermediarios o finales)

* La deforestacion y el cambio de uso de suelo aumentan interacciones entre animales.
e Cambios en temperatura y lluvias llevan a superposicién de habitats / alimentos.
e La superposicion de habitats facilita la transmisién a hospederos intermediarios.

* La movilidad humana puede convertir brotes locales en epidemias o pandemias.

Primary Secondary Pandemic
Pandemic Prevention Pandemic Prevention Response

< *  Distribution of

.

g _.-"r-':.'.'\!irus
~ IIrelease

Hufpan behavior
. leading to exposu

Outbreak = = Epidemic = = Pandemic

f’\

Spillover Pathogen spread among humans

Festa F. et al, Biol. Rev. 2023
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Variables ambientales asociadas a la distribucion
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Cobertura vegetal: Refleja la densidad y calidad del habitat. Mayor disponibilidad de
alimento y refugios naturales.

Temperatura: Influye en el metabolismo, actividad nocturna y reproduccion.

Humedad relativa: Aumenta la disponibilidad de insectos, frutos y flores. Favorece
microhdbitats humedos utilizados como refugio.

Altitud: Modifica la temperatura, el oxigeno disponible y el tipo de vegetacion.

Artibeus jamaicensis

McCain C. & Colwell R., Ecol. Lett. 2011. Frick F. et al., Biol. Conserv. 2020
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Ambiente y distribucion de los murciélagos
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San Luis Potosi presenta una elevada biodiversidad como resultado de su diversidad
climatica, heterogeneidad de tipos de vegetacion y ubicacion biogeografica estratégica.

Estas condiciones ambientales favorecen la coexistencia y distribucion de multiples
especies de flora y fauna.

Estado actual de colecciones de murciélagos de SLP.

38 Hematdfagos

20 Insectivoros Region Ecorregiones dominantes
'/ 2 Frugivoros .
- Matorral xerofilo
- 17 Hematoéfagos Altiplano - Pastizal desértico
15 Polinivoros - Matorral crasicaule
-t 12 Frugivoros
(60) 42% ' uglv

8 Insectivoros

Altiplano

13 Polinivoros
18 Insectivoros

N=143

McCain C. & Colwell R., Ecol. Lett. 2011. Frick F. et al., Biol. Conserv. 2020
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Justificacion

La elevada diversidad de especies de murciélagos en el estado de San Luis Potosi, aunada
a su capacidad para actuar como reservorios de virus de relevancia sanitaria (SARS-CoV,
MERS-CoV y SARS-CoV-2), hace necesario el estudio de su distribucion geografica, el
“burden” viral y los factores climaticos asociados, con el fin de evaluar el riesgo que estos
virus emergentes representan para la salud publica.

Este proyecto propone realizar un diagndstico situacional del riesgo, basado en un
acercamiento One Health que integre datos de distribucidon ecolégica, prevalencia viral,
modelos de comportamiento climatico y factores sociales, para identificar zonas de riesgo
y estimar el riesgo de brotes a futuro.

VEALTHY PEOR
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9% Objetivos

Generar evidencia ecoldgica, espacial y molecular sobre la circulacidon de CoVs en poblaciones
de murciélagos del estado de San Luis Potosi, integrando datos de campo, caracterizacién
molecular y modelado espacial del riesgo para fortalecer la vigilancia epidemioldgica y la
prevencidon de amenazas a la salud publica bajo el enfoque One Health.

1. Mapear la distribucion de murciélagos capturados en el estado de San Luis Potosi.

2. Determinar la prevalencia de CoVs en poblaciones de murciélagos del estado de San
Luis Potosi.

3. Identificar asociaciones ambientales o ecolégicas entre la distribucion de murciélagos y
la prevalencia de CoVs.

4. Desarrollar un modelo predictivo preliminar de riesgo de spillover de CoVs en el estado
de San Luis Potosi.
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Avances: Captura de murciélagos

1. Expansion de sitios de captura de murciélagos complementarios
Incrementar representatividad de ecosistemas del estado.
Comité Estatal de Fomento y Proteccidon pecuaria (CEFPP).

ler salida: Abrego, Guadalcdzar, SLP (15 al 17 de octubre 2025).

Variables ecoldgicas

Ecorregion
Localidad
Coordenadas
Altitud

Vegetacion

Cuerpos de agua
Temperatura
Humedad relativa
Fase lunar

Tipo de ambiente

Uso de suelo

3 |
IMocterima

Mcendos

s _v a}_ % |
e At
Peee 44

Altiplano

Rural

22° 39N, 100° 23’ O
1640 — 1660 msn

Matorral xerdfilo y pastizal inducido

Arroyos temporales

17.6 —21°C
69%
Luna nueva

No perturbado

Agricola y ganadero
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939 Avances: Captura de murciélagos
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2. Ampliar la coleccion de murciélagos empleando recomendaciones CDC trabajo de campo.

Formula basada en probabilidad binomial.

~ In(1-0)
~ In(1-P)

n

n = numero minimo de individuos a muestrear
C' = nivel de confianza deseado (gj. 0.95 = 95%)

P = prevalencia esperada del virus en la poblacion

Si se espera una prevalencia del 5% (0.05) y se desea un 95% de confianza:

In(1 — 0. —2.
_In(1-095) _ 29957
In(1—0.05)  —0.0513

Se necesita al menos 59 murciélagos por region o tipo de ambiente para tener 95% de seguridad
de detectar al menos un positivo si la prevalencia es >5%.
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Avances: Captura de murciélagos

Género
100% (2) Eptesicus
100% (3) Corynorhinus
100% (2) Dermanura
93% (14) Tadarida
75% (52) Desmodus
12.5% (1) Myotis

+14

Capturados

Régimen alimenticio
63% (38) Hemato6fagos
33% (20) Insectivoros
4% (2) Frugivoros

Género
100% (12) Artibeus
87.5% (7) Myotis
82% (14) Anoura

-7

Régimen alimenticio 25% (17) Desmodus Por capturar
33% (17) Hematofagos 9% (1) Glossophaga
29% (15) Polinivoros 7% (1) Tadarida
[\
(60) 42% 23% (12) Frugivoros
. 15% (8) Insectivoros
Altiplano Género
18% (3) Anoura

91% (10) Glossophaga
100% (7) Micronycteris
100% (6) Molossus
100% (4) Mormoops
100% (1) Pipishellus

-28

Por capturar

Régimen alimenticio
58% (18) Insectivoros
42% (13) Polinivoros

-58

Por capturar
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Avances: Captura de murciélagos

2. Ampliar la coleccidon de murciélagos empleando recomendaciones CDC trabajo de campo.

1. Instalacion de estacion de trabajo
a) 17:00 hrs en cuevas/corral

2. Morfometria y fotodocumentacion

3. Necropsias

a) Hisopado rectal
b) Sangre en DBS

c) Pulmodn
d) Higado
e) Bazo

f) Intestino distal
g) Rifnén
h) Cerebro
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1. Instalacion de estacion de trabajo

a) 17:00 hrs en cuevas/corral

2. Morfometria y fotodocumentacion

3. Necropsias

a Viral y Humana B5L.3,
ASLP (Oct 14,2025 vd)

Sampling site and weather information

SPECIMEN ID:

- [CJwidesnass CRua [ suburban [CJurban Date:
a) Hisopado rectal
Muricipalty Lang
b) S DBS .
angre en tuce b [ Wacomt B CPuce  Hoonsase (LLLD®
, Domestic arimals:  [[Bovine  [JCaprine  []Ovine [Equine [JCanme [JFeine [ Poutiry
c) Pulmodn O
7 Common nanme :0 0
d) Higado IS
Age: Heakh =tatus; Feeding habitz: Capture motive: Capture modality:
O Prewvenie [ Healthy [IHasmatophagus [ capturemeteass [ Mist-nat
e Ba 20 [0 Juwvenite ] Inured [linsectivora ) Mocrapsy [ClHarpiap
O asun [ Endoparasites [ Frugrore [ veucher O Hand-net
. . [ Pregram [ Ectoparasaes [ carnivere [ Tagging [ Ground-coliection
f) Intestino distal R
[ Dead [ Hectarmvore
R i ﬁ O, n Morphometry Samples Photodocumentation
g Weight (grs) [[] cral swab
Wng.span (em) L] Rectal sueas
h) Cerebro D
Cephala-caudal length () O] Heart
Franta-oceipital length (mm) ] Lungs [] Ears
Ear length {mm) [ Liver [ Right wing
[ spleen [ Left wing
Rndial length (i [ Kidneys [ interfernaral mems
Tharni length (rrem) [ Intestine {distal) O Tail
Tibial length (mm) [ Brain [ Genaslia
[] DBSinFTA [] Calearneel
Foot length (mmj [] Cther

Taal length (mm)
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9% Avances: Captura de murciélagos
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2. Ampliar la coleccidon de murciélagos empleando recomendaciones CDC trabajo de campo.

1. Instalacion de estacion de trabajo
a) 17:00 hrs en cuevas/corral

2. Morfometria y fotodocumentacion

3. Necropsias

a) Hisopado rectal
b) Sangre en DBS

c) Pulmodn
d) Higado
e) Bazo

f) Intestino distal
g) Rifnén
h) Cerebro
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) Avances: Captura de murciélagos
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2. Ampliar la coleccidon de murciélagos empleando recomendaciones CDC trabajo de campo.

Sitio Numero
Total de capturas: 18
. Cueva 6
Especies: Desmodus rotundus
Corral 8
Necropsias realizadas: 14 ‘ Machos 7
Hembras 7
. . Adultos 11
Promedio de medidas
morfomeétricas Jovenes 3

Peso 325¢g
Envergadura 40.5 cm
Cefalo-caudal 81.2cm
Fronto-occipital 18.4 cm
Orejas 17.5cm
Radio 60.1 cm
Pulgar 19.0cm
Tibia 26.2 cm
Pie 15.9cm

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based on this document, including commercial use, as
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4 Avances: Validacion in silico de oligonucleétidos

Generacion de base de datos de secuencias nucleotidicas y alineamientos de coronavirus

1. Compilacién de secuencias y condiciones de PCR para:

* Beta-actina
* Lyssavirus
* Pan-coronavirus Alfa/betaCoV (Pan-CoV)

2. Validacién in silico
* Mapeo de oligonucledtidos sobre genomas completos
* Seleccién de region diana
e Recuperacion de secuencias homologas
e Alineamientos multiples
* Remocidén de duplicados
e Construccion de una secuencia consenso (Beta-actina)
* Mapeo de los oligonucledtidos sobre el alineamiento final

3. Disefio de nuevos oligos con verificacion in silico de parametros y especificidad.
* Beta-actina (Forward/Reverse)
e SARS-CoV-2 (Reverse)

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based on this document, including commercial use, as 17
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Avances: Validacion in silico de oligonucledtidos
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1. Compilacion de secuencias nucleotidicas y condiciones de PCR en motores de busqueda.

Busqueda sistematica para identificar
protocolos validados para tamizaje B reviosens
molecular en murciélagos de:

fibey

Article

: Molecular Surveillance for Potential Zoonotic Pathogens in

[ ] -

B eta-actina Troglophilus Bats: Detection and Molecular Characterization of

. Bat Coronaviruses in Southern Italy

[ ]

LyS S a VI r u S Fi Mira 1240, F, Gucciardi 10, Giorgia Schiré 1:2*0, Rosario Grasso ¥, Maria Teresa Spena %,

Gébor Kemenesi *°0, Claudia Vaiana ', Davide Anzi ', Laura Di Paola ', Santina Di Bella ',

[ ] Pa n - COV Annalisa Guercio ! and Giuseppa Purpari '

AL . P
veterinary sciences ﬁ;l\bfy

Article
Identification and Characterization of Viral and Bacterial
Pathogens in Free-Living Bats of Kopaonik National Park, Serbia

Dejan Vidanovié¢ '*(, Nikola Vaskovi¢ !, Marko Dmitri¢ !, Bojana Tefovié ', Mihailo Debeljak !,
Milovan Stoj i¢ ! and Ivana Budinski

viruses MbPI)

Article

Updated and Validated Pan-Coronavirus PCR Assay to Detect
All Coronavirus Genera

Myndi G. Holbrook !, Simon J. Anthony ?, Isamara Macias ?, Theo Bestebroer %, Vincent J. 1
and Neeltje van Doremalen '*
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1.2 Recopilacion de oligos publicados para cada blanco.

Nombre Secuencia (5°- 3") Referencia

B-actin-F CGATGAAGATCAAGATCATTGC

Beta-actina B-actin-R GTCCACCGCAAATGCTT
B-actin-Pb TCCACCTTCCAGCAGATGTGGATC
LN34-Fwd1 ACGCTTAACAACCAGATCAAAGAA Gigante CM, 2018
LN34-Fwd2 ACGCTTAACAACAAAATCADAGAAG
LN34-Rev GAYCARTATGARTAYAARTACCCKG

Lyssavirus
LN34-Probe AACACCYCTACAATGGA
JW12-Fwd ATGTAACACCYCTACAATG Nadin-Davies, 2009
N165-Rev TATGAGTAYAARTACCCTGC Vidanovic D, 2025
Pan_CoV_F1 GGTTGGGAYTAYCCAARTGYGA
Pan_CoV_R1 ATGATWYTDTCTGATGAYGG

be tacﬁlrf:n‘;virus Pan_CoV_R2 ATGATWYTDAGTGATGAYGG Holbrook, 2021

Pan_CoV_F2 GAYTAYCCHAARTGTGAYAGA
Pan_CoV_F3 GAYTAYCCHAARTGTGAYMGH

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based on this document, including commercial use, as
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2.1 Mapeo de oligonucleotidos sobre genomas completos

Para cada virus representativo se descargd el genoma completo de GenBank/NCBI y se

evalud in silico el anclaje de los oligos Forward, Probe y Reverse.

Beta-actina: Secuencias de mamiferos

Lyssavirus: Secuencias representativas de
cada filogrupo

Pan-coronavirus: Secuencias representativas
por subgéneros y linajes de Alfa/BetaCoV

Murciélago
Oso
Castor
Gato
Ciervo
Delfin
Armifo
Hurdn
Cabra
Gorila
Caballo
Lémur
Leopardo
Mono
Panda
Pangolin
Ballena
Rata
Tigre
Morsa
Nutria
Jabali

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based on this document, including commercial use, as
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2.1 Mapeo de oligonucleotidos sobre genomas completos

Para cada virus representativo se descargd el genoma completo de GenBank/NCBI y se
evaluo in silico el anclaje de los oligos Forward, Probe y Reverse.

B-actina: Secuencias de mamiferos

Lyssavirus: Secuencias representativas de

cada filogrupo

Pan-coronavirus: Secuencias representativas
por subgéneros y linajes de Alfa/BetaCoV

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based on this document, including commercial use, as
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Filogrupo |

RABV
DJUAVAY)
EBLV-1
ABLV
ARAV
IRKV
BBLV

Filogrupo Il

MOKV
SHIBV

Filogrupo Il

LLEBV
WCBV
IKOV
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2.1 Mapeo de oligonucleotidos sobre genomas completos

Para cada virus representativo se descargd el genoma completo de GenBank/NCBI y se

evaluo in silico el anclaje de los oligos Forward, Probe y Reverse.

Alfacoronavirus Betacoronavirus
B-actina: Secuencias de mamiferos Tegacovirus Linaje A — Embecovirus
PRCV HCoV-0C43
. . . TGEV Purdue BCoV
Lyssawrus: Secuencias representativas de CCoV HCoV-HKU1
cada filog rupo Duvinacovirus Linaje B — Sarbecovirus
HCoV-229E HKU3
. SARS-CoV
Pan-coronavirus: Secuencias representativas fgf‘f;‘[g;s SARS-CoV-2
por subgéneros vy linajes de Alfa/BetaCoV Rhinacovirus Linaje C — Merbecovirus
HKU2 MERS-CoV
HKU5
Order Nidovirales Minunacovirus L. .
l HKUS Linaje D — Nobecovirus
l | l Nobecovirus
Family Coronaviridae  Arteriviridac Mesoniviridae Roniviridae
|
| |
Subfamily Coronavirinae Toronaviri

Lineage
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2.2 Seleccion de region diana

A partir de los genomas completos, se delimito el segmento que incluyera completamente
los sitios de unidon de Forward, Probe y Reverse.

La secuencia se recortd de una secuencia referencia en que cabian integros los 3 oligos.

2.3 Recuperacion de homadlogos por BLAST

El segmento recortado se envié a NCBI BLAST (blast n) contra la base nucleotidica (nt) con

parametros por defecto y sin filtros taxondmicos estrictos, recuperando hasta 100 aciertos
(limite default) en formato FASTA

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Selectcolumns ~ Show  100Y | @
£2 selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
Dascrp Sciantific Mam 4 s B i e
Srae e s Score  Co alue L Accession

o

100%  1e-141 100.00% 11923 E
100%  Sa-140 $064% 11622 |
499 100% 1e-136 SBE2% 11923 I
492 100% 2e-134 S8.56% 11924 W
& 100% 20133 $8.21% 11523 K
483 100% 1e-131 G7.85% 11823 K
483 100% 1e-131 O785% 11923 K
483 100% 1e-131 O7.85% 11523 K
483 483 100% Te-131 97.85% M K
& 100%  1e-131 O7.85% 11023 K
100% 1e-131 97.85% 11923 M

1003% 40131 9784% 11923 |

4 100% Se-130 9749% 11924 K

o000 OoOoQ
EE mk kEEE EEEEE D

100% Se-130 07.49% 11923 KYBG0S111
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2.4 Alineamiento multiple

Las secuencias descargadas se alinearon con CLUSTAL Omega (pardmetros por defecto).
Las salidas se reportaron en formato Clustal “simple” sin caracteres de coincidencia para
facilitar la lectura y el procesamiento.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate

alignments between three or more For the alig of two seq please instead use our pairwise sequence alignment tools. LT909537.1:8-286 ACAACAAARTCAGAGAAGAAACAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

This tool can align up to 4000 sequences or a maximurn file size of 4 MB. EU293115.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

ORO45939.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGAAAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

Input sequence @ Sequence type KRIO6TAE . 1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGAAAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

@ Protein O DNA (O RNA LN879481.2:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

KX148104.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGTARAGCARAAATGTAACACCCCT

Paste your sequence here - or use the example sequ ) KF155800.1:8-286 ACGACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

3MGASB310.1:8-286 Lyssavirus rabies isolate RV1189, complete genome KC595280.1:8-286 ACAACAAAATCATAGAAGAAGCAGACAGCGTCAATTGTAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

ACAACAAAATCAAAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTACAAAGCAAAAATGTAACACCCCT KY860604.1:8-286 ACAACAAAATCARAGAAGAAGCAGATAGCGTCAGTTGCARAGCARAAATGTAACACCCCT

RCAATGGATGCCGACAAGATTGTATT TAAGGTCAATARTCAGGTGGTCTCTTTGARGLCA KYB60605.1:8-286 ACAACAAAATCAAAGAAGAAGCAGATAGCGTCAGTTGCAMAGCAAAAATGTAACACCCCT

GAGATTATCGTGGATCAATATGAGTACAAGTACCCTGCTATCARAGATTTGAAARAGCCC KX708503.1:8-286 ACAACAAAATCACAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

TGTATAACCCTAGGGARAGCCCCCGACTTARACAAGEATACAAGTCAGTCTTATCAGGE 1Q944708.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAACAAAAATGTAACACCCCT
ATGAATGCAGCCAAACTTGATCCTGATGATGTATGTTCC

>MGA58306.1:8-285 Lyssavirus rabies isolate RVB60, complete genome KC737850.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAACAGACAGTGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

10944706.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

[ Seteccionar archivo ELR e |um|.. example I| Clear sequence I KYB60602.1:8-286 ACAACAAAATCARAGAAGAGGECAGACAGTGTCAGTTGCAAAGCARAAATGTAACACCCCT

KY860599.1:8-286 ACAACAAAATCAMAGAAGAGGCAGACAGTGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

KY860610.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

Parameters OUTPUT FORMAT @ KY860598.1:8-286 ACAACAAAATCARAGAAGAGGECAGACAGTGTCAGTTGCAAAGCARAAATGTAACACCCCT

| ClustalW v | KYB60592.1:8-286 ACAACAAAATCAAAGAAGAGGCAGACAGCATCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

10944704.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAACAGACAGCGTCAGTTGCARAACARAAATGTAACACCCCT

More options v MGA58312.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGTAAAAATGTAACACCCCT

KY765901.1:8-286 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

Submit Title 0Q603677.1:25-303 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCARAAATGTAACACCCCT

| | 00603680.1:33-311 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

0Q603635.1:1-271 --------ATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAARATGTAACACCCCT

0Q603672.1:2-272  -------- ATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

m 0PA77380.1:1-278 -CAACAAGATCAAAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

0Q603637.1:5-283 ACAACAAAATCAGAGAAGAAGCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT

K¥868591.1:8-286 ACAACAAAATCAMAGAAGAGGECAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCARAAATGTAACACCCCT

00603609.1:5-283 ACAACAAAATCAGAGAAGAATCAGACAGCGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAACACCCCT
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2.5 Remocion de duplicados con LANL Duplicate Sequence Removal para identificar y
eliminar secuencias idénticas (100% de identidad)

Se retuvo un Unico representante por duplicado, obteniendo un conjunto de secuencias
curado y representativo.

ElimDupes
Duplicate Sequence Removal

Purpose: compare the sequences in an alignment and identify or eliminate duplicates or very similar sequences.

For details, see ElimDupes Explanation.

Input
Paste your sequences here © |KYB60588,1:8-286 ATGAATGCAGCCAAACTTGATCCTGATGATGTATGCTCC
[Sample Input] |KYB60593.1:8-286 ATGAATGCAGCCAAACTTGATCCTGATGATGTATGCTCC
KY868584.1:8-286 ATGAATGCAGCCAAACTTGATCCTGATGATGTATGCTCC
006@3631.1:1-273 ATGAATGCCGCCAAACTTGATCCTGATGATGTATGTTCC
00683673.1:3-69

or upload your file | Seleccionar archivo | Sin archivos seleccionados
‘Yes, sequences are aligned ' # UNCHECK box if your sequences aren't aligned (tool will be much slower)
Analyze input by groups & enter number of leading digits
Elimination options

Eliminate sequences @ 100% identical
) more similar than | P& L1
Remove extraneous characters ™ # (If seqs are unaligned, this setting may be changed by the tool; check your results.)

Make all letters uppercase & &

Consider subsequences as duplicates '™
Output options

Restore original sequences in output ' @ Yes ) No
Create file of unique sequences with () voe @ g
—count added to sequence names oo, e rank in sequence names
Sequence names end in _nn' where nn is the occurrance count &

Submit Reset

last modified: Wed Oct 31 09:57 2018
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2.5 Remocion de duplicados con LANL Duplicate Sequence Removal para identificar y
eliminar secuencias idénticas (100% de identidad)

Secuencias duplicadas vs unicas.

Beta-actina Lyssavirus Pan-coronavirus
35/64 gﬁ?/\\// 3151//675 Alfacoronavirus Betacoronavirus

EBLV-1: 43/57 PRCV: 5/10 HCoV-0C43: 99/1
ABLV: 76/24 TGEV Purdue: 37/16 Bovine CoV: 99/1
ARAV: 98/2 CCoV: 12/42 HKU1: 73/27
IRKV: 1/3 HCoV-229E: 93/7 HKU3: 1/5
BBLV: 5/4 HCoV-NL63: 85/15 SARS-CoV: 96/4
MOKV: 77/23 HKU2: 0/6 SARS-CoV-2:93/7
SHIBV: 1/1 HKUS: 4/2 MERS-CoV: 87/13
LLEBV: 2/2 HKUS5: 100/86
WCBV: 1/1 Nobecovirus: 0/2
IKOV: 2/1
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2.6 Construccion de la base de datos en formato FASTA

Con las secuencias Unicas y previamente alineadas, se organizd una base de datos utilizando
Sublime Text.

Cada secuencia fue estandarizada con su numero accesion y nombre del virus y guardada en
archivos FASTA para cada blanco:

Bat lyssavirus nucleotide sequence alignsent and primer map
Prepared using ElimDupes (wad.hiv. lanl.gov/content/sequence/elindupesvZ/elindupes.

1), CLUSTAL 0 (w.ebi.ac., uk.nmmnuumnlml
BMBOSS Seqret (wew.ebd.ac.uk/Tools/sfc/eaboss_seqret. Advanced Consensus Maker i

Lanl.. qu on.htal) and

A

PY B t Sife v1.8 Sequence ity Reformatting tool [Rttp://aidassap.usslp, m/suretoals].
e a _a C I n a WA Castro-Mejia, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepdiveda. Laboratorio de Gendmica Viral y Humana, Facultad de Medicing, Umiversidad Autdnoma ce San Luis Potosi, México (10/0ct/2025 v2.e)

RABY_EUT93115 ARPATC AGTTACARAGL) ACCCCTAC AMGATTGTATTC, AGGTGGTCTCTT TATGAGTACARGTACCCTGCTATCAAAGATTTGRARAMAGCCCTGT

. RABN_POTANI6S b AL AL ARAR TCAGAGAAGAAGL AGAL AGCGOCATTTGLAAAGT AAAAA TG TAM ALCCC TACAAT GOAT G T LA AAGATTGTAT TCAAAGT CAAT AR TCAGG TGO TTTCCT TGAAGL CAGAGATTATCOTGRATCAATATGAGTACARA TAC CC TGO TATCAAAGAL TTGAARAMGCCCAGL

TS s AT A A A AT AT AT A TAA TG G € T CTCACATTATCOTGOATCAATATGAGTACAAGTACCCTGCTTCMGSACTTGAGMGCCCACT

L Lys S a V I r u S RABV_KYEG0613 ARRATC AGE TAACACCOCTACAAT GOATGCCGACAGATTGTATTCAARGT CAATAATCAGG TGATC TCL T GANGCC TGAGATCATCGTUGATCRATATGAATACAAGTACCC TGUGATCAAGGACTTGARARMGCCCAGT

RABN_KYTE5981 . mmw'rﬁﬁﬁmﬁwmmc"ﬂnﬁrwﬁcw‘c A A OO TACAAT oA TG A ARG T TG TAT T CAAAGT A TAA T AGG TGO TCTCT T T GAAGE (L GAGATTATCG THOAT CAATATCAG TACARG TACCCTGLTATCAAACAT T TGARRAAGCCTTGT

RABVLCSSISSE momeemhACACAMATCACAGANGARGEAGA AGACTEAGTTGLAANGCAMMATCTAMCACCCCTAC TGTATTC TG CTEETTGANGE CTCAGTTATCGTGEATCAATATEAATACANGTACE CTGEGATCACEALTTGAMMGCCLAGT

RAEY_MESL0U00 ARRATC AATTGLAAAGL, T A A OO T A AAT AT GO A ARG TTGTAT T AAAGT AR T AATCAGGTOGTCTCT T T GAAGC LT GAGATTATCGTGGAC CAATATGAGTACARG TACCCTGLTATTRAGGAC TTGARGAAGLCCAGT

RABY_KF154396 s AL GACARAAC CAGAGAAGAAGCAGAL AGCGT AR T TG AAAGC AR T G T AM AL O TA AN T GOAT Gl A TAAGA T TG AT TCAAAGT CAA T AR T AL TGO TCTCTT T GAAGC T GACATTATCOTGOATCAATAT GAGTACARG TAC CC TGO TATCAAGLAL TTGARGAMGC CCAGT

° a n - O RASCRSUSTZ e A AT A ANGAAGACACAGCETEATTTTCAMGCMAATETACACCECTAC TGTATTC A TOETTTECCTGANGECAGAGATTATCG TG AT CARTATGASTAAMTACC TECTATCAMGACTTCARGAGC CCAGT

RABY_KX148107 ATTTGCARAGLS TAMACCOCTACAATGOATGE COACAAGATTGTATTCAAAGT CAATAATL, TGGTTTCCTTGAAGE L AGACATTATCGTGRATCAATATGAGTACARATAC CCTGCTATCAARGAL CTGARGAAMGLCCAGT

RABY_MT187888 A A GG T AT T TG AAAG AR TG T AR A OO T A AAT oA T G T A ARG T TG TAT T CAAAGT AR T AR T AGG TGO TT TCCT T GAAGE CAGACATTATCG TGOATCAATAT GAGTACARATAC CCTGE TATCAAAGAL TTGARGAAGC CCAGT

RABU PGASAER0 e AN A AN A T AT AN A TG A A TA AT A AT AT AT AT CAGGTTC T T GAMGCCTGAATTATCTGGATCATATEACTACARGTACCCTCCTATCMAGGACTTGAGAAGCCTACT

RAEY MNZ 34005 RATTGL GL TAMACCCCTACAATGOATGE COACAMGATTGTATTCAAAGT TRATAATL, TGGTCTCTTTGAAGE TGACATTATCGTGRATCAATATGAGTACARG TACCCTGCTATTAAGGAL TTGAAGAMGLCCAGT

RABY_KYBHA5S98 “mmw'fmmGMM“C"’&"ﬁrWGCM‘E A AL OO TACAAT oA TGO CACAMGATTG TAT T CAAAGT A TAATCAGG TGO TCTCT T T GAAGE CTGAGATTATCG THOAT CAATATGAG TACAMG TACCCTGLTATCAAAGAT T TGARMMAGC CCTGT

RAB IYTTS603 A AN AAANTCAGAGAGANGEAGACAGEET CAATTGCANGCAMMAATGTAMACCCCTAAT GGATGLCGACANGATTGTATTCARAGTCANTANTCAGG TG TCTETTTGAAGCCTGAGATTATCGTHGATCAATATGAGTACANGTACL CTGCTATCAAAGACTTGAMGANGCCEAGT

RABY_MHS 14070 AACALCARARTCAGAGAAGAAGTAGAC AGCGTCATTTGLAAAGL AAARATGTAM AL CCCTACAAT GLATGL L CACAAGATTGTATTCARAGTCARTAATC, TGGTTTCCC T GAAGE A GACATTATCGTGRATCAATATGACTACARATAC CCTGCTATCAARGAL TTGAAGAMGLCCAGT

RABY_POT48963 AACALCARAA TCAGAGAAGAAGCAGAAGOGTCATTTGCAAAACAAAAA T G TAM AL O TACAAT GOAT Gl T A AAGA T TG TAT T CAAAGTCAA TAATCAGG TGO TTTCCTTGAAGE CAGAGATTATCG TGOAT CAATATGAG TACARATACCCTGCCATCAAAGAL TTGARGAMGC CCAGC

RAB 514383 A AMCARAATCAGAGAAGAAGCAGACAGLET CATTTGCAANGCAAMAATETANCALCOCTACAAT TG CACAVGATTGTATT CAANGTCANTANTCAGG GG TTTCCCTGANGCCAGAGATTATCGTGAT CARTATGAGTACAMATALCE TGCTATCAMGACTTGAMGAMGE CCAGT

RABN_KFYTTEDE AACALCARARTCAGAGAAGAAGTAGAC AGOGTCATTTGLAAAGC AAARAT GTAM AL COCTACAAT GOAT GO CACAAGAT TG TAT TCAAAGT AR TAATCAGGTGGTTTCL T T GAAGE CAGAGATTAT TG THGATCAATATGAGTACARRTATCCTGLTATCAAAGAL TTGARGAAGC CCAGT

RABY_(K135148 AACALCAMAA TCAGAGAAGAAGCAGACAGOGTCATTTGCAAAGC AAAAATGTAM AL COCTACAAT GOA TGO CCACAMGATTG TATTCAAAGT CAATAATCAL TTTCCT TGAAGE CAGAGATTATCG TGOATCAATATGAG TACARATAL CCTGE CATCAAAGAL TTGARGAAGC CCALT

RAB_ORLI5144 R AT A GANGAN NG AGLGT AT TG AN AT GTANCAC L TR AT GGAT G GALAMGATTGTATT ARG TCATAATCAGGTGGTTTCE CTGAAGCCAGAGATTATCGTGGATCAATATGAGTACARATACCCTGCTATCAMGACTTGAVGAMGLLCAGT

RABY_OK135147 AACALCARARTCAGAGAAGAAGTAGAC AGCGTCATTTGLAAAGL AAARATGTAAC ACCOCTACAAT GOATGC L CACAAGATTGTATTCAAAGTCAATAATC, TGGTTTCCTTGAAGL CAGAGAT! TACCCTGCTATCAAAGAL TTGARGAAGC CCAGT

RABY_PQT48964 AACAMCARAA TCAGAGAAGAAGCAGACAGOGTCATTTGCAAAACAAAAA T G TAMC AL COCTACAAT GOA TGO TG AMGA T TG TAT T CAAAGT CAA TAATCAGG TGG TTTCC T TGAAG CAGAGATTATCG THGAT CAATATGAG TACARA TACCCTGCTATCAAAGAL TTGARMMAGL CCAGC

PABY M5 T694 CARRATLS ATTTGLAAGCAAAATGTAMCACCCCTACAAT GOATGLCGACAMGATTGTATT CAAAGTCAATARTCAGG TOOTTTCCTT GAAGL CAGRGATTATCO TGRAT CAATATGAG TACARA TACCCGGLTAT CAAGAL TTGARGAMGCCCAGT
A AL CARARTCAGAGAAGAAGCAGAC AGCGT CATTTGCAAAGCAAARATGTAM AL COCTALAAT GEAT G L GACAMGATTGTATTCAAAGTCAATAATCAGG TG0 TTTCCTT GAAGECAGAGATTATTGTGOATCAATATGAG TACARATACCC TGCTATCAAAGAC TTGARGAMGCCCAGT

RABY_KC196743 A AN AN TCAGAGAAGAAGL AGAC AGUGT AT TTGCAAAGCAAAAA TG T AR AL COL TACAAT (BT B AL AMGA TG TAT T LAAAGTCAAT AR TCAGETHETTTCL TTGANGL CAGAGATTATTGTGGATCAATAT GAGTACARATALCC TGC TATCAAMAGAL TTGARGAMGCCLAGT
PABY_OPTES630 oot AA AMCARAATCARAGAAGAAGEAGA MGG T CAATTGUARAGCAAAATGTAMCACCCCTALAAT GLATGL CCACAMGATTGTATT CAAAGTCARTARTCAGG TRGTCTCTTT GAAGLCTGAGATTATCG TGGAT CAATAT GAG TACARG TACCCTGLTATCAAGGAT TTGARGAAGLCCAGT
RABY_OPTEEE2 AACACARARTCARAGAAGAAGCAGACAGCGT CAKTTGCAAAGCAAAAATGTAM ACCOCTACAAT GEATGO L GACAMGATTGTATTCAAAGTE GOTOGTCTCTTTRAAGCCTGAGAT GTACCCTGCTATCAAGGATTTGANGAAGCCCAGT
RABY_00583637 A AN AN TCAGAGAAGAAGCAGACAGCGT CAG TG CAAAG LA TG T AN AL OO TACAAT GGAT GO GACAMGAT TG TAT T CAAAG TCAATAATCAGG TG0 TCTCL TT GANGL C TRAGATTATCA TGGAT CAATAT GG TACARG TACCCCGCCATCANGATTTGARGANGCCCTGT
PABY_KYBED610 - S AMAMCARRRTCAGAGAAGAAGEAGA A GTCAGTTGUAAAGCAAMAATGTAMACCCCTALAAT GLATGLCCACAMGATTGTATT CAAAGTCARTARTCAGG TOOTATCCTT GAAGE CTGAGATTATCG TGGAT CAATAT GAG TACARG TACCCLGLTATCAAAGAT TTGARGAAGLCCTGT
RABY_KYEEDS01 AT A CARARTCAAAGAAGAGGCAGACAGCGT CAGTTGCAAAG CAAAAATGTAM ACCOCTACAAT GGATGCC GACAMGATTGTATTCAAAGTC TCTTTGRAAGCCTGAGAT GTACCCTOLTATCAAAGATTTGARARAGCCCT!

RABY_O0683611 AN ANCARANTCAGAGAAGAATCAGAC AGUGTCAG TTGLAAAGCAAAAATGTAM ACCOL TALAAT GEATRE LA AMGA T TG TATTLAAAGTEAATARTCAGETGETATCL TTGANGEC TGAGAT TATCGTGGATCAATATGAG TACARG TALCCCGLCATCAAMAGAT TTGARGAMGCCLTGT
PRABY_Ja44T00 e AL AN ARARTCAG AGAAG ARG AL AGCGT AT T0C AR AR TG TAAC AL CO T AL AT AT AL AMGAT TG TA T T CAAALTCARTARTCAGGTOETCTCTTT GAAGE L TGAGAT CATCO TGOATCAATATGAGTACARG TALCC TGETATCAAAGAL TTGARARAGLCCTGT
RABY_KTBBETED AT AN CARARTCACAGAAGAAGCAGACAGCGT CAG TG CAAAG CAAAAATGTAM AL COCTACAAT G EAT GO CGACAMGATTGTATT CAAAGTCAATAATCAGG TGO TCTCTTT GAAGE CTGAGATTATCOTGOACCAATATGAGTACARG TACCCTGCTATCAAAGATTTGARAAAGCCCTGT
RABY_AYSS6319 A ANCARACCAANGAAGAAGTAGAC AGGT CAN T TGO ARG A TG TAM AL COC TACAAT GEAT GO GACAMGAT TG TAT TCAAAG TCANTAATCAGG 6 TCTCTTTGANGEC TGNGAT TATCE TGGATCAATATGAG TACARG TACCC TGCTATCANMGAC TTGAMGANGCCCAGT
RABY_KYBEOSHT cen A AN ARARTCARAGAAGA LG ACAT AGCOT CAGTTGLARAGC AAAAATETAACACCOCTAL: AMGATTGTATTL A TGGTCTCTT T GAAGE C A GATTATOGTGOAT CAATATGAGTACARG TALCC TGETATCAAMCATTTEARRAAGCCCTGT
RABY_KY1T5220 AT AN CARARTCAGAGAAGAAGCAGACAGAGT CAG TG CAAAG CAAAAATGTAM AL COCTACAAT G BAT GO L GACAMGATTGTATTCAAAGTCAATAATCAGG TG0 TCTCCTT GAAGE CTGAGATTATCGTGATCAATATGAGTACARG TACCC TOCGATCAAGGACTTGARAAAGCCCAGT

A AACANCARARTCAGAGAAGAAT CAGACAGGTCAG TTGLARAGCAAAAATGTANCACCOC TACAAT GGATGOCGACAMGAT TG TATTCAAAGT CAATAATCARG TGH6TCTCCTTGAAGCC TGHGAT TATCGTGGATCAATATGAGTACARG TACCCCGCTATCANMGAT T TGAMGANGCCCTGT
RABY_KYBEASUS e AL AR ARARTCARAGAAGA GG AGAT RGO CTCAGTTOLAAAGT AAAAATGT AR ALCCCTAL GATTGTATTL, AGGTOOTCTCTTTGAAGE CTCACATTATCOTGOATCAATATCAGTACARGTACCCTGLTATCAAGATTTGARRAAGCCCTGT

RABY_J(944706 A ARCARARTCAGAGAAGAAGL AGAT AGUGTCAG T TG L AAAGCAAARA TG T AR AL COL TACAAT GEAT R LA AMGA T TG TAT TLAAAGTCARTARTCAGG TG TATCL TTGAAGE . TGAGATTATCGTGGATCAATATGAGTAL CCCTGLCATCAAAGATTTGARGAMGCCCTGT
RABY_LTORE533 A AN AR TCAGAGAAGAAA AT AGGT MG T TG C ARG A TG T AN AL COC T AL AT GG TGl MG AMGAT TG TAT T AL T AN TAATCAGG TG6TCTCT T T GAAGEC TMGATTATAG TGGATCAATATGAG TACARG TACCC TGETATCAMGATTTGARAAMGCCCTGT
RABY_LTORIS3A ARAKTC AGTTGEAAAG AAAAATGTAM ACCOCTALANTGOATGE CCACAMGATTG TATTC AGITOGTCTCTTTGAAGE CTGAGAT AATATE AMGTACCCTGCTATCAAAGATTTGARAAAGCCTOT
RABN_KYBED606 AACANCARARTCAGAGAAGAAGCAGACAGTGTCAGTTGCAAAGCAAARATGTAM ACCOC TACAATGBATGL L GACAMGATTGTATTCAAAGTCAATARTCAGGTHGTTTCTTTGAAGCC TGAGATTATCATGOATCAATATGAGTAC CCCTGCTATCAAAGATCTGARRAAGCCCTGT

RABY_KYBLDE11
PABY_HEBOZETS
RABY_LNETHAB1
RABY_LT9#9533

A AN AN TCAGAGAAGAAGL A AT AGGT MG T TG C ARG AN TG T AN AL COC T AL AT GaA TGl MG AMGAT TG TAT T ARG AT AATCAGG TG6 T TTCT T T GAAGLC TMGATCATCG TGGATCAAT AT GAG TACARG TACCC TGETATCAMGATC TGARMAMGE CCTGT
ARAATC AT AN AARAATTARCACCCCTACART GGATEC A ANGATTGTATT CAAAGTARTARTCAGGTGATCTCTTTGAAGCCTAGATTATCGTGGATCAATATGAGTACAXGTAC CCTRCTATCAAGEACTTGANGAAGCCTAGT
AACANCARARTCAGAGAAGAAGCAGACAGUGTCAGTTACAAAGCAAARATGTAM ACCOC TACAATGBATGO L GACAMGATTGTATTCAAAGTCAATAATCAGGETH6TC TCTTT GAAGC CAGAGATTATCGTGOATCAATATGAGTACARG TACCCTOLTATCAAAGATTTGARGAAGCCCTGT
A AN AR T AR GAAGAAG LA AT GG MG T TG ARG A TG T AN AL TO T AL AT AT B MG AMGAT TG TA T ARG T AT AT ARG TG TTTCT T T GAAALC L GAGATTATCG TGGATCAAT AT GAG TACARG TACCC TGETATCANGATC TGARAARGE CCTGT
ARAATC AT CAAAG AR TG AMC AL O CTA AT G AT G (A A GA T TG TATTCAAAGT AT AT CAGG TGO TC TCT T GAAGC TGAGATTATCGTGRALCAATATGAGTACARNTACCCTGLTATCRAAGATTTGARRRAGCCCTGT
wamnn A CAACARAATCAGAGAAGAAGCAGACAGOGT CAG TTGCAAAG CAAAAS TG TANCACCCC TACAAT GGA TG L GACANGATTGTATTCAAAGTCAATAATCARG TG TC TCTTTGAAGCC TRAGATTATCOTGGAT CAATATGAGTACARGTACCC TGCTATCAARGATTTGARRAAGCCCTGT
A AR TCAGAGANG A A A TR T TG ARG AR T G TAMCACCCC TALAA T oA TG A TANGAT TG TAT T CAAAGT A TARTCAGG TGG TC T TT T GANGEC TGAGATTATCG TGGATCAATATEAG TACANG TACCE TRCTATCAAGEAL TTGAMGAMGCC TAGT
ARAATC AGTTGCAAAGCAAAAATGTAM A COCTACAATGOATGL CGACAMGATTGTATTC ANTTGOTCTCCTTOAAGE CTGRAGAT AATATEAGTACARGTACCCCOCTATCAAMGATTTGARGARGCCCTGT

waman A CAACARAA TCAGAGAAGAAGCAGACAGOGT CATC TG CAAAG CAAAAS TG TANCACCCC TACAAT GGA TG L GACANGAT TG TATTCAAAGTCAATAATCAGG TG TTTCCC T GANGL CAGAGATTATCOTGGAT CAATATGAGTACARATACCC TGCTATCAARGAC TTGARGAAGCCCAGT
A AR TCAAR GAG A AT A MY LA T TG AL AL TG T AN CCCC TA AT oA T G AT ANGAT TG TAT T CAAAGT AT AR T CAGGTOG TC T TT T GANGEC TGAGATTATCG TGGATCAATATGAG TACANG TACCE TGETATCAAGEATTTERARMGAMGECCAGT
ARAATC ATCAGTTGLARAGT AN AL O LT ACAAT G GAT G T A AN GATTGTC T CAAAGT AT AATCATG TGO TC TCTTTGAAGL CTGAGATTATCGTGGAT CAATATGAGTACARATACCC TRCTATCAAGAL CTGARRMGCOCTGE

b AL AMCARAA TCAGAGAAGAAGCAGACAGOGT CAG TG TAAAG CAAAASTGTANCACCCC TACAAT GGA TG L GACANGAT TG TATTCAAAGTCAATAATCAGG TG TTTC TTTGAAGCC TRAGATTATCGTGGATCAATATGAGTACARGTACCC TGCTATCAARGATTTGRARRAAGCCCTGT
st AL AACARANTCAGAGAAGAAGEAGAL AGOGT CAGTTGCAAGC AT GT AM AL OO TACAAT GOAT Gl (A AMGAT TG TATT CAAAGTCAATARTCAGGTOGTC TCTTT GAAGL CAGAGATTATCGTGGAC CAATAT GAGTACARG TACCCTGETATCAMGATTTGARMMGC CCTET
ARAATC AGTTGLAAAGL AN CA OO CT A AN T BTG TG AN GATTGTAT T CARAGT AT AT CAGG TG0 T TC T T GAAG CTGAGATTATCGTGOAT CAATATGAGTACARGTACCC TG TATCAAAGATTTGARRRAGCCCTGT
AACANCARARTCAGAGAAGAAGCATACAGUGTCAGTTGCAAAGCAAAAATGTAM ACCOC TACAATGGATGOCGACAMGATTG TATTCAAAGTCCATAATCAGGTGATC TCTTT GAAGC CAGNGATTATCG TGGATCAATATGAGTACARG TACCC TGLTATCAAMGATTTGARAAAGCCCTGT
TTTG T GATTY TCAG TTTH AGAGA! - T o TTGALG G

aan
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§3%¢  Avances: Validacién in silico de oligonucleétidos

2.7 Alineamientos muiltiples y consenso para mapeo/diseino de oligos
Reformateo y visualizacién en Sure — Unanimity Reformatting v2.0

Se reformatea el alineamiento respecto a una secuencia de referencia y solo se visualizan
las diferencias (mismatches).

Permite ubicar a simple vista las regiones conservadas y hotspots de variacién sin ruido.

Configuracion aplicada:

 Sin separacion por marco de lectura (ORF)
* Sin separacion por caracteres especiales

* Ancho de linea entre 100 y 200 caracteres.

STEFP 2 - Set your paramaters

Separation by (@nonE  (JorF1 :'_‘_)CRQ \‘rq:

Select reference sequence; AB516384.1 7

STEP 3- Output {Drag window comer to expand)

Distributed through a Creative Commons Attribution (BY) license granting the licensee the right to copy, distribute, display and make derivative works based on this document, including commercial use, as
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§3%¢  Avances: Validacién in silico de oligonucleétidos

2.8 Construccion de consenso para beta actina

Con el conjunto depurado (64 Unicas), se generd una secuencia consenso usando LANL
HIV Sequence DB:

e Tools for working sequences
e Consensus maker (simple approach)
e Con un umbral de mayoria 51%

2.9 Validaciéon y mapeo in silico de oligonucleétidos publicados

Mapeo in silico sobre las secuencias compiladas para verificar:

e Sitio de unidén y orientacion
e Tamaio esperado del amplicén
 Mismatches y regiones variables

Se resaltaron los desajustes (mismatches) nucleotidicos por especie con relacién a cada
oligo.
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Oligonucleotide map of mammalian B-actin nucleotide sequence (Gigante CM, 2018 originals)
SURe v1.0 Sequence Unanimity Reformatting tool by UASLP's Viral & Human Genomics Laboratory
MA Castro-Mejia, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepulveda (26/Aug/2025 v1.0)

B S

(L
MIDCINR

UASLP
B-actin-Rev as ordered AAGCATTTGCGGTGGAL
B-Actin-Probe (Gigante CM, 2018} B-actin-Rev (Gi M, 2
TCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCA GT AN
CONSENSUE A GTGGATCGECGGCTCOATCCTGGCCTCGC TG TCCACCTTCCAGCAGATGTGEATCAGCARGTAGS * AGTACGACGAGTOCGGCCCCTOCATS
Armadillo s s wceg
Bat

Bat
Bat i
Bear z - BERC = = = o s
Beaver - - T
Cat

Cat
Dear
Dolphin
Dolphin
Delphin
Ermine
Ermine
Ermine
Ferrat
Ferret
Goat

Pangolin
Pangolin
Rat
Tiger
Walrus
Warthog
Whale
Whale
Whale
Whale
Whale
Whale
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UASLE

LN34 F1
LN34 F2

RABV_EU293115
RABV_PQ740965
RABV_LT909541
RABV_KYB60613
RABV_KY765901
RABV_LC553558
RABV_MK540990
RABV_KF154996
RABV_MHS514972
RABV_KX148107
RABV_MT107888
RABY_ MG458320
RABV_MN234005
RABV_KY860590
RABV_KY775603
RABV_MH514970
RABV_PQT740963
RABY MH514983
RABV_KF977826
RABV_OK135148
RABV_OK135144
RABV_OK135147
RABV_PQ740964
RABV_MW057634
RABV_LT909548
RABV_KC196743
RABV_OP765630
RABV_OP765629
RABV_0Q603637
RABY KY860610
RABV_KY860531
RABV_0Q603611
RABV_JQ944708
RABV_KTO006769
RABV_AY956319
RABY KY860587
RABV_KY175229
RABYV_0Q603608
RABV_KY860535
RABV_JQ944706
RABV_LT909532
RABV_LT909538
RABV_KYB60606
RABV_KY860611
RABV_HE802675
RABV_LN879481
RABV_LT909533
RABYV_LT909544
RABV_LN879480
RABV_LT909539
RABV_0Q603680
RABV_MH514968
RABV_OP765632
RABV_JQE85943
RABV_KX148104
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Oligonucleotide map of bat lyssavirus unique nucleotide sequences
SURe v1.0 Sequence Unanimity Reformatting tool by UASLP's Viral & Human Genomics Laboratory
MA Castro-Mejia, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepulveda (04/Nov/2025 v5.0)

Gigante CM, 2018 Fwd Mora-Andrade 5, 2016 Lyssa-R
ACGCTTAACAACCAGATCARAGAR LN34 Pb AACACCYCTACAATGGA Gigante CM, 2018 Vidanovic D, 2025 N165 TATGAGTAYAART
ACGCTTAACAACAARATCADAGAR JW12 ATGTAACACCYCTACAATG MNadin-Davies, 2009 Gigante CM, 2018 LN34 R GAYCARTATGARTAYAART
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Mora-Andrade 5, 2016 Lyssa-R
ACCCTGC Vidanovic D, 2025 N1e5
ACCCKG Gigante CM, 2018 LN34 R
RABV_EU253115 ACCCTGCTATCAMAGATTTGAARAAGCCCTGTATAACCCTAGGGAAAGCCCCCGACTTARRCARAGCATACAAGTCAGTCTTATCAGGCATGAATGCAGCCAAACTTGATCCTGATGATGTATGTTCC

RABV_PQ740965 ———C Pommmem e
RABV_LT909541 G
RABV_KY860613 G

RABV_KY765901
RABV_LCS553558
RABV_MK540930
RABV_KF154996
RABV _MHS514972
RABV_KX148107
RABV_MT107888
RABV MG458320
RABV_MN234005
RABV_KY860530
RABV_KY775603
RABV_MH514970
RABV_PQ740963
RABV_MH514983
RABV_KF377826
RABV OK135148
RABV_OK135144
RABV _OK135147
RABV_PQ740964
RABV_MW057694
RABV_LT909548
RABV_KC196743
RABV_0P765630
RABV OP765623
RABV_OQ603637
RABV_KYB880610
RABV_KY860591
RABV_OQ603611
RABV_JQ944708
RABV_KTO0&769
RABV_AY956319
RABV_KY860587
RABV_KY175229
RABV_0Q603603
RABV_KY860555
RABV_JQ944706
RABV_LT909532
RABV_LT209538
RABV_KY860606
RABV_KYS60611
RABV_HEB02675
RABV_LN879481
RABV_LT309533
RABV_LT909544
RABV_LNB879480
RABV_LT909539
RABV_0Q603680
RABV _MHS14968
RABV_OP765632
RABV_JQ6B5943
RABV _KN148104
RABV_HQ450386
RABV_KR906748
RABV_MG458306
RABV_PQ040431
RABV_PQ040433
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Alphacoronavirus RNA-dependent RNA-Polymerase (RdRp) encoding unique nucleotide sequence alignment and primer
map.

Laboratorio de Gendmica Viral y Humana, Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de San Luis Potosi, México

MA Castro-Mejia, Am Monreal-Hernandez, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepulveda (26/Nov/2025, version 2)

9281
|Holbrook MG, 2021 Pan_CoV_F3 GAYTAYCCHAARTGTGAYMGH

Holbrook MG, 2021 Pan_CoV_r2? GAYTAYCCHARRTGTGAYAGA 3116
Holbrook MG, 2021 Pan_coV_Fl FEIICGGAYTATCORARRTGTGH |
PRCV_ORGB9863 GATGTTGATAATGGTTGTTTGATS CGCGCTTTACCTAATATGATTAGAATGGCTTCTGCTATGATATTAGGTTCTAAGCACGTTGGTTGTTGTACACATAAT
PRCV_OR6B9B64 —--——=————mmmmmmmmmmom - - - -
PRCV_OKO7B898 —---mmmmmmmmmmmmmmmm
PRCV_OM830320
PRCV_KY406735
PRCV_OR209254
PRCV_KR270796
PRCV_OR209253
PRCV_DQ811787
PRCV_OM830319
TGEV_KX900396
TGEV_KX900397
TGEV_KX900408
TGEV_KX900401
TGEV_KX900411
TGEV_KX900399
TGEV_KX900403
TGEV_KX900398
TGEV_AY437877
TGEV_DQ350461
TGEV_KU728220
TGEV_KX083668
TGEV_KC962433
TGEV_DQ811785
TGEV_PQ856105
TGEV_OP*! 34397
CCOV_PP526171
CCOV_KC175339
cCov_GQ4T7367
CCOV_ON107244
CCOV_}\E'124 986
CCOV_PV296105
CCOV_PP526170
CCOV_0Q540813
CCOV_PQ383370
ccov_MT114538
CCOV_OM950729
CCOvV_0X335530
CCOV_0X335546
CCOV_0X335534
CCOV_MT114542
CCOV_MT11453%
CCOV_MT114543
CCOV_0OM451123
CCOV_PQ3B3369
CCOV_MT11454]1 --C-=====-cconoeoaaaao
CCOV_MT114540 --C--============-=-=
CCOV_PV259885 --C----------mmmmom

--C
--C
--C
--c
--C
--C
--c
--C
--c
--C
--C
--c
--C
--c
--C
--C
--C
--c
--c

> 5 0 G0 s e e b e e a e e b b e b b s e ]
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Avances: Validacion in silico de Alfacoronavirus

S Alphacoronavirus RNA-dependent RNA-Polymerase (RdRp) encoding unique nucleotide sequence alignment and primer
ﬁ:;h map.

Laboratorio de Gendémica Viral y Humana, Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de San Luis Potosi, México
MA Castro-Mejia, Am Monreal-Hemandez, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepulveda (26/Nov/2025, version 2)

I Holbrook MG, 2021 Pan_CoV_R? RTGATWYTDAGIGATGAYGE 3492
I Holbrook MG, 2021 Pan_CoV_R1 ENSNUIQHIs{TMTNTE I
PRCV_OR689863 AGTAACAGCATTGATGAAGAATTTGTTGTTGAGTACTTTAGTTATTTGAGAARACACT TTTCTATG WS NGRS I MWeenGTTGTATGCTACAACARAGATTATGCGGA

PROV_OREBOBEA = mGmm oo m o oo oo 000
PRCV_OK07B898 ----G-

PRCV_OMB30320 ====(Ge=====ssscccccccscssssscscccecee s meemene e e m e mme === === - = = = = = =

PRCV_KY406735 ----G-

PRCV_OR209254 ----G-
PRCV_KR270796 ----
PRCV_OR209253 ----
PRCV_DQB11787 ----
PRCV_OMB30319 ----
TGEV_KX900396 ----
TGEV_KX3900397 =-=---
TGEV_KX900408 ----
TGEV_KX300401 ----
TGEV_KX900411 ----
TGEV_KX900399 ----
TGEV_KX900403 ----
TGEV_KX900398 ----
TGEV_AY437877 ----
TGEV_DQ390461 =----
TGEV_KUT29220 =-=--=
TGEV_KX083668 ----
TGEV_KC962433 ----
TGEV_DQB11785 ----
TGEV_PQB56105 ----
TGEV_OP434397 ----
CCOV_PP526171 ---=
CCOV_KC175339 ----
CCov_GQ477367 ----
CCOV_ON107244 ----
CCOV_AF124986 ----
CCOV_PV296105 ----
CCOV_PP526170 ----
CCOV_00540913 ----
CCOV_PQ3B3370 ----
CCOV_MT114538 =-=--=
CCOoV_0M350729 ----
CCOV_0X335530 ----
CCOV_0X335546 ----
CCOV_DX335534 ----
CCOV_MT114542 ----
CCOV_MT114539 ----
CCOV_MT114543 ----
CCOV_OM451123 ===~
CCOV_PQ3B3369 ----
CCOV_MT114541 ----
CCOV_MT114540 ----
CCOV_PV259885 ----
CCOV_MT114544 ----
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Betacoronavirus RNA-dependent RNA-Polymerase (RdRp) encoding unique nucleotide sequence alignment and primer map.
Laboratorio de Genomica Viral y Humana, Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de San Luis Potosi, México
MA Castro-Mejia, AM Monreal-Hernandez, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Septilveda (12/Jan/2026, version 7)

9281
I Holbrook MG, 2021 Pan_CDV_FS GAYTARYCCHRAARTGTGAYMGH
| Holbrook MG, 2021 Pan_CoV_F2

3116

REFR_KC869678
0C43_0K073092
BCOV_OK073092

I Holbrook MG, 2021 Pan_CoV_F1
CATTGTACAAAGATGTTGATAACCCACATCTTATG
GCC-TATT-----
GCC-TATT-

CTATGCCCARTATGTGCAGAATTTTTGCT TCTCTCATATTGGCTCGCARACATGGCACT TGTTGTACCACAAG
~A--C--ACTAC-T---G--AG-AG-T-GG----A--C--A---==-= AG--A------ T-GCA---

T=-GCA=-=-=

HKUl_PQ658381 ATC-TATA- T=-TGC-T==--G-~AG-AG-T-AG-T~ ==ARTT=- T=-GCATG-
HKUl_ON128616 ATC-TATA- T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T~- --AATT- T-GCATG-
HKUl_ PV685457 ATC-TATA- T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T- --AATT- T-ACATG-
HKUl_ON461768 ATC-TATA- -T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T- --AATT- T-ACATG-
HKUl_LC654447 ATC-TATA- =T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T- --ARATT- =T-ACATG-
HKU1_MF996627 ATC-TATA- =T=-TGC=T===G==-AG-AG-T-AG-T AATT T-ACATG-
HKU1_MK167038 ATC-TATA- -T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T AATT T-ACATG-
HKUl_MHS556988 ATC-TATA- T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T AATT T-ACATG-
HKU1_MHS556981 ATC-TATA- T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T AATT T-ACATG-
HKU1l_MH556961 ATC-TATA- T-TGC-T G--AG-AG-T-AG-T AATT T-ACATG-
HKUl_PQ187620 ATC-TATA- =T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T AARTT T-ACATG-
HKUl_PQ658398 ATC-TATA- =T=-TGC~-T---G--AG-AG-T-AG-T ARTT T=-ACATG-
HKUl_MH556980 ATC-TATA- T-TGC-T G==-AG-AG-T-AG-T~- ====Te====== AATT======~ T-ACATG-

HKUl_PVE85463
HKUl_ON46176%
HKUl_OR260091
HKUl_PV685462
HKU1_ON461756

ATC-TATA-
ATC-TATA-
ATC-TATA-
ATC-TATA-
ATC-TATA~-

-T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T- T-ACATG-
-T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T- T-ACATG-
T-TGC-T G--AG-AG-T-AG-T- T-ACATG-
=T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T- T-ACATG-
=T=-TGC=T===G==-AG-AG-T-AG-T T-ACATG-

HKUl_MHS556990 ATC-TATA- ==T-- AATT T-ACATG-
HKUl_MHS556962 ATC-TATA- ==T-- AATT T-ACATG-
HKU1l_MHS56960 ATC-TATA- -=T-- AATT T-ACATG-
HKUl_MF996636 ATC-TATA- G--AG-AG-T-AG-T -=T-- AARTT T-ACATG-

HKU1_PQ658389
HKU1_ON461757
HKU1_ON461764
HKUL_LC654448
HKU1_PQ658388

NOBE_OK067321
NOBE_OK067320

CovZ_HG999231
COV2_OL786143
covz_oy¥237881
COvZ_MW577856
SARS_KY417149
SARS_KC881005
SARS_00503502
SARS_AY595412
SARS_RY394992
ShRS_KYdl?ldﬁ
SARS_KP886808
HKUS_GQ]5354?
HKU3_GQ153543
HKU3_GQ153542
HKU3_GQ153546
HKU3_GQ153541

ATC-TATA-
ATC-TATA-
ATC-TATA-
ATC-TATA-

ATC-TATA--G-

-T----G-GCT-
-TC---G-GCT-

-TG-T--T-GT-
~TG-T--T-GT-
~TG-T--T-GT-
~TG-T--T-GT-
~TG-T----GT-
~TG-T----GT~
-TG-T----GT~
-TG-T----GT-
-TG-T----GT-

-TG-T----GT--
~TG-T----GT--
-TG-T----GT--
~TG-T-===GT=====A==A=GT--T--C--G--~

G==-AG-AG-T-AG-T T=-ACATG-
G=-AG-AG-T-AG-T=- =T=ACATG-
G--AG-AG-T-AG-T- T-ACATG-
T-TGC-T G--AG-AG-T-AG-T- T-ACAT--
=T-TGC-T---G--AG-AG-T-AG-T- T-ACAT-~-

==ATAC=-T==R~-

~TG-TC-T----=---
~TG-TC-T--------
~-A--TG-TC-T--
~A==TG-TC-T~-
~=CTT==G==AA-G=-C-====TG=TC-T-~
~=CTT--G--AA-G-~C-=-===TG-TC~T-~
-TG-TC-T~-
--TG-TC-T--

-——A-
—-—A-

~Cmmmme TC-Tmmmmmmmmmmmn R A-TTGTC
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S 7% Betacoronavirus RNA-dependent RNA-Polymerase (RdRp) encoding unique nucleotide sequence alignment and primer map.
= % Laboratorio de Genomica Viral y Humana, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de San Luis Potosi, México
! MA Castro-Mejia, AM Monreal-Hernandez, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepulveda (12/Jan/2026, version 7)
3389
CoV2_R Castro-Mejia MA 2025 Pan_CoV_R2 ATGATWYTDAGTGATGAYGG Holbrook MG, 2021 3492
Pan_CoV_R1 Holbrook MG, 2021 I
REFR_KCH69678 2 AATAAGCATTTTTCTATG TGTTGTTTGCTATAATAGCGACTATGCAGCTARAG*

0C43_0K073092
BCOV_OK073092
HEUl_PQ&58381
HKU1_ON128616
HKUl_PV685457
HKU1_ON461768
HKU1_LC654447
HKU1_MF396627
HKU1_MK167038
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&% Avances: Disefio de oligonucledtidos nuevos

3. Diseio de oligonucleoétidos nuevos

El objetivo fue mejorar la capacidad de deteccidn, asegurando alta coberturay
especificidad.

Oligos disenados:

e Beta-actina: Forward/Reverse para control endégeno optimizado.
* SARS-CoV-2: Reverse especifico para complementar/confirmar dentro del esquema de
deteccion.

Criterios de disefo (in silico):

e Tm compatible entre primers, %GC adecuado y longitud éptima.
e Minimizacién de dimeros y estructuras secundarias (hairpins).

e Extremo 3’ ubicado en regidn altamente conservada.

*  Amplicon compatible con sensibilidad y calidad de muestra.
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CONSENSU!

Oligonucleotide map of mammalian B-actin nucleotide sequence (optimized)
SURe v1.0 Sequence Unanimity Reformatting tool by UASLP's Viral & Human Genomics Laboratory

MA Castro-Mejia, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepulveda (26/Aug/2025 v1.0)

B-actin-F2 (Castro-Mejia MA, 2025)

B-actin-Pb (Gigante CM, 2018)
TCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCA

AGGATGL

TCACE TGGCTCY
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Avances: Disefio de oligonucledétidos (SARS-CoV-2)

B, Betacoronavirus RNA-dependent RNA-Polymerase (RdRp) encoding unique nucleotide sequence alignment and primer map.
= Laboratorio de Gendmica Viral y Humana, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de San Luis Potosi, México
MA Castro-Mejia, AM Monreal-Hernandez, SE Guerra-Palomares, CA Garcia-Sepulveda (12/Jan/2026, version 7)
3389
| CoVZ R Castro-Mejia MA 2025]Pan_cov_R? ATGATWYTDAGIGATGAYGE Holbrook MG, 2021 3492
I Pan_CoV_R1 Holbrook MG, 2021 |
REFR_KCB69678 AAATT BB TETECRCARTARGEATTTTTCTATG TGTTGTTTGCTATAATAGCGACTATGCAGCTAAAG*
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Oligonucleodtidos validados in silico
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1. Oligonucledtidos de beta-actina

Name Sequence bp | %GC [ Tm (°C) | Hair | HmD | HtD | Amplicon | Ref

B-actin-F | 5-CgA-TgA-AgA-TCA-AGA-TCA-TTg-C3' 22 {409 | 597 | -176 [464] _

B-actin-R | 5'-gTC-CAC-CgC-AAA-TgC-TT-3" 17 [ 520 | 605 | 122|500 1 (Gigante CM, 2018)
B-actin-Pb | 5'-TCC-ACC-TTC-CAg-CAg-ATg-Tgg-ATC-A3 | 25| 52 | 689 | -3.74 | -7.94 191 bp

B-actin-F2 | 5 -CgA-TgA-AgA-TYA-AGA-TCA-TYg-C -3’ 22 (409 | 594 | -1.02 | -5.16 y

B-actin-R2 | 5- gTC-CAC-CgC-AAR-TGC-TT -3 17559 [ 615 | -1.22 | .00 /68 2 (Castro-Mejia MA, 2025)

2. Oligonucleodtidos de Lyssavirus

Disease Spec ID Sequence as mapped bp %GC Tm Hp* HmD* HtD* Amplicon Reference
LN34-Fwd1 | ACGCTTAACAACCAGATCAAAGAA |24 [ 375 | 63.3 | -043 | -4.85
LN34-Fwd2 | ACGCTTAACAACAAAATCADAGAAG [ 25 [ 33.3 | 616 | 0.75 | -4.85 | See below
LN34-Rev GAYCARTATGARTAYAARTACCCKG | 25 | 40 60.7 | 1.05 | -8.19
LN34-Probe | AACACCYCTACAATGGA 17 | 441 556.9 [ 0.24 | -3.07

Rabies | Lyssavirus 165 bp Gigante CM, 2018

Oligonucleotide heterodimer (HtD) AG analysis

LN34 Fwd1  LN34 Fwd2 LN34 Rev

LN34-Fwd1 — -4.85 -6.31
LN34-Fwd2 -4.85 --- -5.96
LN34-Rev -4.62 -6.69 -—

*Hairpin (Hp), homodimer (HmD) and heterodimer (HtD) AG's are given in kcal/mol.

Disease Spec ID Sequence as mapped bp %GC Tm Hp HmD HtD  Amplicon Reference
Rabies | Lvssavirus JW12-Fwd | ATGTAACACCYCTACAATG 19 | 39.5 | 55.7 | -0.41 | -4.26 383 11b Nadin-Davies, 2009
4 N165-Rev | TATGAGTAYAARTACCCTGC | 20 | 40 56.4 | 0.2 -3.83 ] P Vidanovic D, 2025
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Oligonucleodtidos validados in silico

3. Oligonucleodtidos de Pan-coronavirus

Specificity PCR ID Sequence as mapped bp %GC Tm Hp HmD Amplicon Reference
1st Pan_CoV_F1 | GGTTGGGAYTAYCCHAARTGYGA | 23 (49.3 |65 |0.28 [-13.02
1st & Nested | Pan_CoV_R1 | ATGATWYTDTCTGATGAYGG 20 |36.7 |55.9(0.45 |-4.78 | 441bp Holbrook, 2021°
1st & Nested | Pan_CoV_R2 | ATGATWYTDAGTGATGAYGG 20 (36.7 |55.9(0.45 |-4.78
Pan CoV 1st & Nested | CoV2_R GAATGAGTTTTACGCATATTTGCG| 24 | 37.5 |61.5|-4.47|-8.7 404 bp
Nested Pan_CoV_F2 | GAYTAYCCHAARTGTGAYAGA 21|39.7 |57.8(2.94 |-6.46 |435bp or 398 bp if CoV2 | Castro-Mejia MA, 20252
Nested Pan_CoV_F3 | GAYTAYCCHAARTGTGAYMGH | 21 |43.7 |59.5|2.94 [-9.5 [435bpor398bp if CoV2

* Reverse oligonucleotide primer sequences are provided as mapped in the alignment, perform reverse-complement for synthesis. Hairpin (Hp), homodimer (HmD) and
heterodimer (htD) values are reported as kcal/mol.

Heterodimer (HtD) AG analysis

F1 F2 F3 R1 R2 CoV2 R
F1 --- -13.02 | -13.02 | -8.95 | -8.95| -8.39
F2 | -12.57 --- -7.87 | -8.95| -8.95| -6.74
F3 | -12.57 | -9.5 i -95 | -895| -6.74
R1| -7.9 -8.14 | -8.14 - | -4.98 | -4.51
R2 | -8.07 | -8.07 | -8.07 | -4.51 --- -4.51
CoV2 R | -10.18 | -7.32 | -7.32 | -4.99 | -4.99 o
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