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RESUMEN

Los rotavirus son el agente eticlbgico mas comun de gastro-
enteritis que aqueja a la poblacidn infantil y a las crias de
Qistintas especies animales.

En esta Tesis se trabajd con un rotavirus porcino adaptado
a crecer in vitro en células de rifibn de mono, sin perder su ca-
pacidad de infectar lechones. Se describen los procedimientos de
clonacidn del genoma viral (de RNA) en DNA complementario
insertado en plfismidos vacterianosl Por hibridaci6n heterbloga
se aislaron clonas recombinantes con insertos relacionados a los
genes de las dos proteinas de superficie VP3 y VP7, que son los
antigenso de neutralizacifn mas importantes del virus. ;Se rea-
1iz® la secuencia nucleotidica de las clonas de VP3, con lo que
se obtuvo alrededor del 75% de la regibn codificadora. Los ..
fragmentos clonados serfn utilizados para la produccién de vacunas

sintéticas mediante su expresibén en Escherichia coli.

Se resalta la descripcibfn detallada de las metodologias
empleadas, por lo que esta Tesis puede ser un documento Util
de consulta para personas interesadas en la Biologia 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 s)ystem used in this work was the porcine
rotayirus 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 c¢loning the viral
genomic RNA as a complementary DNA inserted into bacterial-
plasmids. Heterologous hibridization rendered the isolation
of recombinant clones containing sequenc€s related to VP3 and
VP7, the two most important viral neutralization antigens.
About 75% of the VP3 gene was sequenced. The cloqed.fragments

will be expressed in Escherichia coli and used for the production

of synthetic vaccines.
The description of the methods here employed is detailed
encugh, so that this work can be used as a reference guide for

the Molecular Biclogy of RNA viruses.



Intraduccion

Las enfermedades diarréicas comstituysn uro de los padecimiertos
mag comures &n los necshatoz v mifos de todo el mundot éztoz=

adauisren sspecial importanmcia er los paices el viazs de dezartollo
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Fuestq que conztituyen uwna de laz cauvsazs princirales de mortal idad
e lafpablacién imfantil, stuaios epidemnialdgicos realizados por
la Qrasnizacidn Mundial de la Salud arrojsn resultados impactantes:
e Egipto. Guatemala, El Salvador, México, Nicaragua. Republica
Deminicans, Honduras, Colombia vy Farasuay, del 10 al 34X de la=
muertez ocurridaz durante 1 a&fio (1962-1370) == deben &

erfermadades diarrdicas [17]. Synrder y Merson han estimado que en
Africa,. AmErica Latina v Asia (exclqyando China) acurren snualments
mil mi1llares dg episodics diatréicoz v 4.6 millomes de muertes

causadas por ecta enfermezdad en nifoE memorezs de S &afRoz de edad (17,

Er =1 afe de 1973, em Australia,. Bishop v calaboradores

=il viralez de 70 rm al arnalizar

m
|

'

dezcribisron la prezsncia de gart

I3

par . fnicroscopia electrdnica bicp=ias duyoderales de nifos

Mwspitalizados por gastraentéritis aguda [17]). Foco tiempo despuis,

<
i

ctros investigadores pudieron obzervar particula=s =zinilarez en heces
analizadas por microscopia electrdrmica [132,19]1. A partir ds
entoncez har afpatrecido reportes de todo =1 mundo que er la
actualidad acreditan & estos virwus. derominados rotavirws, cano el

agenrte etioldgico individual ma= inFportants asocciado & epizodics

diarréicos a2 mifoz e tods el mundo (2-2).,



Si biem lo= rotéQirus huméhos M fusrom descubiertos zino hasta
1973, ya.en 1963 Adamz y Kraft habiian dezcrito la presencia de
particulas Qir$1§5'eh tejido intestinal de ratones infectades con el
virus EDIM (epizootic diarrhea of imfant mice) (201, Tapbién en
1963, Malherbe v colaboradores kepdrtaran el aislamienta de un virus
de &U nm &l que designaror SA11 (simian agent)-11. Este viruz fus
aiclado de un lavado irtestinal obhtenido de un morno vervet sanc, v
fus propaaado eficientenente 2 cultivo de clulas de rifon de mono
(211, A partir de entonces, diferaentez estudios han mostrado la
presesncia d2 rotavirus e las heces diarrdicas de las cria= d= un
aran rumnerco de mamni feros v aves, incluyendo animales de criansa como
cerdasz, bovirnoz y eguinoz, donde2 laz diarrsas por rotaviruz producen
grardez pérdidaz ecormdmicas tanto por musrte come por retards en la

qanarcia de peso [9-111. .

Arte la maghnitud del seroblema que represertan las enfermedades
diarréicaz, la&a Orgamizacidr Mundial d= 1a Salud ha impulsados =1
eztudic dae loz agzrntas causalez de la diarrea v el tratamisrto de

laz mishas.

Ez claro qus urma forms de reducir la morbilidad v mortalidad
infartil causada por Jdiarrea ez & travées de un programs Jdirigido a
tmejcrar las condicioness sanritarias qenerales, la hgiere vy la
educacidn de loz aruposz de mayor riesao. Ctra forma de reducir las
diarreas =z com el dezarrolle de vacunas eficientes. Uz vacuna

contra rotavirus seria d= utilidad adr logramdo los ebjetivos



anterimres va que la diarrea for ecte virus parece =2t altamente
contagioza v es dificil evitarla aim en buernaz condicicres

samitarias.

Al ﬁicroscopin electrdnica, lo= rotavirus pozeen ura morfoaloaia

tcératteristica que asemeja ung tyeds, de donde se deriva su nombre
(gn latin rota = rueda). Laszs particulaz completas (densidad =
1.363/cm ) POSesn uns doble capside v miden arroximadamente

70 rm de di&metros a ecstas particulas también se les demnomina
"lisaz" pue=s la capa externa se obzerva como un circule hien
defimideo: recientemente =& ha descrito la presencia en la
superficie del wvirus de peplédmsras de aproximadaments & nm de largo
[datc=z 1o publicado=zsl]. Al microscopic slectrdnico s observ%n
también particulas de apariencia ruacsa (densidad = 1.328a/cm3B) . las
=uale=z contizrnern Gnicamente la capa interna y tienen wyr didmetro

aptroximadn de S5 mm. (231, La inmfectividad viral e=std azociadsd =

o

1z
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particulasz conmpletaz, la cusl =ze pi=rde al tratar =1
Virus con adstitez guelantez como EDTA & EGRTA, tratamiento gue

provoca la pérdida de la carpa externa del virus [(24],

El gernoma viral, de aproximadamente 20008 ph, cornzta de 11
segmarntos de RNA de dobille cadema cuyos tamafdo varia sntre 660 y 4000
eb [22), El perfil slectrofordtice d= los zegnentos de RNA musstra
-un patrdn caracteristico (Fig., 1).  En algsunas cepas de robaviruzs
hunmaros los seqmentos 10 v 11 migran metos ﬁue lo usual, 1o qu= da

lugar a1l llamado pabrdrn "cortae" gue e caractsristiceo de todosz los




“Figura 1.

Representacion esquemftica de la estructura de los rotavirus.



rotavirus humanos pertensclentes &l serotipo 2 L2&,271.

Etu ei cortexte de l& organizacidn del qgenoma, resulta interesante
que cada unc de los 11 seamentas de RNA codifica aparentemshte para
una proteina viral. Por lo menas 5 proteinaz viralez (VWF1, VFZ,
VP33, VFE vy VF7) son incorporadas et la doble cédpside del vivian
[28]; la= sei= proteinas restantes ﬂNCVPl a NCVPL&), =i bier estan
presentez en extractas de células 1nfaectadas, Mo sorm recuperables
del virus purificado, fpor lo que se conziderar proteimas no

estructuralezs [291.

La asighacidn de los productos fénicos viralez =2 ha llevado &
cabo mediarnte diferentesz enfoques exparimzntales como son: a) La
correlacidn arntre gasnotipo v ferotipo de virwuz rearreglantes
ocbtenidos por coinfeccidm com 2 cepas diferentes de rotavivrus [3033:
) Andlisizs dz los productos protéicos obitenidos por traduccidr im
vitro de los seamentos de dsRNA individuales, Previa
destaturalizacidon [29]1, v <) Traduccidn it vitro de los mRNA virgles=s
fracciornades, producidos por la RNA paiimerasa viral, v an#&alizis d=
o=z productoz protéicos {501, Con =ste tipo de datcos
experimentales s ha demostrado que en el rotavirus de.simim SAll,
las proteinas de la cafzide interna VP1, VP2 y VFE estdn codificadasz
potr log seamentos 1,2 v & respéctivamente, mientras que los
seamentces 4 v 7 codifican Fara lazs ptateitnas de la capside exterma
VF3 ¥ VF7 [fiag. 1), Recisntemerte se ha demcstrado que =21 product:s
del gerns 3 de los robavirws, también ez parte de la capa interna del

virus,



‘hes rotavirus rerresentan un genero denteo de

la familia

Reaoviridae (221, dentra del cuzl ham sido clazificados en 7

serotipos diferentes. Loz rotavirus aisladozs de hunancs puedsat

Frertenecer & loz zerotipoz 1,2,3 v 4, mierntras que los

rotavirus aislados de animalezs == han clasificadoe

extratipos 3.4.5.6 v 7 [57)1. Hasta ahora, todos

denrtro de loz

los rotaviruszs

aisladoz de cerdos bhan zido asignados o lozs zerotipozs 4 v 5,

teniende como cepas de referencia & los rotavirus Gottfried v Qszu

respectivanerte,

Ern cuanto & la artigenicidad de las proteiras

considerado & la glicoprotsing maz abundante de

virale=z, =ze habia

la capa axtermsa,

VF7., como la responsable de induszir la mayoria de amticuerpos

neutralizantes v ezpecificos de cerctaipo [301].
obtaenidoz utilizando anticuerpos monoclorales

si=t

"I

ma . de neutralizaciarn e= de uma compleiidad

Sirm embarga, dabtos
=ugisren qus el

mavyor & 1a

imicialmente conmzideradas existe la evidencia de que VPRI 22 L

1rgnutsasns taty potente como VP77 capaz de inducir tanbidn snticusrpo

-

reutralizantes especi

icas de seratipo y diferentesz a lo= inducidos

por VF7 142)s Fpor esto, alaunes autores bhan sugerido la necesidad

de wun ziztema dusl para la clazificacidn de locs

z¢ identifique la espesificidad meutralizante

inducidoz tanto por VP33 caomec por VF7Z.

=

rotaviruz ern el gue

shticusrpos

Resulta interesarnts el gue la infectividad in vitreo de lo=

robaviruzs ze vea aumzntada Biasta en 1000 veces por efecto del

"



tratamierte del virus dnh tripsina [46]1. Se ha demostrado que el
efecto de e=zta enzima ez directamente sobre el virus,

esp&ci ficamente sobre VR3, vy no s=cobre la célula {(47). El
romeimiento proteclitico de VFI (82000 daltones) qencera dos especies
de meror peso molecular: VPS (60000 daltones) y VPE (ZE0G0
daltomes) [285,453,44). Cabe metcionar que VF7, la proteina
mayvaritaria de la capa externa, 'Y VP&, la proteina mas abundanrte de
la capa interna, rno =orn afectadas por el tratamiento del viprus con

‘tripsina (441,

Recientements == ha deducido la secuencia protéica de VPé a
& partir de copiaz de DNA camﬁiementarin &1 RNA gerdmico [&1).
En esta ssecuwsncia se identificarom do= argirninas muy cerganss entre
i gus podrian producir las dozs especiez de menor peso molascular yve
menciornadas (VPSS v VF3). La secusenciacidn del extremo amires terminsl
de VPSS abtenida del viruz tratedo con tripsinag mostrd que =1

romprimiento pusds ocurrir e cualquiera de la

0]

do= araininas, 1o gue
confirmd & ezts regidm coms =21 gitio de certe, Se hea demostrada gques

eztos do

n
n
)]

itioz d& corte se encuentran altamerte corzervadoz sntre

rotavirus de diferentes ssrotipos (701,

Sz deszcohooce adh 21 mecanisEno por medico del cual el rompimientc

Froteclitico conlleva & wi aumsrnto ern la. imfectividad del virus.
Clark y col=s. (431 dencoztraron qus el tratamiemto con trip=ina no

altera la wumidn del virus a la cilula, ¥y swairieron que la pdrdida

de la capa externa viral se favorecia mediante ] menciomado corte



proteclitico. Recientemeﬁte se han pre;entada evidaercia=s [71] de=
que el tratamiento del virus coﬁ_tripsina Froduce particulas
infectivaz que erntran & la cédlula mediante penetracidr directa a la
memnbirara plasmatica, mientras que loz virus no tratadeos cor tripsina
Fusder penetrar a la célula utilizando otra vis de entrads
(poziblements endocitosis), pero noe son capaces de eztablecer una

anfeccidm. -

£l ya merncionado increments de la infectividad viral de los
rotavirusz come resultado del rompiniesto proteclitice, ezpecifico
de una proteina vitral, ha sido igualmernte dezcrito en otraz familias

de virus. Tal ez el casco de los Faramixcvirus (virus del SaramnF 16,

nt

virus Sendai, =tc.) v loz Mixovirus (virus de la influsnzal. Al
comparar la secuencia de amirmdcidos del extrams aminc terminal
qasnerads por 21 corte con tripzina arn varioaz mismnbrozs de ezt
familia, se ha srcontrado quz ésta estd altamsnte conzervads [48].
Cabe mencionar que en amnbos cazoasz,. la proteina cortada por bripsins
{(F =t Paramixovirus ¥ HAR arn Mixoviruz) participa fundamentalments arn
la fusidrm de laz membranaz viral y celular durante la infecciden. L.
sacusrzia del extremo amimo ya nmenciconada e ha logrado mimetizar et
péptidoz zintéticos, v al probar su actividad bioldgica ze ha visto
quez estos peptidos sonm Capaces de ateruar la infectividad del virus
ar cultivo dz2 cé&lulas al imkibir la‘fusién de la= membtranas viral vy

celular [491.



Alternativas para el degarrolle de uma vacurna conbtra rotaviruz., -

Al establecer & laz rotavirds como importantes agentes
eticldaoicoz de la gaztroemteritis aguda en humanoez, mamiferos v
aves, s ha recornccide anpliamznte la necesidad del dezarrolla de
meétodos irnmunoprofilacticos cﬁntra_la diarrea causada por ectos

virus [7,51).

Varics arupes de investigadores han trabajado en la produccion de
VEaZLIMARS conéra rotaviruz, utilizanda principalmenﬁe el mnetcado
"Jermneriano"” Para obtenszr al inmundgaesno, ezto e, 2l enmples de
rmtqvirus aislados de aniimales, loz cualss représentah CepPas

risturales abenuadaz para BUMaRGS, Lima caera candidat

i
a

Fatra ser WeEada

SONG Vacurs Sontra rotaviraz e bumanoz oes 1

bl
[n 3
i

aislad

1l

bovirnos,
llamada RIT 4237, devivada de la cepra NCDV vy gus he =ido pssada
NUMSFoS&s vaecoes en cdltives in vitro vy pueds producirse en garandes

cantidad

1

z et célulazs primariaz de rifon de mono (523, Er i ensayo
realizado e Finlandisa pare evaluar la capacidad d= lax meticicrads
cepa RIT 4237 para proteger a nifios conrmtra infecciones naturales potr
rotavirdsz, s aPhcortrd Que una 5o0la dosis otral ez capaz de proteger
en wun SE8Y contra la diarrea por rotaviras clinicamente zignificativa
153). Sin embarac, =n wuna prueba llevada a cabo en Gambia, s=
obzarvéd que la eficacia de ezta miz=ma vacuna fue de 337 v no se
observd una disminugidn siganificativa an la severidad d= las
infecciones clinicazs (54]. Resultados =imilares & éte Gltimo =ze

obtuvieron =m ura prusba realizada en Rwarnda [S51.
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Otra cepa que hia sida prnpueété camd vacuna 2 =1 rotavirus
MMU-IEDU&;_EI cual fu gizlado de morno rhesus. Esta vacurna fus
evalusda en Verezuela en mifos de 1 a 10 mesesz de edad, donde se
mostrd que su eficacias combtra cualguier diarrea cauzada por
rotavirus fue de 68X, miermtras gusz la eficacia de la vacuna cobtra
lo= epirzodics mas saevercos de diarres fue de wn 100X, Al cuarids laos
rezyltadoz obtenidoz qon ssta vacuna parecen z=r alentadores, ==
necesarica l1levar a cabo wun mpayvor pameroe de prusbas en poblacionezs
formadas por arupc= socicesandmicoz vy racialezs diferente=.

N

W siztema altermativeo prometedor para la produccidn de vacurnas

lo. afrece la utilizacidn de técmicas de DNA recombimante para la

proaduceidts en bacteriss, levaduras o c2lulaz ariimaleszs d la

i
u

proateiras amtigsnicanerte relevantes del virus, las cualez podrian
s ysadsz Ccomd 1NNMUNSRAEnoE palra iﬁducir proteccidn contra la
imfaccidn viral, Ezte rueva enfoque e laproduccidn de vacuras =
cspacialmermte atractive para rohaviruas, yva que e2ste virgyz no
puzde adaptar=s réacilmente & crec=r in vitro vy Ccongsscusntaenaents

ez dificil la produccidr de vacurss convencicrnalas en

[ )

1

az qQue =

r
o

tiliza el virus completo va sea ateruado o imactivado, Ern aenceral,
laa utilizacidnrn del patdasno complets como inmnundgens presents
alauncos problemnaz comt o la pozible reactivazidn de la virulencia
o la prezencla de sustancisz tédxicas comtaminantes provenientes

del orgariizmcs donde =2 propagd 2l virus, Exizter adenaz

requerimiertas importantes para las vacunas de agentes Vives, cono

pueder: zerr lasz comdicionez de tenperatura para el manterimientao d=



H

la vacurna hazta ==2r aroculada. 1o gue pusds. repraesentar una
limitarte zeria =n paize:z subdzzarrollades. For todaz estas
razores, &l interéz en la produccidn de vacuras sintéticaz ha

s

aumentado conziderablemente en los Gltinoz: ados.

Rezrpecto al avance ern el dezarrallo de vacunas zintdticas contra

= ha leoearade zintetizazo e Egscherichia coli & 1a

n

ratavirus, ya
Qlicoproteina de capa externa (VF7) del rotavirus dz =simic SA11.
Ezta proteina s= sintetizd como un hibrido com la prateina 5
P-oalactosidass. Cuando esta proteina hibrida fus incculads en
ratormes, irdujo anticusrpos neutralizeantes contra el rotaviruz SA1t
(S5}, For otra parte. sz ha llaevade a cabo también la sintesis en
E. =oli de aproximadamshte o] 45X de la obra proteina de capa
cexterma de SA11, VPR, fucsicrada & 1oz primeros 98 aminoadcidos de la
pol inetrazan del faao MSZE. Este fragmernts de la proteima incluye al
gitic de Sorte por brapsine v & VPR, el producto de pracesamisntoe de
la regidn amino terminal d= VP33, Al inccular este producto

& Fetorez,. = obtuvisrosh, al igual aOus oorn VF7-B-aalactozidsza.

anticusrpos neuwtralizantez Jde la infectividad del rotaviruz SA11

[

[5

i. Cabe mencicomar que tanto VP77 camoe la regidén de VFE aexpresada

i

e E.cali som capacez de primosstimualar la rezspussia irmune contra

SA1l al =s=r iroculadoz e FatoresE.

Las resultados anteriores musstraen un patcorana alemtadeor de lo=
ez fuerzos sricaminados Bacia la produccidrn de una vacuna comtra

rotavirue por medio de ingenisria asendética. Vale la pora fencionar



que el rotavirus de =imc SALl ne ez el sistena adecuado pars

realizar experimentos de proteccidh jrovivo, ya que no irmduce

diarrea en animales experimentales,:  Récientsmente, == aisld er
rueztre laboratorio, a partir del contenide intestinal de un lechén

corn diarrea, w rotaviryus, desiganado YM. =zte rotavirus ha sido

adaptada a crecer i vitro =in perder =u capacidad de provocar
diarrea en lechones. Ecste sistems de rotavirus porcing se carsiders
adecuzde Fara s&r utilizado come meodzle de estudio de los rotavirus,

ya que permite llevar a cabo enzayos de proteccidn il vivo cor los

Fproductas obtenmidoz por manipulacidrn qendtica.



OBJETIVOS -

Em musstro laboratorio se hia enprendido una linex de

irvestigacidn cuyao

que permita realizar ensayos de proteccidn in vive contra

13

interés ez el dezarrallo de un sistema bioldaico

la infeccion por rotavirues, para enszavar la capacidad protectora de

immundgaserncos abtenidos eor manipulacidarn gendtica, Se klia escogido al

rotavirus eorcine ¥YM como ur sistema modelo.

Ew

)
2

este contexto, los objstivoz del presente trabajo sonr:

La coenstruccidn de ur barnco de DNA complensntario al asromna

del rotavivrus porciice Y,

Identificacidn y aizlamiento d= Clornas recombinantez que
cortengan =acuenciazs relacionmadazs con loz dos arntigasrnoz de
zupat ficie virales: VP33 v VFP7. -

N

14
ot
W
1]
3
1]

Secuanclacidn de las clomas de cDNA obtenidas para

codifica para VF3. *

i
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El rotavirus YM wutilizado en ezte trabsio fus sasleados por el Dr.

Ramilio Espejo & partir del corntenido intestinal de um lechdér con

diarrea. Este virus fus adaptads & crecer jinvitra vy después ds= £
Fazes, hantuve su capacidad de infeccidn e induccidn de diarrea en

laghaonzz [69]1,
1. Propagacidn v Purificacidmn del virus..

El rotaviruz porcivg ¥YM  se propaad en la linea celular MALO04

provenients de rifon de morno, de acusrdo al procedimientoe de

"

crita
para la propagacidn dzl rotaviras de simio SA-11 (281, Tarto para
la inmfeccidrm como para lapropagacidn del virus =2 wbilizd el maedio

mirimo de Eadale 173,74) adicionade con 10 js/ml de tripsine.

-

Despusts de =2 diaz dz infeccidn =ze obzervd un S0 & 100k de efecto
citapatico a2 la mormcocapa celular, ¥ = oscte momnents o= purificd el
virus de la ziadiemte paneras: =1 lizade celuler s comnasldéd v
gezoongaseld doz  vecss ¥ las particulsz virale: asociradas a material
calular =2 extrajeron mediamte la adicidmn de un volumen de
trifluorotriclorostano (Fredr) . El material se asitd vigorosamante
durantse 20 min. & 49C, v ze gentrifugd a 10000 o durante 10 min. El
Viruzs presshte en la fate acuozsa € precipitd con 8X FEG
(Pezc/volumszr) durante 14 b & 480, ¥ se carbrifuoad a 100060 rpm
duramte Z0 min. et el rotor S834 (Sorvaell). La pastilla viral ==

resuspendid en 200 Kl de= amortiguador TSM (Tris-HMC1 0.01M,
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NaCi 0.15M. MaClLZ 0.001M. FH 2.2 v se centrifuad 3k & traves de ur
aradierte lineal preformado de CsCl (demsidad de 1.3 a 1.4 a/cmd)

e amcrtiguador THM (Tri=z-HC1 0.01M, MaCLZ 0.001M, pH &.2) &

Q&GUO rem oen el rotor SWES (Beckman). El material de las doz kandaz
viralez (virus con vy =in capa externa) fus colectado por purcide
lateral, y posteriormente lavado del C=Cl mediante su dilucian con
amortiqguador ™ v su centrifugacian a 40000 rEm durénte SO mire. eth
el rotor SWSS. Fimalmente, €]l precipitads viral se rezsuspendid en

amoytiguadcr TSM para =u uso posterior.

2. Extraccion del RNA viral.

m

Loz wviruzs fusron lisadoz en SDS 2, EDTA Q.012M pH 7 v
p—mercaptaetanul durante 15 mirn. a temperatura ambiente. El RNA

se extraio 2 vecesz con un volumen de fenol (bidestilado y saturado
cor 2olusidr amortiguadora de Trizs-HCL 0. 1M, EDTA Q. imM M 7;3), (1Y
ver con gdoE voelumnesnes de whe nezcla fenol-cloroformno-alcobio)l
izoamilice (25:24:1) vy por Gltimeo urna vez corn un voluman de wuma
mezcla cloroformo-alcohol izcamilico (24:1). E1 RNA = precipitd
con acetata de amomio 0.2M vy 2.5 volumenes de shtanol duramtse 1S

mir. & =70°%C v =2 sedimentd por centrifusacidn durante 10 min. &
12000 o = microcemtrifusa (Erpendorf). El RNA == rezuspendid an

amortiguador TE (Tris-HCl 10mM, EDTA C.1mM pH 7.4) vy se guardd &

[

-20ec, La concertracidén de RNA ze estindéd mediante demsidad dphica

260 nm (42 pJa3a/ml = 1.0.0.D.) v por elesctroforesis en gzles d

]

acrilamida (ver secc. 4.4).
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3. Canstrucc;éh del Banco de eDNA.

La estrategia para la sintezis'y clonacidn del DNA complemertario
al RNA del rotavirus porcino YM =& ilustras en la figura 2 v &

continuacidn =& detallan laz condiciores experimentale=.

.1, Deshaturalizacidry dal RNA gserdmico y sintesis de la primera

cademna de cDNA,.

:

FPara la sinte=si de la primera cadena de DNA complementario se

o}
n

Qtilizaron Z.5 pa de RNA doble cadena (deRNA) gel rotavirus YM cone
temslado. El d=RNA =& desnaturalizd en presencia de

dimetilesul Réxa1da &l 0%, & 70MC duranmte 106 mirn. Inrmediatamente
despuis =& corgeld zobre hielo seco v se precipitd com acetato de’
sodic vy etancl. La paztillza de RNA se= lavd corn etanol al 700 frio vy

1 etarnol restarnte s evapord a segquedad en un evaporador rotatorio

i

Savant. La reaccidn de sinteszis de la pramsra cadema de SDNA =
lleve a cabo en un voluman tokal de 70 pl contenisrdo Tris-HCL SOmM
FH S.3, MaCl2 SmM, KC1 SamM,. DTT 4.4mM, 28 m2 de DNA de timo de
tarraera diggrido comn DNAza I v wtilizadoe como iniciador al azar.,
HFRI (irhibidor de ribornucleasas aizladm dz placenta bumarna) . dATF,
dCTF, dGTF y dTTF 1loM cada uno, 10 pCi de o [ZZ-FIJATF (I000CH/mMol)
v & unidadez/ﬁg de RNA de la enzima Tranzcriptasza Reverza del virus
dz la mieloblaztozis de laz aves. Daespudés de =u incubacidn a 42.5eC
durante S0 mirwtoes, la =nzima ze inmactivd con EDTA Z0mM pH €. La

cantidad de <DNA zintetizado =2 eztimd madiznts la radiactividad
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» »
3 [}l
l Desnaturalizacicn

B e W
'!-——w———-—q— 8
Sintesis de! cDNA |
{ primeros al ozar, AMV RT } '

lﬂl

l’ Hidralisis alcalina
#
- Vector {pNMT21)
Sintesis de lo hebra complementaria
{DNA polI, AMV RT)
c——=
1
l Digestion con Nucleasa ST
Klenow
Metilacién de sitios EcoRT | 1 EcoRI / BAP.
y adicion de "Linkers de £co RI

%

Yo

Digestidn con Eco R

fr%-

S——

T4 DNA Ligasa

Vector

inserto

¢

Seleccidn de tronsformontes resistentes o ampicilina

Figura 2.



18
Figura 2.-

Estrategia utilizada pera la sintesis y clonacién del DRA
complementario al RNA del rotaviurs porcino YM.

{cDNA: DNa complementario; AMVRT: transcriptass reversa aislada
del virus de la mieloblastosis de las aves; DNA poll: DNA poli-
merasa I; Klenow: fragmento mayor de la DNA polimerasa I;

BAP: Fosfatasa slcalina bacterimna; linkers de EcoRI: adepta-

dores de DNA conteniendo la secuencia reconocida por la énzina de

restriccibén Eco RI.)



incorporada en loz tiempoz 0 y 90 minmutos de reaccidn. Eszte
procedimiaentse =2 realizd determninando la radiaﬁtividad incorporada
er alicuctaz de 2 J1l: secada= en filtros DE &1 (Whatmarn) vy lavadas
de radiactividad libre (& veces duramte © min. cads vez cot NazZHFO4
0.5M, 2 vecez durante 1 min Corn aguat ¥y una vez durante un min. con
etarncl). Se utilizd Toluerno-PPO como sistema d= &entelle@ ligquide.
El cDNA se precipitd comnm acetato de sodic ¥ etanal de la manera va
descrita. La pastilla == resuspendid en S0 Hl de NaQH 0.1M, =e
incubtdd a 6000 durante 1 hora pars hiddrolizae €1 RNA v la reaccidr =
reutralizd aareganda 10 pl de HCL 0.5N v 2 il de Tris-HCLl 1M

PH 7.5, El ¢DNA =& purificd por cromatografia de exclusidn
molaecular en Bio Gal ASM (Bio-Rad)s lan colunmna e presaturd com Z5
3z d= tRNA v &2 utilizsd como eluyentes urma salucidrn de Tris 20mM

FH 7.4, Nall 10mM vy EDTA 0.1mM. Sz colectaron fracciones de 225‘p1
y =2 estims la radiactividad en alicuctas de Tl d= cada fraccidn.
El material del pico de cONA radiactivo se precipitd con acetato d=

sodic v etarnel.

0
W
H
i
e
>
o
i
[Tt
(2]
[t}

de la sceaurda cadena de DNA complamentario,

La sintesiz del DNA complemstitaric de doble cadema (dzcDNAY s
llevd a cabo utilizando la DNA polinmeraza I vy la Transcriptaza

Reversza dJd=l viruz dse la mieloblastosiz dz 1a (AMVRT) . E=zta=

ul

ave

"

doz enzimaes =& utilizarorn e forma congecutiva para favarecer la
sitbesiz completa de la segunda cadena de cDNA.

La reacsidr corn DNA polimeraza I se llavd a cabo en ur valumnern de

19
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12 ) contenierndo Hepes 40mbl pH E.%, MallZ SmhM, E-mztcaptacstanol
&mM, KCl1 70mM, dATF, dCTF, dGTF y dTTF 0.1 mM casda uno, Sang/pl de
DNA complementario de una sols caderna (s=cDNA), €0 uridades de DNA
polimerazsa I por Ha de =scDNA v IE‘HCi de & [JIZ2=-FPIdATF (3IN00
Ci/mizl). La reaccidrn fus xngubada durarte 1% horas a 14¢C. Fara
determinar el rerdimienta en la sintezsizs de la szqunda cadena de
¢DNA, =se tomaror alicuotas de 0.5 kil en los tiempoz 0 vy 15 horas v
ze determind la incorporacidm de marca radiactiva de la manera
descrita. El d=cDNA s extrajce una vez con fercl-cloraformo~alcokcl
izcamilico, uma vez con cloroformoc—alcohol iscamilice v e purificd

mediants cromatoarafia de exclusidn molecular 2 Bio-Gel ASM de 1z

14

mansra descrita. Laz fracciormes en donde eluyd el picoe de cDNA =
precipitarcoh corn acetatos de sodio v etarnocl.

La reacclidn para comeletar &1 4d4=cDNA =& llevd & caba ern um
voilumen dz 10 pl cotteniernds Tris-HCL S0mM pH 2, MaCl2 SnM, KO
S0, DTT Z.4mM. dATF.dCTF, dGETP v d7TTP 1mM caoda wuo, 400 ra de
decDNA v 4 unidadez de AMQRT. La resccidn =& irncubd a 42,.5°C
durants F0 minutcz ¥ s& pard zgregando ERTA 204009, El dzcDNA zs
extira)o ura vez con una mezcla de ferol-clorcoformo v S22 precipitd

cor un vValunen de astato de anmonic 4M vy 4 vedunestes de etarnol,

by

.3 Digeztidr del dscDNA corm ruclexsas S1.

fa cantidad adecuada de la nuclieasa S1° (110 w/ul, Amersham} Para
dig=rir el asa tarminal del dscDNA == determind incubando cantidades

variables de enzima (1.0, 2.0, 4.0, £.0, 16 y 32 unidades de S1)
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con 4rg de d=cDNA v S pa de tRNA come sustfa;ﬁiﬁdF f%a¢cé¢nieﬁ
Fresemcia de NaCl 0.2M, acetato de sadia EUEM.PH 4.5 Q-EECIE SmnM.
L=z reaccio%ez Freviamsnte equilibradazs a.35°0.s; itcubarorn con la
erzima duramte 30 min. a es=ta temperatura. La'mégnitud de la
hidrdlisis de=l DNA fus deterninads por andlicis electfoforético dez1
dzcDNA etv condiciores desnaturalizanteg. Para tal efecto ze utili=d

=,

un a2l de agarosa alealinmg (agarcesa 1.5%2 pesca/volumen, NaOH J0mM.

-

EDTA 2ZmM) e &l guz == corrid el ¢DNA y un marcador de pesa
molecular durarnte 16 h a S0 volts. Las banrdzz radiactivas fueron
visualizada=z por autorradicgrafia (fig. ).

Una vez titulada la rnuclezsa S1, 21 d=cDNA restamte == digirid
con la enzima & una concertracidén de (0.4 umidade=z por microaramo de
tRNA, extrapolardo laz condicionse=z amteriores ¥ en wn valumen final
de 0 Hl‘ Alicuctasz de 10 Ml fuaraon tomadas aen 1oz tienmpos G y 30

min, oz reaccidrn ¥y = an

m

lizaromn electroforeticamette dae la forma

H
m

1 d=cDN

>
0

dezcritas (Fia. <4). e extrajos coanrn ferol v =2 precipitd en

preszcia de 2tanol vy acetato de amonio.
F.4 Metilacidr del cNA en loz sitioz de restriccidn EcoRI.

Loz =zitios de restriccidn reconocidos Ear le enzima EcoRI.
presentes demtro de las Secusrncias del cbNA, fusrom proteaidos
medizmte la metilacidrs con la enzima Metilaza de EcoRI vy S-Adernczil
Metiominma. La reaccidn ze llevd a cabeo en un volunen final de 2541
en presencia de Tris-HC1 100 oM pH &, EDTA 10 mM. S-Adenosil

Metionima 80 mM vy 160 unidades de enzima por 1002 e de cDNA. L&
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| ‘ |  ’

1 2 3 4 5 617 8 9

Figura 3.  Titulacidén de 1a Nucleasa Sl.

Los productos de digestidn con la nucleasa$Sl fueron anali-
zados en un gel de agarosa alcalino (ver secc. 3.3):
Carriles #1 y #9: DNA de A digerido con HindIII, utili-
zado como marcador de peso molecular.

Carril #2: dscDNA de YM
Carril #3: dscDNA de YM
Carril #4: dscDNA de YM
‘Carril #5: dscDNA de YM
Carril #6: dscDNA de YM
Carril #7: dscDNA de YM
Carril #8: dscDNA de YM

2 unidades de 51 /4g de tRNA
4 unidades de 51 /ug de tRNA
8 unidades de S1/ug de tRNA
.6 unidades de S1/ug de tRNA
2 unidades de S1/ug de tRNA
4 unidades de 51/ yg de tRNA

+ + 4+ 4+ + +
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Figura 4. Andlisis del dscDNA de YM,digerido con la -’
nucleasa S1, en gel de agarosa alcalino (secc. 3.3)

Carril #1:
Carril #2:

Carril #3:

DNA de A digerido con
como marcador de peso
dscDNA de YM antes de
nucleasa Sl1.

dscDNA de YM digerido
durante 30 minutos.

Hind III utilizado
molecular.
ser digerido con la

con 0.4 unidades de S1
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reaccidn s 1ncubdl s 3790 por &0 min. ¥V se inactivd por adicidry de

SDS al 0.25%.°
S;E.Adici&ﬁ'de adaptadoresz de EcoRI a los extremos del cDPNA.

Con.el abjeto de obterner moléculas de d=cDNA con extremnmoaz Facoz vy
'5usﬁepfib1es de ser ligadaz pazterormente a loz adaptadorez de
EcoRI. lo= extramos del d=cDhNA se polimsrizarorn conn 10 umidadss
del fragmento mavaor (Klemow) de la NA polimerx=z=a I, en wun
volumer de 20 gl an presencia de NaCl S0mM, Tris-HCGL 10mM
pH 7.5, MalZlz i0 mM, DTT imm, dATF, dCTF, d&GTF v STTF 40 mM.cada

wUros la reaccicr =e incubd durarnte &0 min. a temnpaeratursa

D .

ambiente. Fostericrmente 21 cDNA s= extralo con fenol v se

precipitd er presencia d

14

acetapo de= amonia ¥ etancl.

Loes oligomucledtidos contenienda la zecuencia nucleotidica
recorocidae par la emzima d= restriccidén Eco RI (adaptadorez de=
Bio-tak=z) == ligarom & lo= extremcz del dscDNA utilizando ia gnzima
DNA ligaza de T4 (Anzrshan) =n prezemcia de ATRE 2, DTT Z0nm.
MaCl2 10mM, Trizs-HCL 30mM pH=s7.5. v 10 unidade=z de aer=ima.

La treaccidn fue incubsda & 1620 durarte 15 b oy & continuwacidn la

enzimg se inactivo por calsmtamiernto a S50 durarte 15 minutos,.

3.¢&. Digestion d=l1 cDNA com la enzZima de restriccidr EcoRI v

wuriide &l pliadzmido vector.

Fara obterer moléculas d= cDNA susceptibles de ser ligadas al
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‘extiremos cohezivos er el cDNA

vectar d= clomacidr, S= generaron.

mediante su digestidn con EcaRI. Lajreacci&n g2 llevéd a cabo et um

v lumer de &0 can'su'Gﬁid&ééé_d;'gcaﬁls er precercia de
espermntdirng 4mM y amértigu%édf ae ﬁlﬁéﬁancentracidn de sal (HS =
NaCl 100 mM, Tris—HCi 10mM pH 5, MaCl2z 10mM, DTT 1mM), & 3720
durante 2 . Los adaptadorez de E:oﬁl na ligados &l cDNA fusron
alimninados de la preparacidon utilizamdo cromatﬁgrafia de exclusidn
cmolecular (Bio Gel ASM): el cDNA se precipitd e prasencia de
‘clorure de sodio v ‘etar‘nc-l. |

Se ubkilizéd el plézmido pMTZ21 (ver rezultados) ﬁoma vector para la
construccidn del banco de cDNA ‘del rotavirwzs YM. Aproximadamnemt=z 10
M2 del plazmide fusron digzridos con 30 unidades de EcoRI durante
2 k& 37°C v los arupozs fo=fato d-; lo= e'xt.r'a‘rn-\:-s S' g2 eliminarck:
utilizando la enzima fosfatasa alcalina bacteriams (BAF) . Esta
reaccidén se llevd a cabe e presencias de Tris-HC1D 10mM gH .3 v 12
uridadesz de RBAF g &£5°C durantes &0 mirmumtos. El vector, lusgo d= =sv
extraids con fenol v precipitado er p;ezenc1a dz acetato de zodic v

stamal se separd del vector mo digerido. mediant

13
m
-
1
t
ot
=
]
—h
I-

13
U]
s
1
I_I_l

aanroza de baJo puntc de fuzidén (Z2czc, 4.35.)
Aproximadaments S0 ra del cDNA fuzrom liqgQadoz & &00 3 de[ vector
FMTZ21 digerido core EcoRl v defosforilado. La resccidrn =e realizd

bajo lazs condiciomes descritaz =mn la zeccidn 3.5,

F.7 Transformacidn de Ezcherichia coli MD1061 con los pl&smidos

treconbirartes.

La capa d= E. coli MCLIOE&L [72) 2= hizo competenrte pars su
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condiciomes:
>

30 ml de medic liquido de

Luria iﬁggna.lzgigktFattd de

levadura 0.5¥, NaCl 0.5%; pH 7.2 con NaOH) fuerorn inocculados com
0.2 ml de un cultive bacterisrmo crecide hasta su fase estacionaria.

El cultiva fus ;retida & 37°C con agitacidn hasta wurna densidad

W

dptica (S50 tw) de 0.5 vy fue enfriado en higlo duramte 10 min. La
c2lulas s= colectaron por centrifugacidn & SOM2 repm durant= 10
mir. a 490 en el rotor SS534 (Sorvall) ¥y B2 rezuspendieron
suavensnte en IS5 ml de CaClZ frio dornde se mantuvieros durante 15
min. en hielo. Fo=ztericormnente las ceélulas =e colectaron por
caenhrifugscidhn de la marers yva descrita v se dejaron e hielo dz 30
mir. a 24 horas. A 200 pl de2 celulas competentes =e le= agread
=1 DNA tranz=formamts (o mas de S0 na de plazmidoe por cada ZO00 pil

de cflula=z), == incubd 30 min. e hislao, 2 min. a 42°C, vy =

[14]

Fpasd rusvamaente o hiielo durente 1 o 2 pirctozs mézs. Finalmente, ==

agrzgaror Q.2 ml de medic buria v las bact = incubarcor & 37eC

(]

™1

W
n

dutrarte 45 mit. Fpara pernitilir s recupsracicrn., Las células
tramsformantez fusronm ssleccionadaz en cajaz Petri corterlendo
Luria-agar (Luria + a&azr 1,949 adicionado con amFricilina a urna

cormentracidn de 100 ug/ml.

4. Busqueda de clonaz qus contisenen secysnciaz de VPR3 v VFRY

e el barnco de cDNA del reotavirwus Fporcine YM,

La identificacidm de clonas recombinantes ze hizo mediante I
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tipas de hikridacic Meteraloss utilizamds clonas

rotiv Yyt uma hibridacién homndloga

de cDNA del

utilizando’ cDNA ‘del robaviris YM.

4.1, Tdemtificacién deiclonas de cDNA de los geres 4 y ¥ del

rotavirds{YM~#ok-hiﬁridaclénfCOﬁ“cDNA dz los seamentos 4 ¥y ¥ d= RNA

del rotaviruz SA11.

0

Fara la bldsqueda inicial de ¢lonhaz conteniendoe secushcias de VP
e el banco de cDNA de YM; se ytilizaron como sorda los irsertos de
los pléazmidozs pSR4-2 vy pSR4-4 del rotavirus de simic SA-11 {611
{ver resultados), mientras que para la blsqueda de clonas
corteniendo zecusnciaz de VP77 =& utilizd come zonda =1 irmzerto de la
clora pPSRY-£9 del rotavirus de =imio SA-11 [60] (ver resuwltados).

El material ut.ilizz;dca como sorda =2 marcd radicactivamsnte
maediante =1 mitodo comocido come “rick-translation” (651, Exzts
métoda consiste o manrcar =1 DNA de la sonda con gucleﬁtidmz
radiasctivaos util:zanﬁm simultadnsamentse las erzimaz DhNGsz I vy DA
rolimeraza I. La=z reaccionzs se llevaraon a cabo en ws volumer
d= 10 pl conteniernds 200 ma Jde DINA, Tris-HC1 SUmM'pH_7.5,

Maciz 16 mM, DTT 1mM, acslativa 0.1 ma/ml. dCTFR, JdETR, JdTTF ZO0WNM cada
uries T aCi de £ [F2-FIJATF (3000 Ci/mMoll). 4 wunidadsz de DNA
polimerasa I yv 0.25 Fl de uria Jdilucidr 1:50000 4de DNA=aI (1mas/ml):
la=s reacciormez s incubaron a 14¢C durante 3 h y == pararon

agregandoe EDTA 0.01M vy SDS 0, 1%. Los nucledtidos o incorporados

14

fusron elinirados de la preparacidn mediante cromatcoarafia d
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excluéién en'Seﬁhadex G-50.

AFprosximadamnentse 400 colanias de]xbanco de cPNA de ¥YM e samnbrarooes
por triplicads en filtro= de nitrocelulosa (Schleicher % Schusll)
sobre cajas de Fetri contemiendo medio sdlido de Luria adicionado‘
cor ampicilina (100 pasind) y e insubarorn a 3I7°C durante 12 k.

Lo coplia de cada cajé Se guardd come copia maestra. y las otras 2
copiaz se hibridaron con la sonda para €l seahento 4 v el segnento
P, raespectivamshnte. Fara lizar laz colomiaz y fijar el DNA., loz
filtros de nitroceluloza s2 golocaron una vez durante S min.

ccbre urn papel filtro conmteniendo NalOH 0.SM y Nall 1.5M, vy doz veces
durante S min. cada wvez sobre um papel filtro contenienda

Trizs-HCI 0.5M pH 7.5 vy NaCl 1.5M. Loz filtroz se secaron &l aire’y
=2 horrwearon durante 2 koa 700C, Loz resztoz ceslulares s= 2liminarom
médianta el lavado aen doz gocasiome:s cor SSFE 2K (SSFE 1RK:

Natl .12 M, NaHEPD% 140 M, NaZEDTA 1mM, pH 7)), vy una ves can

SSPE TH.

Loz filtros se prehibridaron durants 2 b, ; temnparatura ambiente
= 12 ml d= me=cla d= pretibridacidn (58 SSPE. 1H =olupgidn de
Derhardt {G.02% Figell, 0.02% polivinmilpirrolidona, 0.02% zlbeamins

=&l mden

1d

sé&rica bovimal, 0.3% SDE, 175 ua/ml DNA de esperns d

{zsomicado v deshatuwralizadol, formamida desionizada

n

0%) &

tepperatura ambiente. La conda radicactiva del segmento 4 & 'F de
SA1l, == deshmaturalizd por ebullicidrn durante 10 mirn, v ze hibridd
con los filtroz correspondientez a temperaktura anbiente, 2n &€ ml de

mezcla de prehibridacidn, durante un tiempo equivalente al valor de

2 Cotl/2 [&&]. A corntinuvacidn loz filtros fusron lavados wha vez
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cotn SSFE ZN v 4 veces corny SSFE 0, 2K durante 1S min cada vez, ze
envalviero: arn pladz=tico v se expusizron a pelicula Kadak (H-Qmeat)

carn un& Frantalla durarte 12 horas a -70°C.

4.2 Equivalencia génica entre los zegmarntos de RNA 4 v ¢ del

rotavirus de simic SALl v del rotavirus parcina YM,

La equivalencia génica entre ioz segmnemntoz 4 y & de SAll v d= YM
s khizo mediarnte wuna hibridacidn heterdloga entre ceamsntoz de RNA
dz YM y clomas de cDNA de loz seamentoz 4 y @ de SAll (Secc. 4.1).

Loz 11 segmermtoz ce RNA de YM fusron aizladoz mediatite
alectroforezis an un g2l de acrilamida [ 10% (peso/vol) acrilamida,
0.252 {pesc/vol) bizacrilamida 1 de 12 gom d= largo utilizando
amortiagador Tris-glicina como solucirdn de corrida (2.4 a de Triz
base, 11.5 g de glicina/s 1 de =alucidnd. Se carga}on ety =1 asl

aproximadansnte 3 pg de RNA. v la =le

il

troforezils == corrid 100 @A
totales durarnte 1& K. Loz geles s hiMzron core Bramnura de

stidic (1 pasml =n a3ua? v las kandss d=s KNS viral fusron
vizualizadazs corm luz ultravioleta de ornda larga. Cory urn pisturd =e
cartaron laz 11 difersntes bardas. =e picaron fimamente vy =1 RNA fus
eluido e 1.5 ml d= NaAc 0.6 M, Tris-HCl 0.1 M, EDTA Zmb, tRNA

=1 Ha/ml, FH 7, con agitacidn durante 2 diaz & temperaturs ambiemts.
El RNA =s& precipitd con etarwol vy s raesuspendid en solucidn
amortiguadara TE (Trie-HCI 1€ M, EDTA 1mM. gH 7.4). La
recupsracidn de lao= 11 segmantoz de RNA =2 estind por electroforesis

et 9=l de acrilamids 10% bBajo lazs condiciones mencionadas. (Fig. 35)
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1 2 3 4 5 6 7 8 2 10 11 12

Figura 5, Apilisis electroforético de los 11 segmentos

de RNA purificados del rotavirus porcino YM.

Carriles 1 al 11: segmentos 1 a 11 de RNA de YM
Carril 12: RNA genémico de YM.
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Los seémentgs 1; ﬁ; 3 v 4 de RNA de YM fueron deszmaturalizado=
corn DMSO (zecc. 2.1) v se fija?on e Filtras de mitrocelulesza
(Schleicher & Sebusll) humedécidns en SSFE 203; los filtros se
hornear&n, prehibridaron € hibridaron con la sonds del sesnesnto
4 de SA-11 como se describe en la secc. 4.1, pero adicionando a la
maezcla de prehibridacidn bentornita &l G.1% como inhibidor de RNAzas.
{(fig. &).

Los seamentozs 7, & v @ de RNA da YM ze fijaron a filtros de
nitrocelulosa de la manera descrita en el parrafo antericr v se

hibridarcon con la sonda del ssamento 9 de §A-11. (Fig. 7).

4,3 Hibridacién ham&loaa dae clormas del banco d= cDNA del
roetavirus YM corr zecuzncias de cDNA dz2 los gemnes 4 y 7 del rotaviruzs

¥YM.

La preparacidn de plasmido de laz clonmas pYM 4-1, pYM 4-Z2, pYM
4=3, pYM F-1 v pYM -2 == hizo sigauienda &l protocolo que 22
dezcribe a comtinuacidnm:

100 ml de medio liguido de Luria adicicriado cor ampicilime (100
pa‘mly fusron iroculades can 1 ml de cultivo Ea:teriaﬁﬂ Crecidn

hasta =zu fazs eztacicornaria. El cultivo =& incubkd a I7°C con

]

aqitacidik hasta urma denszidad Sdptica (550 tm) de 0,53 entances

0]
i)

le agregd cloranfemicol (100 uasml) vy se incubd durante 12 .

&= con agitacide., A continuacidn el cultive zs enfrid durante 10

3

min e hielda vy las cdlulazs fueror colectadazs por centrifugacidem

a S000 rem dutrants 10 min & 4°0 en el roator SS34 (Sorvall)s la
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Figura % .
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pastilla celular =2 rezusrendid en 2 ml de amortiguador de sacarosa

(sacarosx 10%, Triz-HC1 SO0 M pH .5, EDTA S0 mM) vy £

fr

Q&R T
400 pl de wns solucidn de lisozima (100 wma/ml en el amortiguadar de
SaCarosa)l; lusego de mezclar suavemsnte el material 2 ihcubd
durante 10 min a temperatura ambiente. La=zs célula= se
corm@elaron a -70°C y descorvaslarom a 37%C por dos oc&sSiohes
conzecutivas vy el lisado celular fue centrifugado et el rotor SWSS
(Beckmzar) a 40000 repm durante Z0 min,. Al sobrenadante se le
agread 1/2 volumen de clorure de litic al 20X (peso/vol) y un
volunmen {(total) de izopropancl, s congsld & -70°C y descon@eld &
tenperatura ambiente, El matetrial precigitadoe fue colectado por
centrifuaacidrn a 12000 repm durante 20 nin en el rotor S534
(Sarvalli vy la pastilla == lavd con etarol &l 704 frio vy =e
resusperndid en 0.5 mle de amartiguador TE (Triz-HC1 10 mM pH 7.4,
EDTA 1mM). El RNA gresente en la prepatracidn fue digerido cor 30
H3 d= RNAasa A (previamsnte hervida) durante i b oa 37°C. EX
matzrial ro disuslto se elimind par centrifugacidn duramte 5 min
& microcentrifuls (Eppendorfl. El =aobrernadante =e axtrajo cob
fercl v claraformo {(secc. 2} vy =1 plasmido fue precipitado con
etarml v acetato d= sodio.

Loz insertoz de laz clonas amtericorez za obbtuviercon digirisendo
lédsmidos con 10 unidades de la endonucleasa de

S M3 de estos

]
L

restriccidn EcoRI. Loz insertos =a sepatrarorn del vector mediarte

lectrofoareszizs e mini 9=l de agaroza de bajo punto d= fusider (Saa

L
[

gque) al 243 el ge=l se tifd con bromurc de etidio (1pg/ml en

agus). laz bandaz fuerorn visuwalizadas wtilizamdo luz ultravicleta d=
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onda largs y loz' insertos se cortaron com bizturi. El DNA de loz

insertos == rché;r¢ paf_fu5i¢ﬁ_de ia'agarﬁsa & 60°C duramte 10 mir
Y =4 extra&ci&ﬁltqn fercl v Clafafﬁrmo; e esta ocasidn el DNA
s= e#traio a&émé: core butarnal saturads con NaCl SM, Tris 10 mMm
prH 7.4, EDTA 1wM, para elininar el bromuaro de etidico presente vy
Iuzgo Se-precipité con etarcl y acetato de sodic.

Loz inzerto=z anteriores se marcaron radiactivamsnte por el mitodo
de "nick-tranmslation”, dezcrito emn la secs. 4.1,

L& Mibridacidn con clonazs del banca de cDNA s= llevéd & cabo de
marera similar & la descrita en la =sccidn 4.1, En eszta ocasidn
tantoe la incubacidenn de los filtrozs <o la sanda radiactiva ,comce el

lavado d= los mismos == realizaron & 42°0. (Fig. &).
4.4 AmAlizi= del tamafico de= lez insertos en las clonas de cDNA.

Los pladzmidoz de las clomas que disron sefal positiva 2n 1z
Mibridizacidn con &l seananto 4 del rotaviruz YM fueron digsridos
ot la endorucleasas de restriccidr EcoRI y analizadoz por
aelectroforasis en gsl de acrilamida [ SX (peso/vol) acrilamids,

0. 125X (peso/volumasr) bizacrilamidal vy wutilizando amortiguador TEE

(Triz~barato=z 0,029 M, EDTA 0.002 M, pH 8) camo solucidn de corrida.

Erm el gal s= incluyd urn marcador de peso meolecular coimo refarencis.
S. Secuernciacidr rucleotidica. -

La secusrciacidn de DNA se realizd seaim &1 método descrito por



Figura 8

. Hibridacién de colonias del banco de cDNA de

con cDNA del segmento 4 de YM.
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Maxam vy Gilbert (670, ,

Las frazamzntos de DNA a secuszsnciar éé Mar Caron. e el extreho 2!
de la siguiente marera: .

El DNA del.PlasmidD & secuerciar se digirid can uma endorucleasa
de restricciém convenierte (gereralmerte se utilizéd el =itio de
reconccimiento para HindIII localizado en el polilinker). Loz
extremoz genreradoz 5! sobresalientes e rellsmaron utilizardo 1
unidad del fragamermto mayor (Klemow) d= la DNA polimeraza I en
presencia de S FCi de oLI[J3Zz-pldATF (3000 Ci/mMol)y dCTF, dGTF, dTTF
G{DS mM cada unos la reascidn == incubd durante 30 nitwutozs &
tenperatura anbierte, s= le agrezad dATP 0.1 oM v == incubd gcr- 30
mir mass la enzima =2 inactivéd por calentamierto & 7020 durante
10 min. El DINA e sometid a uma seqaunda digestidn con &
endorucledsa de reztriccidn adecdada qua permitiera zeparar los
extrencz 3' marcados (gereralments =2 utbilizd =1 siﬁio d=
reconczinisrto para Sacll localizado en 2! polilinksasr). Loz

fraamentos marecados radiactivamente 2n unco de sus estrenos =&

0}

zapararaom mediante electroaforeszis e un asl de agar

i
4]
bl
[u8
1]
T
'
[
Q

Purto

o

e fusidm

o

1 2% v ge Jetectaron madiante autorradicgrafis cotoun

tigmpo de expozicidn de 15 mim. Laz

o
o

rdas dezeadaz €2 caortaraon
cor bisturis el DNA se extrajcoc como =2 meticiana enm la seccidn 4.3,
vy =2 precipitd una ver em presencis de etarnol v acetato de sodic vy

otra vez en presencia de etancl v acetato de amonic. La pastilla d=

=]
-4
D
L]
i
=
[\]
ul

usperdid e 110 Hl de agua Jdeziomizada vy == dividid = S

alicuoctas gue fusronm utilizadas par

o

realizar las cuatro reacciones

de secushciacidrn rmclecotidica descritas por Maxam y Gilbert (€7).
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L& técnica de secuenciacidrn de DNA descrita por Maxam y Gilkert
=z baszsa en la modificaciodn pa;cial y selectiva de bases mediante
ciertas reactives quinicos,. para luzgo romper el enlace
fozfo-diéster del rnucleéticdo modificado utilizande piperidina. Loz
fraamentoz del DNA cbhbtenidos en el pacso arnterior se separan en dos
aelez (S0 cm de larao y 0.75 cin de ezpezor) &1 6% de acrilamida -
bigacrilamida (19:1) y Urea 7M; el Milén ciarnol presernte en la
muestra se Fpermite que migre S0 y S0 om en cada gel. Loz asle=zs =se
sametett & autorradicarafia com pelicula Kadak ¥-Omat a ~70°0 cow
pantalla duramrmte 12 h o nmads =1 e= recesario.

Fara secuencigr tanto el extremo 5' como el 3' de alaunas clocnas,
fuz necesario subclonér las incertos de tal manera que exiétieraﬁ
sities suszeptitnlez de ser nmarcadoz @adiactivamente e anmboz
éxtremos. Corn tal fim 2= ezcindiercon los insertes del vector
utilizarndo la endonucleasa de restrﬁccién EcoRI, se purificaron s
través de agarosa d= bajo punto de fuzidh vy se genreraron extremnos=s
rasosz uktilizando la fraccidn Klercow de la DNA polimerasza 1. L=
inzertoz fueron ligades al vector pMTZ1 diaqerido con la andoﬁuclaaaa

de restriccidn_Smal vy tratade con fosfataza alcalina.



RESUL TADOS ' R

1.- Asigrnacidn @&mica de las proteinas de supetrficie VWE v VFP7

en el rotavirus YM. -

Cone se menciond yva en los antecedentes, e €l rotavirus de.simio
SA11 (utilizado como sistema modelo por varios gdrupos de
investigacidr), la proteina de superficie VPR &= codificada por el
segmenta 4, mientras que la glicoproteina VP77 estd codificada en el
zeamento 9 del gemcoma viral., Sinm embargo, en otros rotavirus se ha
encontrade que la glicoproteina VP77 puede estar codificada por log
seamentoz & & 9. Con ocbijetoa de conocer cﬁal es la situacidn & este
respecta aen el_rotavirus porcimo YM, se realizd una hibridacidn
lieterdloga (&n condicionss que permitieran hibridizaer secuencias con
wun 70% de homologidy) entre loz segmentos aizlados de RNA de YM y =1
cDNA de SAll, tal como ze describe en la zeccidm 4.2 de Materialez y
Métodos. Se encontird que e1 segnenta 4 de SA11 es.equivalente &l
zegmentce 4 de YM, y qu= =1 zeanernto 9 de SAll e= equivalerte af
seqamsttc 9 de YM, va que, como S muestrao e laz figdras & v 7. 1la
Fiibridacidn heterdloga rezulta positiva entre los segmnentos

mencionados.

2.~ Conztruccion del bance de cDNA, -

En la fiaura 2 sz musstra la estrategié utilizada pata la

sintesis del barico de cDNA del rotavirus porcino yM.
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Para la sintesis de la'-rimer- cadera d= DNA cnmplementar;u 1=
utilizéararn 3.5 Pa de RNA del rotavirus YM v la enzima Trarnzcriptasa
reverss del virus de la mielcoblastosics de las aves (AMVRT). EIl
rendimiento de sintééis en eszta reaccidn fue del 49.7%, esta €z, se
sintetizaron 1.74 p3 d= cDNA, determinades por la irncorparacidn de=
tR2-F1dATP.

F ra hidroclizar elVRNA del tetercodurlex RNA—CDNA, =z tratd Ia
muestira cotn NaOH v 21 cDNA =2 zepard del RNA dearadado ubilizando
cramatoarafia de excluzidn molecular e una columna de Rio Gel ASM
(Bio.ﬁad). De la columma <o recupsrd el £0X de la muszcstra, 1.045 H2
dee cD'NA. 7

El cDNA d= caderna sencilla (z=cDNA} fus convertido en cDNA de
cadema doble (decDNA) whilizardo la estructuyra de horquills que deis
la tramszcriptasa reversa en el extremo 3' del ==scbhNA, L (WY
Fu=sds =er utilizads por la DNA golimeraszsea I comno primero para la

zintesiz de la seaunda

Tt

acdema. Ezta reaccidrn z= llevde a cabo ¢

400 ra da

l"l

cDNA vy g2 obbuva urn rermdinizntos del 724, o sea, &8

i )

al=
da_dscﬁNA detetrninadoez por la irmcorporacidrm de ALIZ-FI1DATF. El
décDNﬁ e sepatrd de loE muclsdatidos no incorporados por medio de
eromatoarafia de excluzidr molecular e Bio Gel ASM, De e=zta
columma =e recuperd &l 602 o la musstra, o Ssea, 411 ms de dscDNA,
Fara aumetrbar la sintesiz cde la segunda caderna de DNA, ze hizo
urma segutda reaccidn d2 polimerizacidr utilizarmde lz erzima
Transcriphaza Reversa (AMVRT) . Ya Aue la actividad especifica del

decDNA sintetizado sra muy alta (3.8% pGi/mal, en esta segunda

treacacidry se utilizaron unicamente decxinucledtidos me radiactivoes,
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pdf.]o qu= la cantidad de DNA cintetizads no pudo ser monitoreada.

Fara obtener moleculas de cDNA dobile cadena unidas no
covalentemente es necezaric gliminar el asa de la horquilla formads
durante la simtesiz de la primera cadena de cDNA, 1o que ce logra
utilizarndo la ruucleasa S1. Fara determinar la cantidad adecuada d=
enTima necesaria para hidrolizar €1 DNA del asa, e tituld la
riiclessa 51 (Amersham) a comcentraciornes variablez de la enzima vy
wuna camtidad constante de cDNA (4 ng) ¥y tRNA (S Pg) comg susterato.
Loz resultados se musstrarn en la fiawura 3. Se erncontird qQue
wtilizandes 0.4 unidades de S1 por HZ d= tRNA el tamafic promadic de
las moleculas de chNA, analizado =r un gel deshatural izante,

zugziere gue el acsa de la horquilla =e

1]

Jismirnuye a la mitad, 1o qu

i
)

dJigirid v por 1o tatito =2 rampid la wurnidrn covalents entrse laz dos

adanaz de cDNA. Una vez titulada la enzima,. =1 dscDNA rezteante ==

Il

-

igi=

-
n

digirid extrapolatida las comdiciohez anteriorae=s. E [

slectrafaorédtica dael oDNA (2 cordicigrnes dezmnaturalizantes),. indica

i
c
in
ih
-
bl
[n}
il

e=o molecular promedico del material antss szt tratado con

-

rucleaza S1 2ra de aproximadamantes 1100 bazes. v despuds de la

digestiden 24 tamaddo promedic =e redulc a aproximadamernte GO0 bases
{(figa. 4).

ta clanmacidn de= S0 m3 de =DNA dzl rotavirus de cerdo YM se hizo
= 2l vector pMTZ21,. plésmido derivado de pBR3ZZ (E2) que carece de
1oz primercos 2520 pare=s de basez de ezte dltimo v tiene inzertads
uma regidn de enlazador maltiple (polilimker) con 10 sitics dhicos

de reconocimnistto para las ziguientez endorucleasas de restriccison:

Sacll, EcoRl, aval, SmaI, BamHI, Sall, FstI, EBglIl,
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Wbal v Himd ITII. El =itic de FPstl prezente en ¢l ere de la

ﬁ-lactamasa er FEBRIZZ no ze encuentra en pMTZi. Faras la ligacidr:
del vector com 2@ imserto, se utilizd urm exceszo de vector com

respectt &l inssrto e Una proporcidh molar aproximada de 4:1.

La cera de Escherichia coli MC10&61 =e tram=formd con lo=
plad=midos hibrideo=z y las bacteriaz trarsformartes e seleccionaron
e presencia de ampicilina. De ezta manretra == cbtuvo um bearnco de

cDNA del rotavirus porcitag YM, con arproximadamerte 16000 calomias.

3.- Identificacién de clonaz conmtaeriiendo secusncias de loz geres

d= VP33 ¥y VF7 d=zl ratavirus YM,. -

Ure de loz objetivos de la comnstruccidrn del barmso de cDNA del
trotavirus porcing ¥YM fuz =) dz tener cloras de loz getries qus

codifican para las dosE proteicnas de superficie del viruz: VFIR y VF7.

%) Hibridacidn heterdloas con sondas de SA&L11, -

ica primera blzqueda de recombimantsz e el banco de cDNA =2 Hiizo
= 400 colorias, utilizando sordas heterdlogaz del rotavirus de
=imio SA-11. Fara la identificacidn de clonazs conteniendo
secusmncias de VF7 se utiliza el inserto de la clona PSRY-£5,
construida por &l Dr. Carlos Arias, vy que contiens el cDNA comgleto
dzl gens 9, qu=s en el rotavirus SA-11 codifica por la alicoprotaina

de superficie VRP7 (&0). La selaeccidr de cloras conteniendo
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s;cuencias de VFE se hizo utilizando como sonda loz inzertos de lasz
&loﬁas FSR4-2 v pER4-4, construidaz también por el Die. Carloz Arias
¥y Ccaracterizadaz por la Dra. Susana Ldpez (61); ertre eztas dos
clonaz se encuentra treprezemtada cazi en sy totalidad el gene 4 de
SA-11,. que codifica para la proteima de superficie VR, L&
hibridacidr heterdloga entre YM v SAll se efectud en condiciconez que
petrnitierarn un 70X de homologiea, =t e=s, um 20Y de basez errdrneas
durahte la reascciacidr de la doble cadena. La zafal ragdiactiva en
laos filtro=s hibridadoz tarto con el segmertoc 4 como com el

seamnento 9 no fus muy buena ¥ya qQue las clormas positivas no pudieron

distirauirse bien de la sefal dada por el forndo,

B) Hibkridacidm tiamdloga Corn secusncias de Yh, -

Dados 1oz resdltado= anbiguoz obtenidoz  dz la hibridacides
Haterélaga entire =1 barmco de cDNA de YM y laz secushnciazs de cDNA de
‘SA11., =e tomearon 12 clonas que parzcian dar sefal pogitiva con =l
segmentc Dy 14 clormaz qus paracian der s=Fal positiva corn el
saamnento 4 de SA11, =ze agruﬁaVQﬁ & hibridzron com RNA Sz YM pars
idantificar loz szamertocz reprezentadozs e lozs plasmnidos
recanbinantes. G2 idertificaron asi 3 clomas conteniends secuenClas
del zeamesntao 4 del rotavirus YM (pYM 4-1, pYM 4-2 v pYM 4-3) v 2
claonas conterniendo imssrktos del S=gmnento Q‘de Y (pYM -1 y pYM
=2,

La =egaunda busqueda de recombivantez e 2] banco de cDNA ze hizo
tambier en 400 coloniaz utilizando cans sornda joz2 insertoz de las

clonas PYM4-1, pYM4E-2 v pYM4-3 por una parte, v por otra los
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irisertos de laz clornas pYM -1 v PYM 5-2, Esto permitid idemntificar

12 clonaz potitivaz para €l ssanerto 4 y 12 clomag positivas patra el

seamarta 7.

EH ccaziones hubo que hacer una Segurda e incluso una tercera
hibridizacidmn en &1 banco de chNA, para identificar clorazs qus
representaran Secuetciaz de loz extremoz S' y 3' del aere 4.

£1 tamafic de loz insertos de cDNA contenidos en las clomaz del
sagmento 4 de Y Fus deterpirnado por el ardlisis electroforético de
los productos de la digestidn d= los pladzcEmidos de estas clonas con
la endorucleaza dz reztriccidn EcoRI. Se cbzervd qua el Ltamafo de

laz insertos variaba entrse 250 y 200 ph,

Las ¢cloras del segmantcs 9 de YM fueron analizadaz vy zecusnciadas

par 21 B.F.B. Albarts Rulz, como um proyveacto independisnte [&791,

4.- Secusncia nuclesotidica de difersntes reqionez del gens 4

del rotaviruz de cerds YM,

Eri la figura ¥ ze ilustran loz inzertozs ds laz clomazs de cDNA
seleccionadas para obberer la secusncia parcial del gens 4 de YH.

L uiricacidm de

[

8z rezigprnes secuernciadas respectoc al azne
conplets de VRS se facilitd al compararla cot la secusmcia reportada

Para

g

1 a=hne 4 del rotaviruzs de simio SA-11 [£1].

La figura 10 mueztra’ la secusticia rucleotidica parcial del gene 4

del retavirus porcinoe YM obtenida en el presernte trabaico. Eztosz
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Figura 9. Clonas de cDNA del gene 4 de YM.
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Fig. 10

Secuencia nucleotidica del segmento 4 de YM comparada con otras
secuencias ya reportadas. La linea punteada indica region de
homologia con la secuencia de S5A1l, mientras que la linea discontinua
indica la regién no secuenciada de YM, )
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™ C4B6 RRV RV5 SAll
™ 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 1, Porcentaje de homolugia entre las secuencias

nucleotidicas de los genes 4 de las cepas de
rotavirus YM, C486, RRV, RV-5 y SAll.

lores reportados para el segmento 4 de YM se

51

Los va-

obtuvieron comparando unicamente 1la regién se-

cuencigda en este trabajo.
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rezultados fusror cbﬁééfaﬁaélcéﬁjs%tgenciés teportaaas de Qenes qQue
codificam para VF3 eﬁ-atrézlfdtavirué'chD san el rotavirus de sinmio
SAl11 [&1), el rotavirus Humaho RV45‘[621, 2l rotavirus de wmorno
rihezus RRY (631 v el robavifus bﬁvina Cc43&6 [&4]1. Es importante
sefFalar que aproximadamente €l 10X d= la secusncixz presentada del
gz 4 del rotavirus porcine YM fuse chtenida por el Bicl. Pedro

Romera, em €l laboratorio del Dr. Carleos Arias.

El tamafo repotrtado para los genezs 4 enr rotavirus ez de 2362 pb:
i Se asumne que acte gaens es de igual tamsfo ern el rotavirus porcino

¥YM, emrmtonces pusde decirse que en este trabajo =ze loard

m

sacuesnciar el 76.12% dal gene 4 de YM, o s=a, 1778 de Z3E2 parez ds=

14

r

AEEE.

Al camparar la secusncia ruclectidica cotpmcida del gense 4 del
ratavirus YM con laz obrazs secusnclas yva menciotadas. se enconbrd la
Fomolagia mas alta (75.13%) ermtre 2l rotavirwus YM y =1 rotavirus

- C4Béy . an - orden decrecistte de Romolooia ls =iausn 2l rotaviruz SAll

n

(74.92%), =1 rotavirus RRV (74.08%) v por Gleime el rotavirwus RV-5

(70.07%) (Ver Tabla 1),

Er la figura 11 s= prezenta la secuencia de amincidcidozs de VP3
deducida de la secushnicia rucleotidica de las regionss conocidas del
segmento 4 d= YM, y comparada con la secusrizia de anincédcidesz de VRPE
de los rotavirus SA11, RV-5I. RRV ¥y C486.

Dado que la mayor parte de leoz cambicz en la zesuencia,
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™ c486 RRYV RV-5 SAll
™ loo 82.32 80.80 72.05 82.65
C486 100 83.50. 69.84 96.90
RRY 100 71.00 84.53
RV-5 100 70.87
SAll - 109

Tabla 2. Porcentaje de homologia entre las secuen-
cias de aminoAcidos de VP3 deducidas de las .
secuencias nucleotidicas de los genes 4 de
las cepas de rotavirus YM, C486, RRV, RV-S
y SAll,
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nucleétidica se ubican en la ggrcera Fpocicidn de los Lripletes
codificadares, la homcalogias er s=cuerncia de amingidcidos ez mavor que
la encontrada patra la secusncia ruclectidica. Al comparar la
secuserncia de amincdcidos de YM con laz otraz secuencias reportadaz
patra seamentos 4, =2 encontrd que la homologia mas alta

es entre YM v SA11 (SZ2.65), vy le =ziguen en order decreciente, el

w)y y por altimo el

rotavirus C486 (82.32X), €l rotavirus RRV (20,.80%
=

Fotavirus RV-5 (72,05%). Ver Tabla 2).
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DISCUSION
Azi1gnacidn génica de las proteinazs de superficie en &l rotavivrus

porcing YM.

Coma =& menciond em la introducgids, las dos pratéinas de la

apa externa de les rotavirus, VPR v VF7, =t4nm codificadaz por los
Fraamentoz de RNA viralez 4 v € & 9, rezpectivamnasnte. Ern eszte
trabajo se presents evidencia experimantal (mediante hibridaciornes
heterdlagas) que indica que &l segmento 4 de RNA del rotavirus YM
codifica para la proteirna de superficie VPR, mientras que 1la
Qlicaoproteina de superficie VF7 e=ztd codificada por €l segmenrnto ¢
3=l RNA viral. Esta situacidn ez anidlogza a la cbzervada en la
mayoria de to= rotavirus descritos incluyenddﬂal de =simic SAll, lo
qQue suliers wa conservacidn entre los tamafes relativoz de las

maléculaz de RNA y loz productoz protéicos viralas.

Tamafc gzl Banco de cDNNA.

Conma parte del preszaente trabajo ze consgstruyd un banco de cDNA
d=l rotavirus harcihm YM,., comntenisndes aproximnsdansnte 100090
calonmia=zs, con ingertoz promedio de SQ0 pb.

Lé probabilidad de obterer ura secuencia dz DNA especifica

representada en uns biblioteca gendmica pusde calcularse poyr la

sigquiente férmula:
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"

f =-proporciér fraccional del genoma en una reconbinante
unica.
N = mumero de recombinantes necesaias.

Conmsiderando que el gernoma de rotavirus tierns un tamafo
aproximnado de Z0000 gk, v que =1 tamaio promedic de lo= insertoz en

el barnco de cDNA == de S00 pb, terenos qQues:

Im (1 - 0,39
N = = 122 recombinantes
S H 10
i L 1= ]

)

2 ¥ 10 '

Sin embarzc, == inpartante comsiderar que la biblicoteca =z d

m

cDNA v de urn gerioma fracciomado, por 1o gue 22 antolis que 1a
Frobabilidad de clon%r loz estbrrencs de los seasmerntos aénicozs =
mencr s la de clonar regiones centrales. De bhecho, de acusrdo al
mttads de clomacidn empleado. ez practicamente inpozible obtener

clonas qus contergan los extremos de loz geres, yva gus el

n

Lratamiento con la nucleasa S1 eliminax &l DMA de una =ola cadena

Fresente en anbos extrencs de el decDMNAL
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Andliziz de la redsidn clonada del seamertc 4 viral,

La identificacienm inicial de clomas con secuencias relacichadxs
al seamentco 4 se realizd por hibridacidn com clanaz de cDNA dal

ceamentce 4 del rotavirus de simio SA11 [&1]1. Las colonlas su

i

dieran zefial pozitiva fueron corroboradas coms tales por
hibridacidm homdloaa con =1 segmento 4 d=1 RNA del rotavirus YM.

La zecuerncia muclectidica de las clonas caracterizadaz. vy el
aislamiento reciente de clonas no moazstradas e la fig. 9, reveld
que se tiene clornado el 84% del seamerto 4 de YM (nucledtido=z 1 -
2000). Actualmente ze estan realizando revazs hibridaciores con el
banco de <DNA que.permitan identificar clomas conteniendo el
axtremos 3% del gens. Ura alternativa para obtersr la secdsnciz
faltante del extremo 3%, ez mediante la secuenciacidn directa del

RNA viral uytilizando =1 método de terminacidmn emn la sinmtesis d

1
-
a

cadema de ceDNA mediante dideoxinucledtideoe=z, la enzima branscriptasa
reversa, Yy uno o varioz oliganuclaétidns'sintéticas.

Al alirear la zecuszncia iclectidica abtemida, v la deducida
pars amitcidcidoz, com otraz zecusrciaz reportadazs para =1 getie 4 an
log rotaviruz SA11, RV-5, RRV vy C42&, =a ergsombrd gz la hamolagié
va dzl 70 al 75% para nucledstidos, vy de 72 & 83X para aminciacidoszs,
comz =& nuestra en las tablaz 1 y 2. La mayctr honologia encontrada
er la secuencia deducida de aminma&idas se debe a que la may&r
parte de los cambios de nucledtidoz ocurren como sustituciones

silenciosas en la tercera posicidn de lozs codonss.
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Ly arndlicsi=z apreciative de_las regiornez compatradaz, irdican que
las variacionez en la secuencia esperada d= amircdcidos
aparentemente o =e encusehtran distribuidaz unifarmementé a lao
largo d= la proteina. sine que existen ciertoz dominmios de mavor
variabilidad {(v. ar. la regidrn d=l a&.a. S5& al 608) vy otros con
uria variabilidad mencar (a.a. 511 &l S53%). Se descaroce zi esta
=ituacidérn tiene implicacicnes furciornale=, pero las regiornes
FMipervariablez pudieran representar epitopezs especificos de
zaratipo, mientracs que las regionezs conzervadas podrian estar
comprometidas coiv domimiozs funciornalmente restrinQidoz & cambios.

Vale la pena mencionar que 1 rotavirus porcine YM parece cer
pet se Ut sistema muy interesante: eztudios recientez de
teutralizacidn cruzada muestran que antisueroz hiperinmunes contra
rotavirus YM fusrom incapace=s de neutralizar a rotavairus
Fertenaecientes a los serotips 1 a &, mientraz quwe Se observd udrne
mitiima reeutralizacidn cruzada del virwsz YM por antisusrozs contra
trotavirus haterotipicoz [(&9]. Egtos datoz sugieren fusrtemente gus

=1 virus YM represerta a ul Rusve zerotifpe sintre los robavirus,

Ferspactivaz para =1 dessarrolilo de uma vacuna conbtra roetavirus

1]

elaborada por imnaenieria gendtica.

Tradicianalmente, =1 dezarrollo de vacurnaz antivirales se ha
realizado con greparaciores d= virus vivos atenuados o virus
inactivados, lo que, cano =& menciord en la inmtroduccidn, puedes

carrear situaciornz:s colatetrals

o
"

no decseadaz.

.
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Las claomadz de VPZE amisladacs v cargcterizadas ern el presente
trabajo podréan ser utilizadas Fars =u exgpresidn en Ezcherichia cols
o er sistenxz de levadura, de manera analeoga a lo realizado con
SAl1l 52,59, El utilizar el si=temas de ¥YM coms modelo de
infecci1drs de rotaviruz es util gpue=s YM ez capdz de producitr diarrsea
en lechones, por lo gqus se pueden probar laz vacumas desarrol ladasz

ern el sistema homdloge,
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