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RESUMEN. 

Los rotavirus, son considerados como uno de los principales agentes causales de gastrcieriteritis. ~guda: no .. 

bacteriana en irifant~s y. riiños ~enores de 2 años de edad. Estos virus se encuentran form~dos'.J'Or. un 

genoma de 11 segirienios de RNA de doble cadena CRNA de), rodeado por tres_ capas cóncentrkas de 

proteínas; pertenecen a I_a familia Reoviridae y al igual que los otros miembros de esia familia,Ia 

transcrÍpción y\epÚcadón de su genoma se lleva a cabo por medio de una transcriptasa-replicasa 

endógena:· Se ha propuesto que la proteína VPl, codificada por el segmento 1 del genóma se encuentra 

asociada a loss~gm~riío~ genómicos formando parte de las nucleocápsides virales, y puede ser la enzirna 

responsabl~ de ia. r~plica~i61i y /o transcripción. Las evidencias que sugieren que VPl es la polimerasa 

. viral smi: m~t;;;te~ 'térmosensibles (Ts) que mapean en el segmento 1, presentan defectos en la síntesis de 

. d~RNA; y ~l.a;;_áÚsi~'de :secuencias de la proteína VPl del rotavirus RF (cepa bovino), presenta cuatro 

motivos é~truct~-~al~s que se encuentran conservados entre RNA polimerasas dependientes de_RNA 

CRPDRs). En este. trabajo~ secúenciamos el segmento 1 del genóma del rotavirus porcino YM, _con el 

objetivo• de. coriip~ra~ susecuencia de aminoácidos con las proteínas VPl de rotavirus previamente 

reportadas, así\c?~o0 c.~11 las posibles RPDRs. Nuestros resultados son los siguientes: la sec~encia 
completa del gene {del rotavirus YM es de 3302 nucleótidos, contiene un marco abierto de lectura de 1088 

codones, qu~\:~~-ific~ii parauna proteína con un peso molecular calculado de 134 kd, y una carga lléta de 

+ 15.5 a pf¡;~.o_;·ta·:c?mparación de esta proteína con las VPlpreviamente reportadas, presenta 1.má · 

homología e;;,tre B9~9í'. % · siendo mas alta entre ias cepas porcinas (YM y Gottfried), que con las cep<rn 

bovinas (RF y UK), y ei1 r11enor medida con la cepa de slmio (SAll). Cuando comparamos las ~ecuencias 
de aminoácidos de las proteínas VPl de rota virus del grupo A (YM, Gottfried, UK, RF, SAl 1 ) y delgrupo 

C (Cowden ), con la posible RPDR de reovirus'. 6bs~rvam6s ochomotivos estructurales que se conservan. 

e_ntre proteínas de rota virus del grupo A;'.y·d_¡;lgr.upó Cy', que son caracteristicos en ias proteínas que 

funcionan como RPDRs. El porcentáje de ho~~iogfa anlv~l ¡je affiinoái:idos de las proteínas VPl, de los 

grupos A y Ces de 48.2 %, sin e~~arg~ ;~~,o~Ii~.~citi~cis ·:;;;.~~tu~ales son estrictamente conservados, 

sugiriendo el importante papel de es~s reg¡6rie~~1i i~ aiti\,ida'd de RNA polirnerasa dependiente de RNA. 
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RESUMEN. 

Los rotavirus, son considerados como uno de los principales agentes causales de 
gastroenteritis aguda no bacteriana en infantes y niños menores de 2 años de edad. 
Estos virus se encuentran formados por un genoma de 11 segmentos de RNA de doble 
cadena (RNA de), rodeado por tres capas concentricas de proteínas; pertenecen a la 
familia Reoviridae y al igual que los otros miembros de esta familia, la transcripción y 
replicación de su genoma se lleva a cabo por medio de una transcriptasa-replicasa 
endógena. Se ha propuesto que la proteína VPl, codificada por el segmento 1 del 
genóma se encuentra asociada a los segmentos genómicos formando parte de las 
nucleocápsides virales, y puede ser la enzima responsable de la replicación y/ o 
transcripción. Las evidencias que sugieren que VPl es la polimerasa viral son: mutantes 
termosensibles (Ts) que mapean en el segmento 1, presentan defectos en la síntesis de 
d~RNA; y el análisis de secuencias de la proteína VPl del rotavirus RF (cepa bovino), 
presenta cuatro motivos estructurales que se encuentran conservados entre RNA 
polimerasas dependientes de RNA (RPDRs). En este trabajo, secuenciamos el segmento 
1 del genóma del rotavirus porcino YM, con el objetivo de comparar su secuencia de 
aminoácidos con las proteínas VPl de rotavirus previamente reportadas, así como con 
las posibles RPDRs. Nuestros resultados son los siguientes: la secuencia completa del 
gene 1 del rotavirus YM es de 3302 nucleótidos, contiene un marco abierto de lectura de 
1088 codones, que codifican para una proteína con un peso molectilar calculado de 134 
kd, y una carga neta de + 15.5 a pH 7.0. La comparación de esta proteína con las VPl 
previamente reportadas, presenta una homología entre 89-97 % siendo mas alta entre 
las cepas porcinas (YM y Gottfried), que con las cepas bovinas (RF y UK), y en menor 
medida con la cepa de simio (SAl 1). Cuando comparamos las secuencias de aminoácidos 
de las proteínas VPl de rotavirus del grupo A (YM, Gottfried, UK, RF, SAll ) y del 
grupo C (Cowden ), con la posible RPDR de reovirus, observamos ocho motivos 
estructurales que se conservan entre proteínas de rotavirus del grupo A, y del grupo C y, 
que son caracteristicos en las proteínas que funcionan como RPDRs. El porcentaje de 
homología a nivel de aminoácidos de las proteínas VPl, de los grupos A y C es de 48.2 
%, sin embargo los ocho motivos estructurales son estrictamente conservados, 
sugiriendo el importante papel de estas regiones en la actividad de RNA polimerasa 
dependiente de RNA. 
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INTRODUCCION 

Con el descubrimiento de los rota virus en 1972 (5) estos han sido considerados 

como los principales agentes etiológicos de eri.r~rrll~dacl~~ di~rréi¿as ~o bacterianas en 

infantes y niños menores· de 2 años de edad •. C7)i:2;,:2s)frR.~~ultados de estudios 

seroepidemiológicos, demuestran que estos ~irusJ~~~~:·'.l_h~;;~~lia distribución tanto 
- . ,.:.:· ··;:.-·.-:·: .. >:" _: ('. . 

en la población humana como en especies animales •. de hnportaii~a económica para el 

hombre, como; bovinos, cerdos, corderos, caballos, conejos, y aves (2, 13, 43). 

Los rotavirus, son considerados como un género dentro de la familia Reoviridae 

(16, 25). Estos han sido divididos en seis grupos denominados A, B, C, D, E, y F, en base 

a diferentes pruebas serológicas como inmunofluorescencia, ELISA, e 

inmunomicroscopía electronica. Los epítopes que determinan estos grupos , están 

localizados en la proteína más abundante del virión (VP6) (37). Además, en los 

rotavirus del grupo A se han detectado 2 determinantes antigénicos más en esta 

proteína, que son responsables de la especificidad de subgrupo (21). Por otro lado, en 

base a ensayos de neutralización (4) los rotavirus de este mismo grupo se han 

clasificado en 14 serotipos. 

Los rotavirus aislados de humanos y, de animales muestran propiedades 

morfologicas y bioquímicas comúnes. Por medio de microscopía electronica (ME), se 

han observado tres tipps de partículas: las partículas virales maduras (infecciosas) son 

de 76.S nm de diámetro y tienen la apariencia de una rueda de carreta, morfología que 

dió lugar al nombre rotavirus (del latin rota, que significa rueda), se observan también, 

partículas incompletas de 70.5 nm de diámetro, éstas carecen de la cápside externa, y se 
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observan como partículas rugosas debido a los capsómeros que conforman la cápside 

interna, y partículas más pequeñas de aproximadamente 50 nm de diámetro a las que 

se les ha denominado nucleocápsides (17) (figura 1). 

El análisis de la estructura tridimensional utilizando criomicroscopía electrónica 

y procesamiento de imágenes, ha demostrado que las partículas virales completas 

tienen 132 canales acuosos de aproximadamente 70Á de amplitud en la superficie y 70Á 

de profundidad, que atraviesan las dos cápsides. Este tipo de canales se ha observado 

en virus que tienen actividad de RNA-transcriptasa endógena, y se ha sugierido que 

éstos canales son usados para importar los metabolitos requeridos para la transcripción 

y exportar las cadenas nacientes de RNA mensajero (RNAm) (15) 

ESTRUCTURA Y ORGANIZAOON DEL GENOMA. 

El genóma viral consiste de 11 segmentos de RNA de doble cadena (dcRNA), que 

suman un total de aproximadamente 18,000 pares de bases (pb). Los genes son 

numerados del 1 al 11 en base al peso molecular de cada segmento, siendo el gene 1 el 

de mayor peso molecular, de aproximadamente 3 300 pb, y el gene 11 el de menor peso 

molecular con un tamaño aproximado de 650 pb (15). Seis de los segmentos del genoma 

codifican para proteínas estructurales (VP1,VP2, VP3, VP4, VP6, y VP7), presentes en el 

virión y cinco para proteínas no estructurales (NS53, NS35, NS34, NS28, y NS26), 

presentes en las células infectadas (15). Estudios hidrodinámicos de flexibilidad de los 

segmentos de dcRNA aislados en solución, indican que los 11 segmentos no pueden ser 

empaquetados dentro de la cápside, a menos que existan interacciones RNA-prote!nas 

(24). Las proteínas estructurales presentes en la nucleocápside (VPl, VP3 y VP2) son las 

candidatas obvias, pero además se propone que las proteínas no estructurales, NS34, 
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NS53, NS35 y NS26 pueden jugar también un papel importante en el empaquetamiento 

del RNA en etapas tempranas de la replicación del genoma (36) (figura 1). 

Recientemente el análisis de la estructura de los rotavirus por estudios de 

criomicroscopía electronica y procesamiento de imágenes, ha demostrado que los virus 

estan formados por tres capas concentricas de proteínas que rodean al genoma. La capa 

más interna está formada por la proteína VP2 (102 kD), la cual engloba el genóma viral, 

y pequeñas proporciones de las proteínas VPl, y VP3, este conjunto constituye la 

nucleocápside del virión. La nudeocápside, a su vez, está circundada por la capa 

íntermedia constituida por la proteína VP6 (45 kD), formando las partículas de una sola 

cápside (40). Las partículas de doble cápside maduras contienen además, la capa más 

externa de proteínas del virión constituida por la glicoproteína VP7 (37 kD), y la 

proteína VP4 (87 kD) que son los blancos de anticuerpos neutralizantes. 

Todos los genes virales comparten algúnas caracteristicas, tales como la presencia 

de secuencias no codificadoras en los extremos 5' y 3', un solo marco de lectura abierto 

que codifica para una proteína, un m7GpppG(m)GPy ("cap") en su extremo 5' en la 

cadena de polaridad positiva (RNA mensajero) y no se encuentran señales de 

poliadenilación en el extremo 3' terminal de los genes. Dentro de las regiónes no 

codificadoras, en los extremos 5' y 3' de todos los genes se observan secuencias de 10 y 

de 7 nucleótidos respectivamente, que estan conservados entre todos los genes, 

sugiriendo que estas regiones contienen señales importantes para transcripción, 

replicación y/o empaquetamiento (15) (Figura 2). El número total de nucleótidos de 

cada gene, así como la longuitud de las secuencias no codificadoras 5' y 3' varían para 

cada uno, no obstante, estas longuitudes se conservan entre diferentes cepas para un 

mismo gene. 
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Figura l. Representación esquematica de rotavirus, genoma y proteínas estructurales. 

En el lado izquierdo de la figura, se representan los 11 segmentos de dcRNA que 

forman el genoma de rotavirus, así como las proteínas codificadas por éstos. Al centro 

se esquematizan las tres capas concentricas que conforman la partícula viral; la capa 

exterior la forman las proteínas VP4 y VP7, la intermedia la proteína VP6, y la interna 

VP2 (M. K. Estes. Fourth International Symposium on Double-Stranded RNA Viruses. 

1992.). 
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m7GpppGGC ATG TGA GACC 

(A/G)NNATGG MARCO DE LECTURA ABIERTO 
KOZAK 

GGCTTTTAAA TGTGACC 

Figura 2. Caracteristicas principales observadas en las secuencias de nucleotidos de los 

genes de rotavirus. En esta figura se muestra un esquema de la cadena de polaridad 

positiva de un gene viral. Los genes contienen un extremo 5' modificado (cap), carecen 

de una señal de poliadenilación y contienen secuencias conservadas en los extremos 5' y 

3' (cuya secuencia se muestra). El área sombreada indica el marco de lectura abierto. 

5 
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Se sabe poco deJas propie~ades biológi~as de}as proteínas no ~s~!1Sturales, .sin 

embargo, su presencia•~n.·partl.cttla~···subvir~lé~·con}ctividad • de •.. repll~~sa (~S53,·· NS34, 

~::,:::~:f ~f;!:t5~~~:~~~t~~rfoJti~S:t~:::: 
proteínas. púede~:furtcl~1m co~Ó pa;t~'c:ie ~\;oí:nplejo enzimatico implicado en 

replicación (NS53, NS34, ~535, NS26) y/ ó morfogénesis del virus (NS28) (15). 

PROTEINAS ESTRUCTURALES DE CAPSIDE INTERNA Y DE NUCLEOCAPSIDE. 

La proteína VP2, es codificada por el segmento 2 del genóma (14, 27, 34) , es la 

proteína estructural más abundante presente en la nucleocápside , y es la tercera más 

abundante en partículas de doble cápside (30) . Tiene la capacidad de unirse a ácidos 

nucleícos (dcRNA, csRNA, y dcDNA) (27). El análisis de la secuencia de VP2 muestra 

que esta proteína contiene leucinas cada 7 residuos, a partir del aminoácido 536 al 665 

conformando por dimerización un arreglo periódico de "zipper de leucina", responsable 

de la interacción con los RNAs virales (15, 27). 

VP3, es codificada por el segmento 3 del genóma (28, 30), es la proteína que se 

encuentra en menor proporción en los viriones (0.5 % ) (15). Mutantes sensibles a 

temperatura, que mapean en este gene, tienen un fenotipo RNA negativo (20), 

sugiriendo que esta proteína juega un papel importante en la replicación del RNA. 

Recientemente se ha demostrado que la proteína VP3, une GTP, por lo que se propone 

que ésta proteína podría tener la función de guaniltransferasa, la enzima responsable de 

añadir 7 metil guanosina en el extremo 5'del RNAm ("capping") (29, 38). 
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VP6, codificad.a pof el s~~ento .61 ~~la pro tema más abundante de los rotavirus 

(51 %)(15). La r~mo~ió# in vitfo:deVP6 de las partículas sin cápside externa, resulta en 
- ' . . 

la perdida de activi,dad de polittlerasa (9, 11, 42), aunque VP6 per se no presenta 

ningúna actividad detectable in vitro. Estos resultados indican que VP6 es requerida 

para la actividad de polimerasa, pero no necesariamerúe e~.la·'responsable de tal . . . ,. ' 

actividad, más bien puede .ser un componente estruc~.áÚi.h~ortante necesario para 

mantener la conformación apropiada de la nudeo'sáp~icte''\riral ó del complejo 

transcripcional compuesto de un~· ó más de las protemas de nJdeocápside (15). 

VPl es codificada por el segmento 1 del genórna, representa el 2% de la masa del 

virión (15), tiene un peso molecular aproximado de 124 kD. es una proteína básica y 

relativamente hidrofóbica (6, 10, 18). El número tan pequeño de moléculas de VPl que 

se encuentra presente en los viriones, sugiere que su función estructural no es muy 

importante, pero si puede ser parte de un complejo multienzirnático encargado de la 

replicación y transcripción. Las evidencias que sugieren que VPl pudiera ser la 

polimerasa viral son: mutantes Ts que mapean en el segmento 1, tienen un fenotipo 

RNA-negativo (20, 41). Por otro lado, cuatro motivos estructurales que se encuentran 

conservados en RNAs polimerasas dependientes de RNA, incluyendo al virus 

bluetongue e "infectious bursae disease virus" (ambos son virus de dcRNA) (39) , se 

encuentran también presentes en las VPl de las cepas de rota virus bovino RF y porcino 

Gottfried (10, 18). 

7 



ANTECEDENTES. 

El ciclo de replicación de rotavirus, comprende diferentes étapas: adsorción, 

penetración y desencapsidación del virión, transcripción del genoma, ensamble del 

virión, replicación del geno~a, y liberación de la partícula madura. (figura 3). 

El primer paso durante l~ infección productiva es la adsorción del virus a la 

célula huésped a través del reconocimiento entre una proteína presente en la partícula 

viral y una molécula receptora localizada sobre la membrana celular. 

El paso siguiente a la adsorción viral es la penetración y desencapsidación del 

virus, proponiendose dos rutas de entrada que dependen de si el virus es tratado con 

tripsina o no, los viriones no tratados con tripsina, entran a la célula por endocitosis y 

no producen progenie viral¡ mientras que la entrada del virus tratado con tripsina 

conduce a una infección productiva, en este caso, se ha propuesto un mecanismo de 

"penetración directa" (figura 3). 

TRANSCRIPCION DEL GENOMA. 

Una vez dentro de la célula, comienza el proceso de transcripción (dcRNA -> 

mRNA) en el que se producen los mRNAs (cadena+) virales, que sirven como molde 

tanto para la traducción de proteínas, así como para la producción de la cadena(-) del 

RNA genómico. Las partículas virales que carecen de la capa externa son las 

responsables de la síntesis de los mRNA virales (19). La actividad de transcriptasa 

puede ser inducida in vitro por la remoción de las proteínas de la cápside externa 
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debido al tratamiento de las partículas completas con un agente ciu~lante .ó por calor 

(40). Los transcritos que se obtienen ~partir de estas particúlas i~ vib-o son identicos a 

los observados en celulas infectadas, contienen nucleótklos:;iJocilficados en su extremo 

5" (m7dpppG(m)GPy). Las modificaciones en el exti~rdJ's;;~elniRNA requieren de 

varias reacciones enzimáticas, que se encuentran i11chtld~s~en: la~ nucleocápsides y como 
'·< , .••• ,. ,.-""·'-.•' 

se ha mencionado anteriorll}ente, se ha sugerido a.J~ p'~ote~aVP3 como responsable de 

esta función (29, 38) 

Despúes de la transcripción, y traducción de proteínas virales, comienzan 

simultaneamente dos procesos: el ensamblado de la partícula viral, y la replicación del 

genóma (35, 36) en una región densa que se observa en el citoplasma de células 

infectadas, a la que se le ha llamado viroplasma. Una vez que el proceso de replicación 

del genoma ha concluido, las partículas aún en formación migran hacía el reticulo 

endoplasmico, a través del cual geman a su interior, completando de esa manera su 

proceso de maduración, al adquirir las proteínas de cápside externa. Posteriormente, la 

lisis celular libera partículas virales maduras (15). 

REPUCACION DEL GENOMA. 

La replicación del genoma (mRNA -> dcRNA), requiere de dos condiciones; una 

es la existencia de mRNA (cadena+), que es utilizado como molde para sintetizar la 

cadena negativa del RNA y la segunda es la exiStencia de proteínas virales asociadas a 

esta cadena (+). Las partículas con actividad de replicasa son heterogeneas, consisten 

de una población de partículas que varian en contenido de proteínas, tamaño, y 

densidad (19, 22, 35, 36). En células infectadas, se han detectado, tres tipos de partículas 
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subvirales intermediarias de la replicación (RI) llamadas: 1) prenucleocápsides de 45 

nm, que contienen las proteínas estructurales VPl, VP3, y las no estructurales NS35, 

NS34, y NS26 (35, 36); 2) nucleocápsides de 60 nm, que contienen las proteínas 

estructurales VPl, VP2, VP3, y las no estructurales NS35, NS34, y NS26; y 3) las 

partículas de una sola cápside de 75 nm, contienen las proteínas estructurales VPl, VP2, 

VP3, VP6, y las no estructurales NS35, NS34, y NS26. Lo anterior sugiere que las 

partículas de una sola capside, son formadas por una adición secuencial de VP2 y VP6 

respectivamente a las prenucleocápsides, realizandose simultáneamente la 

morfogénesis de partículas de una sola cápside y la síntesis de dCRNA (36) · 

En resumen, las proteínas involucradas en el proceso de replicación (m RNA-> 

dcRNA), son las proteínas de cápside interna VPl, VP2, VP3, VP6 y las no estructurales 

NS35, y NS34, y NS26 (22, 36), mientras que las proteínas involucradas en transcripción 

(dcRNA -> mRNA), son las proteínas de cápside interna; VPl, VP2, VP3, y VP6 (11). 

Las partículas con actividad de replicasa al ser separadas por electroforesis, migran 

diferente de las partículas con actividad de transcriptasa, lo que demuestra que ambas 

partículas son estructuralmente diferentes (36). La transcripción y replicación del 

genoma del virus ocurre en el citoplasma de la célula, esta síntesis es catalizada por una 

RNA polimerasa endógena dependiente de RNA (9). 
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CARACTERISTICAS DE LAS RNA POLIMERASAS DEPENDIENTES DE RNA, 

Las RNAs polimerasas,'depén¡:l}e~.t~s de'R,N:A, (RPDRs), son codificadas 

únicamente por virus con genoma~ d~ ~ .. ()A~~~,'~~ t~ri ~lasificado en tres clases: a) 

RDRPs de virus con genomas de RNA de poÍ~rldad p6sitÍva, b) RDRPs de virus con 
•';•:_ .. -,-,, ___ , .;·-'. . 

genomas de RNA doble cadena, y c) RDRPs de virus con genomas de RNA de 

polaridad negativa (8) 

Las primeras RDPRs que se identificaron fueron de virus de cadena(+), en base 

a su similitud con la polimerasa de poliovirus, encontrandose además que una de las 

regiónes conservadas (YGDD) esta presente tambien en las RNA polimerasas 

dependientes de DNA (23). Posteriormente esta región conservada se observó en DNA 

polimerasas dependientes de DNA, y en otras RNA polimerasas dependientes de RNA 

(3). 

La disponibilidad de muchas otras secuencias de genomas virales en bancos de 

da tos, ha hecho posible hacer varios alineamientos para cada uno de los grupos de 

RPDPs. Inicialmente se describieron cuatro motivos estructurales conservados en 

polimerasas pertenecientes a todos los grupos, incluyendo en el de RPDRs de virus de 

dcRNA, como BTV (blue tongue virus), e IBDV (infection bursae disease virus) (37) 

Recientemente, en base a este tipo de comparaciones, se reportó la existencia de 

ocho motivos estructurales conservados entre posibles RDPRs de virus con genomas 

de cadena(+) y virus con genomas de doble cadena entre los que se incluye a rotavirus 

(cepa bovina RF), reovirus, IBDV, BTV, Phi6, y ScV (8) Los primeros tres motivos; el 

acídico DxSxxxxxD, el SxGxxxTxxxN y el G D D, ya se habían reportado previamente 

(37). El cuarto motivo (básico) K, se encuentra aproximadamente 120 bases adelante de 
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la región GDD, el quinto y sexto motivos tienen las secuencias consenso FCG, y LKR 

respectivamente. El séptimo motivo es una secuencia básica precedida por un residuo 

aromático, y el octavo motivo es un residuo aromático precedido por una secuencia 

básica. En todos los casos, se ha observado que los motivos se encuentran localizados 

cerca del extremo carboxilo terminal de la proteína (3, 8, 39). 

Predicciones de estructuras secundarias sugieren que cada uno de los motivos 

propuestos, pueden asociarse para formar un dominio bien ordenado, implicado tanto 

en el reconocimiento del molde como en la actividad de polimerasa (39), se ha sugerido 

que el dominio catalítico de las RDRPs es el motivo GDD (3). 
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OBJETIVO. 

En 1983, en nuestro laboratorio se aisló una cepa de rotavirus porcino, a partir 

del contenido intestinal de un lechón con diarrea. La caracterización molecular de este 

virus, designado YM, es import~nte debido a que ha sido adoptado como el modelo 

experimental de estudio . 

El objetivo de este trabajo, fue el determinar la secuencia de nucleótidos del gene 

1 que codifica para la proteína VPl de rotavirus YM. Una vez obtenida la secuencia de 

nucleótidos, deducir la secuencia de aminoácidos de la proteína, para hacer una 

busqueda de regiones conservadas con proteínas que tienen actividad de RNAs 

polimerasas dependientes de RNA. En base a estos resultados, establecer, si la proteína 

VPl de rotavirus YM pudiera estar implicada en el complejo enzirnatico transcriptasa

replicasa. 
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MATERIALYMETODOS. 

Al inició de este trabajo contabamos con un banco de cDNA del genóma del 

rotavirus porcino YM (clonado en el sitio de Eco RI del vector pMT21), y con 3 clonas 

(1.1, 1.2, y 1.3) caracterizadas previamente por hibridación en punto con el gene 1 de 

YM(31). 

Para la segunda etapa del proyecto se utilizó un banco de cDNA del genóma de 

rotavirus YM (clonado en Eco RI del vector lambda-ZAP II) obtenido comercialmente 

(CLONTECH Laboratories, Inc.). 

En general la metodología empleada a lo largo de este trabajo, se basó en las 

té'c:nicas reportadas en los manuales Molecular cloning (32) y en el Current Protocols 

in Molecular Biology (1). 

La metodología consultada en Molecular cloning fué: marcaje radioactivo de 

sondas por Nick Translation (pp. 10.6-10.10); hibridación in situ de colonias bacterianas 

(pp. 1.92); transformación de E. coli, (cepas MC1061 y JM101) (pp. 1.82 - 1.84). La 

purificación de DNA plasnúdico se realizó por el método de lisis alcalina, con 

posteriores etápas de purificación con polietilenglicol (PEG 8000), de acuerdo al método 

de R. Treisman (Maniatis, pp. 1.38-1.41). La digestión del plásmido, y las reacciones de 

ligasa, se hicieron de acuerdo al protocolo reportado en las páginas 5.31 y 1.68 

respectivamente, tomando en cuenta las recomendaciones especificadas en cada 

producto. La identificación de clonas, se realizó por medio de análisis de restricción de 

DNA y separación de los fragmentos en geles de agarosa 0.8 % teñidos con bromuro de 

etidio y visualizados con lámpara de luz uv. La subclonación de insertos en el fago Ml3 

se hizo de acuerdo al protocolo de la página 4.35. 
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La metodología para: hibridación in situ de placas de fago lambda, purificación 

de DNA del fago M13, y purificación de DNA de fago lambda se consultó en el Current 

Protocols in Molecular Biology, páginas: 6.1.1 - 6.1.3, 1.152 - 1.15.3 y 1.12.2, 1.13.7 

respectivamente. 

La determinación de la secuencia, se hizo por el método de Sanger. utilizando 

como molde DNA de cadena sencilla utilizando el fago M13 y la enzima Sequenase 

(version 2.0) de acuerdo con el" protocolo recomendado por la casa comercial que 

distribuye el producto (USB). Brevemente, el método está basado en la capacidad de la 

DNA polimerasa del fago T7 modificada, para sintetizar una hebra de DNA a partir de 

un oligonucleótido sintético el cual hibrida con el vector de clonación en uno de los 

extremos que flanquea la secuencia que contiene los sitios de clonación. Tomando como 

sustrato el extremo 3' del aligo va polimerizando hasta que un dideoxinucleótido se 

incorpora, terminando la polimerización. Cada experimento de secuencia se lleva a cabo 

en cuatro reacciones separadas, cada una de las cuales contiene los cuatro 

deoxiribonucleótidos trifosfatos (dNTPs), suplementado con una cantidad limitada de 

solamente un dideoxiribonucleótido trifosfato (ddNTP). Debido a que el ddNTP carece 

del grupo OH en la posición 3', el cual es requerido para la elongación de la cadena, el 

oligonucleótido que está creciendo es terminado selectivamente en A, C, G, ó T, 

dependiendo del dideoxinucleotido análogo en esa reacción. Las concentraciones 

relativas de cada uno de los dNTPs y ddNTPs pueden ser ajustados para dar un 

conjunto de cadenas terminadas sobre varios cientos a pocos miles de bases en 

longuitud. Los fragmentos resultantes, cada uno con un origen común, pero terminando 

en diferente nucleótido, son separados de acuerdo a su tamaño por medio de 

electroforesis en un gel desnaturalizante de alta resolución. 
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En la tercera etapa, para concluir el trabajo experimental, se utilizo el mismo 

método (Sanger) para la secuenciación, con ligeras variaciones ya que se utilizo DNA de 

doble cadena como templado y para desnaturalizarlo se empleo el siguiente metodo: a 

aproximadamente 3ug de DNA junto con 15 pm. del oligo apropiado se les añade 

NaOH a una concentracion final de 0.2M, se incuba 5 min a 85° C, se neutraliza con 

acetato de sodio 0.05M concentración final, se enfria rapidamente en hielo, se precipita 

con etanol, se resuspende y se utiliza inmediatamente para las reacciones de secuencia, 

con el mismo protocolo emplead~· para cadena sencilla. 

La comparación de secuencias de nucleótidos, aminoácidos y busqueda de 

homologías se llevo a cabo utilizando el paquete de análisis de secuencias (Genetic 

Computer Group, Inc., Madison, Wi.), utilizando los siguientes programas¡ BestFit, para 

comparar y obtener similitud entre dos secuencias, y PileUp, para hacer alineamientos 

de un grupo de secuencias, y los programas FastA y TFastA para analizar las secuencias 

correspondientes a las dos primeras etapas del trabajo. 
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RESULTADOS. 

Al inicio de este proyecto en 1988, no se había reportado todavía ningúna 

secuencia de genes 1 de rot'!virus. Para determinar la secuencia del gene 1 del rotavirus 

porcino YM, partimos deun ban~o de cDNA (editado al azar) del genoma de este virus 

que había sido clonado en el plásrnido pMT21 (31). 

La selección de clonas recombinantes en el banco de pMT21, se hizo por 

hibridación en colonia, utilizando como sondas las clonas 1.1, 1.2 y 1.3, marcadas 

previamente por nick translation, estas clonas fueron seleccionadas por su hibridación 

positiva con el segmento 1, aislado del genoma de YM. Se analizaron 950 colonias del 

banco, de las que se seleccionaron 23 por su hibridación positiva con las clonas 1.1, 1.2 y 

1.3. 

De éstas 23 colonias positivas, se seleccionaron las cuatro clonas que contenían 

los insertos más grandes (clona 11 de 800 pb, clona 16 de 300 pb, clona 17 de 500 pb, y 

la clona 22 de 270 pb). Los insertos de estas clonas se subclonaron en M13 (mp18), y se 

transformaron en JM101. Se aisló el DNA de una sola cadena de cada uno de los fagos 

recombinantes, y se secuenciaron utilizando como primer el oligo universal 

(5' GTAAAACGACGGCCAGT3' ) de M13 (33). 

Encontramos que las clonas 16 y 17, contenían el mismo inserto (por 

sobrelapamiento de secuencias). De estas dos clonas obtuvimos la secuencia de 285 

nucleotidos que tenian homologia en la región 488-773, con la secuencia del gene 1 del 

rotavirus bovino RF (cuya secuencia apareció durante el desarrollo del presente trabajo) 

(10). 
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La secuencia obtenida de la clona 22 (398 nucleótidos) se localiza entre los 

nucleótidos 1320-1433. La secuencia obtenida de la clona 11 no mostró ninguna 

homología con la secuencia del gene 1 reportado, por lo que se descarto. Con este 

mismo banco, no fué posible aislar mas clonas positivas para el gene 1, que nos dieran 

nueva información. 

Dados los resultados anteriores, decidimos trabajar con un banco comercial de 

cDNA (editada al azar) del genoma de rotavirus YM. Este banco consiste de clonas de 

cDNA insertadas en el sitio Eco RI, del fago lambda-ZAPII. 

Se hizo una busqueda, por hibridación en placa, de fagos recombinantes que 

contuvieran insertos del gene 1 del rotavirus YM, utilizando como sondas los insertos 

dé las subclonas 16, 17, y 22 (marcadas por nick translation). La hibridación, fué en 

condiciones de alta astringencia y solo se seleccionaron las placas que dieron las señales 

más intensas. Obtuvimos 10 placas recombinantes y se determinó el tamaño de los 

insertos por digestion del DNA de estos fagos con Eco RI, los resultados fueron los 

siguientes: en 4 clonas no se observó ningún inserto, 2 clonas con insertos de alrededor 

de 1000 pb y en cuatro clonas se observaron 2 insertos de aproximadamente 2000 y 

1300, lo cual nos sugirió que existía al menos un sitio interno de Eco RI en el gene l. 

Seleccionarnos una clona con cada tipo de inserto: una clona con el inserto de 1000 pb y 

otra clona conteniendo el inserto de 3,300 pb. Los insertos de estas clonas se escindieron 

por digestión con Eco Rl y se subclonaron en el fago M13 (mp18). 

De esta subclonación obtuvimos fagos con insertos de 1000 y 1300 pb; en el caso 

del inserto de 2000 pb no tuvo exito la subclonación. Los DNAs de cadena sencilla de las 

subclonas obtenidas se secuenciaron con oligonucleótidos sintéticos diseñados a partir 

de las secuencias del gene 1 de YM obtenidas previamente. Los oligonucleótidos 

utilizados asi como las secuencias que se obtuvieron a partir de estos se muestran en la 
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figura 4. En resúmen con estos experimentos obtuvimos la secuencia de 1387 

nucleótidos del gene 1, que comprendía de los nucleótidos 193 al 1303, y del 1320 al 

1596. 
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Nucleótidas Secuencia obtenida 

504-488 420-192 
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1337-1321 1303-1087 

1336-1355 1431-1529 

316-330 372-652 

747·772 742-929 

1123-1109 1089-863 

Figura 4. Representación esquematica de las secuencias obtenidas a partir del banco genomico en lambda·ZapJI. En 

el cuadro superior se representa en primer lugar el gene 1 completo (sombreado) de 3302 pb., así como las secuencias 

obtenidas previamente (áreas obscuras) con el banco genomico en pMT21. Las flechas indican la orientación de los 

aligas que fueron diseñados en base a las secuencias conocidas. Las líneas representan la orientación y el t.amaño de 

las secuencias obtenidas a partir de los aligas que se encuentran señalados arriba de éstas. El cuadro inferior resume 

los eliges utili7.ados, localización y secuencia obtenida a partir de ellos. 
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Para.completarla secuencia de este gene y contando con la informacion de las 

secuendas de los ~enes!~~ l~scepas de rotavirus RF, UK Gottfried, y SAll (10, 18, 34, 
,.. . . ... .:. ·-.. -- - - ~ . . ; 

44) que fueron publicadas .dllrarite el desarrollo de esta tesis, se decidió clonar 
; .· .. - ', 

dirigidamente el gene 1 deÍ roti~s porcino YM en el plásmido pGEM-3Z (Promega). 

Para este fin, utilizamos las secuencias ya publicadas y diseñamos 

oligonucleotidos sintetices ~omplementarios a los extremos 5' y 3' del gene 1 (figura 5). 

P ·tra parte, se obtuvo RNA mensajero total del rotavirus YM (producido in vitro a 

partir de nucleocápsides virales Úl). El mRNA total obtenido, se utilizó como molde 

para la síntesis de cDNA del gene 1, utilizando transcriptasa reversa de AMV (Avian 

Jvryeloblastosis Virus) y como primer el oligonucleótido YMl-3' complementario 

al extremo 3' del gene l. En este oligo los últimos 15 nucleótidos son complementarios al 

extremo 3' de la cadena positiva y ademas se le añadieron sitios de restricción para las 

enzimas Sac II y Sma I, para dirigir la posterior clonación. 

El cDNA obtenido, se amplificó por PCR utilizando el oligo YMl-3' y el oligo 

YMl-5' que contiene 16 nucleotidos complementarios al extremo 5' del gene 1 en la 

cadena negativa, diseñado también en base a a las secuencias ya reportadas, este oligo 

ademas contiene sitios para las enzimas Kpn I, y Sma I. 

El producto de PCR obtenido tuvo el peso molecular espei;ado de 

aproximadamente 3300 pb. Este, fue digerido con Smrt I y se clonó en el sitio Sma I del 

plásmido pGEM3Z. De las colonias transformantes resistentes a ampicilina, se tomaron 

18 colonias de las que se obtuvo DNA del plásmido, y de éstas por digestión con Sma I 

se seleccionaron 4 que contenían insertos del peso molecular esperado. La orientación 

de estas clonas con respecto al promotor T7 se determinó por su patrón de restriccion 

con Kpn I (ver figura 6). 
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YMl-3' 

YMl-5' 

5' CAGACCCGGGCCGCGGTCACATCTAAGCG 3' 

· Sma 1 Sac 11 

5' CAGACCCGGGTACCTATTAAAGCTATACA 3' 

Sma I Kpn 1 

Figura 5. Secuencia nucleotidica de los oligos YMl-3'. y YMl-5 empleados en la 

clonación del gene 1 de YM. Las secuencias subrayadas indican las regiones 

complementarias a los extremos 5' y 3' del gene, también de los sitios de restricción 

incluidos en estos oligos. 
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Figura 6. Representación esquematica de la clona que contiene el gene 1 de YM 

insertado en pGEM3Z. En esta figura se muestra el gene 1 en la orientación correcta con 

respecto al promotor T7 (clona 1-7). La clona 1-4 (no mostrada) es de orientación inversa 

con respecto al promotor T7. 
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Además, las 4 clonas seleccionadas se utilizaron para transcripción in vitro 

utilizando el promotor de T7 en el plásmido. Los mRNA obtenidos se tradujeron en un 

sistema de traducción libre de células. Estos ensayos además de confirmar la orientación 

del gene en el plásmido, nos permitieron corroborar la funcionalidad del gene clonado, 

ya que obtuvimos dos clonas que codifican para. una proteína del peso molecular 

esperado para VPl. 

Para este trabajo seleccionamos una doria~ dE! cada orientación (con respecto al . ,:;.,':.···.-.·,;.' .·"" 

sitio de clonación múltiple y al promotor de T7); la:dona i-7 (orientación correcta) y la 

clona 1-4 (orientación inversa). 

Se hicieron mapas de restricción de estas clonas utilizando enzimas con sitios 

presentes en el sitio de clonación múltiples y basados en los genes 1 ya reportados. Con 

la información obtenida de estas digestiones, obtuvimos subclonas conteniendo 

fragmentos del gene 1 de menor peso molecular, para facilitar la secuenciacion. 

En la figura 7 se muestra un esquema de las construcciones obtenidas a partir de 

esta estrategia, se utilizaron las enzimas de restricción Eco RI, y Hind III, sobre la clona 

1-7. La subclona IH4 contiene un inserto del gene 1 de YM que va desde el nucleótido 1 

hasta el 2018, la subclona IES, contiene un inserto del gene 1 de YM que corresponde a 

los nucleótidos 2206 hasta 3302; posteriormente cada una de estas dos subclonas, se 

digirió por separado; IH4 con Eco RI, e IE5 con Bam .HI, con estas digestiones obtuvimos 

otras dos subclonas: IH4Eco (1492-2017) e IESBam (2206-2947). 

La misma estrategia se siguio con la clona 1-4 (la cual es de orientación opuesta a 

la clona 1-7). Esta clona se digirio por separado con las enzimas Bam .HI y Eco RI y se 

obtuvieron dos subclonas adicionales; la subclona BRl-II que comprende de los 

nucleotidos 2947 al 33Ó2 y la subclona ERl-III del 1 al 1492 (figura 8) 
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Eco RI Hi11d IIIEco RI BamHI 
EcoRI 1492 2018 2206 2947 Bam HI 
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T7 SP6 

!lr-t--------1-m clona IH4 

T7 SP6 

m 1 m clona IH4 Eco 

T7 SP6 

clona IES l!l 1 ~ 
T7 SP6 

clona IES Bam !! ~ 

Figura 7. Representación esquematica de las subclonas obtenidas a partir de la clona 1-7. 

Se muestra en cada caso la posición de los promotores T7 y SP6 presentes en el 

plásrnido pGEM3Z. Se representa además la localización de los sitios de corte de las 

enzimas utilizadas. 
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Bam HI Eco RI Eco RI Bam HI 
Bam HI 408 · 1492 2206 2947 Eco RI 

s~A~ 
SP6 T7 

~I 11 clonaER.m 

SP6 T7 

clona BRI.II 1 11 

Figura 8. Representación esquematica de las subclonas obtenidas a partir de la dona 1-4 

(orientación inversa a la clona 1-7). Se muestra la posición de los promotores 17 y SP6, 

así como de los sitios de corte de las enzimas utilizadas. 
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Utilizamos estas seis construcciones para la determinación de la secuencia del 

gene 1 de YM, utilizando como primers en la reacción de secuencia, oligonucleótidos 

complementarios a las secuencias promotoras T7 y SP6 respectivamente y que se 

encuentran flanqueando el sitio de clonación múltiple en donde se encuentra clonado el 

gene l. En la figura 9, se muestran las regiones que logramos secuenciar con esta 

estrategia. Para completar la secuencia de las regiones que no pudimos secuenciar con 

estas subclonas, se diseñaron oligonucleótidos complementarios a las secuencias ya 

conocidas. 

En la parte A de la figura 9, se representa el tamaño del gene 1 (3302 pb), en la parte B 

se muestran las secuencias obtenidas previamente (banco en pMT21, y banco en 

lambda-Zapll). En la parte C, se muestra las secuencias obtenidas a partir de las 

subclonas IH4 e IH4Eco , utilizando los oligos T7 y SP6 como primers, se obtienen las 

secuencias correspondientes desde el nucleótido 1 en el extremo 5' hasta 372, 1528-1685, 

y 1691-2018. En la parte D, con las subclonas IES e IE5Bam, se obtienen las secuencias 

comprendidas entre 2216-2439, 2711-2942, 3052-3302. En la parte E, con las 

construcciones BRl.11 y ERl.Ill, se obtiene la secuencia desde 1250 hasta 1364, y desde 

2954 hasta 3070. La parte F, de la figura representa los cinco oligonucleotidos que 

fueron diseñados, tomando en cuenta las secuencias anteriores, y las regiones donde 

hibridan. Con estos oligonucleotidos, se determino la secuencia de las siguientes 

regiones: 1900 (1970-2226), 2400 (2429-2670), 2700 (2513-2730), 3000 (2795-3019), 1798 

(1638-1736), lo cual nos permitió completar la secuencia del gene 1 de YM. 
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Figura 9. Representación esquematica de la estrategia general utilizada para obtener la 

secuencia del gene 1 de rotavirus porcino YM. Las flechas dentro de las cajas 

sombreadas indican el sentido de la lectura, las flechas en la parte F indican el sentido 

de los oligos. 

29 



La secuencia completa del gene 1 del rotavirus YM es de 3302 nucleótidos, 

contiene un marco abierto de lectura de 1088 codones que comienza en el nucleótido 19, 

y termina en el 3281. El primer codón ATG de inicio en la base 19, se encuentra 

flanqueado por la secuencia consenso reportada para los codones fuertes de inicio 

según las reglas de Kozak (A/G)NNATGG (26). En el extremo 5' se encuentra una 

secuencia no codificadora de 18 nucleótidos, dentro de la cual las primeras 10 bases 

(5'GGCUAUUAAA) son conservadas con otros genes de rotavirus YM. De igual 

manera en la región terminal 3,. se encuentra una secuencia no codificadora de 20 

nucleótidos, cuyos últimas 7 bases (AUGUGACC 3') son conservados con los demás 

genes de rotavirus YM (figura 10). Sin embargo el diseño de los oligonucleótidos 

utilizados para hacer el cDNA, y amplificación por PCR pudieron enmascarar algúna 

variación en los extremos de este gene. 

La secuencia completa de nucleótidos del gene 1 de YM, se comparó con las 

secuencias de nucleótidos del gene 1 reportadas previamente, provenientes de distintos 

origenes animales: cepa Gottfried (porcino), cepa UK (bovino), cepa RF (bovino), y cepa 

SAl 1 (simio), para determinar el porcentaje de homología entre estos genes. De esta 

comparacion se puede observar que a nivel de nttcleótidos la secuencia del gene 1 de 

YM esta mas relacionado con la cepa Gottfried (78 %) que con las cepas RF y UK (87 %), 

y con SAll (87 %) (Tabla 1). 
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La proteína codificada por el gene 1 del rotavirus YM es de 1088 aminoácidos, 

con un peso molecular calculado de 134 kD y con una carga neta de + 15.5 a pH 7.0. La 

secuencia de aminoácidos de la VPl de YM se comparó con las secuencias de 

aminoácidos de las proteínas VPl de diferentes cepas de rotavirus previamente 

reportadas, en donde nuevamente se observa la más alta homología de YM con 

Gottfried (97 %), que con RF y UK (90 %), y en menor medida con SAll (89 %). (Figura 

11) (tabla 2). 
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GGC TAT TAA AGC TAT ACA ATG GGG AAG 1.rAc AAT CTA ATC 'I'l'G TCA GAA TAT 'roo TCA T1'T GTC.TAT.AAT.TCA.CAA 
met gly lys tyr asn leu ile leu ser glu tyr leu ser phe val tyr asn ser gln 

ATA CCA ATT TAT TAT TCT TCC AAT TCT GAG TTA GAG AAA AGA TGT ATT GAT TTT CAT GCT AAG TGT GTT GAT AAT 

lli~lli~~~~~~~~~~~~lli--~~~~~-~ 
TCA AAG AAA GGT TTA TCA CTG AGC TCT CTG TTT GAA GAA TAT AAA GAT GTA ATA GAT AAC GCA ACT TTA CTA TCT 
ser lys lys gly leu ser leu ser ser leu phe glu glu tyr lys asp val ile asp asn ala thr leu leu ser 

ATA TTA TCA TAT TCC TAT GAT AAA TAT AAT GCC OTA GAA CGG AAA TTA ATT AAC TAT GCT AAG GGT AAA CCA TTA 

lli~~~~--~~~~~~~~~lli~~~~~~-~ 
GAA GCG GAT TTA ACA GCG AAT GAA CTT GAT TAT GAA AAT AAC AAA ATA ACT TCT GAA TTA TTT AAO TCA GCT GAA 

~~-~~~~~~--~~~~lli~-~~~~~~~ 
GAA TAC ACT GAT TCA TTG ATG GAT CCT GCT ATA TTA ACT TCA ATA TCA TCT AAC TTA AAT GCT GTC ATG TTT TGG 
glu tyr thr asp ser leu met asp pro ala ile leu thr ser ile ser ser asn leu asn ala val met phe trp 

=====~===·=~~=~-=-~~~=~-~ leu glu arg his ser asn asp val gly asp ala asn lys val tyr arg arg arg leu asp leu phe ili ili val 

GCA TCC ACA ATT AAT AAG TAT GGA GTT CCA AGA CAT AAT GAA AAG TAT AGA TAT GAA TAC GAA GTA ATG AAA GAT 

~~~lli~~-~~-~~~~~~~-~~~~~~
AAA CCG TAT TAT CTA GTA ACC TGG GCC MT TCA GCT ATA GAA ATG = ATG TCA GTA TTC TCA CAT GAG GAT TAT 

~~-~~~~~~~~~lli~-~--~*~~~-~ 
TTA ATA GCG AAA GAA TTG ATA ATC TTA TCA TAC TCT AAT AGG TCT ACG TTA GCT AAA TTG GTG TCA TCT CCT ATG 

~lli~~~~llilli~---~~~~~~~~~~~--
TCA ATA TTA GTT GCA TTA ATT GAT ATA MT GGT ACA TTT ATT ACA AAT GAG GAO TTG GAA CTT GAG TTC TCA GAT 

~lli~~~~lli-lli~~~*lli~~~~~~~~~~
AAA TAC GTA AAG GCA ATC GTA CCT GAT CAA ACT TTT AAT GAA TTA CAG GAA ATG ATT GAT AAT ATG AAA MG GCT 
lys tyr val lys ala ile val pro asp gln thr phe asn glu leu gln glu met ile asp asn met lys lys ala 

GGT TTA GTA GAC ATA CCG AGA ATG ATT CM GAG TGG TTA GTT GAT TGT TCA CTA GAA AAA TTC ACA CTA ATG TCG 
gly leu val aep ile pro arg met ile gln glu trp leu val asp cys ser leu glu lys phe thr leu met ser 

AAG ATT TAT TCT TGG TCG TTT CAT GTT GGA TTT AGG AAA CAG AAG ATG ATA GAT GCT GCA TTG GAT CM TTA AAG 
lys ile tyr ser trp ser phe his val gly phe arg lys gln lys met ile asp ala ala leu asp gln leu lys 

ACT GAA TAT ACT GAG GAT GTA GAT AAT GAA ATG TAT AAT GAA TAC ACG ATG CTA ATT AGA OAT GAG ATA GTC AAG 

~~-~~-~-~~--~~-~--lli~-~lli~~ 
ATG CTT GAA GTG CCA GTC AAQ CAT GAT GAT CAT C'l'G TTA CGT GAT TCT GAG 'rl'A GCT GGA TTA CTA TCT A'l'G TCA 

-~~~~~~~--~~~~-~~-~~~~~-~ 
TCA GCC TCA AAT GGT GAA TCA AOA CAA CTA AAA TTT GGT CGT AAA ACG ATA TTC TCG ACT MG AAA AAT ATG CAT 
ser ala ser asn gly glu ser arg gln leu lys phe gly arg lys thr ile phe ser thr lys lys asn met his 

GTT ATG GAT GAT ATT GCT CAC GGA AGA TAT ACT CCA GGT G'l'T ATA CCT CCA GTA AAT GTT GAT AGA CCC ATT CCA 
val met asp asp ile ala his gly arg tyr thr pro gly val ile pro pro val asn val asp arg pro lle pro 

CTA GGA CGC AGA GAT GTT CCT GGG CGA AGA ACA AGA ATT ATA TTC ATA TTA CCG TAT GM TAT MT TCC GCG CAA 
leu gly arg arg asp val pro gly arg arg thr arg ile ile phe ile leu pro tyr glu tyr asn ser ala gln 

CAC GCT GTG GTA GAA AM ATG TTA TCA TAT GCA AAG CAT ACT AGI\ GAA TAT GCA GAA TTC TAT TCA CAA TCA AAT 

~~~~~~-~~~~~~-~~-~~*-~~~~ 
CM TTG ':rI'G '!'CA TAT GGT GAC G'IT ACG AGA T'I"l' TTA TCT AGT MT TCT ATO GTA 'ITA TA'l' ACA GA'r O'I"l' 'l'CG CAA 
gln leu leu ser tyr gly asp val thr arg phe leu aer ser asn ser met val leu tyr thr asp val ser gln 

TGG GAT TCA TCA CAA CAC AAT ACA CAA CCA 'ITC CGA MA GGA ATA ATT ATG GGT Tro GAT ATO TTA GCT AAT ATG 
trp asp ser ser gln bis asn thr gln pro phe arg lys gly ile ile met gly leu asp met leu ala aan met 

ACT AAC GAC CCA AM GTA GTA CAG ACA 'ITA MT TTA TAT AAA CM ACG CAA ATT AAT CTC ATG GAT TCG TAT GTA 
thr asn asp pro lye val val gln thr leu asn leu tyr lys gln thr gln ile asn leu met asp ser tyr val 

CAA ATA CCG GAC GGC AAC GTG ATA AAA AAG ATT CAG TAT GGA GCT G'l'J GCT 'I'CA GGT GAA AAA CAA ACT 'AA.A GCG 
gln ile pro asp gly asn val ile lys lys ile gln tyr gly ala val ala ser gly glu lys gln thr lys ala 

GCT AAT TCT ATA GCT AAC TTA GCA CTC ATC AAA ACA GTI\ CTT TCA AGA ATT GCA AAC AAA TAT TCC TTT ATA ACT 
ala asn ser ile ala asn leu ala leu ile lys thr val leu ser arg ile ala asn lys tyr ser phe ile thr 

32 



AM ATA ATC AOA G'l'T OAT OGT GAT OAT MC TAT GCG GTA Tl'A CM 'l'TT MC ACT GAT GTO ACT AM CM ATO GTA 
lys lle lle arg val asp gly asp asp asn tyr ala val leu gln phe asn thr asp val thr lys gln met val 

CAG GM GTA TCA MT GAT GTA AGA TAT ATA TAC TCT AOA A'l'G MT GCO AAA GTA AAA GCT TTO GTO TCT ACG GTC 
gln glu val ser asn asp val arg cyr lle tyr ser arg met asn ala lys val lys ala leu val ser thr val 

GGC ATT OM ATA GCG AAA AOA TAT ATA GCT GGA GGG AM ATA TTT T'l'C AGA GCT GGT ATA AAT T'l'A T'l'G AAT MT 
gly ile glu lle ala lys arg tyr ile ala gly gly lya He phe phe arg ala gly ile asn leu leu aen aen 

~AAA=-=~-~=====~~=-~==-~AAATTO~ 
glu lys arg gly gln ser thr gln trp asp gln ala ala ile leu tyr ser asn cyr !le val asn lys leu arg 

GGT TTT GAT ACT GAT AGA GM 'l'TC ATA TTA ACT AAA ATT ATA CM A'l'G ACA TCT G'l'T GCT ATT ACT GGO TCO TTG 
gly phe asp thr asp arg glu phe !le leu thr lys lle lle gln met thr ser val ala ile thr gly ser leu 

AGO 'l'TA TTC CCA TCA GM COA GTA CTO ACA ACC MT TCT ACA 'l'TC AM GTI' TTT GAC TCT GM OAT TTT ATC ATA 
arg leu phe pro ser glu arg val leu thr thr asn ser thr phe lys val phe asp ser glu asp phe lle lle, 

~=-~~==~-~==-==~-~=-=AAA=-
glu tyr gly thr chr asp asp glu val cyr lle gln arg ala phe met ser leu aer ser gln lys ser gly !le 

GCT GAT GM ATT GCT TCT '!'CA CAG ACA TTT AM MT TAT GTC AGT AM Tl'A TCT GAT CAG TTA CTA GTA TCA AM 

~-~~~~~~~·~~~~~~-~-~~~~~~ 
MC GCA ATT GTA TCT AAA GGT ATA GCA GTA ACA GAG AAA GCO AAA T'rG MC TCG TAT GCA CCA G'l'T TAT TTA GAG 
asn ala lle val ser lys gly ile ala val chr glu lys ala lys leu asn ser tyr ala pro val tyr leu glu 

AAA COT CGC GCT CM ATA TCC GCA 'l'TA TTO ACC A'fG CTA CM MG CCA GTA TCA TTT AAA TCA MC AAA ATT ACA 
lys arg arg ala gln ile ser ala leu leu thr mee leu gln lYs pro val ser phe !ya ser asn lys lle thr 

ATT Me GAT ATC T'rG cae GAT ATA AAA CCA 'l'TC 'l'TT GTA ACT ACC GM GCT AAA 'l'TA CCA ATT CM TAT AGA AAA 
lle asn asp ile leu arg asp !le lYs pro phe phe val chr thr glu ala lys leu pro !le gln tyr arg lys 

TTT ATO CCT ACO TTA CCT GAT MC GTT CM TAT GTT ATA CM TOC ATA GGA TCA COG ACO TAT CM ATA GM GAT 
phe met pro thr leu pro asp asn val gln tyr val lle gln cys lle gly ser arg thr tyr gln ile glu asp 

AGT GOA TCA MG TCA TCT ATI' TCA MG TTA ATA '!'CA AAA TAT TCA GTT TAT AAA CCA TCA ATT GM GM TTA TAT 
ser gly ser lys ser ser !le ser lys leu ile ser lys tyr ser val tyr lys pro ser !le glu glu leu · tyr 

MG GTA ATA TCT CTO COA GM CAO GM ATA CM TTG TAT Tl'A G'l'T TCA Tl'A GGA G'l'T CCA CCA GTT GAT GCA OGC 
lys val lle ser leu arg glu gln glu lle gln leu tyr leu val ser leu gly val pro pro val asp ·ala ~gly 

ACG TAT GTC GGA TCC AGG ATA TAT '!'CA CM GAT AM TAC AM ATA CTT GM TCT TAC GTA TAC AAT TTA TTA TCC 
thr tyr val gly ser arg !le tyr ser gln asp !ya tyr !ya !le leu glu ser tyr val tyr ·asn leu leu ser 

ATC MT TAT GGA 'OOT TAT CACÍ TTA TTT GAT TTC MT TCT CCA oAT CTA GM AAG CTC ATT CGG ATT CCA TTT AM ' 

~~~~~~~~·--~~=-~~~~~~~=~~ 
GGT MO ATA CCA GCA OTO ACO TTT ATA TTO CAT CTT TAC GCT AM CTT GM ATA ATA AAT TAT GCT A'l'T AM MC 
gly lys ile pro ala val thr phe lle leu his leu tyr ala lys leu glu lle ile asn tyr. ala ile lys asn 

MA = 'OOG ATI' AGT TTA 'l'Tr 1'GT MT TAC CCA MG TCC GM ATO ATT AAA TTA TOO MG AAA ATO TOG AAT ATA 
!ya ser trp lle ser leu phe 1:ys asn tyr pro lys ser glu rnet il.e lys leu trp lys !ya met trp asn !le 

ACA OCA TTA COA TCA CCT TAT ACT AGT GCT MC 'l'TC 'l'TT CAG GAT TAG AGC GCT TAG ATO TOA ce 
thr ala leu arg ser pro tyr thr ser ala asn phe phe gln asp 

Figura 10. Secuencia de nucleotidos del gene 1 de rotavirus porcino YM. La figura muestra la secuencia 

de nucleotidos, así como la secuencia de aminoácidos deducida de la primera. Se observa un solo marco 

de lectura abierto, y secuencias no codificadoras en los extremos 5' y 3' de 18 y 20 pb. respectivamente. 
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YM Gottfried RF UK 

YM 
Gottfried 87 
RF 78 78 
UK 78 78 93 
SAll 78 77 85 85 

Tabla 1. Comparación a nivel de nucleótidos entre los diferentes genes 1 de rotavirus. Se muestra el 

porcentaje de homología entre secuencias de nucleotidos del gene 1 de diferentes cepas; YM (porcino), 

Gottfried (porcino), RF (bovino), UK (bovino), y SA11 (simio). 

YM Gottfried RF UK 

YM 
Gottfried 97 
RF 90 90 

UK 90 90 98 
SAll 89 89 97 96 

Tabla 2. Comparación a nivel de aminoácidos entre las diferentes proteínas de rotavirus. Se muestra el 

porcentaje de homología entre las proteínas VPl de diferentes cepas de rotavirus; YM (porcino), 

Gottfried (porcino), RF (bovino), UK (bovino) y SA11 (simio). 
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Po/YH 
Po/GOTr 
Bo/UK 
Bo/RF 
Si/SAU 

Po/YM 
Po/GO'IT 
Bo/UK 
Bo/RF 
Sl/SA11 

Po/YM 
Po/GOTI' 
Bo/UK 
Bo/RF 
Sl/SA11 

Po/YM 
Po/GO'IT 
Bo/UK 
Bo/RF 
Sl/SAll 

Po/YM 
Po/GO'IT 
Bo/UK 
Bo/RF 
Si/SAll 

Po/YH, 
Po/GO'IT 
Bo/UK 
Bo/RF 
Sl/SAll 

• Po/YM. 
Po/GOTr 
Bo/UK 
Bo/RF 
Si/SAU 

Po/YH 
Po/GOTr 
Bo/UK 
Bo/RF 
Si/SAll 

Po/YM 
Po/GO'IT 
Bo/UK 
Bo/RF 
Si/SAll 

Po/YH 
Po/GOTr 
Bo/UK 
Bo/RF 
Si/SAll 

Po/YM 
Po/GO'IT 
Bo/UK 
Bo/RF 
Sl/SAU 

1 ~ 
MGKYNLILSEYLSFVYNSQSAVQIPIYYSSNSELEKRCIDFHARCVONSKKGLSLSSLFEEYKDVIONATLLSILSYSYDKYNAVERKLINYAKGKPLF.A 
-------------------------------P-----------------------KP--------------------------------V----------
--------------1--------------------o---E--S--LE---N-R--KK--T--S---E----------------------VK---------
--------------I--------------------N---E--S-·LE---N----KK--V--S--ME----------------------VK---------
........................ ¡ ..................................... N•••E••S••LE•··N•-·•iU:--V·-N-0000E•• .. •-••••••••-•00••••••VK••••••••• 

m ~ 
DLTANELDYENNKITSELFKSAEEYTDSLMDPAILTSISSNLNAVHFWLERHSNDVGDANKVYRRRLDLFIIVASTINh."YGVPRHNEKYRYEYEVHKDKP 
-------------------Q-·K·--Y----------L------------------A-·-·l·K·-----T----------------------------
G--V-------------··PT----------------L------------K-E·--AEKL·I·K------T·····V-------··A··----------
---v---------------PT----------------L------------K-E---AEKL-I-K------T-----v---------A-------------
---v---------------PT---------- .. -----L------------K-E---AEKL---K------T---------------A------0------

m = 
YYLV'rnANSAIEHLMSVFSHEDYLIAKELIILSYSNRSTLAKLVSSPMSILVALIDINGTFITNEELELEFSDKYVKAIVPDQTFNELQEMIDNMKKAGL 
-----------------····--------MV--c----------------------··--------FO--------R--···---0--------------
---------s----------------R---v-----------------------V-----------------N---R--------D·-KQ-L--·R-··· 
---------s----------------R---v-----------------------v-----------------N---R--------D--KQ-L---R----
---------s----------0---------V-----------------------v-----------------N--LR--------D--NQ-L---R----

m ~ 
VOIPRMlQEWLVDCSLEKFTLHSKIYSWSFHVGFRKQKHIOAALDQLRTEYTEDVDNEMYNEYTHLlRDEIVKMLEVPVKHDDHLLRDSELAGLLSKSSA ---------------------------------------------------------------------------------------N .. ··-----···· 
~:::t::o::::::i:::~::~:::::·:.::::::::::t::::::::::::::::g:::::::::::::~:::::::::::::::g::::::::::::: 
----K---o----R-I---P--A----------------L--CAGT-------N--D---R---------v-----E-----------------------

~ ~ 
SNGESRQLKFGRKTIFSTKKNHHVMDOIAflGRYTPCVIPPVNVORPIPLGRRDVPGRRTRlIFILPYEYNSAQHAVVEKMLSYAKHTREYAEFYSQSHQL 
---A-------------··-······---R-----·-···-----------·--·-··--·------·-Fl-·------·-----------------·-· 
---------------------------H·N-··---I·-··--·K·---------·-------------Fl--------SVl------------------
---------------------------H-N------I·------K------------------------Fl---------·l------------------
·------------------------··H·NE·····l·------K··--:·-------------------FI----------1------------------

m ~ 
LSYGDVTRFLSSNSHVLYTDVSQWDSSQHNTQPFRKGIIHGLDHLANM'ruDPKVVQTLNLYKQTQINLHDSYVQIPDGtNIKKIQYGAVASGEKQT!CAAN ------------------------------------------------------------------------------0---------------------
-----------H-A-------------------------------------AR-I------------------------------------;_ _______ _ 
-----------N----------------------------··---------AR-1---------------------------------------------
.... - ........ - .... ·N-T-----------------------------I-------A--L---------------------------------------------

m m 
SIANLA.LlKTVLSRIANKYSFlTKIIRVDGDDNYAVLQFNTDV'I'KQMVQEVSNDVRYIYSRHNAKVKALVSTVGIEIAKRYIAGGKIFFRAGINLLNNEK 

---------------s-----A-------------------E-------o------ET-A--------------------..:-------------------
---------------s-----A-------------------E--E----0------ET-A----------------------------------------
---------------s--H--A-------------------E-----r-o------ET-A-----'"':----------------------------------

m ~ 
RGQS'IQWDQAAILYSNYIVNKLRGFOTDREFI LTKI IQMTSVAI'roSLRLFPSERVLT'm'STFKVFDSEDFl IEYG'ITDDEVYIQRAFHSLSSQKSGIAO -------------------------E--------------------------------------------------------------------------
-----------v--------R----E----------H---------------------------------------------------------------
-----------V--------R----E----------H-------------------..:----------------.;.--------------------------
........ ________________ R----E----------H----------------...:----:·---~--·------------------------------------

m ~ 
EIASSQTFKNYVSKLSDQLLVSKNAlVSKGlAV'l'EKAKLNSYAPVYLEKRRAQlSALLTMLQKPVSF'KSliKITINDILROlKPFFV'M'EARLPIQYRKFM ------------------------------------------------------------------------------------------s---------
---A-s----------E---F---N---R---L-----------rs-------------------T---s---------------TVS--H-----o---
---A-s-------R--G---F---N---R---L-----------rs------------------.-T---s---------------TVH--H-----Q---
---A-S------TR--E---F---N---R---L-----------rs-------------------T---s---------------TVSD-H-----Q---

901 1000 
PTLPDNVQ'iVlQCIGSRTYQIEDSGSKSSISKLlSKYSVYKPSIEELYKVlSLREQEIQLYLVSLGVPPVDAGTYVGSRIYSQDKYKILESYVYNLLSIN 
------------------------------------------------R-----------------------s---------------------------
---------1-------------0----A--R---------------------H-N------I---I-KI--D-----K·------R··-------·-·· 
---------1-------------o----A--R------ .. --------------H-N------r---I-Kl--D-----K-------R------c------
---------1-------------0----A--R---------------------H-N------1---I-Kl--D-----K-------R-------------

1001 1088 
YGCYQLFDFNSPDLERLIRlPFKGKIPAVTFILHLYAKLEIHNAIKNKSWISLFCNYPKSEMIKLWKKMWNITALRSPYTSANFFQD 
·------------------------------------------------·----··-------------------F--··-·-···E· 
----------------------------------------v-------0-------------------------s------N------
----------------------------------------v--H----a-------------------------s------N------
----------------------------------------v-------0-------------------------s------N------

Figura 11. Comparación de las secuencias de aminoacidos entre las diferentes prote!nas VPl de rotavirus. 
La figura muestra la secuencia de aminoácidos de la proteína VPl del rotavirus YM y las diferencias 
encontradas con las cepas Gottfried (cerdo), RF (bovino), UK (bovino) y SAll (simio); los guiones indican 
identidad. 
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Cuando comparamos las secuencias de aminoácidos de las proteínas VPl de YM, 

Gottfried, UK, RF, SAll (grupo A) y Cowden (6) (grupo C), con la posible RNA 

polimerasas de reovirus (45), se observan ocho motivos estructurales que se conservan 

entre proteínas de rota virus del grupo A, y del grupo C. Los motivos 1 (D), 2 (SG.T), y 3 

(GDD), en las posiciones: 520-525, 591-604, y 610-612 respectivamente fueron descritos 

previamente (8, 10, 18, 39). El motivo 4 (D.AA) en la posición 751-753 corresponde con 

el motivo 5 que reportó anteriormente Fukuhara (18), el motivo 5 básico (K) 

corresponde con el motivo 4 reportado por Bruenn (8) en la posición 735, el motivo 6 

(RLFP) corresponde con el 5 y 6 de Bruenn y Fukuhara respectivamente (8, 18), el 

motivo 7 (FKS) en la posición 876-878 corresponde al 7 reportado por Bruenn (8), y 

por último el motivo 8, en la posición 882-884 corresponde al 8 y 7 de Bruenn y 

Fukuhara respectivamente (8, 18), (los motivos 6 de Bruenn, y 4 de Poch y Fukuhara no 

se observan) (figura 12. Comparar con el anexo) 
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1 
Po/YM 512 TRFLSS!lSMVLY'IllVSQHDSSQ!UfTQPFRKG IIHG ••••••••••••• , , LDHLANHTNDPKWQT •• , •••• , • LNLYKQTQINLHDSYVQIPOONV IK 
Po/GOTT 512 TRFLSSNSHVLY'IllVSQWDSSQHNTQPFRKGIIHG ••• , • , •• , , ••••• LOMLANHTNDPKWQT ••••••••• LNLYKQTQitlLHDSYVQIPOOOVIK 
Po/Cow 517 OSNSILCF'IDVSQWDASQHflTRVLRílSIIRA ....... , ••••••• HERLKQLTHNTNIHKA,, ••• , ••• IOIYIQSQKNLENSYVLIDK •••• K 
80/RF 512 TRFLSNNSHVLY'IllVSQWDSSQHNTQPFRKGIIMG •• , , ••• , , •• , • • • LDHLANHTNDARVIQT, •••• , ••• LNLYKQTQINLMOSYVQIPOONVIK 
Bo/UK 512 TRFLStlNAMVLY'IllVSQWDSSQHNTQPFRKGIIHG. , •••• , ••••••• , LDMLAflMTNDARVIQT •••••••• , LNLYKQTQINLMDS"/VQI PDGNVIK 
Si /SAll 512 'rRFLSNNTMVLY'IllVSQWDSSQHNTQPFRKGIIHG ••••• , ••• , • • • • • LDILANHTNDAKVLQT •• , •••• , • LNLYKQTQINLHDSYVQIPOOtlVIK 
Reo 512 vY 1\SSPPflQSINIDISJ\CDAS •• ITWDFFLSVIHAAIHEGVASSS IGKPF HGVPASIVNOESWGVRAAR PI SGMQNMIQHLSKLYKRGFSYRVNOSFSP 

Po/YM 
Po/GOTT 
Po/Cow 
Bo/RF 
Bo/UK 
Si/SAll 
Reo 

Po/YH 
Po/COTT 
Po/Cow 
Bo/RF 
Bo/UK 
Si/SAll 
Reo 

Po/YM 
Po/GOTT 
Po/Cow 
Bo/RF 
Bo/UK 
Si/SAll 
Reo 

Po/YM 
Po/GOTT 
Po/Cow 
Bo/RP 
Bo/UK 
Si/SAll 
Reo 

2 3 
KIQY •••• GAVASaEKQTKAANSIANLALI KTVLSRIANKYSFITKIIRV •••••••••••• OODDNYAVLQFtrrovTKQMVQEVSNDVRY IYSRMNAKV 
KIQY •• , .GAVASGEKQTKAANSIANLALIKTVLSRIANKYSFITKIIRV •••• , ••••• , ,OQDDNYAVLQFNTDVTKQMVQEl/SNDVRYIYSRMNAKV 
AIQY •• , .GATASGEKQTKIMNSIA?lKALIQTVLGKLMTDYTFOVKMIRV • , •••• , , •• , , DGDDNYAIVRFPTAITEKLLSEFTSKLRSYYSEMNVKV 
KIQY •••• GAVASGEKQTKAANSIANLALIKTVLSRISNKYSFATKIIRI/ , , •• , , •••••• OGDDNYAVLQFNTE:VTKQHVQDVSNOVRETY ARHNAKV 
KIQY •••• G1\VASGEKQTKMNSIANLALI KTV.LSR ISNKYSFATKI IRV ••• , •••••••• OODDNYAVLQFNTEVTEQHVQDVSNDVRETIARMHAKV 
KIQY •••• G1\VASOEKQTKMNSIANLALIK'I'Vt.SRISNKHSFATKIIRV ••• , •••••• , .OODDNYAVLQFNTE:VTKQMIQDVSNOVRETYMMNAKV 
GNDFTllMT'ITFPSGSTATSTE.llTA!.'l/S'l'MHETFL'IVWGPEHTOOPOVLRL HKSLTIQRN'lVCQODOGLMIIO.GTTAGKVNSETIQNDL •• , •••••••• 

• 5 
KALVSTVGIEIAKRYIAG, , •• , , .GKIFFRAGINLLN. , ••• , • NEKRG QSTQ, , ••• , • WDQA.AILYSNYIVNKL ••• RGFDTDREFIL'IlUIQMTSV 
KALVS'l'VGIEIAKRYIAG ••• , ••• GKIFFRAGINLLN ••• , ••• NEKRG QSTQ ••• , ••• WDQAAI LYSNYIVHKL. , • RGPETDR EFIL'I1H IQHTSV 
KALASL'IGCEIAKRYIAG ••••• , .GMLFFRAGV!lIW. , , •••• HEKRN QDSA •••••• , YDHAATLY ANYIVNAL ••• RGL'Il!SRTFILVl'tICQMTSI 
KALVSTVGrEIAKRYIAG ••• , , •• GKI FFRAGINLLN ..... , • NEKRG QSTQ. , ••••• WDQAAVLYSNYIVNRL ••• RGFETDREFILTJUHQMTSV 
KALVSTVGIEIAKRYIAG. , ••••• GKIFFRAGINLLN, •••••• NEKRG QSTQ ••••••• WDQAAVLYSNYIVNRL ••• RGFETDREFILTKIMQHTSV 
KALVSTVGIEIAKRYIAG ••• , ••• GKI Fi?RAGINLLN ••• , ••• NEKRG QSTQ, •••••• WDQAAILYSNYIVNRL •• , RGFETDREFILTKIHQHTSV 
.ELISKYGEEFGliKYDIAYDGTAEYLKLYFIFGCRIPtlLSRHPIVGKERA NSSAEEPWPAILDQIMGVFFNGVHDGLQWQRWIRYSWALCCAP~RQRTMI 

• AITGSLRLPP.SERVLTTNSTFKVFDSEOFIIEY •• G'l'l'DOEVYIQRAFM SLSSQKSGIADEIASSQTFKNYVSKLSOQLLVSKNA!V!;KGIAVTEKAKL 
AI'I'GSLRLPP.SERVLTTNSTFKVFDSEDFIIEY •• GTI'ODEl/YIQRAFM SLSSQKSGIADEIASSQTFKNYVSKLSOQLLVSKNAIVSKGIAVTEKAKL 
KI'IGTLRLi'P. HKSI lJl.LNSTFKVFOEVO'iV!NY •• PISELFIQLQRK.LS SIKA. KSKIADNIAY.SPQFKSYVEFLNKSL'I'ADENPIVSOGIKLTEKAKL 
AI'IGSLRLPP. SERVLTTNSTFKVFDSEDFI IEY •• G'l'l'DDEl/YIQRAFH SLSSQKSGIADEIAASSTFKNYVSRLSGQLLPSKNNIVSRGIALTEKAKL 
AI'IGSLRLPP.SERVLTTNSTFKVFOSEDFIIEY •• GTI'DDEVYIQRAFH SLSSQKSGIADEIMSSTFKNYVSK.LSEQLLFSKNNIVSRGIALTEKAKL 
AI 'IGSLRLPP. SERVLTTNSTFKVFOSEOFI IEY •• G'l'l'DDEVYIQRAFH SLSSQKSGIAD8IMSSTFKNYVTRLSEQLLFSKNNIVSRGIALTEKAKL 
GESVGYL(l'iPMWSFVYWGLPLVKAFGSDPWIPSliYMP'l"GDLGHYSW!SLI RPL!1TRWMVANG'iVTORCSTVFGNADYRRCFUELKLYQGYYHAQLPRNPK 

7 • 
NSYAPvYLEKRRJ\QISALLTHLQKPVSPJl;BNK. ITIND ••••••• Ir.RO! JtPPPVT •••••• TEAKLPIQYRKFMPTLPDNVQYVIQCIGSR'L'YQIEOSG 9 26 
NSYAPvYLEKRRAQISALL'Il~LQKPVSPRSNK. ITUlD ••• , ••• I LRDI JtPPi'VT •••••• TEASLPIQYRKFHPTLPDNVQYVIQCIGSR'I'YQIEOSG 92 6 
tlSYAPIALEKRRDQFNHHVSPLQNPTI'P1':SE'l'VVTWD ••• , ••• VLYFI SOPIKI • , , •• NSSVALPKEENNTMPLLPVTI KRTLNYFGLR 'IllDYDIKG 92 6 
USYAPISLEKRRl\QI SALLTHLQKPVTPKSSK. ITIND. , •••• , I LRDI RPPPTV •••• , , NEAHLPIQYQKFMPTLPDtlVQYIIQCIGSR'I'YQIEDOO 9 26 
NSYAPISLEKRRAQISALLTMLQKPVTPKBSK. !TINO ••••• , • ILRDI ItPPl.1'IV •• , ••• SEAHLPIQYQKFMPTLPDNVQYIIQCIGSR'I'YQIEDOO 926 
NSYAPISLEY..RRAQISALLTMLQKPVTPJ'tSSK. ITIND ••••••• ILROI !U'PP'IV., , •• , SDAJ!LPIQYQKFHPTLPDNVQYIIQCIGSRTYQI8000 926 
KSGRAASREVR~F'DJALSOYLHQNPELKBRVLRGRSEWEKYGAGI IHNP PSLPOVPHKWYQGAQEAAlATREELAEMOE •••••••••••• TLHRARRH 9 26 

Figura 12. Localización de motivos estructurales característicos de RPDR. El 

alineamiento de la mitad carboxilo terminal de las proteínas VPl de diferentes cepas 

(YM, Gottfried, RF, UK, y SAll) y grupos (A y C) de rotavirus, así como también de 

reovirus (virus con genoma de dcRNA, de la familia Reoviridae), permitió la 

identificación de ocho motivos caracteristicos de RPDRs. 
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DISCUSION 

En este trabajo, se hace la caracterización molecular del gene 1 de rotavirus YM. 

Diferentes construcciones, así como también oligonucleótidos sintéticos, fueron 

utilizados para determinar la secuencia completa de la cadena positiva del gene l. El 

alto porcentaje de homología a nivel de nucleótidos y de proteínas (87 % y 98 % 

respectivamente ) encontrado en~re YM y Gottfried, indica como era de esperarse dado 

su origen, que YM se encuentra más relacionado con la cepa porcina que con las de 

bovino y de simio. 

Por otro lado la comparación, de la secuencia de aminoácidos de VPl con otras 

proteínas que tienen actividad de RNA polimerasas (RPDR), nos muestra que la 

secuencia de VPl de YM, contiene motivos caracteristicos de RPDRs, además estos 

motivos son conservados en las proteínas VPl de rotavirus del grupo A (Gottfried, RF, 

UK, y SAll) como en proteínas VPl de rotavirus del grupo C. La comparación de 

secuencias de proteínas, deducida de las secuencias de los genes de diferentes cepas o 

grupos, pueden ser útiles para definir los dominios funcionales y/ o antigénicos de esta 

proteína de rotavirus. 

La comparación de las secuencias de aminoácidos de las proteínas VPl, de los 

grupos A y C indicó un 48.2 % de homología, enfatizando el importante papel de los 

ocho motifs conservados en la actividad de polimerasa dado que son estrictamente 

conservados entre diferentes virus de dcRNA (6, 10, 18, 34, 44, 45). 

La identidad de la replicasa y transcriptasa viral en rotavirus se desconoce, pero 

como las partículas con actividad de replicasa contienen proteínas que se encuentran en 
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partículas con actividad de transcriptasa (35), la o las mismas proteínas pueden tener 

ambas funciones. 

Lo anterior indica la necesidad de realizar ensayos funcionales con la proteina 

VPl completa, con el fin de constatar si tiene actividad de polimerasa, no obstante aún 

que se demostrara que VPl tiene actividad de polimerasa, no se descartaría la 

posibilidad de una asociación con otras proteínas no estructurales, y estructurales 

conformando un complejo enzii:iático responsable de los procesos de transcripción 

y/ o replicación. 

El motivo 4 descrito por Bruenn (8) no coincide en posición con el descrito 

previamente por Poch y por Fukuhara (18, 39). En ambos casos se trata de un residuo 

básico (K), pero en el caso del descrito por Poch y por Fukuhara éste se encuentra 

aproximadamente 30 bases adelante del GDD, mientras que el descrito por Bruen se 

encuentra localizado aproximadamente 120 bases adelante del mismo motivo. Cuando 

nosotros comparamos las proteínas VPls de las cepas del grupo A y del grupo C, 

encontramos presentes los dos motivos en las posiciones descritas, pero cuando además 

comparamos con reovirus, entonces ya no se observa el motivo descrito por Poch y por 

Fukuhara, y se sigue conservando el motivo descrito por Bruenn. Lo anterior sugiere la 

presencia de dos motivos básicos independientes presentes en RPDRs, no obstante su 

desaparición cuando en la comparación se incluye a reovirus ya que cuando se hacen 

los alineamientos existe una gran variacion debido a que no existen parámetros fijos 

establecidos que validen hasta que limite es significativa ó no una cornparacion. Por 

otro lado también es de tornarse en cuenta que la existencia de varios motivos 

conservados entre las diferentes cepas, y grupos, no es una indicacion de que los 

motivos sean caracteristicos de RPDR sino que se deben a su cercanía en la escala 

filogenetica, de cualquier modo es bastante claro que el motivo GDD si se encuentra 
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presente en todas las comparaciones, corroborando una vez más la importancia de este 

motivo en las RPDRs. 
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CONCLUSIONES. 

1 Se determinó la secuencia completa de nucleotidos del gene 1 del rotavirus YM. 

2 El gene 1 de YM codifica para una proteína de 1088 aminoácidos con un PM 

calculado de 134 Kd. y una carga neta de 15.5 a pH 7.0. 

3 La secuencia de aminoácidos deducida a partir de la secuencia de nucleótidos 

obtenida, contiene los motivos estructurales descritos en las proteínas que funcionan 

como RNA polimerasas dependientes de RNA. 
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ANEXO. 

SlnV UH QCDl'VU'T D IAS.ratS u RT~ G l'll'LT.U'Vll'TVlJf\/VlA IJ MTtC OD HttH 10 llCAMnU:\' lt 11 
l'lldV 1U l'Gtl.'VU'l' D 1,o.s.rOO u·Rr~ G 1'11LT.uvinaRrrlA ll .v.TtG DO MtVM 10 "~ lt u 
srv lllO l"GDl'VU'T D u.s.rOO u IU'~ G l'll'LT.trtiirvtJHTI'- ll .v.r1G DO lftVlt 10 llC}.N.'l'f'U:"/ 11 lI 
'n'IV ll11 VT1'!IM-CL D ISJLY00 U KTCMOM.S G !7.'TT.ric.irrvltMCL 11 CM lZ S>JfUMfTCA K U' 

BnYW UlJ DSA.11-.VI D AM.cñl4 40 !Wll'\SYVJ(TS G tPGT.LLGiTtlJQJ11. 11 U UIOO:T'IUlf' 11 UI 
l!M\' 01 tallltrl.Lli D t.u..rOO u "1'\SYSrQRJIT G CWT.Troin.Vfl'WU 11 Alr 
nv ZD MYOrVU D 11.U..rOO u IWUVfQQl'.S G ONJT.nu.i:sOOTLC"- 11 u ia,.o..nwrn;c lt tr 

1'Ñf/ 5H .a.:;n1ru1 e r~t.ri::I:..:: 4: rnr."trcrr. G Cl.\!.':'.n.ár.·IVTLJ.C'. 11 11 UTrtJ1n.Vi 1t ti' 
CUON 5Dlt Uf!QICLU o w.11.rOO 42 GKPISl'QUT G CWT.TTGirl'JTIW:r 11 urs(i DO SLM 10 ~ l"" 

TYl'!ll 1510 IUTPU>.lf o YTA.ri:Qs 16 rtlFLTOOU.T G tl'!iT.ftCiTtmn.w1 ID lJ1\lsG DO SUD ID .$VU'JWfUll' 11 u: 
BYDV 5'!1~ M:PVAIGV D ASP..rii:JH 4J PJ'~ G Dl!n'.5ffii.u.I~ 11 t.oe!C DD cvu n VTCIU'VnU: o u: 

c.uKY 4'4 ~.ucr o ie11.,rÓQH .u 11~ G MtT.~T 9 uteil oo cvu H t>J:Cl'VYD'lrl'I" 
yrv lOJJ oor.GnJ.D o TNJ.wüm 51 VISAAlQtta5 G QYVT.TAÜTI~ u ........ se OD CINJI , U.UHUW'IS lt VJt 
~ )O!ol l'OOk"l't.u> D TNJ.~ 51 VlSU[QFIG.S G QYVT.'l'~IU.~'Q u rv.vs~ DO~ l TSutTtR.>.XS 11 VII 

I~ :~: ~=~:1~1~~:¿~ !~ ~=¡¿[~:~~~ ~: ~~l~I~ ~~ ~~:!!~\:!~ 
in!A J97CU"ITGDlmC.~llUtK;T.1..SJ,.SPGl1"t'G •• IV"•.tU.$l"lt.Gl'JGL0SSDOlrlJ.tll 
tnl!I Hl GISK?Vnl D Nn:.wtl'l:C .. Kt&G'T.1..SW:P G 11"t'G •• IV"i.rll.STVt.G ll GLQS5 DO rlJJ ll 
t.C1'I 110 rorun-SM D llSll.w:ll'!1 n HISSUa.;D G 1um •• .i..s'O .. nou.s 1l AX'TS!; DO orn. )1 

T.&C•Y IUO !IGDUCSL D ltSJl;.w:lf'r ll llV'lSYUJ'OJ G IUll'l •• l'CiD •• LYGL.tT tJ snss DO qvTL ll 
KtlY 6JJ RVAT'P'ITT D l.Q!';.TCUI 5l l'ftlDlTIVS..U G Glt'G •• LCQ.nHm.U 16 C1VQG Cl'I QVu. 5t 

05 TI.SC7LTT D UOl.TC'UI 5l DSGlrllll'lf'JI G GttG •• YCQ.1Wo'n.15 1' »MJ0 CH Q,O.L\ 59 
"'"ºV 04 'IVSN'ITT D IJO[.Yct.H Sl tm.IIrlDJ'tl G GU:G •• JCQ.lUiJIST 1' SLVQG CH Q'l'L\ 511 

IUbV llO J!VTTAnll. D YU.- 51 lllGl"l'C'lft:OO G C:U'G •• tJIO,WolSLV5 16 vu.oQ tf'I rµu: U 

591 AIC~! D !tll.~l 55 ~~~J: G G~ •• ~.-~11:' ll ~DI QV1C U 

Group 

Group 

J Doubl-•tt1nd 
l'JUilllf',IUI 

Anexo l. Motivos característicos de RDPRs, reportados por Poch, et. al. 1989. Los 

motivos se encuentran enmarcados, y los números despúes del nombre indican el 

primer aminoácido comparado. Se indica además la longuitud que separa a cada 

motivo. 
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OKS.RF •• DQ HVSVMlLFE KSCYU.CFE. , ,.CDN!LJ.H LLKHQLVHHC 
DAS.RF •• DQ HVSUlo\LIOI& tullYNCIF •• , ,.CDS~L AtzHCITHNt 
ocs.cr .. Olf SVAYh'HlZOO H.EVRNRLTF ••• NNTQLttR UIMWLKCIG 
ocs.c:r •• ow SVADl<ittUIOO HIVRNRLTI ••• DLHl'ATEA UtSCWUlClS 
DAS,RF •• OQ HCSVEALCF!: HCrYR.AHYP. , ,,Q/ICLLSIC t.1.CWQUlhKG 
CA.S.RF,,CQ HCSVEALQYE HSFYRALTP. ,,,GNKl.LSK Lr.to.QUOllCG 
DAS.RF •• OQ HVSVEAUUI& HSvYSRlYG. ,,,YPELLTQ LUIWQlHNRG 
DTT.AF •• OQ SQOCAHLCn:, VlJWUU1CJ, ,,,,PE.ElJQ AYIOIKT'HAQ 
DTT ,AS', ,OQ SQHG~WlL At.l<KKRLHI, , , •• PSHLIQ LKVHU<THVS 
DTA.cw •• ot RIT&AOU>OE C!.tUIYH ••••••• SPHHKX UQAllKEHTY 
DTA.cw •• oT Rll'KADLEN!. AAVL!.LL ••••••• DCEHAA LJJISllELTY 
DTA,CW. ,OT RlTlEDU<Nt EHITNtUt •• , , , , .AGE/lkk t>.l:AIFKLTY 
DtA.cw •• OT RlTRTDl.Z.NE AX\IU::LL ••••••• DGEllRH LAAAil.tLTY 
DTK.AW •• DT QVTTIUIU:LJ RDIQKf'Y,,, , ,, ••• FKKll WIUIFIDTLTI< 
EVI .ET, .or SNLDCRVSSW t<IAN ••••••••••••• JAQ ICAHVQ.MRP 
ocs.ar •• os SLTPFLIHAV UCVR ••••••••••••• ~ HUW ••• OIG 
ocs.ar •• os SLSPYLINAV LHIR ••••••••••• •• u.F H.EEW ... DIG 
oys,cr •• OG LLHAQVl!.CI AKHINRL •••••••• YAUC ES&V ... QOA 
DYS.SF,.oc LLSKQ'ln1DV1 ASHIHEL •••••••••• cCG ED;JL ••• KNA 
DCS.QF •• os SLU'YLINAV UUJI. ............. [.SS HEEW ... ove 
DHS,l(f,,Dll S,\,,,,.fflU' HLQ. •••••• ,,, , •• ,LQL El?R ••• LFC 
DM.AC, .DS GQ., ••• GVF TQL,, ••• ,, , , •••• , • IE RHIYA •• Al.O 
DtS.l<Y •• OK SQ,, ,, .HU HCA. ,, , , , • ••• ••• ,VET !.IWR ••• RLG 
QyS,LL.LEN VD •••••• lF VXR •••• ,,, •••••,,RAE FACJ<,f'ATCG 
DFS.KF •• DK SK, ••• tCLlt ll<A, ,, ••••••••••• VlG LYKL,, .. f'G 
DFS.l<F •• DK SQ, •••• HEL HHL ••••••• ,, ••••• JQE RfLl(,,,'f'LC 
DLS.l<F.,DI< SQ., •• ,CEL HLE. ,, , ,, , ,,,,. ,,fQA EILt ••• ALC 
OLS,1<F 0 .DIC SQ,, •• ,cu HU1 •••• ,,, ,,,,, ,,JQ!. HJLH ••• OLG 
DlA.SF •• DK !.Q, •••• ODA HAL ••••••• ,,, •.••• TCL HIL& ••• DLC 
OtA.SF' •• DK SQ, ,, •• 009 J.>.L, •• •••• ,,, •• ,,TCL HILt. ••• OLG 
DtA.SF •• OK SQ ••••• nos u.s .............. TAH HLLE ••• OLC 
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, , , ...... , •••••••• FA TAUIFLH»tS ICVRl'CDIQ!.KK PSllCWHDWQO 
•• , ,, •••• •• Al.GtKFASK GVQtLYEAC. KPQKlTEGDK .MKVAYQFDD 
........................ CL!.L., KVER ...... •••· .. YllPE 
••.,, •• ., , ••• r.:RLSRF, .KtsFC!:LOL l'CYEFDCTTIUl KTQLWTHSHA 
,, ••• ,, ,,, , ,,SIYDEL. ,QEHFSQLOL N'fTf'TTKTEN l'CEELWl'"liSlllt 
•••••••••• • ,,SMfTGr.:A IRJTl.AEK •• P:VXtT.OCSO ]'(DAP':'IEAl'CS 
•••••••••• , •• PYFDCKK UO:QSlAOGGV TIT ••• DCltO 11.TSLELPFRA 
••••••••••••• HvLDcr •• OOHFSOLCL NYDFSSRTRD l'IKELWFHSHR 
, , ,, , , ••• Q FWPC,., .P KLATKWNFEC Klrl'IYD •••• , ,, • , •• ,yp 
, , , , , , , • , , • , , IN'OCMIJ( !,tlOl'f:TVlllF l'C, ••• ll>L,, , • , • • .ICVPl 
••••• •••• r.: FPOVQH, ••• SAHJ.1-MHFEA l'ClIKKO., ,, •••••• ,.ye 

;::::::::¡ iSDPéR:::o ü.CT:ÑNii.é KVFDFK:::: :::::::;yp 
••••••••• r R.DQtrL •••• rTTUHl.LA l'i.FPHH ••••••••••••• QP 
, •• , , ,,,,p VU>TDH., ,, .FTSLFH!itt KVHDPS •• ,, , ,, , •••• Vp 
, • , ...... P VCDPSK., ••• fTTLFNHE.A KVMEPA., •• , ,, ••••• vp 
, , , , , ,, ,, •• , •• , ,E.x.a.i: RCATWLNHEV KtlOAV1 • , •••• • .CE.RPP 
,, •• , •• ••• , • , , ,,UiAE P.CASWVHHE.V P:llo.\VM •••••••• GEKPP 
, ........ , , , •••• UtM P.CATWM.'IHE.V JUlOAW.,, ,,, •• St.K.AP 
• , • , , .... , ••• , •• u-tA.E RCASWVNHE.V KIIOATH.,, • , •• ,C&KPP 
NOQMVLYSH YtVNRLRCFE TDRP:.r •• ILT l'C1HOHT •• sv "1'fGSL ... , 
EPWPAlt.OQl HGVr'FHCVtm .GLQWQRNI, RYSWALC,, ••• , • , • , , , , 
CSGVROASKR IUU'FPCL •••••• ANA.SH. ]'(OTYGAC.Pl YS.OVt. •• t.\ 
•••••••••• • ••••••••• ,,,GWSATYS l<O,J.cl't'VPV L,.OKE. •••• 
,,, ,, ,,,, •• •• ,,,, ,,, ••• cHtASPS K.THHT, ,p, YSVEKTQTKll. 
AALROlAKRT RVOSAllTA1]'( ••, .EQL, .D KRVTl'IIFGVC DDVVRDlHTA 
TRYOEILl,Jt.G ,.A.SI.DIO« PLYRl'CQLN'A Rl<L ••• rHV!. KOlVDHLlTH 
.......... , .......... º"' ...... KSAT ...... ,. ....... . 
,, •••••••• • ••••••••• •••• ,, ••• , TTST •••• ,, ,,, ••• •••• 
,, •••••••• , ••••••••• •••••••••• KTTT •••• ,, ,,, ••••••• 
,,, ••••••• •••••••••• , ••• •••••• KS&T. ••••• •••••••••• 
,,, ''""' ...... ,.,. ,., ...... , KSDK .............. .. 
•••••••••• •••••••••• •••••••••• rccr.: ••••••••••••••••• 
,, •••••••• •••••••••• ,,,, •••••, HTAT,,, ,,, •••••••••• 
, •••• , •• , , , , , , , , • • • • , , , , , , , , • • P:KTFS, , , , , , , , , , • EGPt 
.............................. tcKTFC ........... ocpr 
, ., '""'' , ,., .,., .. ,. ,. ... ,. • RKTFV •• .,, .,. , .,SCLF 

•••••••••••••••••••• ~tcTn ••••••••••• TCYr 
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.r1cs ............................................ . 
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.rrcco ........................................... . 
• YFCCC ••• , •••••••••• ••• ••••••• , ••••••••• •••••••••• 
.rrccc •••••••••••••••••••••••• , ••••••••••••••••••• 
,YFCCC,,,, •••••••••• ••••• ••••• ,, •••••••• ,, •••••••• 
RLFPS. ••,, ER.VLTTHST FKVFDStDFt I&YGTTDDtv y,,••••• •• 
, .. CA,,FSR QA.TitlCUV .GYLQY ......... ,, .. , ... ., .... . 
ltRCN •• , • • , , WHAFli!:ST RAYRtD,,, , , , , , • , • , , , , , , , , , • , , , 
R~CS,,,,, ,, .MY,PKG VENte,, ,, .SI LKSttWl~ \'KVVRYU.J., 
KQGCY.,,,, .... VPQDRH HU •• , .. SS !RIUC,DJ!DV QGYVRSQVCT 
HAVCCCISTO TWAPVETlllI TDNEAY&l,P YEIDDPSFNP ••·CVNDYAY 
OtSCGCL,Q& KCAVS!:HVLQ ,P.;VOI&HIDSI YRKTNtlAJtL lDKCVGD'rTA 

R&SC:a::::: :::::::::: ::::: ::::: :: :::::::: :::::::::: 
RESCG,.,,, , , , , .... ., , , ., ,, ,. .. •• º""'" 
RtsCG, •••. , , , , , , ,, ••• , ,, , , •••• •• • ••••••• 
R~~~··•·• •••••••••• •••••••••• •••••••••• •••••••••• 
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351 40D 
••••••••• H APV.rocAGM LHVllDPLVSH SKDSHSLVHN NN~TNM:Q.M 
,,,,,,,,,$ ]'(l'V.SIHCKY RKVMP.OSl CICDSTTLLSH UIQSO\llCS.Y 
,, • ,,, ,,HI FRNPT,,,L>. VPVNTHl'C.HL YKLIKGYNP. ,, • ••••., • 
,. ,.., ,.HI FRAPD, ,.tA LPVN?.Nl'l,tU YKLIYGYNP, ,, ....... . 
• ,, , ,, ,, .A HPVOFQC,CW KKVRNVRTll.H SteOVHCVlOfl RDL.ATJIAAlf 
, • , , , , , , .A llPVOFQG,Clf KHVRUVJIT»t !!IKDVHCV111fl RtlL.ATJIRAlf 
, ••• ,, ,, .H RPV.FOGTQY TMHJUlPRTTit SKOAYAVTl'F NTPTAAAR.W 
••••••••·"LIT ••• , ••• , , , •• PKCV. Hl'COPil'CtJIVS LXLA.EAXCEL 
,,,,,, ,,, , ,,,,,\'l'CPA CCIMP!J.U" CKUiIAV ••••• DODALt>DR 
.... , ... llK FllELQ,.,., ••• •,, .. ,, LKDCMIW, ......... . 
, ....... HH FTtLI,.,., .......... Hl'COGRTLW .......... , 
•••••••• HH FKELI ..... , ......... Hl<DCRTLW, ......... . 
••. ••, .. NH FQEJV,.,.. , •• ••, .... HKOGRSlW .......... , 
•••••• ••• H TPVQVRNSDN TSSY •••• KP CRHTTTILA ••• ••••••• • 
••••••• l.SR VFVDPlATTT Tt •• QDPLRT LRKtJIL.TTR D ••••••••• 
, • , • , , .,HY tPKLEURIV SILENDASl<r.: PSttRLE •• Al CASHIEAWGY 
, , , ••• , ,HY lPKU:P!P.lV SILENORSN?. PIHRLE •• Al CA!IK\ltANGY 
............................. r uoucrx. •• lliL ottclVQi\PLD 
............................. r LKRTrv •• OR SSTIWDAP&D 
•••••• ,,JL IPKLEP!RJV SIL!.lfOASU PHttRLE. •• AI CASHlU.NGY 
•••••• •• ,1( FLL ••• P:TSS •• CYEFVPOP Vl'CVLT,,KLO K ••• ltStkDV 
,, •• ,,,,,y ALS.HCHtr. , •• ,,psv •. !!IRl'ILT •• KlA A,,,HM'll&'f 
,,,, ••••• R YVl ••• Hl!DR C.CIVY.YDP LKLU •• KLC A ••• MllUIM 

:::::::::K Fi.i.:::éióG K:Yo;.v:rc;, >.KFiT::ii.é a:::mvw.;. 
,,,,,, ,, .K FLITKPTT!!IC CKVVt.PIPHP LKU.t •• RLO Sl'CKV •• NA.D 
,, •• ,,,.,K rLV.,ETV!C H •• LVSVPDP LRttQ,,11.lA KRtelL •• ,or.: 
• •••••••• P: nsLH ••• SL VTRFQS •• PT tRr.:10 •• RLO TICKJPT ••• s 
.......... FJLQo ... sv TSTACRllAOP URLF •• KLC K .... PLPAD 
•••••••••• FlVFD ••• sv TQTACRVSDP LKRLF •• KLC te •••• PLTA& 
•••••• ••,, FIUIO.,.TV TCTSCRVAOP 1.l<RLF.,JLG te •••• PIMC 
, •• , •• ,, , , FILYD, ,,NV TGSM:RVN>P Ll'CRLr •• Kl.C te •• , .PLPAG 
,IQRAl'HSt.s SQKSGJAD!:t .V.SSTtkHYV SR.t.SCQU-l' SKHNt\ISRCl 
•••••••••••••••••• PK N!>FVYWGLPL VK.AFCSD, ••• pwJr.nfYH 
•,.,,,,.,, •• ., , ... , , • , • , , •• , .H !!'tROTU:l.S. RYVM11ARCA 
••• RLVC,Clf NYPLLNKN:lt NNA •••• ,SA AARHL •••••••••• UJCcr 
HITKVSA.CF CKOL>.Qt.JLH LXTTfJCANK Hl'CRTIP:!:HAH 'l'ROR ... IU'D 
]'(VNl'CHFCERL tFNJ(Jl'IO.AV ARCSRS.TlA LKRJ<>.Rtts. UNtFIJIKSt 
FUO:THFS&IA DA.ITRETRV ESVT.,KAYN VXl'CKTVVAA ••• ,,f'JIDl.SA 
.•••...•.•••.•. rz .•.• TVTNEHVTr LKRFF •• RAD &ICYPFLtH •• 
••••••••,, ,.,,,FP,., LN~TL!.OVVP' URXr,,IQI!: CP,,,LYR,, 
.,., ,,,, ,, .,,,,f"P,,, LTSHLQOVTT LKRRf',,VllF NSY~ •• R •• 
•••••••••• ·····"··· l'CHT.HtNLTr LKl\YF •• KPO OOFPrLVH •• 
•••••••••••••• crvL ••• GQSlTDVTr LKRHF •• lflD YCTCF.YK •• 
•••••••• •• •••• cm •••• tvnrrNVTr LteRYr •• AAD EQYPFl.VH •• 
, , ,, , , , • , , • ,SADl'CHV.P QutPVS!LTT LKR-Sr. ,rLV ~R.,,IR •• 
, •••,, ,, , • , • ,, ,Kft'l'YSI e, .VOVTPFY lRHRIV!!IPAD .LILVLHHLY 
............... 1uorro c .. VDVTPFY IRP.PlRCI.AD .HtLVUfSIY 
,, , ••, ,, , , •• ,,,AHFYR G, ,VOVlfPFY IP:l'IPV.ONt.r ALHLllJIRl.R 
, ,, , ,, ,, , , ,, ••• AHFFte D •• ADHKPn ~~~H.t.TLP DVMUOl'RIR 
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401 4~0 
IJ(SVQICCLA IA •••• cav. PVV.QEF'ttlK YVETA ••••••••••••••• 
KSAVAQCCLY LN •••• AGV, PIL,LSF'JKC LYRSS,,, ,, , , , , , ••••• 
••••••••••••••• ECCNP EVl ,QH'JIM vrsvL.QEUI. tlDIU!LVAXLH 
•• • •• •• •• • • • • • ,CSCNA F.VV,SN'JL\A crsvL.NEUI. HDPASVELLY 
SNAQtlHCG'llA LT •••• sc.1 PYV.EKF'J,S RFTLY ••••••••••••••• 
SNAQHHCCtA LS,,,,AG.I PVV.PfY,S RFPLY.,,,, •••••••••• 
tUt>.VCECCU LT.,, ,CCL. PVK.CE'JY.T ALVltff ••• ,, , , , • , , ,, , , 
KXCQOS'JElD LSYA.YDHl<D SlJi,DLFDtK , .QC, .QAHT LTCR,,,,,, 
RUYLTErTT CH •••• LLC& SLN.HLLl'ET HVQY. ,QS>.C rorr ..... . 
'"'"'''' , ••••••• •• PCR,EQDE •• ,,.,, ,,,,, ,,, ,,,,,,, 
,.,,,.,,,, • ••••••• ,, PCR.CQDE .. ,,, ,, .,,,, , •• ,,,,,,, 
••,., .. ,, , , ., ., , , , , • PCR.HQDE .. , •• , , , , , , , , •• , , , , , , • 
••••••• ,,, , ,,, ,,,, ,, PCR.QJOE •• , •• , , ••••• , ••••••••. 

:::::::::: :::::::::: iTiPi>.DA:: :::::::::: ::::~:~~ 
OKLV!!IRNF YANVLE.QA,, PYSQtAEE,, , , • , , ,, , ,, , • , , , , , , ,, 
lCELUl.!llUCF YSWUCA •• PYNAl.5KO., , , , , • , , , , , , , , , , , , • , , 
R, ,SAJFSSL YNLTPDKSKF HASQllASDFQ CTVDVVE&LI LtfVNVAUU:L 
K, ,ASLNSQH YVH,.,,,,, , , ,CNHCE •• , .KEVAYL. T HYVHV.l.A&L 
TDLLQNIRJtF YJCWTIEQl!:,, PYRSUtQ., , • , • , ,, , ., • , , , ,, , , • , 
CIHUEIYISL , ., , ., ,. ., , • .,NDSNP.A L,. •• ,.,., , ., ., , ., • , 
KHF,.,,,., , ., • ,CEYQE SLR.DWIKHL , ••• , •• , ,. , , , , ,. ,, , • 
EHLUfllRSL ,,. .... COV AVSLNHCA'JY , •• TOlDDAV WEVH,,.,,, 

iYl.SEiYiSi :::::::::: ::::;.OHYKi Y:KOFi<Yi.ñi. l.OKi.i.YORi: 
IFOElfYQ,SW •• , •• IDllC CF, .NOltHVI RCVMH., .. , , TAllR. YL. 
CJ1l.MHFVSP' ••••• co.RH Kf'l.NQLDl. KHITTL ••••••• CltFVYLK 
DNNDFLl'AKP' KSF •• VO.RL KTH.ORHSQS CIDQL ...... ,slfr.r.uc 
DEQDlDRRRA L •• , .LOETK AN .. FRYCIT CTLAVAV.,, , ..... ,TTR 
DKQOlORRAA L,,, ,SDEVS KW, ,fRTCLG AEt.r.VAL, ,, , • , , , , .TSR 
DEQDEDRM.A L,., ,ADEV'T RN, ,QRTCLY TELEKA.,,, , ••• , .VYSR 
DTQDEDRRRA L.,, .KOETD RW, ,,UVCLK SELEIAJ., ,, , , , • , , ,SSR 
ALTEXAXLH •• SYA., ,, ,, PISLEttRAA. , , ••• ••••• • , , ••••••, 
PTCDLCHYSW ISLIR ••• ,, Pl.MT.RWMVA .ttC'JVTDRCS TVFC.,,.,, 
ClAELTPlDL EVL>.D ••••• PtlKL ..... , Q'JKW.TEADY SA. ,,,,,,, 
PLOUIAEWS Et.stf'.,. ,, CETf,,, .. , .ECF ...... , ,,,,,,,,, 
SNDEOCFTLI QIRH •••••• PU.L.YYPIC WHCYCAllPM L ••••••••• 
, ,WE.RntYKA YK ••• , ••• , Cl.AYS'JYA.H LSKFHSIPPH 11..,, ,, , • , • 
11.YHERll.VIUIA WK.,,,,,,, GHSCUllV.tl RIRM.CVS., , , , , , , , , , , 

.......... PVHPMl<EIHE SlRW .. ,.., • ., , ,. ,. , • 
, , , , , , , , , , PVl'IHRt.AlLA HL5Y,,,,,, , , • , , , , , , , 

• , , , , • , , • , , , • , , , , , • , PQHDAYNIJlll. HVSY, • , , • , , , • , • , , , • • 
'""'"" , ,., ,, .... PVKl'Hl<DIH& SlRW .............. .. 
• , , ... , , • , , , • , , , , • , • PVHll.SKTlZA lt.ST.,,,,. , , , , •• ., • , 
• ., ,. ... ,. ., • ,, ... ., PAHPHKDIHt SIRW.,,, ..... , ••••• , 
• , , , , • , , , , , , •• , • , ••• Pll.lS&KTIWS UV.W.,,,,, • , , , • , , , , , 
RWATIDCVWO , , • , , , , • , • PRAHSVYU<Y AKLL.,,,., •• , •• , , , , , 
RWGTVDGIWD , , , , •• , ••• P~TVYEXY LXLL.,,,, •• , , • , , , • , , 
CWCWGCKSO •••••••••• PRLYKVWVRL ssav •••••••••••••••• 
CWQtvGC.HSO , , , • , ••• , • PRLEPIWKEF A.DKl •• ,., ••• , , , , , , , • 

Ul 500 
C&no.v ,, , .,CHVRE HKHITEK •••••• , , .SSSC FFHMA.,. ,, •• , , •• , •• , 

DyclY ,,,,,CYIQ(V SE.EFIKHVI. ,, ,,,, .SYC TDERL,,,,, , ,, ,,,,,,. 
Plrv QlofLV.PSATT KEH .... " ... " .. " ..................... . 
Bvyv SWLVDPVl.PQ KlPCE. •• ,., , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , •• 

cnv ••• tvPKl<HQ RI.DTVTHVH KWR •• CSCCD 'JVVTP ••• u. RASFWAAJ'CL 
Cytv •• ,DKPVKHQ Rl.OTVTNVH KWR,,CSCGN YKVTP,, .ES RASFH.V.l"CL 
Ha.Y •• CLOPK.,. , .NJKQ.CKD FO.,. ,SCLY YLSKL ••• ,, , ••• , , •• , • 

Pvx TLIKSCRC,. TVSL,..... • ............................ . 
Ty!a.Y ,CRRCPR,H!: IUU.LCDSTPA t.51.LE.RITSS PRNTK,. ,,, , , , , ••,,,, 
'ttv ••• LIGRCR. ,VSPCN.CWH IK&TACLSKA Y.HHWs •••••••••••••• 
Wl\Y ,,,LICRAR •• ISPCA.CWN VJIDTll.CUKS Yll.QHW,,,,, , ,, ,,,,,,. 

Danqu• ,,,LICIVJl, ,ISQCll.,GWS Ul?;TACLCll.S YAQHWS •• ,, , ,, ••••••. 
Jev ••• LICR.AA •• ISPCA.CWN VKDTAClJ.M YAQHW ••••••••••••••• 
Hcv D, ,SSC!, ••• ACTlll.YEKA VA.E' •••••• s FLUfYS •••••••• NNPLIR 
Btlv CtlRV!CHLCT DALTPLI.SD YCKMVL •• RL YCPTAs •••••••••••• TE 
Tev .. CKAPYlAE TALKFLYTSQ HGTIISEIE,t YLXVL ...... , , • , • , • , • 
Ppv .,CKAPYlll.!: TALKKLYTDT Ell.S&TE.I •• R YJ.LAF,,,,, ,,, ••••••• 

Tbrv YLHHDPRUS RV.ROf'YIKA U"LAT •• ,CQ FRTWll. ••••••••••••••• 
CpllY YKH.SPREAT EF.RRKVLKK VSWIT •• SGO LPT!A •• ,,, ••• ...... , 
TYlllV , .CIAPYLS& VALRRLYTSQ IATDN&LTDY YKEIA.,, ,, , , , , , , ,, , , 

TtV ••••• CN.YH ,WSKLSESV SOR'JL ••••• YKDSY., ,,, ,,, ,,,,,,, 
Bnyvv ,,,,,PKCPA .VYADF.L!.C HASLSCR,,, ,HVOO,,,,. ,,, ,,.,, ,, 

'ni.V ,,KT>.PPCSf' VY.KSLVKYL SDKVL.,,,. FRSL.f'., ,,, • ,,, ,,,,,, 

e':! :::R.S;y;:: '..\iii.i.V:Si. éi:HiFDFHK FKi.i.f.::::: :::::::::: 
AlAv ,,,RJl.PSLYL EML!. ••• ,, SLCKt •• ,,, FACKT,,,,, • ,, ••••••• 

lftv YCKEKPlftFE. EVRMLAAF. SLYSE., ••• N rurs ...... ,DCYCTE •• 
C:Ucav 'J'KIC.SGH,.t: Mt..Vl.CAt"K K'J'TA,,,,,H YHArtU!:t.,,, , ••• YYSDRQ 
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Anexo 2. Alineamiento de virus de RNA cadena positiva y RNA de doble cadena reportado por Bruenn, en 1991. Los 
números que se encuentran abajo de las secuencias indican los ocho motivos. ca~acteristicc:>s.de RD~Rs. ~s asterisco~ 
indican residuos altnmente conservados. Los motivos se encuentran en las s1gu1entes pos1c1ones: 1 1-9, 2 9S.111, 3 
160-168, 4º 281, 5• 303-305, 6º 381-383, 7º 481-484, y B" 514-516. 
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