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RESUMEN 

Los rotavirus son el agente etiol6gico mas comun de gastro­

enteritis que aqueja a la poblaci6n infantil y a las crias de 

distintas especies animales. 

En esta Tesis se trabaj6 con un rotavirus porcino adaptado 

a crecer .!.!!. vitro en células de riñ6n de mono, sin perder su ca­

pacidad de infectar lechones. Se describen los procedimientos de 

clonaci6n del genoma viral (de RNA) en DNA complementario 

insertado en plásmidos vacterianosl Por hibridaci6n heter6loga 

se aislaron clqnas recombinantes con insertos relacionados _a los 

genes de las dos proteínas de superficie VP3 y VP7, que son los 

antigenso de neutralizaci6n mas importantes del virus • .;Se rea­

lizó la secuencia nucleotídica de las clonas de VP3, con lo que 

se obtuvo alrededor del 75i de la regi6n codificadora. Los 

fragmentos clonados serán utilizados para la producción de vacunas 

sintéticas mediante su expresi6n en Escherichia ~-

Se resalta la descripci6n detallada de las metodologías 

empleadas, por lo que esta Tesis puede ser un documento útil 

de consulta para personas interesadas en la Biología Molecular 

de virus de RNA. 



SUMMARY 

Rotaviruses are the most common etiologic agents of acute 

gastroenteritis in children and in the young of many animal 

species • 

. The biological sY-stem used .in this work was the porcine 

rotavirus YM, which was adapted to grow in vitro on MA 104 

cells without affecting its capacity to infect piglets. 

This work describes the procedures for cloning the viral 

genomic RNA as a complementary DNA inserted into bacterial 

plasmids. ~eterologous hibridization rendered the isolation 

of recombinant clones containing sequenc~s related to VP3 and 

VP7, the two most importaitt viral neutralization antigens. 

About 75\ of the VP3 gene was sequenced. The cloned fragments 

will be expressed in Escherichia coli and used for the production 

of synthetic vaccines. 

The description of the methods here employed is detailed 

enough, so that this work can be used as a reference guide for 

the Molecular Biology of RNA viruses. 
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Lai er1ferrnedades diarré1ca:;:;. cor1st.i t1..~yer1 1_u·10 de los padecirnier1tc•s 

rnás cornLn·1es en los neor1at.os y r1iñc1s de todo el mundo; éstos 

adquieren especial iinpc•rt.ancia er1 los paises en vi.as de de~.arrc•l lc1 

F·t.iestc• q1..1e cc•nsti t ... ~yen una de las ca1..1sas pr ir1cipales de rnort.EI l idad 
; 

en la pot:•lación ir1fanti 1. Estudios epiderniol6gicos realizados F•Or 

la c1rganizaci~•n M1..1ndial de la Sal1.1d arrc1jan result.ados impact.ar1tes: 

et'l E9ipto, G•.1aternala, El Salvador, México, Nicerag1..1a, Repi.'.'1blica 

Dornir1icar1a, Hond1.1ras, C.::•lornbia y Paraguay, del 10 al 34:.-! de las 

m1..1ertes oct.Jrridas durante 1 añ•:• (1968-1970> se deben a 

enferrnedades diarréicas [ 171. Syr1der y Merson ~·1at1 est.irnadc1 que er1 

rni 1 rn1 l lor1es de episc·dios diat·réic:c•s y 4. 6 rni l lot-.es de rnuert.es 

c:ai..~sadas Por e~ta enfermedad et-. r1iños mer1ores de 5 ahos de eda•:f [ 1 J. 

describieron lei. F·t·esenc1a do: F•at·t.íc•Ala~. viralo:s de 70 r1m al ar1alizar 

hospitalizados por gastroenteritis aguda (171. Poco t.iemF·o desp•Aés, 

citrc•s invest.igadores F·l..~dieron observar partículas sirni lares er1 heces. 

ar1al iza.das pc•r micrc•scopia electré•r11ca l 18, 191. A part.i r de 

entonces har1 apar·ecido reF•c•rtes de tc1dc1 el rnL~ndc• que er1 la 

a.ct.L,a.l i dad acre•:f i tat-. a estos vi rL,s, denominados rc•tavi rt4S, corn•:• el 

a9er1t.e et.iolé•9icc1 individual más irnF•C•rtante asociado a episod.ios 
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Si bier1 lc•s rot.avit"l's •-.urnat1c•<s r10 fuerc•t"r descubiertc•s sit·10 hast.a 

1973,. ya et·1 1963 Adams y •~raft habían descrit.o la presencia de 

part.íci..flas virales· et"I tejido intestir1al de ratones it1fectados cc•n el 

virus ErJIM Cepizocit.ic diarrt--1ea of it1fant mice) C20l. Tamt•ién en 

1963~ Malt-.er:t•e y cc•laboradc•res ·reportaron el aislamier1t-o de un viri..'s 
.1 

de 70 nrn al que designaror1 SA11 (sirniar1 agent.)-11. Este vi rus fl'e 

aislado de 1..u·1 la.vade• ir1test.inal obtenidc• de LU"'l rnonc• ver·vet. sar1c•, y 

f1,.,e propa·;iado eficier1terner1te er1 cultivo de células de riñc•r1 de rnor10 

[21] • A par· ti r de entonces, di ferer1tes i:st.lfdios t1at1 mcistrado la 

presencia de rc•taviri.'s err las l--1eces diarréicas de las cric.s de i..u-1 

9rar1 nl.'.'unerc• de rnarní. ferc•s y aves~ iracluyendo anirna les de crianza corno 

9anat1c1a de pese• [9-lll. 

Ant.e la rna9nit1.ld del prc•blerna que reF·t·eser1tar1 las enferrnedades 

diarré1cas~ la Clr9an1zac16r1 MLn'ldial de la Salud }·1a irnp1.,lseo.d•:• e'l 

est.r~dic• de lc•s ager-it.es ca•.isales de la diarrea y el trat.arnientc• de 

las rn1srnas. 

infant.il cai..,sada por diarrea es a través de un prograrna diri9idc1 a 

rnejc1rar las cot1dicic1nes sar1itarias 9er1erales,. la hgiene y la 

educación de lc•s grupos de rnaYC•t" ries9c•. 

diarreas es con el desarrollo de vacunas eficientes. Llt1a vacL,na 

cot-itra rota vi rus seria de '-'ti l i•::jad ai:n·1 lc•9rar1dc• los ot:ijet.i vc•s 



anteriores ya que la diarrea por este virus parece ser altamente 

cont.a·~ibsa y es difícil evitarla ai.:'f"l er1 buer1as cor1dicic•r1es 

sar1itarias. 

Al rnicrc•scoF·ic• electrónicc1, los rc•t.avirL~s pc1seer1 Lu·1a rnorfolc•9ía 

característica que aserneJa Liria ryeda, de dor1de se deriva sL' r1ombre 

(er1 latín rot.a = rueda). Las partícL1las cc•rnF•letas (det·1sidad = 

poseer'I Lu1a doble cápside y rnider1 aF•roximadarnente 

70 nm de diámetro; a estas partículas tarnbién se les det1omit1a 

11 lisas" pues la capa exterr1a se observa como ut·1 cí rcL,lC• bier1 

recient.emer1te se ria descritc• la presencia er1 la 

superficie del v1rL's de peplórnerc.s de aF·rc•ximadamer1t.e €· nm de lar9•:• 

Al microscc1pic• electt·ónicc• se ot:•servar1 

t.arnbiét"1 part.ic1..ilas de a.par iet"1cia rugcisa <densida•:::I = 1. 38g/crn3), laz. 

•='-'ªles cot1ti er1et"1 (n1 i carnente la caF•a i r1terna y ti ener1 r..u·, di árnet.rc• 

apro:i.tiroadc• de 55 r1rn. [231. La ir1fect.ividad viral está asc•ciadá a 

las part.ícr..Jlas •=c•rnF·let.as, la c•.4al se pierde al trat.ar el 

v l rr..'s con a•3o:r1t.es •41,.,e l ar,t.es como EDTA é• EGTA, t.rataro1 er1tc• .:¡1...4e 

provoca la pérdida de la capa e>,terna del virr..~s [241. 

El genoma v 2ra1, de apt·ox i rnadarnet·1t.o: 2Ct0 00 pb, cc•r1sta de: 11 

segroer1tc•s de RNA de dot•le cader1a Cl4YC• tarnar;c, varía ent.re 660 y 4000 

pb 1251. El ¡::.erfi l elect.rofc•rét.icc• de lc•s se•3rnent.os de RNA rnuestra 

·'-'n pat.rót"1 caract.er:í.stico CFig. 1). En al ·;e1.u·1as cepas de rot.av i rus 

t11.uoat1c•s los segrnent.os 10 y 11 migran roet·1•:•s q1,.4e le• '-'Sual, le• q._,e da 

ll,gar al l larnado patri!•r1 "corte•" q1.4e es característico de t.odos lc•s 
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Representacion esquemática de la estructura de los rotavirus. 
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rot.avirus t·11..~mat1c•s F•erter1ec1entes al serc•t-iPc• 2 l26,27J. 

Eti el cor1texto de la or9ar1izai;:ión del 9et"'loma, resL~lta interesant.e 

que cada Lu1c• de los 11 se·:.unent.os de RNA cc•di fica aparent.emer1te para 

L'na prot.eina viral. Por le• met1os 5 prc•teit"tas virales <VF·l,, VP2, 

VP3, VPE· y VP7> sor1 incorpc1radas er1 la doble cápside del vi r ión 

C28l; las seis proteir1as rest.antes <NCVP1 a NCVP6>, si bier1 estén 

presentes et·1 e>ctract.c•s de células 1r1fect.adas, no sor1 recuperables 

del virus purificado, por le• c::i1.'e se considerat·1 prot.eít1as r10 

estr1..,ctur-ales C29l ." 

La asi9r1aci6n de los product.os 9ér·1iCc•s virales se •1a llevad•:'! a 

cabo rnediante di ferer1t.es er1fcl':¡L,es expet· i menta les cornc• son: a> La 

correlación entt·e genotipo y fer1c•t.ipo de virL~= rear·reglarrt.es 

obtenidos pc•r coinfección ·cc•n 2 ceF•a$ diferer-it.es de rc•t.avirL~s [301; 

b) Anál isi: de lc•s prodL~ctos pt·ot.éicos c•f:•ter-1idos pc•r t.raducciór1 in 

vitt·o de los segrnent.c•s de dsRNA indi.vid•.~ales,. pr-evia 

dest·1at.L~ralización C29J,. y e) Trad1.~cci1:•n ir-1 vit-rc• de lc•s rnRNA vira.les 

experirnentales se ha dernost.rado que eti el rc•t.avirus de sirnic• 8Al 1,. 

las proteir1as de la cáF·side ir1terr1a VF'l ~ VF'2 y VF'€· est.ar1 cc•dificadas. 

por los se9mentos 1,. 2 y 6 t"especti varnet1t.e,. rnientras <=1L~e lc•~­

segrner·1tos 4 y ·;i codi ficat1 para las prcit.e:lt-¡as de la cápside exterr1a 

VP3 y VP7 Cfi9. ll. 

del get-.e 3 de los rot.avir•As,. t.amt:•ién es parte de la capa intet"t1a del 

virus. 



Lc•s rot.av i t-L4= represer1tat1 ur1 · génet"C• det"ltro de 1 a farni 1 i a 

Reovir1dae C22l :o der1t.ro del cual han sidc• clasificadc•::: .:::1·1 7 

serotipc•s di fer entes. Lc1s rota vi rus aislados de •1Lunar1os pueder1 

F·e:rt.er1ecer a los serotipos 1,2,3 y 4, mientras '=IL4e los 

rota.virus aislados de ar1irnales se J¡an clasificadc1 dent.ro de lc1s 

serotipos 3.4.5.6 y 7 C57J. 

aisladc0s de cerdos •·san sido asi9nados a los serotipc1s 4 y 5, 

tet1ier1dc• come• cepas de referencia & los rot.avirus Got.tfried y (1s1..J 

respectiva.merite. 

En cuar1to a la ant.igenicidad de las prc1teir1as virales, se •1at::•ía 

considet·adc• a la 91 icoproteít1a mas ab1..u1dar1te de la capa e;:.,ternar 

VP7, cc•rno 1 a respor1sab le de i ndLJc ir 1 a rnayc.r· í a de ar1t i cL,erpc•s 

ne:L,tralizat1tes y específicos de serc•t1pc• (301. Sin embargo~ dato~ 

c•bt.enidc•s Llt.i 1 izando ant.icL,et·pc•s rnc•noclc•nales sugieren qL,e el 

sist.ema.de ne•.,tt·alizaciór1 e:s de L{na cc•rnF•lejidad rnayor a la 

inicialmente: considerada: e>-.:ist.e la evidencia de qL4t::: VP3 es ut·1 

ir1rnLH"1C:•ger10 tar1 poter1t.e cc•mc• VF'7 capaz de i r1d1.fc ir t.amt.•i ér-1 ant.i ci.,erpo$ 

r"'leLftral izantes especí ficc•s de se:rotipc• y di ferer1t.es a los ir1ducidos 

por VP7 1421; 

de un sist.ema dual para la clasi'ficacié•n de lc•s rc1t.avir1.fs en el qL'e 

se ider1ti f iqLfe la espe•=i f icidad t1e1.ftral i zante de ant.icuet·pos 

i ndL'c idos tanto pc•r VP3 come• por VP7. 

Resi.flt.a it1t.eresat·1te el q1..fe la ir1fect.ividad it"'I vit.ro de lc•s 

rotaviri.fs se vea aL,mentada f:iasta en 1000 veces por e:'fecto del 
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t.ratamier1tc• del vi1·1..4s cot·1 tripsina l4E.l. · Se ha demostrad•:• o:¡L4€: el 

efect.c• de esta et1zima es directamente sobre el vit·us, 

espec:if1carner1te sobre VF'3~ y nc1 sot:•re la célula l47l. El 

rotnF·irnier1t-c• protec•l íticc• de VP::1 (88000 daltones) genera dos esF·ecies 

de mer1or peso rnc•lecular: VP5 (60000 daltonesl y VPE: (280(10 

daltorses> [28,43,44]. 

rnayoritaria de la capa ext.err1a~ ·y VP6, la prc•teína rnas at:11..4ndar1t.e de 

la capa ir1terna, no son afectadas por el tratamiento del vir1..4s cot• 

"tripsina [441. 

Recient.ernente se ha deducidc• la secuencia protéica de VP3 a 

a partir de ~opias de DNA complerner1taric• al RNA 9en6mico [€.1J. 

Et-. esta secuencia se ider1t.i ficarot1 dc·s ar9ir1inas rn•~Y cercar1as e:r1tre 

.si que pc1driar1 prodL,cir las dos espe:cies de rnenc•r pese• mc•lecL~lar ya 

mencior1a•jas \VF'5 y VP8>. La secL,enciaci~·n del e><t.remc• amir1•:. tet·rninal 

de VP5 obter1ida del virus tratado cor1 tripsina rnostré• c::iue el 

rompirnier1t.o puede •:O•=•-'rt·ir et·1 CL4alc::iuiera de las dos argit"1ir1as:o le• que 

confirrnc'.• a esta. re·3iór1 cornc1 el sit.ic• de co:·t·te. 

estos do~ si t-ic•s de corte se encuentrat·1 al t.arner1te cot"tset·va•:los entre 

rotavir•..is de diferet·1tes serc•tipos [70l. 

Se descor1oc:e ai.:u ... el rnecanismc• peor rnedio del cL1al el rornpimier-.tc• 

proteolít1co conlleve.. a LU"1 aLuner1to er1 la. ir1fectividad del virus. 

Clark y cc•ls. [431 dernostraror1 qLle el trat.amier1tc• cor-. t.ripsina no 

alter-a la ur·1ión del virL4S a la céll4la,. y sL1girieron que la pérdida 

de la caF•a exterr1a vit·al se favorecía rnediante el rner1cior1adc• cc•rte 
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q1.'e el tratarnientc1 del virus cor1 tripsit1a prc1d1.lce particL,la-;:: 

infe•=tivas qLle er1tran a la célLlla media.rite per1etraciór1 directa a la 

rnernbrar1a F•lasrn&t.ica, rnientras que los virLlS t-io tratados cc•r1 t.ripsir1a 

PLleder1 per1etrar a la célllla Llti 1 i:zar1dc• ot.ra vio de entra.de. 

(pc1sit:1lernente endocitc•sis), pero t"IC• sot·1 capaces de estat:•lecer 1.u-.a 

1r1fecci6t1 .. 

El ya mer1cic•r1ado it1crerner1to de la ir1f'ectividad viral de los 

rota.virus como resultado del rompimiento proteolitico, específico 

de Llna proteír1a viral, •-.a sido ig1..lalrnente de:::;crito en ot.ras farnilias 

de virus. Tal es el caso de los F'ararnixovirus <'virus del sararnF·l.ón, 

virLlS Ser1dai,· et.e.> y lc•s Mi>(C•Vir\.~S (virL's de la ir1fluen:za). Al 

cc•mparar la seC\.4encia de aminoácidos del e>::trernc1 amine• t.erminal 

generado:• pc•r el cc•rte. con t.t·ipsir1a en varic•s rniernbrc•s de esta 

farni 1 ia, se •·,a encontrado· qL,e ést.a est.á altarner1t.e cc•nservada t48l. 

Cabe mencic•nar q•.le en ambos casos, la prc•teína cc•rt.ada F·C•t" t.r i.psir1a 

<F er1 F-'arami::~·=•v1rL4s y HA en M1::-~c·vir•.~:::) part.icipa ft..lndament.almente er1 

la f1.lsiór·1·de las rnernbranas viral y celular durant.e la infección. La 

secuet"11=ia del e>(tremc1 amine• ya rnenc1c•t"lada se t·1a lograd•=• mimetizar en 

pépt.idc•s sir1t.ét.icc•s, y al probar su act.ividad t::•iolé19ica se t-"1a vist.c• 

qLle es:.tcis péptidos sot"l capaces de at.er1L4ar la ir1fect.i vi dad del vi rus 

en c:ult.ivo de célLllas al inhibir la f1..4sié1n de las mernbrar.as viral y 

c:el1..llar (491. 
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Al t.ernat.i vas par a e 1 desarrc• l lc• de ur1a vac1..n·1¡:. cor1t.ra rot.av i r1...i:s:.. -

Al establecer a los rota.virus c:ornc1 iropc1rt.ar1tes a9ente5: 

etiolé19ic:os de la gast.roer1terit.is aguda et·1 h1..unanc•s, rnarni'feros y 

aves, se t-'1a recor1c•c:ido arnF•liarnente la necesidad del desarrc1llc• de 

métodos inmur1oprc•fi l~c:ticos cor1tra .. la diart·ea c:ai_,asada por estos 

vir1..,1s [7,.511. 

Varios grL.ipos de investigadores ~1at1 trabajadc• er1 la producciór1 de 

vac:1..n1as c:c•r1tra rotav i ri.,as, 1..,ati l izandc• pr inc:i pa lrner1te el métcido 

"Jer1ner ianc1 11 Para c•t:•tener al inrn1..u·1é19er1c•,. e;tc• es, el ernplec• de 

rotavir1..,1s aislados de eir1irnales, los cuales represent.ar1 cepas 

cc•mc• vac:i.,ana cont.ra rotav1 rus er1 hr.unanos es le. aislada de bovir1os, 

11~..rnada RIT 4237, derivada de la cepa NCDV y •:::¡L~e hci. sido pasada 

nurner-c•sa:. veces en ci..lltivc•s in vitro 

realizadc1 en Fir1landia pa1·c:. evaluat· la capacidad de la rner1cic•r1adei 

cepa RIT 4237 para prc•te9er a nihc•s cc:.r1tra ir1.feccic•nes nat.1..u·ales pc•r 

rot.aviri..~~, se er1cc•nt.r•!• •:::¡1..ie una sola di:•sis C•t·al es capaz de prc•teger 

en 1,.,r1 :;:::;:~.; cor1tra la diarrea por t•citavi r1.ls el ínicamente sigt-ii ficati va 

[531 • 

observé• qt.,e la eficacia de est.a rnisrna vac1.n·1a ft.le de 33~; Y ne• se 

ot:•servéo ur1a disrnit-it.lcié•n significativa en la severidad de las 

infecciones clínicas [541. Res1.,ltados sirni lares a est.e .;,ltirnc• se 
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MMLl-18006, el CL,al fue aislado de monc• r•·1esL'S· Esta vaci..,r1a fue 

evaluada en Vet-sezuela en r1ihos de 1 a 10 rneses de edad, dor-sde se 

rnost.t·ó que si..' eficacia contt·a cualq1,.,ier diarrea causada P•=•r 

rc•t.aviri..'s fi..,e de e.s:.-;, rnier1t.ras q1,.,e la eficacia de la vacc..u-.a c•:it1tra 

lc•s episodios rnas severc•s de diarrea fue de ... ,,., tc10;..;. 

resi_,ltados obt.enidc•s cc•t1 esta Vé•=1..,r1a parecen ser alerstadores, e:::. 

necesat· ic• llevar a cabo i..u-. mayor r-.i:,merc• de pruebas er-. poblaciones 

formadas pc•r 9r.upos sc•cioecor1órnicos y raciales diferentes. 

Lln sistema alterr1ativo prometedc•r para la prod1..,ccié•n de v~.cL,nas 

lo ofrece la ._,tilizacié•r-1 de técr1icas de DNA recornbir1ant.e para la 

producciót"I en bacterias,. levadi.H·a~ o ·cé.li.,las. animales. de: las. 

prc1t.eir1as ar1t.i9enii=arnent.e relevantes .jel viri.fs, las Clfales PC•driat1 

ser usadas. cc•rnc1 i t1m1..,nó9er-1os par a ir-1d•~c ir protecc i ~·n cont.r a· la 

ir1fección viral. 
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1..'ti 1 iza el vi rt..fs cornplet.c• ya sea ateni.,ado o it1act.ivado. En general .. 

la ut.1l1zaciót"1 del pc:i.tó·3enc1 cc•mplet•:• corno inrni.fnógeno F·resenta 

algunos problemas corno son la posible reactivación de la virulencia 

o la presencia de s.1..,stancias t.\!•)(icaz. c•:•t·1tarninantes prover·1iento:::s 

Exister1 adernás 

req1_.1erimier1tc•s imF·or·t;:¡nt.es par·a las vacur1as de a•3er1t.es vivos,. cc1rnc• 

pueder1 ser las cc•r1dicic1nes de teu¡perat.1.,t·a para el rnant.er1irnier1t.c1 de 



razor1es, el ir1terés er1 la produccié1n de vac1.u·1as sit1tética~ ha 

aument.ado cot1siderablernente er1 los i:,1t.irnos at-ícis. 

Respecte• al avance en el desarrc•l lc• de vacunas sit1t.éticas cot ... tra 

rotavir•~s~ ya se •1a lc•9radc• sintetizar en Escherichia coli a la 

91 icoproteír1a de capa externa <VP7> del rot.avirus de sirnic• SAl 1. 

Est.a F·rot.eína se sir1tetizó corno 1.n1 t·1íbridc1 cc•t'• la prc•teína 

p-galactosidasa. Cuat1do esta F•t"C•te í na J-. i br- ida fi_'o: i noct..' lada et-. 

(58). Por otra F·arte~ se ha l levadc• a ca.tu:• t.arnbién la síntesis er1 

E. C•::-1 i de aprc•;>~irnadarner1tE:: el 45;·; de la c•t.ra prc•t.eína de caF•a 

. ext.er r1e. di;: SAl 1 ~ VP::i, fus i C•nada a 1 C•s primeros 98 ami rtc•éc idos de 1 a 

la regióri arnir1c• t.errn1r-1a.l de: VF'3. 

er1 ra.tor-.ez., se. obt.1.,vie.r..:1r1, al i·;;i•~al •::¡1..,e. c.or1 VF7-13-9alact.c•s1dasa,. 

ant. i cr.,et·pos ne1,.,t.ra l i zar1t.es •:::ie 1 a 1 nf ect-i vi dad del r·ot.avi rt..'s SAl 1 

[59J. 

et·1 E.cc•li sot1 ca.Paces de prirnoest.irn•.,la.r la r·e.sp1,.,esta it"1rn1..,ne c..:•ntra 

SA11 al ser ir1•:ict,lados er1 r·a.t.or1es. 

Los rest..'l t.adc•s anter· iores rntJestrar1 '-'rs pat-.orarna a.ler1tadc•r de lc•s 

esf'1..,erzc•s er1carninados J1a.cia la prodt..,•=ciC•r1 de 1.n1a vacr.u-.a cot1t.ra 

rot.avit"US peor· medio de ingeniería. get1ética. Va.le la per1a. rnencior1ar 

11 
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g1_.1e el r,c1t.avir1 . .1s de sirn1c• SA11 t:io, es. el·. siSt.eina: .adeCr...tadc• pareo 

real izar experimente.is de prot."eccl.6r1 in ·vivo, ya que t"IC• ir1dl.tce 

diarrea en at1irnales experirner1t.a1·es. Rec i et·1terner1te, se a is 16 er1 

t"'IL.testrc• labc•ratorio, a partir del cont.enido ir1t.est.inal de l.tn lecJ·aéon 

cor--. diarreap ur1 rota vi r1..1s, desi9nadc• YM. 

adapt.ad•:. a crecer ir1 vitrc1 sit1 perder SL.t capacidad de provocar· 

diarrea en lecl1or1es. Este si st.ema de rota.vi rus porcinc• se cot·1s i dera 

adec1..1adc• F·ara ser t..tti 1 izado corno rnc•delo de est.udio de los rotav i rus~ 

ya que permite llevar a cabo er-.say.os de protecci6r1 in vivc1 cor1 los 

productos obt.et1idos por rnat1ipulaciór1 9er1ética. 

. .. 

12 
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OBJETIVOS 

ir1vest.i9ac:i6n c:L,YC• ir1t.erés es el desarrollo de ut1 sist.erna t:1iol6·3icc• 

que permita realizar ensayos de prc•t.ecci6r1 ir1 ~ c:c•nt.ra 

i nrnur1ó9er1os obtenidos F·or man 1 Pl' l ac i é•r1 genética. 

rc•tavi r1..~s pc•rcir10 YM cc:ornc• L'r' sistema modelo. 

1. La cc•t1strL~cción de 1,.n1 bar;co de DNA cornplernentario al 9er-1orna 

del rot.av i rus pe.re l r1c• YM. 

superficie virales: VP3 y VP7. 

•. 

codifica para VP3. 
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Materiales y Métodos. 

El rotavi rus YM L~t.i l izado en est.e trabaJo fue et.1sladc• por el Dr. 

Rorn i 1 i o Espej C• a par t. i t" de 1 cc•r1tet1i do i r1te:stinal de '-0"1 lechón c:or1 

diarrea. y despué::. de E: 

pases, rnantL~vo su capacidad de infec:c:iór1 e induccié•t"'I de diarrea en 

1 ec:~·1ot1es r 69 l • 

1. Propa9ac:ié•r1 y Purificaciót·1 del virus. 

El rotavirus porcino YM se prc•pagó er1 la linea c:elL~lar MA104 

para la p1·c1pa-;iaci6n del rot.avir·c.~s de ~irniC• SA-11 C281. 

la infecciór1 cc•rn•:• para la· prc1pa9acié•r1 del vir• . .is se •.~ti 1 izó el medie• 

rnir1irnc• de Ea•3le 173, 74J adicic•nado •=c•n 10 )..~·:;/ml de t.r·ipsir1a. 

Desp1..~és de 1-2 días de ir1fecc:ión se C•t:•servó L~n 80 a 100~; de efect.•:• 

virus de la siguiente maner·a: el lizado celular se congeló y 

descon•3elé• d•:•s veces y las F·art.ic1.~las virales asc•c1adas a rnat.e.1·ial 

celi.~lar se ext.rajeror1 rnediar1te la adición de un vc•li.unen de 

tr-ifluorotricloroeta~o (freón>. El material se. a•3itó vigorosarne:nte 

durante 20 min. a 4ªC~ y se centrifugó a 10000 g durante: 10 miti. El 

virus F·resente en la fase act~·:isa se F•recipitó cor1 s:.! f'EG 

Cpesc•/vc.11.~rner-1) d1.u·ar1t.e 14 }·, a 4 4 C, Y se cer1trifu96 a 10000 rprn 

d1.~t·ar1t.e :-10 rnin. en el rc•tor 8834 CSorval l). La pastilla viral se 

resi.~spendiO en 200 )--11 de arnort.ig1.~ador TSM CTris-HCl O. 01M, 
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NaCl 0.15M, M9CL2 O.OOlM, pH 8 .• 2> y se cer1trifugó 3•·· a t.rSivés do: i.u·, 

gradiet·1te lineal preforrnado de CsCl (der1sidad de 1.3 a 1.4 9/crn3) 

en amortiguador TM CTris-HCl O.OlM, MgCL2 O.OOlM, pH 8.2) a 

El rnat.erial de las dos bar1das 

lat.eral, y pc•steriorrnent.e !avade• del CsCl mediante SL' di lL,ción con 

c..rnortiguador TM y su cer1t.rifL,gación a 40000 rprn d1.,rat1te 30 rnin. et·1 

el rc•t.or SW55. Fir1almer1te, el precipi tadc,· viral se res1..,sper1dié• er1 

arnorti91.,adc1r TSM para s•-' L'Sc• posf.er ior. 

Lo$ v1ri..'s f1..,eror-1 lisa.dos en SDS 2%,,. EDTA 0.012M pH 7 y .. 
~-rnercaF•toetat1ol d1.,rante 15 rnin. a ternperat.1.,ra ambiente;. El RNA 

C•:•n sol1..,cié•t1 arnortigi.,adora de Tris-HCl (1.1,.,1, EDTA O. lrnM F•H 7.5) :o 1..u·1a 

vez cc•n d•:is vol1.uner1es de ur1a. rnezcla fer1c1l-clc•rc•forrnc•-alcohc•l 

isoarnílicc1 (25:24:1) y por- últ.irno 1..~na vez CC•t"1 Ln1 vc1l1..unen de i..n·1a 

mezcla clor-ofc•rrno-alcohol isoa.rni l ico C24: 1). El RNA se preciF·i t-é• 

con aceta te• de arnor1 i e• O. 2M y vol 1..unenes de 

rn1n. a -70°"C y se sedimer1tC• por centrif1..~9aci6n d•.~rante 10 min. a 

am"?t"ti91.~adc•t" TE CTris-HCl 10mM:o ~DTA O. lrnM F•H 7.4) y se •3uardé• a 

La cc•ncer1traci6n de RNA se estirnó media.rite der-1sidad ópt.ica a 

2€.0 nrn C42 J-~·3/rnl = 1. O o. D.) y por electrc•foresis et·1 9eles de 

acr i larnida <ver secc. 4. 4). 



16 

L.:ª est.rate9ia para la síntesis y clor1aci6r1 del DNA cornplerner1tario 

al RNA del rota.virus PC•rcino YM se i 11..fst.ra en la fi9L<1ra 2 y a 

cc1nt.it11.,aci é1n se det.al 1 ar1 1 as cond ici c1r1es exper i merita! es. 

::-e. 1 • Desr1at1..,ralize.ciór1 del RNA 9er1órnicc• y síntesis de la F·rirnera 

cader1a de cDNA. 

Para la síntesis de la primera cadena de DNA cornplernent.ario se 

ut.ilizaror1 ::-<.5 J.'9 de RNA doble cadena (dsRNA> del rc•t.avirus YM come• 

templado. El dsRNA se desnat.1..,ra,l izó en preset·•·=ia de 

dirnet..ils1...il~·x1do al 90/;~ a 70:,~c; d1..,rar1t.e 1(1 rnin. 1nrnediatarnente 

desp1..,és se cc•n9elé• sot•re hielo seco y se precipi t.é1 cc•r1 acetato de· 

La past.1 l la de RNA se lavó cor1 et.ario! al 7(1~.; frío y 

el etario! restante se evci.pc•t"ó a seqLH::da·:t en l·n·1 evaporador rot.at.cir i e• 

Savar1t .• 

llevé• a c&bc• en lU"1 voll~rnen t.ot.eo.1 de 70 ;.~l cc•ntenien•:lc• Tris-HCl 50rnM 

pH 8. 3, M•3Cl2 8mM:- l~Cl 50mM:- !JTT 4. 4rnMl' 28 r19 de: f)NA de time• de 

t.e:rr-1era 9isierido cc•t .. DNAsa I y l~t.ilizadc1 cc•rnc1 iniciadc•t" al azar:­

HPRI < it·1l·1ibid•:•r do:= rit:•ot·1L~·=leasas aislad•:. de placent.eo. h•.unana> l' dATF', 

dCTPl' dGTF' y dTTP lrnM ca•:fa ur1ol' 1 O ~Ci de: ~ [:32-Pl dATP C3000Ci /rnMol) 

y 6 ln·1idades/.r~si de RNA de la et1zirna Trariscr iptasa Reversa del vi rus 

de la rnieloblastosis de las aves. Después de sL~ ir1cubaci6n a 42. s 0 c 

durante 90 mirtL~t.osl' la enzima se inact.ivi!• cc1r1 EDTA 20mM pH 8. La 

cat .. t-idad de cDNA sintet.izado se estirné• rnediar1t.e la radiactividad 
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Vector lpMT211 

l EcoRI I BAP. 

Selección de transformantes resistentes a ampicilina 

Figura 2. 



Figura 2.-

Estrategia utilizada para la síntesis y clonaci6n del DNA 

complementario al RNA del rotaviurs porcino YM. 
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(cDNA: DNA comp~ementario; AMVRT: transcriptaea reversa aislada 

del virus de la mieloblastosis de las aves; DNA poli: DNA poli­

merasa I; Klenow: fragmento mayor de la DNA polimerasa I: 

BAP: Fosfatasa alcalina bacteriana; linkers de EcoRI: adapta­

dores de DNA conteniendo la secuencia reconocida por la enzima de 

restricci6n Eco RI.) 



incorF·c•rada en le•'.: tiernF•Os (1 y 90 mir1L,t..o~ de reacciór1.. Es.t.-=. 

prc:•cedimiet1tc• se real izC• det.errnir1ar1dc• let radiactividad incc•rF•c1rada 

et"I alict,otas de 2 J-'l~ secadas er1 filtros DE 81 <What.rnan> y lavadas. 

de radiactividad libre <E· veces dL,rante 5 mit1. cada vez cor1 Na2HPCl4 

O. 5M~ 2 ve•=es d•.,rante 1 rnin con a•;1ua y .Lu1a •ez durar1t.e un m1r1. cc•n 

etar1ol >. Se L't.i l izó Tc•li..,eno-PPO cornc• sist.ema de cent.el lec• 1 iquidc•. 

El cDNA se precipité• cor1 acetat.c1 de sc•dic• y etar-.ol de la manera ya 

descrita. La pastilla se resuspendit!.• en SO J-'l de Na.OH 0.1M, se 

inc1.,bó a 60ºC dt,rant.e 1 hc•ra para 1"1idrol izar el RNA y la reacciór1 se 

neutralizó agregando 10 J-'1 de HCl 0.5N y 2 J-'l de Tris-HCl 1M 

pH 7. 5. El cDNA se PL~rificé• pot· crornatografia de exclL~sión 

rnolecular en Bic• Gel A5M (Bio-Rad>; la col1..unna se presat.L~ró cc•r1 25 

J-~9 de t.RNA y se uti 1 izó come• e.11.~yente L~r1a sc•ll~ción de Tris 20rnM 

pH 7.4~ NaCl 10rnM y Ef,TA 0.1rnM. Se colectaron ft·acciones de 225 }~l 

y se estirni!• la t·adiact.ividad en alicL~c•t.as de 5 )-11 de cada fracciéir1. 

El rnater·ial del pico de cDNA r-adiact1vc• se precipité• cc•r1 acetatc• di: 

sodic• y etanol. 

3.2. Síntesis de la segunda cadena de DNA cc•rnplernentar·io. 

La sír1t.esiz del DNA cornplernentario de dot:::•le cadena <dscDNA> se 

! levó a cat•o l~t.i 1 izandc• 1 a f1NA poli rnerasa I y 1 a Tt·anscr ipt.asa 

Reversa del vit"L~s de la rn1eloblastc•si=:. de las aves <Ati1VRT>. Est.as 

dos er-.zirnas se 1.~ti l izaron er1 fc·r·rna cc•nsecuti va F•at·a favorecer la 

si r1tes is cornp l eta de 1 a segur1da cadena de cDNA. 

19 

La reacci•:.1-. cor-1 DNA pol irner·asa I se 11.:vé• a cabo en ur1 vol1.unen de 
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12 µl cor1tenler1•:tc• Hepes 40rnM pH .€ .• 9:- M·:iC:1::;:.· 4mM,. F1-mercaptoetat1ol 

E0 rnM,. KCl 70rnM, dATF', ·:ICTP, dGTF' y dTTP o. 1 rnM ca•:ia Ln"lc•, 33r19/}~l de 

DNA cornplemet1tario de 1..~na sc•la cader1a (sscr>NA), E·O unidades de DNA 

pol irnerasa I por J-49 de ssc:DNA y 15 }~Ci de o< [32-Pl dATP (3000 

Ci/mMol >. La reacc1o!•n fL4~ 1r1CL4t•ada d1..4rar1t.e 15 horas a 140C. Para 

det.errninar el rer1dirnientc• et"I la sír1tesis de la se9ur1da cader1a de 

cDNA, se t.ornarc•r1 al:íc1.4otas de 0.5 }41 en los t.1ernPc•s O y 15 ~-1oras y 

se det.errnino!• la ir1cc1rpc•raciót1 de rnarca radiact.iva de la rnariet·a 

descrita .. El dscDNA se e>~trajc• Utía vez cc•t-i fer1c•l-clc•rc1'formo-alcohc•l 

isoami 1 ice•, una ve:z cor1 clc•rofot·rnc•-alc:c•hc•l isc•arní 1 ice• y se PL,ri 'ficé• 

mediante: crornato•;irafía de exclL,sié1t-1 rnoleCLllar er-1 Bic•-Gel A5M de leo. 

rnat":&era descrita. Las 'fraccior1es et-, dot1de elL~yó el F·icc• de cDNA s.e 

precipitarc1r1 cor1 acet.at.c1 de sodic• y etanc•l. 

La reacciéit1 para cc•rnplet.ar el dsc[)NA se. llevé· a •=at:•C• er1 Ln·1 

vc1li..,rnen de 10 )--11 cc•nt.er1ier1dc• Tris-HC:l E•(lmM pH 8,. M·:iC:l2 :::mM,. KC:l 

SOrnM, [)TT 2. 4mM,. dATF',. dCTF', dGTP y dTTP 1rnM ca•:::la Ln-1•::., 400 ng de 

dscDNA y 4 Llnidade:;:. de AMVRT. 

El d:;;c_DNA se 

e>:::t.raJ•:• ur-1a vez cc•n L'na mezcla de: fenc·l-•=lorc•fc•rrnc• y se p1·eciF·it.•!• 

cor1 Lln volLunen de aetatc• de arnc1t"lic1 4M y 4 vc•lurne:ne.s de etat·1c•l. 

_La cant.idad ade.cL,ada de la t"'IL,cleasa 81 (110. LllJ-ll, Arner-sham> pc-.ra 

di9erir el asa t.errninal del dscDNA se de.terrnir1ó it1cLlbando car1tidades 

variables de enzima (1.C•, 2.0, 4.0, 8.0, 16 y 32 

20 



cc•t"l 4r19 de dsct>NA y 5 J-'9 de t.RNft cc•rnc• SL,st.r at.c• pc'.·r, ·.reacc i~•r1 .en 

preser,cia de NaCl 0.2M,. acet.at.c• de sc•dio 50rnM pH 4.5 Y 2nC12 3rnM. 

Las reacciones previarnent.e equilit11·ada.s a 37ºC se it·1cubarc•1-. cc•t-. la 

er1zima dL~rant.e 30 rnit-.. a esta temperatura. La rna9n i tud de 1 a 

hidré1lisis del DNA fue det.errninada F'C•r an~lisis elect.rc•fc•rét.ico del 

dscDNA er1 cor1d i e i C•r1es dest1atura 1 izar1tes. 

1.u-. gel de a9a1·osa a leal 1no (ag,a1-c1sa 1. 5~; peso/volr..unen,. Na.OH ,:;ornM, 

EDTA 2rnM> et-. el .:i•-'e se corr i~• el cDNA y 1.0·1 rnarcador de pese• 

molecL,lar durar1te 16 h a 50 volts. Las bandas radiactivas fueron 
/ 

visualizadas por autorradiografía (fig. 3). 

Ut"'la vez tit1.,lada la r11.,cleasa Sl~ el ,jscDNA rest.ante se digirié• 

con la enzima a una cc•t1cer1traci6n de O. 4 LU1idades pc•r rnicrc19rarno de 

de e:o 1-~1. Al ícL~c·tas de 1 (1 J-~l fuerc•n tc•rriadas en lc•s tiernpos O y 30 
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descr1~a CFig. 4>. El dscDNA se e::.i:trajc• cc1t1 fer-.ol ':r' se precipi t.é• en 

pr-eset-icia de etanol y acetatc• de amor1ic•. 

8. 4 Me:t.i laci6r1 del cI,NA en lc•s si t.ic1s de rest.r-icciór·1 EcoRI. 

Lc1s sit.ios de restricción recor1ocidos por le. enzima EcoRI:o 

presentes der1t.rc1 de las secuer1cias del cr.•NA, fL~erc•r1 pt·otegidC:•E 

mediante la rriet.i lación con la enzima Met.i lasa de E•=c•Rl y S-Adenc•si l 

Metionina. 

en preset-icia de Tris-HCl 100 rnM pH 8, EDTA 10 rnM~ 8-Adenosil 

Metionir-.a 80 rnf'l1 y 1€·0 L~nidades de et1zirna Pc•r 101) t"l9 de cDNA. La 
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1 2 345678 9 

Figura 3. Titulación de la Nucleasa Sl. 

Los productos de digestión con la nucleasaSl fueron anali-

zados en un gel de agarosa alcalino (ver secc. 3.3): 

Carriles #1 y #9: DNA de ~ digerido con HindIII, utili-

za do como marcador de peso molecular. 

Carril #2: dscDNA de YM 
Carril #3: dscDNA de YM + 0.2 unidades de Sl /ug de tRNA 
Carril #4: dscDNA de YM + 0.4 unidades de Sl/ug de tRNA 
Carril #5: dscDNA de YM + 0.8 unidades de Sl /ug de tRNA 
Carril #6: dscDNA de YM + 1.6 unidades de Sl/ug de tRNA 
Carril #7: dscDNA de YM + 3.2 unidades de Sl/ug de tRNA 
Carril #8: dscDNA de YM + 6.4 unidades de Sl/ ug de tRNA 
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2 3 

Figura 4. Análisis del dscDNA de YM,digerido con la -
nucleasa Sl, en gel de agarosa alcalino (secc. 3.3) 

Carril H 1: DNA de 71. digerido con Hind III utilizado 
como marcador de peso molecular. 

Carril "2: dscDNA de YM antes de ser digerido con la 
nucleasa 51. 

Carril #3: dscDNA de YM digerido con 0.4 unidades de 51 

durante 30 minutos. 
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reacciór1 se it-1c1.~bó a ':.."'-7ºC- pot· t:.(I rnir1. y se ir1act.1vó por adici6r1 de: 

SDS al 0.25:.-;. 

3. 5 Adiciót1 de adaptadores de EcoRI a lc•s ext.rernos del cDNA. 

Con el objeto de obtener moléculas de dscDNA cc•n extrernos t"a$c1z. y 

susceptit:•l es de ser 1 igadas pcister·orrnente a los adaF·tadc•res de 

EcoRI, lc•s e>~trernos del dscL'NA se pc•l irner izarc•n cc•r1 1 O LH"1idades 

del fra9rnento rnayor CKlenow) de la DNA polirnerasa I,. er1 1.0·1 

vc•l1.,mer1 de 20 ~,¡ en pt·esencia de NaCl 50rnM, Tris-HC:l 10mM 

pH 7.5, MgC12 10 rnM, DTT 1rnM, dATF', dCTF', dGTP y dTTF' 40 rnM .... cada 

LU'"IO; 

arnt:• i ent.e. 

precipité• et·, presen•=ia de aceta.te• de arn•:inio y etat1ol. 

Lc1s c•l i9ot1•.,cle6t.idos cc•nt.enier1do la se·=i.,encia tiL,cleot.ídica 

recor1o•=ide; por la enz irna ,je: restr i cc1 éon Ecc• Rl < adaF·tadc•res de 

Bic•-Lab~.) s.; l i·::iarc•r-1 a lc•s e.:<tremc•s del dscDNA •.,ti 1 izar-ido la enzima 

DNP. l 19asa do:= 1·4 <Ame1·sh.=.r11J en F·l"esi::r1cia de AIF' 2rnM~ VTT 20mfY1~ 

MgC:l2 10mM, Tr-is-HCl. 30rnM pH=?.8~ y 10 L'n1dades de er1z1rna. 

La reacción fL'e incLd:•ada a 1€.4 C d•.u·ar-1te 15 h y a cor-1t.ir1L,ación la 

et1zima se inactivi:• F·c•r- •=alent.arnient.c• a 55"°C d1..,rat·1t.e 15 rninL,tos. 

3.t:=-. Di·3estiót"1 del cDNA •=c•t""l la er1zirna de rest.ri•=cié•n Ecc•RI Y 

1..u1ié•t"1 al F·lásrnido vector. 

Para c•bt.er1er molécL,las de cDNA sL,sceptibles de ser 1 iga.jas al 

-. 
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rnediar1te sl' digestié•n con EcoRI. 

vc•lluner1 de 60 )Al con 50 -l,riidades de Ecc1RI, er1 pr.ez.encia de 

esperrn1dina 4rnM y arnortiguador de altacc•r1c:et1t.racié•r1 de sal <HS = 

NaCl 100 rnM, Tris-HCl 10mM pH 5, M·~Cl2 10rnM, DTT lrnMl, E< 37"C 

durante 2 •·1. Lc•s adapt.adores de Ecc•RI r1c• ligados al cDNA fueron 

el irnir1adc•s de la preparaciór1 uti l izar1dc• crornat.ografia de exclusi6t1 

rnoleci..,lar <Bio Gel A5M>; el cDNA se precipité• en Preser-.cia de 

cloruro de sodio y etanol. 

Se ... ,ti 1 izé• el plásmido pMT21 <ver result.ados> come• vectc•r para la 

const.r1.1cc161¡ del bance• de cDNA 'del rot.avi rus YM. Aprc•xirnadarnent.o::: 1·0 

J-'9 del Plásrnido f1.,eron digeridc•s cor1 30 1..n1idades de EcoRI dlfrant.e 

llti l izandc• la enzirna fosfat.asa al cal ir1a C•acteriat1a <BAP>. Esta 

rea·=cié•n se l le.vC• a cat•C• e.r1 i=·ro::ser1cia de Tris-HCl lOrnM F·H 8. 3 y 12 

etar-10::•1 se separó del vect.c•r ne• ciig.::r id•:·~ rnediante elect.rc•fc·resi$ en 

ag~rosa de baJo punto de fusión lsecc. 4.3.) 

Apr•:•>t:i rnadarnet"1t.e 50 ng de 1 cf1NA fL~eron 1 i gados a 60 O t·1g de l. vect.c•r 

PMT21 digerid•:• cor1 EcoRl y defc•sfc•ri ladc•. La reacción se re.:..l 1zC1 

bajo las condiciones descritas en la sección 3.5. 

3.7 Trat1sfc•rmaciór1 de Escheric~·1ia cc•li M1::106l con lc•s plásrnidos 

r ecornb i r1ar1t.es. 

La cepa de E. cc•l i MC1061 [721 se hi:zc• cc•rnF•et.et"t't.e para Slf 
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cond i e 1 c1t1es: 

t.r i p~ot1a 1 :t., extra."ct.o de 

levadura 0.5/;, NaCl 0.5/;, pH 7.2 con Na.OH> fl,eror1 it"'IOCL,ladc•s cc•t·1 

0.!:1 rnl de Ln1 cl,lt-ivc• bacteriar10 crecidc• t·1asta sL' fase estaciot·1ar1a. 

El cultivo fL'e crecido a 37°C cot1 agitación hast.a ._,ria densidad 

óptica (550 r1rn> de 0.5 y fL'e er1friadc• err t·1ielo durar1te 10 min. Las 

células se c:c•lectaron por cer1t.rifL'9ac:i6r1 a 5000 rprn d1.,rar1te 10 

rn1n. a 4ºC er1 el rotcir SS34 (Sorval 1) 

suavemente en 15 ml de CaC12 frio dor1de se rnat1t.1.,vieror1 ch .. ,rant.e 1~. 

rnin. en t1iel o. 

centrifugac16n de la manera ya descrita y se dejaron e11 hielo de 30 

rnin. a 24 t·1c•ras. 

el DNA trar1sforrnar1t.e (r1c• mas de 50 ng de plásmido P•:•t" cada 200 J.~l 

de células), se incubó 30 min. en hielo, 2 min. 

Final mer1t-e, se 

agregar·on 0.8 rnl de medie• LL.fria y la"E· bact.er1as se incL.ft:•arc•r1 a 37°c: 

c:or1cent.ración de 100 }-'9/rnl. 

4. Bl',¡sc¡Lfeda de clc•nas que contierJen secyencias de: VP3 y VFº7 

err el banco de cDNA del rotavirL.fS pc•rcin•:i YM. 

La ider1tiFicaci~·n de clor1as r·ecornbinant.e:s se: hiz•:i mediante 2 
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· ur~1a :··-f·i:1·-~;~.--i da~--~ 'o·~·~,::' h'eteri!• l 0·3a ut.1 1 i zeir1d.:• c. l •:•na=: 

de cDNA del f".Ot:Stvi·t:·y~(_. d~·-.si·-~ri;i'~<_·,:5~L1-i:- y una hibridación •1·:irn6l c19a 
-··, ~-· ·--• : • TJ 

ut i 1 i :zarrdo .. e i ·o,~.-a·~·::_: d~-~:::-~DN·A·~--d~i ~--·::~'~t'.~v i t·l~s _YM. 
;·.-.>- --~- )- -. ·;; ';!:o- ;~--~--

·- .. 

4. 1. -Ident.ificaci_óf1 ::~~-:-)~--j--~-r-i-~s_ de cDNA de los genes 4 y 9 del 

rot.avi rl~s_ -YM ·-pot~- }1ibridaci'6r1 corr c:DNA do: los segmer1t-os 4 y 9 de RNA 

del rota.virus SA11. 

F'ara la b~~sqL~eda inicial de- clonas conter1ier1do secuet1cias de VP3 

et-. el banco de cDNA de YM, se 1..iti 1 izaron comi:• sor--.da los ir1sert.os de 

los plásrnidos pSR4-2 y F·SR4-4 del ro::•t.aviri.~s de sirnic• SA-11 [€.11 

<ver res1..'l tadc•s), rnient.ras ql{e para la bt.',squeda de clona'E. 

cc•ntenien1jc• seCl..{encias de VF'7 se '-'ti 1 izó cc•rno sc•nda el ir1sert.c• de la 

clona pSR9-E·5 del rot.av1r1..'s do: sirnic• SA-11 [601 (ver r-esl,ltadc«:,). 

rnediante el rnét.c•dc• cor1oci•::lo cornc• 11 nick-t.ranslat.ic•n" [€.51. 

rnét-c•do consiste ..:r1 marcar el DNA de la sc•nda cot1 nl{cleótid•:•-s 

r ad1 activos l{t i 11 :zar1dc• z.1rnl' 1 t&nearnent.o:: 1 as -:n:z i roas l)NAsc. I y llNA 

polimerasa I. Leo.s reaccic•ries se llevarc•n a cabe• en lH"1 vc•l1.unen 

de 10 pl 

M9Cl2 10 rnM, f•TT lrnM, gelatina (1.1 rng/ml,. dCTP, dGTP, dTTF' 201..'tr'I cada 

l{r1c•, 5 J.{Ci do: o< [32-Pl dATP (3000 C:i/mMc•l), 4 1.'nidades do:= DNA 

polirnerasa I y 0.25 }'l de 1.tr1a dil1.,ci~·n 1:50(100 de: DNAsal Clrng/rnl>; 

agre9at1dc• EDTA O. O 1 t'1 y SDS O. 1 :-; • 

"fc.,erot"I el irninados de la preparaciót"I mediante ·=rcirnato·:irafía de 
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exclusié•n en Sephadex G-5(1. 

Apro~::irnadarnent.e 4(1(1 ccilot""lias del t:•ar1cc0 de ct•NA de YM se sernbraro::1r1 

por triplicadc• er1 filt.ros. de nit.rc•celL~lc•sa <ScJ-.leicher t..; SchlH:::ll) 

sc•bre caja.s de Petr i conte:r1iendo rne:dic• s61 ido de Lur i a adicior1adc• 

con ampicilina (100 ~g/ml) 

Llt1a copia de cada caja se 9uardi!1 come• cc1pia maestra, y las otras 2 

copias se hibridarc•n con la sor1da para el se9rner1t.o 4 y el segmente• 

9, resF•ecti va.mente. Para lisar ·las colonias y fijar el DNA, los 

filtros de tiit.rocelulosa se colc•carc•t"l 1..~na vez di..~rante 5 min. 

sc•bre L~n papel filtro cc1r1t.er1iendo NaOH (1. 5M y NaCl 1. 5M, y dos veces 

cada vez sobt·e 1..n·1 papel fil t.rc• cor1tet·1iendc· 

Tris-HCl 0.5M pH 7.5 y NaCl 1.5M. 

rned i ar1te e 1 CSSPE lX: 

NaC 1 (1. 18 M l' NaH2F'04 1 O rnM l' Na2EDTA 1 rnM, pH 7) , y •.4na vez •=c.t·1 

SSF'E 5>::. 

a ternperat.L't·a ambiente 

en 12 rol do: rnezcla de prehibr1dc.c1ón (5>:: SSPE~ 1>-~ sc•lLJClC•n •:le 

Denhar•;jt. C0.02% Ficoll, 0.02% polivinilpirrol1dona, 0.02% alb~rnina 

séric.a bc•v1r1al, (1.3~..; SDS, 175 )-~9/ml DNA de esper·rna do: salm•:•r1 

ternperati..,ra ambiente. La sc•nda radiciactiva del segrnentc• 4 ó 9 do:. 

SA11, se desr1at1..,ralizó Por eb1.4lliciór1 d1..,rei.r1te 10 rnin. y se hibridó 

con lc•s filtros correspondientes a ternperatL4ra arnbier1te, en E· rnl de 

rnezcla de prehibridación, di..,rant.e 1..u·1 t.iernpo eq1..4ivaler1te al valc•r de 

2 Cot.1 /2 [€.61. 



cc•n SSF'E 2>-: y 4 veces cot--i SSF'E O. 2X durant.e 15 rnin cada vez, se 

er1volvierc1r·1 er1 F•lást.1cc• y se e>~F·l..lSi~rc•n a pelic•_,la •<c•dak <X-Oroat.) 

con LH"'la pantalla d1..lrar1t.e 12 •-.oras a -70"°C. 

4. 2 Eqa.livalenciet 9ét-iica ent.re los segmer1t.os de RNA 4 y 9 del 

rotaviri.ls de simio SA11 y del rc.t.avirus porcir-.o YM. 
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La eqi.livalencia 9ét"liceo. ent.re los segrnent.o~ 4 y 9 de SA11 y de YM 

se •·1izo mediante llna •1ibridacié•t"'I heterl!1lo9a entre se9rner1tc•s de RNA 

de YM y clor1as de cDNA de los se9rnet1tos 4 y 9 de SAll <Secc. 4.1>. 

Los 11 segrner1tos de RNA de YM f1..lerc•n aisladc•s rnediat·1t.e 

electrofc•resis en un gel de acrilamida 10;.-; (peso/vc.l) acrilarnida:-

0.25X (peso/vol) bisacrilamida de 12 cm de largo utilizando 

arnorti•:ii.~adot· Tris-9l1c1na come• soluc1•!•n de corrida C2.4 9 de Tri=· 

totales durante 16 h. 

visualizadas con luz ultravioleta de onda larga. Coti ur1 bistur·í se 

cc•rtaror-1 las 11 diferentes C•andas, se picaron f1r1amer1t.e y el RNA fl~e 

el•.~id•:• en 1.5 ml de NaAc O.€. M, Tris-HC:l 0.1 M, EDTA 2rnM, tRNA 

50 ¡.~9/ml, F•H 7? coti a.•31t.aciót1 d•.~ratit.e 2 días a temperat.urc. arnbier1te. 

El RNA se F•reciF·i t.ó cc•n etar1ol y se res1..~sF•endi6 en soll~ción 

amc•rti·3•-~adc•ra· TE <Tris-HCl 10 rnM, Et1TA lmM, pH 7.4). La 

recl.~peracié111 ·de lc•s 11 segrner1tc•s de Rt'1A se estirns!• PC•r electro"foresis 

et·1 gel de act·ilarnida 10;.-: t:oajo las cc•t·1diciones mer1cionadas. <Fig. 5) 
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Figura S. Análisis electroforético de los 11 segmentos 

de RNA purificados del rotavirus porcino YM. 

Carriles 1 al 11: 5egmentos 1 a 11 de RNA de YM 

Carril 12: RNA gen6mico de YM. 



Lc•s 5.e9rner1tos 1, 2, 3 y 4 de RNA de YM fLferon desr1c..tural izadc•s 

con I>MSCI (secc. 3.1) y se fijaron er1 filtrc•s de r1it.rocelulc•sa 

1 c•s f i l t.rc•s se 

t1orr1earor1, pre•1ibridaror1 e hibridaron cot1 la sor1da del segrnent.o 
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4 de SA-11 ccirno se describe er1 la secc. 4.1,,. pero adicior1ar1do a la 

mezcla de pret1ibridaci6r1 ber1t.c•r1ita al Cl.1~·; cc•mo ir1t"1ibidor de RNAsas. 

(fi9. €.). 

Lc1s se9mer1tos 7, 8 y 9 de RNA de YM se f'i j aror1 a fi 1 t.rc•s de 

nitrocelulosa de la rnat1era descrit.a en el párrafo:• arrt.eric•r y se 

t1ibridarot1 cc•r1 la sot1da del se9mer1tc• 9 de SA-11. <Fig. 7). 

4.3 HiC•ridaci6t1 horn6lo·:ia de clor1as del bance• de cDNA del 

rc1t.avir1.fs YM cc•t"1 secuencias de cDNA de los ·:ienes 4 y 9 del rc•taviru:=:. 

YM. 

La F•reparación de plásrnid•:• de las clc•nas pYM 4-1 7 pYM 4-2, F·YM 

4-3, pYM 9-1 y pYM 9-2 

describe a continuación: 

100 rnl de rnedio líqi_,idc• de Li_,ria adicic1nado cc•r1 arnpicilina <100 

1-'g/rnl > f1_,erc•t"1 inc1cL,ladc•Z cc•t1 1 rnl de cL,lt.ivo ba·=tet·ianc• cree id.:• 

a·;ii t.ac i ór1 hasta ur1a det1s i dad éopt.i ca <550 r1rn> de (1. 5; er1t.c•t1ces 

se le agre9é1 cloratYfer1icc•l <190 ug/rnl) y se incL,t:•é1 dL,rar1t.e 12 t·1. 

rnin er1 hiele' y las células f'uerori ccilect.adas pc1r centrif'ugacio!•r1 

a 5000 rprn dLirante 10 mi11 a 4"°'C: er1 el rc•tor 8834 <Seorval 1 >; la 
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Figura ' Equivalencia ent e los segmentos 4 de RNA de los 

rotavirus SAll y YH mediante hibridaci6n heter6-

loga en punto. 

Pozo #1: Segmento 1 de ltNA de YM 
1 

Pozo #2: Segmento 2 de ltNA de YM 
1 

Pozo #3: Segmento 3 de RNA de YM 
1 

Pozo #4: Segmento 4 de RNA de YM 
Sonda: cDNA del segmentt 4 de SAll. 



Fígura ~ 

Pozo #1: 

Pozo #2: 
Pozo #3: 

Sonda: 
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1 --- 3 

Equivalencia entre los segmentos 9 de RNA de los 

rotavirus SAll y YM mediante hibridaci6n heter6-

loga en punto. 

Segmento 7 de RNA de YM 

Segmento 8 de RNA de YM 

Segmento 9 de RNA de YM 

cDNA del segmento 9 de SAll 



past.i l la ce:ll~lar se resi.~spendió en 3 rnl de arnc•rt.i91..~ador de sacarc•sa 

<sacarosa 10:1., Tri~-HCl 50 rnM F•H 8.5, EDTA 80 mM> y se a9re·~arc1t·1 

400 pl de 1..1r1a sc•l1..fciór1 de 1 isozirna ( 100 rng/rnl er1 el arnc•rt.igt.fadot· de 

lue9c• de rnezclar suavemer1t.e el material se incubé• 

d1..,rant.e 10 rnir1 a t.ernperatLfra arnbier1te. Las célLflas se 

cor1gelaron a -70°"C: y descor•·:i:elaror1 a 376 C por dos ocasiones 

consec1..ftivas y el lisa.de• celular f'ue centrif1..,gado et"l el rot.c1t· SW55 

<Beckman> a 40000 rpm durante 20 min. Al sc•brenadant.e se le 

agregé• 1/2 vc•lurnen d,e clorlfrC• de 1 it.io al 20/. (peso/vc•l) y 1..u-. 

volumen <tot.al) de i~opropanol, se cor1geló a -70ºC y descor19el6 a 

t.emperat.1.fra arnbiente. El rnaterial prec:iF•it.ado fue c:olec:t.adc• por 

cer1t.rifu•3aciór1 a 12000 rpm d•.trante 20 rnir1 er1 el rot.or SS34 

resuspendiC• er1 0.5 rrals de arnortio;u.tador TE (Tris-HCl 10 rnM pH 7.4, 

EDTA lmMl. El 

)-Vil d-= RNAsa A 

RNA preser1te en la preparaci6r1 fue digeridc• c:or1 30 

(prev1arnent.e hervi•:::ia) dLtrant.e 1 ~-, a 37°C. El 

rnaterial nc1 dis1.te:lt.o se eliinir1ó por cer1trifugac:ión durar1te 5 rnit·1 

El sc•brena•:::iante se e:=~trajc• con 

fer1c•l y clorc•'f•:-rmc• \secc. 2:> y el plé.srnido fa.te preciF•it.ado con 

etar1c•l y aceta.te• do: sodio. 

Los inser+.:.os de las clc•r1as anteric•res se obta..tvierc•ti digirier1do 

5 ¡.tg de est.c•s plásmidos con 1 O 1..u1idades do: la endc•nucleasa de 

Plaque> al 2:.-;; 
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a•3Lta) ~ las C1ar1das fLteron vi si.tal izadas 1.tti 1 izar1do la..t:z ultravioleta de 



El DNA d"' lose 

se e>:trajo adernás cor1 but.at"'IC•l sat1.iradc• cor1 NaCl 5M, Tris 1c1 mM 

pH 7.4, EDTA 1rnM, F•ara eliminar el t:•rc•rni.lrC• de etidic• preser1te y 

11.ie90 se pre•:ipi tó cot·1 etanol y acetat:c, de sodic•. 
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Los insert.c•s anteriores se rnarcarc•t1 radiactivarner1t.e por el métc•dc• 

de 11 r1ick-t.rar1slat.ion 11
, descritc• en la secc. 4.1. 

La •1ibridacié1n con clonas del t:ianco de c:DNA se llevó a cabo de 

manera similar a la descrita eri la secci<!•t1 4.1. 

tant.c• la inc1.ibac1é•n de los filtros cor1 la sor1da radiactiva ,cc•mc• el 

lavado de lc•s mismos se realizaror1 a 42'°C. <Fi9. S>. 

4.4 Análisis del tamat-;c. de los ir1sert.c1s en las clc•t1as de cDNA. 

Los plásrnidos de las clc•nas que dierc•t'"I señal pc1sit.iva en le< 

f1ibridización cc1n el segrnent.c• 4 del rc•t.avirus YM fueron digeridc•s 

cc:ot1 la endor11_~cleasa de rest.1· 1cciót·1 Ecc•RI y ar-1al izadc•s pc•r 

electrof'c•resis en gel o;je acrilarnida C 5;.-; (peso/vol) acrilarnida, 

O. 125i'~ ( pesc•/vc.• l umer1) bi sa•=r i lamida l y 1.~ti l i zar1do arnc•rt.1 gi_~a·::lc•r TBE 

<Tris-t:•c1ratos O. 089 M, EDTA O. 002 M, pH 8) como solución de cc•r-r1da. 

5. SecL~enciaciót1 r1L~cleotídica. 
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Figura 8 Hibridaci6n de colonias del banco de cDNA de YM· 

con cDNA del segmento 4 de YM. 
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Maxarn y Gilt:•ert (670. 

de 1 a si 91~ 1 ente mat·1er a: 

El DNA del plé.smido a secuer1ciar se digiri6 cot·1 1,,¡na endc•t-.ucleasa 

recor-ic1cirnientc• para HindIII lc•caliza.dc• en el pc•lilir1ker). Los 

1..u·1idad del fra9rner1t.c1 rnayor <i<ler-.ow) .je la DNA F·Olimerasa I en 

F•resencia de: 5 J-!Ci de ol.. 132-pldATP (300(1 Ci/rnMol)y dCTF·., dGTP, dTTF' 

O. 05 rnM cada 1,,n·10; la reacción se incubl!• d1,,1rante 30 rnir11..1t.os a 
1 

ternperat.Lu'·a arnt•ier1te:~ se le a9re•3ó dATF' (1.1 rnM y se inci...~b·!i F·c•t· 30 

rnir1 rné.s; la enzirna se inactivó por calentarnier,t.c• a 70ºC d1..1rante 

1c1 rnin. El DNA se sometió a una segunda digestión con la 

endc•r11.1cleasa de restr 1ccié•t·1 adec1..1ada -=11.1e pe1·rni t-iera seF·arar los 

e>~t.remc•s 3' rnarcados (9e:r1er·almente se l~t·i 1 izó el sitio d~ 

reconocimiento para SacII localizado en el polilinker). LC.•S 

de fusiór1 al 2% y se detectat·c·n rnediar1t.e a1.,tc•rradic•·~rafíE-. cot'l '-'n 

cot·1 bistlu-í; el [)NA se extraje• corno se rner1ciona er-1 ls-. secci~·n 4. 3, 

y se F·recipit.ó l'r1a vez er1 F·t·esencia .je etanc.•l y acetat:.•:• de sodio Y 

c•tra vez en preset-icia de etar1•:•l y acetato de· arnc•nic•. La pastilla do: 

alícuotas q1..'e fueron ._,t.i 1 izadas para real izar las Cl,at.rc• reacciones 
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Let técnica de secr..~er1Clitcii!•r1 de DNA descrita pc•r Maxarn y Gi lt•ert. 

se t:•asa en la rnc1dificacio~•r1 parcial y selectiva de bases mediant.e 

ciertos reactivc•s q1..~irnicos:o para lr..~egc• romper el enlace 

fosfo-di éstet- del nr..~cle6tido modificado L~t.i l izetndo piperidlna. Los 

fra9mentos del DNA c•btenidos en el paso ar1terior se separar1 er1 dc•s 

gel es < BO crn de 1 argo y O. 75 crn de espesor) a 1 6~~ de etcr i l arni da 

bisac~ilamida <19:1) y Urea 7M; 

rnuestra se permi t.e q1..~e migre 50 y 90 cm en cada gel. Los geles se 

sorneter1 a autorradiogt·afia cor1 pel :i.c1.~la •<odak X-Ornat a .-70°C: cor-1 

par1talla d1.~rar1te 12 h o rnás si es r1ecesario. 
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F'ara secuenciar tant.c• el extremo 5 1 corno el 3' de al91..u·1as clc•nas:o 

f'L'e necesario SL,bclonar los insertos de tal manera que existierar1 

sitios susc:ept. i t:•les de ser marcados. t" ad i ac:t.i varnente er1 arnbos 

ext.rernos. Con tal f'it1 se esc:indierc•r1 lc•s insertos del vector 

L't i 1 i zar·1do la et1dc•nuc leasa de i-est.r ice i6r1 Ecc•RI 1 se PLn· i f i ca ron a 

t.ravés de a-;aarosa de bajc1 F•Ur1to de fi..,siéit1 y se ger1erarc1n extrernos 

rasc•s uti 1 izando la fracc::ión Klet1c•w de la DNA pol irnerasa I. Lc•s 

insert.c•s fL,erc•r1 ligados al vector pMT21 diger idc• con la endonl,Cleasa 

de restr·ic::ciót"l SrnaI y trat-=!dC1 con fosfatasa alc::al ina. 
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RESULTADOS 

1. - Asignación 9ér1ica de las proteínas de Sl4Perficie: VP3 y VF'7 

• 
en el rotavirus YM. 

t:;:orno se mencionó ya en los ar-.tec:edent-es, en el rotavirus de sirnic1 

SA11 (utilizado como sisterna modele• por varios grupos de 

investi9aciót·1>, la proteína de superficie VP3 es codificada por el 

segmer1to 4, rnientras que la 91 icoproteína VP7 esté c:odi ficada er1 el 

segrnentc• 9 de 1 ger-.c•ma vi r al • Sir-. embargo, en otros rota.virus se t1a 

encont.rado qL,e la glicoprote:i.na VP7 puede estar codificada por lo~ 

segmer1tos 8 i!• 9. Cor1 ot:•jeto de c:onc•cer ct.4al es la situación a este 

f--1eter6lo9a (en CC•ndicior1es ql'E: per-rnit.ierar1 hit:•ridizar SE:Cl,encias CC1t1 

L'n 70:..; de hc•rnolog:W entre los se9mer1tos aislados de RNA de YM y el 

c:DNA de SA11, tal cornc• se describe et-. la secciór-1 4.2 de Materiales y 

Se encor1~ré• qt.'e el segrnentc• 4 de SAll es eq1.,ivalent.e al 

segrner1to 4 de YM, y q1.'e el se9rner1tc• 9 de SA11 es equivaler1te al 

segrnent.c1 9 de YM, Ya que, cornc• si: muest.ra et1 las figuras 6 y 7,. la 

f--1ibridaci6n het.eré1lc1ga resulta positiva er1tre los segrnentc•s 

rner1c i or1ados. 

2. - Construccior1 del' banco de cDNA. -

En la. figura 2 se ml,estra la est.rategi& uti 1 izada pat-a la 

síntesis del bar1co de cDNA del rot.avirus porcino VM. 
-·-~,,·: ., 

" -Ji~>: 
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Para' la sint.esis de ·1a F·rirnera cetder1a de DNA complemer1t.ar1c1 se 

L-1t.i 1 izárc:•n 3. 5 ~-19 de RNA del r·otavi rL.,s YM y la' enzirna Trar1scr· iF•t.asa 

reversa del virus de la rnielot:ilastosi~ de las aves <AMVRT>. El 

rendimiento de síntesis en esta reacciór1 fL-1e del 49. 7¡.;,, esto es1 se 

sint.etizaror1 1. 74 ~''=' de cDNA, determir1ados por la ir1corporaci~:ot·1 de 

[32-PldATP. 

F'ara hidroliz.ar el RNA del •1et.erod1..,plex RNA-c:DNA, se trat.¿. la 

rn1 . .,est.1·a cc•r1 Na.OH y el cDNA se separé• del RNA de9radado l'ti 1 izando 

crornat.ografia de excll.4Si6n rnc•lecs..,lar er1 ._,na columna de Bio Gel A5M 

<Bio Rad). 

de cDNA. 

E 1 cZ:)NA de cader1a sene i 11 a ( sscDNA > fue cc1nvert i de• en cDNA de 

1 a transcr· 1pt.asa r·ever·sa er1 e 1 e>~trernc• 3' del sscDNA, 

PL~ede ser L~tilizada P•:>r la I)NA polirnerasa I c•:irnc• primero para la 

sí nt.es is de 1 a se9Ln·1da cadena. 

400 n9 •='e sscDNA y se C•bt.1.,vc• LU"• ret·1•:i1roient•=• del 72;.;, e• sea, 686 t"l·:i 

de dscDNA det.errnit·1adc•s por la ir1c•:•rF·ora•=i•:•t·1 de d[32-PldATF·. El 

dscDNA se seF•arC1 de los t"IL~cleé1t.idc·~ ne• inc•=•rpc•rad•:•s PC•t" medie• de 

De esta 

col1.unr1a se t"e•=L~per-C• el 60;.; de la rn1.~estra, e• sea, 411 ng de dscI)NA. 

Para aLuner1tar la síntesis de la se9Ln1da cadena de DNA~ se t-.izc• 

una se91.~r-1da reacciC•n de pol irner izaciór-1 1..~t.i 1 izar1dc• la er1zima 

Transcript.asa Reversa <AMVRT>. Ya qL~e la actividad especifica del 

dscDNA sintet.izado era rnL~Y alta (3.89 J-~C:i/rng) .. en esta segunda 

r·eacciót"I se L'ti 1 izat·on ut1icarnet1te dec•xir1ucleótidos tiO radiactivos, 
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F·C•r lo q1,.'e 1 a e anti dad de I)NA s. i r1t.et. izad•:. ne• F•l,do ser rnc•t"'I i toreada. 

F·ara C•t:•t.er1er mole•:t..,las de cDNA dot:•le cadena unidas no 

cc•valer1terner1te es neces.aric• el irnin~r el asa de la hc•rql'i l la forrnadc. 

dura.rite la sir1tesis de la prirnera cader1a de c:DNA,. lo que se lc•sit·a 

1,.,ti l izar1do la r1ucleasa 81. F'ara determir1ar la cantidad adec1..,adco. de 

er1:zima necesaria para ~-1idrolizar e'l DNA del asa,. se t.it-1...iló la 

ni...ic:leasa 81 <Arnersham) a cc•r1cent.rac:i•::ir1es variat:•les de la er1zima y 

i..'na cat·1tidad c:onstat1te de c:DNA <4 n9) y tRNA <5 1-19) corno s1..1st.t~at.o. 

Lc•s. res1...ilt.ados se m1...festrar1 en la fisu .. ,ra 3. 

,_,t.i 1 izar1dc• O. 4 1.1nidades de 81 pc•r ~g de tRNA el t.arnañc• prornedio de 

las mc•leci.,las de cDNA:- anal izadc1 er1 ._, .... , gel desr1at1.,ral izat°'te:­

disrnir11..1ye:: a la mitad~ le• que sugiere qi.,e el asa de la t·1c•rqui lla. se 

di·3irié• y pc•r l•:• tat·1t.o se rc1rnpiC1 la 1..n·1ió1·1 covaler1t.e ent.re las dc•s 

cadenas de cDt~A. 

El ar1ál isis 

ele•=t-re•f•:•rét.icc• del cfJNA Cer1 cor1dicic•ne:. desnat.r_,ral izar1t.es), it1dica 

q1..'e el pese• rr1c•le•='-'lar prc•me,:fic• del rnat.erial antes de ser t.rat.adc• cc•n 

t.,,_,cleasa 81 era de aprc·>~irnadarnente 1100 bases, y desp•.,és do: la 

(fi9. 4). 

La clc1r1ación de 50 ng de cVNA del rc1t.avir1.,s de cerdc• YM se }·1izc• 

er1 el vector pMT21 :- plé.srnidc• deriva.de• de pBR322 <E.E:) q1 . .1e carece de 

los Prirne::rcrs 2520 pares de bases de este t.'.11 time• y t.iene insertada 

ur1a re·~ión de er1lsi.zadc•r rot.',lt.iple (polilinker> cot·1 10 sitios únicc•s 

de reconc•cirniento para las si91.,ier1tes er1dc•r1ucleasas de rest.ricción: 

SacII:- Ecc•Rl:- Aval:- SrnaI:- BarnHI, SalI, PstI, Bc:ilII, 
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' I 
~~baI y Hir1d III. 

13-1 act.amasa ie:r1 pBR322 t1C• se encLlentra e11 PMT21. Para la ligaciOn 

del vectc•r C:C•r1 el inserto, se uti 1 izó LU1 exceso de vector cc•r1 

respecto al insert.c• en ur1a proporción molar aproximada de 4: 1. 

La ceF•a de Escr1erichia coli MC1061 se trar1sform6 con lc1s 

plésrnidc•s •··i·bridos y las C1acterias trar1sformat"1tes se seleccionaror1 

cI>NA del rotavirus pe.reino YM, con apro>,imadame1·,t~ 100(t0 cc1 lc•nias. 

3. - Ident.i ficaci6n de clonas cont.er1iendc• secuet1cias de lc•s ger1es 

de VF'3 Y VF'7 del rotavirlls YM. -

Ur1c• de los objetivos de la cot1st.r1..lcciór1 del baracc• de cDNA del 

codificar1 para las de•-=- prc•t.eínas de SLlF•erficie del virLls: VF·:°' y VF'7. 

F'ara la ident.i'ficación de clonas cc•r"'ltenier1dc• 

secL1er1cias de VP7 se L~t.i 1 izó el insert.c• de la clc·r·1a p8R9-65 1 

const.rL1ida por el Dr. Carlos Arias,. y que cor1t.ier1e el cDNA corn¡:.letc• 

del •3ene: 9, q~1e er1 e:l rot.avirus SA-11 cc•dific:a por la glic:OF•rot.eina 

de superficie VP7 (60). La selecciór-1 de clot·1as c:orrt.et1iendo 



sec1..~et1cias de VF\3 se hizo ut.i l i::ar1do corno sot'"'lda le·~· ir1~ertos de las 

clonas pSR4-2 y p8R4-4, construidas t-arnbiér1 PC•t" el I)r. Carlos Arias 

y caract.erizadas por la Dra. Susana López (61 >; er1t-re: est.as dos 
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clor1as se er1cuet1tra represer1tado casi er-. s1,..1 tot.al idad el gene 4 de 

SA-11, q1.'e codifica para la prot.eir1a de' s1..,r=-erficie VP.3. La 

hil:•ridacié1t1 •1eter6lo9a entre YM y SA11 se efect.1.~6 er1 cor1dicic1r'll:s qi.'e 

pet·rnit.ieran 1..u-. ?o:-: de hornc•lc•gia, este• es, ur1 30:1. de ~·ases erróneas 

durar-.t.e la reasociaci6r1 de la doble cader1a. La ser.al radiactiva en 

los filtros hit::•ridados tanto cc•t'l el se9mer1to 4 cornc• cor1 el 

segrnent.o 9 t"1C• fue rnuy b1;ena ya '=1'-'S- las clc•r1a:=: posit-ivas no p1..,dieror-. 

dist.1r .. ;i1..~irse bien de la set-;al dada por el for1do. 

de l? hibridacióti 

hetet·óloga etitre el banco de cDNA de YM y las secuencias de cDNA de 

SAll, se: tc1rnarc1n 12 clc•r1as ·~1..~e pare•=ia11 dar set-;al F·osit.iva cc•r1 el 

identificar leos segroent.c•s represer1t.co.dos et·1 l•:is plásrnidc•s 

recc•rnt:• i nantes. 

del -:.e·:irnentc• 4 del t·c·t.aviri..~s YM (pYM 4-1, pYM 4-2 y F·YM 4-3) y 2 

clc•r1as cc•nt.er-1iet1do ir1sertc•s del segmento 9 do: Yt-1 (pYM 9-1 y pYM 

'3-2) • 

La se91..u-.da b1..'~sq1..~eda de recc•rnt:•inarst.es er1 el banco de cDNA se hizc• 

tarnbiér1 er-. 400 c:olc•ni as uti l izar1do corn•:• sor1da lc•s insertos de las 

clor-.as pYM4-1, pYM4-2 y pYM4-3 por ur1a parte, y por otra los 
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it"1sertos de las clor1as pYM 9-1 y pVM St-2. Est.o permit.ie• ider1t-if1car 

12 clc•tias positivas para el segrnent.o 4 y 12 clorias positivas pat·a el 

Segrner1to 9. 

Et1 ocasiones F1ubc• que hacet· ur1a se9ur1da e ir1cll,SC• Ut"la tercer-a 

hit:•r idizacii!:•r1 er1 el bar-.co de cDNA, F·ara identificar clor1as qi...ae: 

representarar1 sec1..,er1cias de los ext.remos 5 1 y ;3' del 9er1e 4. 

El tamaño de los ir1sertos de cDNA cont-enidos er1 las clc•t·1as del 

se9rnentc• 4 de Yt'1 f1..'e determinado pc•r el ar1él isis elect.rc•forét.ico de 

los product.c•s de la di9estiór1 de los F·lásmidc•s de estas clor1as cc1r1 

Se observó que el tarnaño de 

Las clor1as del segrnent.o ·~ de YM f1.,eron anal izadas y sec•.,et·1ciadas 

pc1r el Q.F.B. Alt:•ert.•:• R1.,1:z, cc•rnc• 1.u·1 prc•yect.o ir1depend1e.r1t.e [¿,91. 

4.- Secuencia nucleot.idica de diferentes regione~ del gene 4 

del roi;.avi ri..'s de cerdee YM. 

En la fi91..,rs.. 9 se i 11..,st.ran i•:is insert.c"s de las clc•r1as de cDNA 

seleccior-1adas F·ara •:Ot:•t..et"1et" la se•=1..,e.ncia parcial del gene 4 de YM. 

La "''bicacié•t"'I de las re•:;io:•nes sec1.,er1ciadas respe.=t.c• al 9er1e 

cornplet.o de VF'C"' se facilitó al cc•rnpararla cc•t·1 la sec1..,er1cia repc•rt.ada 

para el gene 4 del rot.avir1..'s de simio SA-11 C611. 

La fi91..,ra 10 rnuestra> la secuer1cia r11..,cleot.idica parcial del 9er1e 4 
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Figura 9. Clonas de cDNA del gene 4 de YM. 

La línea continua muestra la región secuenciada de cada clona. 
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Fig. 10 

Secuencia nucleotidica del &egmenlo 4 de YM comparada con otras 
secuencias ya reportadas. La linea punteada indica region de 
homología con la secuencia de SA11, mientras que la linea discontinua 
indica la región no secuenciada de VM. 
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CTACTGTCGACACCAAAACTGTATGGAGTGATGAAGCATGGTGGTAAGATTTACACTTAT 
••• ACC •• T.ACAAT.G ••• TGTA •• GA •• C.A •. AT ••••••• A.GAG.A.GG •• A.T. 
T ••• AA •• T •• T •••••••• c •••• cc •••••••• A ••• AA ••••.• A ••••• T •• A ••• 
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AATGGAGAGACACCGAACGCAAACACTGGTTACTACTCTACAACTAACTTTGACACTGTA 
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GTAATATCAAAATATGAGGTAATTAAGGAAAATTCTTTTGTGTACATAGACTACTGGGAC 
AGT •• T •• G. G. • A •• T. G ••• A.... • • A •••••• T.... • ••••• T 
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• CT ••••••• G •••••• A •• G ••••• A •••••••• A ••••• T •• T •• T ••••••••••• T 

GATTCACAAGCATTTAGAAACATGGTATATGTACGCTCGTTGGCAGCTGATTTAAATTCA 
• A... • • • • • • • T. • •• G.. • • TA. A ••• c. A ••••• AA.... • ••••• 

.c .. c .. G. • • • T •••••• A. G •• A •• A •• T ••• A ••••••• C •• T 
• ........................ C .. ........... G 

••••• G ••••••• c ........... G ••••• T •• G •• Ac.T •• T ••• A ••.• G .•• A •• 

GTAATGTGTACAGGAGGTGACTATAGTTTTGCGCTTCCAGTTGGTAATTATCCAGTTATG 
•• G.AA •••••••• T •• GAGT •• GA •••• AGAT.G •• C •• A ••• GGA.GG •• TA ••••• 
• • T •• A ••••• T •• G ••••• T ••••• C ••••• AT. A •• G... • • C. A. GG ••••• A ••• ................ • • • • • • • • • • A• • • • • • • • • 
•... c ... c .. T •• T ••• AGT •..•• c .. c .. cT.G .. TT.A ..... c .....•...... 

ACTGGGGGTGCTGTGTCATTGCATTCAGCAGGTGTAACTTTATCAACGCAGTTTACAGAT 
• A ••• T •••••••• A ••••• A •••• TT •• T •• A •• T •• A. ..T •• A ••••• C •• T •• 

• • C •• A ••••• C ••••• . • • C •• A •• A ••••• .T ••••• T • • G ... ................... 
• • • T ••• A.A .• TA .• C.A •• ce •••• T •• A •• T •• G •••• T •• c •• A ••••• T ••• 

TTCGTATCATTAAATTCACTGAGATTTAGATTTAGATTATCAGTAGAAGAACCGCCGTTC 
•• T. • •••• C... • C .• T ••• A.. • • T ••••• AT. T •• 
• • T. • ••• T. • TT. A •• G •• C •• G •••••• C .• A.T •• T ••.•• G •• AT. A ••• 

• •T. • TC. T • • • T •• e. e ••••• G •• e •••••• A.T •• G. G •••••• TT. A •• T 

TCAATTCTACGGACCAGAGTTAGTGGATTGTATGGACTTCCAGCGGCAAAACCGAATAAT 
.AA •••• A •• AC.TACA.TAAAC •••• c ••• T.A ••••• A •• T •• T ••••• c •• 

• • G •• CACCA. A •• T •••••• G. • • • • ••• GT. A •. T •• A •• TT. e •• e •••• 

•• T •• AACGA.A •• T •• G •• A ••• A ••• A •• c ••••••••••• A •• T •• T •• A •• C. 

TCACAAGAATATTATGAGATAGCTGGGAGATTTTCATTAATATCACTTGTACCGTTAAAT 
GG.A.T •• G •• c ••••• A •• GT.A •• A •• G •••••• c.T •• T •• TT.A •• T.TAACC. 
GG. A... • .AG. G... • c ••• e.e ••• c •••••••• T .G ••••• A.CT ••• 

. . . c . ...... c . . 
CAGAGG ••• C •• • • A ••• AG ••• C ••• c •••• G ••••••••• T.A •• G •• A.C •••• 

GATGATTATCAGACACCAATCATGAATTCAGTTACTGTACGACAAGATTTAGAACGACAA 
•••• • A •• T ••••• T ••••••••••• A •• A ••• A.G •• G ............ c .. G 

. . c. .. C.... • •• A. CT. • ........ A •• CA • • • • • • • • • • • • • • • G 
....... • A •• A •••••••• C. . ............ . 

•••• A •• G ••••• T •..•• c ........ c .. GA. .. •• C • ••• GA • ..... 

TTAGGAGAACTAAGAGATGAATTTAACAATTTATCACAACAAATCGCTATGTCACAATTG 
C.TAAT •• TT.GC ••• A. .TTCA •• G. 
•• G •• T ••••• T ••••• A. .c ••• Ge.e.e •• 

• G • .... A • ............... A 
•• G.G •• A •• C ••••• G •• GC.T . .. .. . . .. •. c . 

•• G ••••• G ••• C.G ••••• G .• C •• TTCA .• G ••••• G ••••• A •• G ••••••••• c •• 

48 

1080 

114(1 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 



;Al 1 
tV-5 
lRV 
:486 
(M 

ATAGATCTTGCGTTACTACCGTTAGATATGTTCTCAATGTTTTCAGGAATTAAGAGTACA 
• T ••• T. A;. A.. • T.. • • • • • • ••• T.. • ••• G ••••• A •• A. 
• TT •• T. G •• A ••••• T •• A •• G. • • • • T •• G. • • ••• T •• T •••••••• e •• e 

... c. • • • • • • • G. • • .. • • • • • • 
.T ••• T.G •• AC •• T.G •• A ••••••••••• T •••••••• c ••••••••••• A •••••• 

ATTGACGCAGCGAAGTCTATGGCGACGAACGTAATGAAGAGATTTAAAAAGTCAAGTCTC 
••••• TCT.A.C •• A •• A.. .A •• T.GT.. • •• A.A. .G ••• A •• G.AAT.A 

• A •• T. • T •• A •• A ••••• T •• T. GT.. • •••• A. • ••• G •• A ••• G •• T. A 
• .. • • • .. • .. • • • • • • • • • • • .. • • T • • 
• A •• T •• T ••••• A •••••••• A •• A •• T •• • •• A ••• •••• • CG ...... AC •• A 

GCTAACTCAGTGTCAACGCTCACTGATTCATTGTCTGATGCAGCATCATCAATTTCTAGA 
•• CA ••• A.T ••• GAAA.G ••• A •••••••••• A ••••• G •• T ••••• GCA •• A •• 

•••••••• T •• A •• T •• AT.A •• A •• C ••• c •••• c •• c ••••• T •• T •••••••• A ••• 
.. .. . . . . . . . . .. . . . .. . .. . . . . . .. . 

•• A.GT ••••• T •• T ••• T.A •••••• G .• A ••••••• C •••••••• G •• T ••••• A ••• 

AGTGCATCGGTTAGATCAGTTAGTTCAACTGCATCAGCTTGGACGGAAGTATCTAACATT 
••••• T •• TA •••••••• AA.TTA •• T •• GATT ••• AA •••••• TA.TACT •• A •• A.G. 
G. A.. • TA •• C. T •.•••• G. A ••• T .A. • ••••• A •••••••• T •• C •• A.CACAA 

• • • T • .AA.AC ..... A.AG.A ... T.A •.•• c .............. G •• A.CTTCA 

GCATCAGATATTAATGTGACAACGAGCTCAATTTCTACACAGACATCAACAATAAGCAGA 
.TG .•• A •• G.A.C .• ACT •• GTA.ATGATG .••• A ••• A ••••• T ••••• T •• T.AG 
ATCA. T ••• G •• TC. TCAT. TGTC •• T •• G •• C •• G •••••••• T ••••• T .• T •• T ••• 
A.... • ••••••••••••••••• G •• c .••..•..•••..••••.• A.N ••••• 
ATCA •••• c ••• TC.ACT ••• GTTGATA •• G.A •• A •• G •• A •• TG.T •• T •• TGCT.A. 

AGGTTAAGACTAAAAGAGATGGCGACTCAAACAGACGGTATGAATTTTGATGATATATCA 
• AAC. T ••. T ••• G •.••••• ATT. • T •• A •• A. • • G.. • • • • • T ••• 
c .. C •• C....... • • A ••••• T •• G... • ••• A •• G. • •• C ••••••••••• T 
••••••••••••••••• A. • • • • • G ••••• 
C ••••• C •• T. G ••••• A •• A ••••••••••• C •• T.... • ••••••••••• C ••••• T 

GCGGCAGTACTTAAGACTAAAATTGATAAATCAACCCAGTTAAATACAAATACATTGCCA 
•• A •. T ••••• G •• A •. G ••••• A •.•. TG •• C •• A •• AA. TGGA. A ••• C •• T •• A •• T 
•• T •••••• T.G ..••••••••••••• cG ••• C •• T •• AA •• Tc.c •••• c ••••• A ••• 

• A ••••••• c........... . .......................... . G 
•• A •• G ••• T.A •• A •• G ••••••••.•••••• G.G .• AA ••• CAC ••• G .•• G •• A •• G 

GAAATAGTGACTGAGGCTTCAGAAAAGTTTATACCAAATAGAGCGTACCGTGTAATTAAG 
•• T ••••• T ••••• A •• G •• T ••••• A ••••• T ••••• AC •• T.A •• T •• A ••• T.A •• A 
... T ...... c ..... A •• •••••• G •• ....... T •• T •• •••••••••• A. A •• ....... T 
........... A .. ....................................................................... A 

.-----------------------------------------------------------
GATGATGAAGTGCTGGAGGCTAGTATTGATGGTAAATATTTCGCTTACAAAGTTGAAACA 
••• A. ..AA •••• AAT •• Ac.c ••• A •• A •• G.T •• T •• A •• T ••••• G •• T. 
A •••••••••• CT.T •• A •• GG.A.CA ••••• A.G •••••• T •• G •• TCGT •••••••• G 
.............. • A •••••••••• C .................................... e 

49 

162(1 

1680 

174(1 

1800 

1860 

1920 

1980 

2040 

2100 



A11 
V-5 
. RV 
'486 
'M 

TTTGAAGAGATTCCATTCGATGTCCAGAAATTCGCCGACTTAGTGACTGACTCACCAGTT 
C.CA.T ••••• A ••••• T ••• A.AA.T ••••••••••. AC.T •• C •• G •• T •• T •••••• 
•• C •• T •• A •••••••• T ••••• G •• A •• G •• T •• A •• TC •••• A •••••••• T •• G •• C 
A •• TTGA.GAGATTCCATTCGA.GT.C •••••••• T •••••••••••••••••••••••• 

ATATCGGCAATAATTGATTTTAAAACTCTCAAGAATCTAAATGATAATTACGGAATAAGC 
• A •• G. • A •• c ..... G •• GT. A •• A. • T.. • C •• C ••••• T ••••• T. CT 

... C •• A ... C ... T •• A •• C ...... G •• A .................... C •• C ....... T •• T •• T ... T 

.................... C • ........... T • ................................. 

AGACAACAAGCACTAAATCTTCTAAGATCTGACCCGCGAGTATTGCGTGAATTTATTAAT 
C.TATTG •••• GT.T ••• T.AA.T.A ••• GA.T •• AAAT •• GC.A ••• A.T •• C •••••• 
.. • G ........... T. T ••••• G •••••••• c ... T •• AA ......... A ............ c .. . 
• • .. .. .. • .. • • .. .. • • .. • • .. .. .. • • • .. .. .. .. .. .. • .. .. .. T .. ................ A • .................... 

CAGGATAATCCAATAATACGAAATAGAATAGAAAGTTTGATAATGCAATGTCGCTTATAA 
•• AA •••••••••• T ••• A •••••••••• T •• GCAG •• AA.TC.AC ••••• AAG •• G.G • 
•• A •• c ........... T •• T •• C •.••• T ••• cAG •• A •••••••• G ••• A.AC.G .•• 
• " • • " • • • • • • • • • • • • • • • • .. • • " • • • .. • • • • • • • • • • • • " • • • • • • • • • • • • • • G. • • 

GCAACTGACAGAGGATGTGACC 
.A.TG.C.TCC ••••••••••• 
•••• T.TCT •.•••••.••.•• 
•••••••• ACA •• AGGA •• TGACC 

2362 

so 

2160 

2220 

2280 

2340 
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YH C486 RRV RV5 SAll 

YH 100 75.13 74.08 70.07 74.92 

C486 100 74.97 68.92 95.63 

RRV 100 67.61 75. 71 

RV-5 100 69.47 

SAll 100 

Tabla l. Porcentaje de homología entre las secuencias 

nucleotidices de los genes 4 de las cepas de 

rotavirus YH, C486, RRV, RV-5 y SAll. Los va-

lores r~portados p•ra el segmento 4 de YM se 

obtuvieron comparando unicamente la región se-

cuenciada en este trabajo. 
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resul tad•:is fl,eror1 comparadc1s cotY se;=i . .iet"1c1as reportadas de ger-.e~ q1_,e 

cc1dificar1 para VF'3 en ot.roS rotavirus. corno sot"'t el rc•tavirl.is de sirnio 

SA11 [611, el rotaviri.is hL,manc• RV-5 [621,. el rotavirL's de rnc•t"'IC• 

rf1esL's RRV [631 y el rotavirL's bovit-io C486 (641. Es importar1te 

señalar que aprox1rnadamer1te el 1 º'~ de la seci.,encia preser1t.ada del 

9er1e 4 del rotavir1.'s porcino YM fi..ie obter-.ida por el Biol. Pedro 

Romero, er1 el latu:•ratorio del [)r. Cat·los Arias. 

El tarnar;c. repc•rt.adc• para lc•s get-ies 4 er1 rc•t.avirus es de 2362 F•b; 

si se as1,.une gue este gene es de i91_,al tarnar;c. er1 el rota vi ri..is porcino 

YM, er1t.onces pi..,ede decir~e qi.'e en est.e trabajo se logró 

sec1..ienciar el 76. 12~; del gene 4 de YM~ o sea, 17'38 de 23€.2 pares de 

bases. 

Al comparar la seci..~en•=ia nuclec•tídica cc•t"1ocida del ger-ie 4 del 

rc•tavirus YM corr las c•trc..~ se•=1..,er-ic1as ya roe11ci•:inadas, se encc•r1t.ré• le. 

f-"1orn•:•lc1gía rnas alt.a (75.13:-;> er-1t.re el rc•t.aviri..'s YM y el rc•t.aviri..'s 

c4a¿.; 

(74. 92/;), el rot.avir-1..'s RRV (74. 08/;) y F·C•t" '-''lt.irn•:• el rc«tavir-1..4$. RV-5 

C70.b7Xl CVer Tabla 11. 

En la fig•.,ra 11 se preser1ta la sec1..,er1cia de arninr:•ácidc•s. de VP3 

deducida de la seci.,encia r11..4cleotidica de las regior·1es cor·1c1cidas del 

segrner1to 4 de YM, y comparada cot-i la sec1..,er1cia de arninoácidos de VP3 

de los rota.vi rus SA11, RV-5~ RRV y C48€ .• · 

Dado q1..,e la rnayor part.e de los carnbic•s en la seci..,encia. 
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Fig. 11 
Secuencia de aminoacidos de la proteína VP3 del rotavirus YM comparada 
con otras secuencias ya reportadas. La linea punteada indica región 
de homología con la secuencia de SA11, mientras que la linea 
discontinua indica la región no secuenciada de VM. 
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YM C486 RRV RV-5 SAll 

YM 100 82.32 80.80 72.05 82.65 

C486 100 83.50 69.84 96.90 

RRV 100 71.00 84.53 

RV-5 100 70.87 

SAll 100 

Tabla 2. Porcentaje de homologia entre las secuen­

cias de amino6cidos de VP3 deducidas de las 

secuencias nucleotidicas de los genes 4 de 

las cepas de rotavirus YM, C486, RRV, RV-5 

y SAll. 
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' 1 

r1uclec1tidica se ut•icetr1 en la tercerc.. posic16r1 do:: lc•s tripletes 

codi ficadcires, la hc•rnc•log:í.a er1 secr.~encia de arninoácidos es mayor q1.~.: 

Al comparar la 

secuencia de a.mir1oácidos de YM con las otras sec .. ~ericias reporta.das 

es er1tre YM y SA11 C82. 65>,. y le sig1,,~en en orden decrecierat.e, el 

rot.avirus C486 <82.32/!), el rotavirus RRV ceo.so:•!> y por i:4ltimo el 

rotavirus RV-5 (72. 05,.;). Ver Tabla 2). 
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DISCIJSION 

As19r1acii!•n génica de la.s proteír1as de s1,.,perficie e:t"I el rot.avit·us 

porc:inc• YM. 

Como se mencionó er1 la ir1troducc:ión, las dc•s prot.einas de la 

capa e>cterr1a de los rotavirt.,s, VP:::-i y VP7, est.ár1 codificadas por los 

fragrner1tos de RNA virales 4 y 8 i!• S', respectivarnet-.te. 

traba.jo se pt·eser~ta evidencia experimer1tal (mediat-.t.e hibridac1or1es 

heterólo9as) q1,.,e indica que el segmer1to 4 de RNA del rotavir1."s YM 

codifica para la proteína de superficie VP3, mientras que la 

glicoprote:ína de superf'icie VP7 está cc•dificada por el segrner1to 9 

1jel RNA vi r·al. Esta sit.1.,ación es ar1alo9a a la observada en la 

. ' rnayc•ría de lc•s rotavirL~s descritc•s it1cl1.,yet~do ·al de sirnic• SA11, le• 

qt.~e st.~siiere t.~r1a cor1servación ent.re los t.amaños relativos de las 

Tamatx.o del Banco de cDNAª 

Cc•rnC• parte del preser1te t.rabajc• se cc•t1struyó t.~n banco de cDNA 

c:olc•nias. 1 c:c•n insertos prc•rnedio de 500 pb. 

La proba.bi 1 idad de obt.et1er ur1a sect.~er1cia. de DNA espec:í fica 

representada en ·~~na t::•ibl iotec:a genómica pL~ede calcularse por la 
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In <1-P> 
N : 

In <1-f> 

Dot1de: P = PrObat•ilidad deseada 

"f.= proF•orci6ri fraccic•nal del 9enorna en ur1a recornt•inant.e 

única. 

N = núrnerc• de recc;rnbinar1tes riecesaias. 

aproxirnadc• de 20000 pl:•, y que el tamati;c, promedie• de los insertos en 

el banco de cDNA es de 500 pb, ter1ernc•s que: 

N : 
In <1 - 0."'19) 

In L 1~ 
4 

2 X 10 

182 recornt.1 i nar-.tes 

rnenor •:::¡ue la de clot1ar regiones cer1trales. 

clonas que contengan los extrernos de los ger1es, ya que el 

• 

trat.arnient.c• cc•n la n1..~cleasa Sl elirnit1a el I)f.JA de 1..~na sc•la cadena 

Preser1te er1 arnbc•s extrernos de el ,jscDNA. 
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At1ál is is de la re·:iié•n clotiada del se9rner1tc• 4 viral. 

Le.. ider1tificaci6r1 it1icial de clor1as cot"I secL~encias relo.ciona.da'.E. 

al segrnento 4 se realizó por hibridaci6t1 cot"l clonas de cDNA del 

segmento 4 del rotavirus de sim.io SA11 (611. 

dieron sehal positiva fueron corrobc•radas come• tales PC•r 

hibr idaci6r1 J1omólc19a con el segrnento 4 del RNA del r·otavi rus YM. 

La seci..~encia nuclec•t.:ídica de las clor1as caracterizadas,. y el 

aislarniento recier1te de clc•nas ne• mc•st.radas en la fi9. 9,. reveló 

que se tiene clonado el 84/; del se9rner1to 4 de YM <r"lt.~cleótidos 1 -

2000). 

bance• de cDNA que pet·rnitan ider1tifii;:ar clc•nas cc•ntenie,t1do el 

faltant.e del ext.rerno 3~,. es rnediat1te la seci..~enciacié•n dir-ect.a del 

RNA viral L~t.ilizar1do el rnétodc• de t.errnirlación er1 la sir1tesis de la 

cadena de cDtlJA rnediant.e didec•>,inL~cleé•tidos:o la enzirna t.rat1script.asa 

reversa,. y L~no o vario~ ol igc•nL~cleótidos sir1téticos. 

Al al ir1ear la secuencia n1.~cleot.ídica obtenida, y la dedt.~cida 

para arnir1oácidc•s, cor1 otras secL~er1cias repc•rtadas F·arc-. el 9et·1e 4 er1 

lc1s r·c•t.avirus SA11, RV-5, RRV y C486, se et"1Cc•ntr-ó q1.~.:: la •-.c•rnolo·:iía 

va del 70 al 75/; para t"1ucleótidc•s,. y de 72 a 83/; para arnir-.oácidc•s, 

come• se rnuest.ra er1 las tablas 1 y 2. 

er1 la secuencia dedr..~cida de arnir1c1ácidc•s se detu: a qL~e la rnayc•r· 

parte de los cambios de nr..~cleé•t.idos C•Cl.~t·ret1 ccirno sust.it.ucior1es 
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Llr-. análisis apreciat.ivc• de. las regiones cc•mpat·adas, ir1dicar"t q1.,e 

las variacior1es er1 la secuencia esperada de amir1oácidos 

aparent.ernente ni::• se enci..,entran distr ibl,ídas 1..u1i fc•t·rnernente a le• 

largo de la prc•teir1a, sir10 qL'e e>,ister1 ciertos dc1rnir1ios de mayor 

variabilidad <v. 9r. la re9ii!•r1 del a. a. 55€· al 608) y otros cor-. 

L.n-.a variabi 1 idad rner1or (a. a. 511 al 539). Se descor·1oce s1 esta 

sitL,acié1r1 tiene impl icacic1r·1es funcior1ales 1 perc• las re9iones 

•·1ipervariables p1..,dieran represer-.tar epitopes específicos de 

serc•t.ipo, rnient.ras qLie 1 as re9i ones cc•r1servadas podr iar-. estar 

cornpr·ometidas cot1 dornir1ios ftn1cionalmer1te restrin9id•:is a cambios. 

Vale la pena rnencionar que el rotavirus porcir1c1 YM parece ser 

per se ur1 sistema rn1.~y i nteresat1te: est1.~dios recient.es de 

rre1.ftral ización cruzada rn1.~est.ran q1.fe ant.is1.,er9s f·1iperinrn1.,nes cor1t.ra 

rotavirus YM fueri:•n it1capaces de ne1.ft.ralizar a rot.av1r1.fS 

pert.ene•=ier1tes a los sercit.iF·S 1 a 6, rnient.ras g1_,e se C•t:•servé• urra 

rnl.nirna r1e1.ft.t·alización ct·i.,zada del vit·'-'s YM pc•r antis1.fet·os contra 

F'erspect.ivas para el desarrol lc• de 1.u1a vac1.fna cot·1tra rotaviru'.E: 

elaborada por ingeniería genética. 

Tradicior1alment.e. el desarrc•llo de vac1.fr1as at1t.ivirales se ha 

real izadc• cot·1 F·reparacic•r1es d..: vi r1.fs vi vos aten1.fadc•s c1 vi r1.fs 

inactiva.deis, lo -:¡1.,e, cc•rn.::• se rnet1cic•r1ó en la ir1trod1.,cciC•t1 1 puede 

acarrear sit1.facic•nes ccolaterales r1c• deseadas. 
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LC\s c:lc•r1as de VP3 a..isl•das y ci.rl!l.c:t.erizadas er1 el preser1t.e 

t.rc.bajc• podr~n· ser L't·i lizadc..s F·arEi ~1.1 e>CF•resiéot·1 er1 Esc..-1ericJ~1ia c:c·l 1 

C• e:r1 si st.ernec.s de levadL1ra, de manera ar1alo9a a le• real izadc• cor-. 

SAl 1 [58, 591. El uti l 1zar el sisterna de YM cc•rn•:- rnodelo de 

infección de rc1t.avirL1s es (1til pues YM es capaz de prod1.1cir diarrea 

en lechones~ por lo que se pueder1 probar las vacur1as desarrollada$ 

en el sisterna hornólogc•. 
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