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Resumen

RESUMEN

Rotavirus es la principal causa de diarrea en terneros, presentandose
principalmente entre la primera y tercera semana de nacidos. Ya que existen
muchos serotipos de rotavirus bovino en el campo, es importante prevenir estos
brotes, mediante la incorporacion de los serotipos predominantes en las vacunas,
para conferir una inmunizacion pasiva 6ptima a los terneros. Para ello, se realizo
la genotipificacion de cepas de campo de rotavirus bovino, que fueron aislados de
ranchos de cria en las zonas ganaderas mexicanas. Se muestrearon 26 ranchos
con episodios de diarrea neonatal, también se muestrearon animales que
estuvieron enfermos y que ya no presentaban sintomas y animales sanos como
control negativo. En total se analizaron 128 muestras fecales provenientes de
zonas ganaderas de 10 estados mexicanos. El 15.6% de los animales que
presentaban sintomas de diarrea neonatal resultaron positivos para rotavirus
grupo A. Estos animales se encontraban en un rango de edad entre 5y 42 dias de
nacidos, lo cual corresponde a datos reportados en la literatura (Holland, 1990). La
enfermedad fue hallada en 7 de los 10 estados muestreados. Un dato importante
para analizar es que animales cuyas madres habian sido vacunadas contra
genotipos G6,P[1] (vacuna comercial), fueron afectados por rotavirus de genotipos
G10,P[11]. Este grupo corresponde al 36.4% del total de positivos encontrados,
mostrando asi una vez mas que la proteccion entre genotipos es limitada y que la
vacuna disponible en el mercado podria no ser la mejor para el pais. Los
genotipos hallados fueron los siguientes: G10, P[11] (67%); G6, P[5] (25%); G10,
P[5] (8%). La informacion encontrada mostrd una relacion clara entre genotipos y

especie, ya que éstas combinaciones son las mas comunes en bovinos.

Se corrobord que la metodologia propuesta para la genotipificacion es adecuada

para los genotipos predominantes en México.
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Resumen

Se establecio la metodologia para realizar la construccion de baculovirus
recombinantes de los genotipos G10, G6, P[5] y P[11]. Se uso la metodologia de
clonacién usando el sistema Gateway® La construccién obtenida por
recombinacion fue transformada en células DH10®Bac de E. coli para obtener un
bacmido recombinante que contenia los genes de las proteinas de interés. Los
bacmidos obtenidos se utilizaron para transfectar células de insecto y obtener
baculovirus recombinantes que expresaron eficientemente las proteinas de los

genotipos G6 y G10.

También se describen las dificultades encontradas en el proceso de clonacion de
VP4 y se proponen nuevas metodologias para realizar eficientemente el proceso
de amplificacién del segmento 4 de rotavirus para los genotipos P[11] y P[5], los

cuales no pudieron ser clonados dentro del marco de esta tesis de maestria.

En conclusion, el presente documento permitid establecer algunos de los
genotipos de rotavirus circulantes en las zonas de muestreo del territorio mexicano
en el periodo comprendido entre noviembre de 2005 y junio de 2006; siendo ésta
la primera aproximacion para el desarrollo de una vacuna recombinante basada en
pseudoparticulas virales (PPV) que podra ser util en el campo veterinario
mexicano. También se explican las herramientas moleculares utilizadas en el
proceso de genotipificacion y de construccion de baculovirus recombinantes que
seran utilizados para expresar eficientemente proteinas de rotavirus que al
ensamblarse adecuadamente se usaran como principio activo de una vacuna

contra rotavirus que proteja eficientemente al ganado bovino de la region.
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Introduccién

Capitulo |

Introduccion

Una de las principales problematicas presentadas para los procesos productivos
de tipo pecuario, son las pérdidas econdémicas asociadas a enfermedades del
ganado. Dentro de la gama diversa de enfermedades aparece la diarrea, de la que
las principales victimas son las crias de bovinos, porcinos, ovinos y caprinos. Se
ha encontrado que la infeccion por rotavirus es la principal causa de enfermedad
diarreica en neonatos de bovinos y porcinos, encontrandose frecuentemente en

las heces de animales enfermos (Snodgrass et al., 1986, Holland, 1990).

Las vacunas tradicionales basadas en virus atenuados o inactivados, son
frecuentemente ineficientes e inseguras, ya que pueden contener contaminantes
patdgenos para los animales a inmunizar y pueden presentar reversion de la
atenuacioén o una deficiente inactivacion, lo que desencadena el desarrollo de la
enfermedad. Ademas, se ha encontrado que la proteccién entre diferentes

serotipos de rotavirus es limitada (http://www.aphis.usda.gov/animal health/

vet biologics/vb _notices 2004.shtml, con lo que la proteccidon brindada por estas

vacunas es restringida y especifica a unos pocos serotipos que no

necesariamente se han encontrado en el territorio mexicano.

El desarrollo de vacunas de Uultima generacion ha abierto el campo de
investigacion hacia el tratamiento de diversas enfermedades. Entre estas nuevas
alternativas, se encuentran las vacunas recombinantes y entre ellas las
pseudoparticulas virales (PPV), donde se utilizan las proteinas estructurales del
virus, sin material genético, dando como resultado estructuras altamente
inmunogeénicas y seguras (Fernandez et al., 1998). Para su produccion se utilizan

sistemas recombinantes, donde se expresan las proteinas que constituyen las

17



Introduccién

PPV, que bajo condiciones adecuadas se ensamblan en estructuras idénticas a
los virus nativos (Crawford et al., 1994). El proceso de ensamblaje asi como las
posteriores etapas de purificacion tienen alta complejidad y determinan la

economia global del proceso.

El presente proyecto tiene como finalidad la identificacion de los genotipos de
rotavirus bovino prevalecientes en el territorio mexicano y la utilizaciéon de esta
informacion para la construccion de vectores recombinantes que permitan la
produccion de PPV de rotavirus que puedan proteger eficientemente al ganado

bovino del pais.

18



Antecedentes

Capitulo 1l

Antecedentes
1.1 Diarrea Neonatal Bovina

La diarrea neonatal es una enfermedad multifactorial compleja de los terneros
recién nacidos. Clinicamente suele presentarse desde las 12 horas posparto hasta
los primeros 35 dias de vida y se caracteriza por excrecion de heces acuosas y
profusas, deshidratacion progresiva, acidosis y, en casos severos, muerte en
pocos dias. (Figura 2.1). En Latinoamérica, la diarrea neonatal de los terneros es
especificamente grave y frecuente, provocando importantes pérdidas econémicas
por morbilidad y mortalidad. La repercusion econdmica es importante ya que su
elevada incidencia (superior al 60%) implica tratamientos veterinarios, demanda
de tiempo y mano de obra. Ademas, los porcentajes de mortalidad pueden llegar a
ser importantes (hasta el 20%), asi como el retraso en el desarrollo corporal que

manifiestan los animales afectados (Odeon, 2001).

Figura 2.1. Terneros afectados con diarrea neonatal. En: www.ppca.com.ve

Los agentes etiologicos involucrados son variados, siendo los virus los mas

importantes. Rotavirus, coronavirus y varios enterovirus se hallan distribuidos
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Antecedentes

ampliamente en la poblacion bovina. Se ha encontrado que la accion de los virus
suele actuar como factor predisponente para infecciones bacterianas secundarias
(Holland, 1990). Los virus causan destruccion y atrofia de las células intestinales,
provocando disfuncion intestinal y mala absorcion de nutrientes, con acumulacion
de leche parcialmente digerida en la luz intestinal y aumento de la presion

osmotica que favorece el proceso diarreico.

Entre los agentes virales, los rotavirus bovinos del grupo A se encuentran
ampliamente distribuidos, habiéndose demostrado como el principal agente causal
de diarrea neonatal en ranchos de cria (Parwani et al., 1994, Reynolds et al.,
1986, Saif et al., 1996). El diagnostico etioldgico de la diarrea neonatal bovina se
basa en la deteccion del agente en materia fecal de terneros diarreicos y/o a partir
de muestras de intestino obtenidas en necropsias. En un estudio realizado por el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria de Argentina, INTA, se encontro
gue el 35.2% de las crias enfermas estaban afectadas por rotavirus del grupo Ay
gue éste participaba en coinfecciones con Cryptosporium y Salmonella spp,

afiadiendo un 9.4% a la incidencia global (Fig. 2.2).

Agente Infeccioso causante de Diarrea Neonatal bovina

m Negativo E Rotavirus
32,90% 35,20%

o Rotavirus+
Cryptosporidium
+Salmonella spp.

0,50%

o Rotavirus +
Salmonella spp.
0,50%

m E. coli K99+
0,01%

@ Salmonella O Cryptosporidium
spp. 0,90% 21,10%

m Cryptosporidium

+ Salmonella spp.
0,01% O Rotavirus +

Cryptosporidium
8,90%

Figura 2.2. Agentes etioldgicos asociados a la diarrea neonatal bovina en Argentina (2001). En:
www.inta.gov.ar
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Antecedentes

1.2 Rotavirus

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y posee 11 segmentos de RNA de
doble cadena (dsRNA). Estructuralmente esta formado por dos capas proteicas
internas VP2 (102 kDa) y VP6 (44 kDa) y dos proteinas de capside exteriores, VP4
(88 kDa) y VP7 (38 kDa), ademas de VP1 y VP3 que estan unidos al dsRNA (Fig.
2.3.).

Figura 2.3 Esquema estructural del rotavirus. (Adaptado de Patton and Spencer, 2000).

Las propiedades antigénicas del rotavirus (grupo, subgrupo y serotipo) estan
determinadas por las proteinas de capside VP6, VP7 y VP4. La especificidad de
grupo y subgrupo esta determinada por la proteina VP6, con base en la cual los
rotavirus se clasifican en siete grupos (A a G), de los cuales el grupo A es el de
mayor importancia epidemiolégica. Los grupos A, B y C han sido aislados tanto en
humanos como en animales, pero muy pocos rotavirus de grupos diferentes al A

han podido propagarse en cultivo celular (Shinosaki et al., 1996, Estes, 1996).

Para los rotavirus del grupo A se han definido diferentes subgrupos (SG), dicha
clasificacion se basa en la presencia o0 ausencia de distintos epitopes
inmunoreactivos que se encuentran en la proteina VP6. Se conocen asi el SG |,
SG Il, SG I+ll, SG no-l y no-ll, segun sean reactivos 0 no a anticuerpos
monoclonales especificos. El SG Il es el mas frecuente entre las cepas humanas
mientras que el SG | es mas frecuente entre las cepas de origen animal (Lopez et
al., 1994).
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Antecedentes

Las proteinas virales de la capside externa VP7 y VP4 definen los serotipos G
y P, respectivamente. VP4 es una proteina sensible a proteasa (P), mientras que
VP7 es una glicoproteina (G). Asi, la clasificacion de los rotavirus es un sistema
binario que distingue distintos serotipos de las proteinas VP7 y VP4 que son
determinados por su reactividad con antisueros monoclonales nuetralizantes
(Estes, 1996).

La poca disponibilidad de anticuerpos neutralizantes que reconocieran los
serotipos de la proteina VP4 llevé a la necesidad del estudio de sus propiedades
basandose en la secuencia nucleotidica del segmento 4 del genoma de rotavirus.
Asi pues, la genotipificacion es una alternativa para sustituir la falta de reactivos
inmunoldgicos. Hasta la fecha, se han caracterizado 15 genotipos G y 26
genotipos P de rotavirus, (Cardoso et al., 2000, Estes, 1996, Liprandi et al., 2003,
Martella et al., 2003, Martella et al., 2006, McNeal et al., 2005, Okada et al., 2000,
Rahman et al, 2005, Rao et al., 2000, Sereno et al., 1994). De los 26 genotipos P
conocidos hasta la fecha, solo 16 corresponden con serotipos conocidos. En
contraste, para el caso de VP7 existe una relacion muy clara entre genotipo y

serotipo.

Dentro de cada serotipo G, la homologia a nivel de secuencias de aminoacidos
es alta (91-100%). En cambio, entre cepas de diferentes serotipos es bastante
menor, llegando a encontrarse homologias entre el 55 y 82%. En el caso de la
proteina VP4, el grado de homologia existente entre secuencias nucleotidicas
pertenecientes al mismo genotipo es superior al 89%. (Cao et al., 1999, Estes,
1996, Gentsch et al., 1996, Sereno y Gorziglia, 1994)

En el caso de rotavirus A de tipo bovino, se han identificado por lo menos 10
serotipos G (G1-G4, G6-G8, G10, G11 y G15) y 5 genotipos P (P[1], P[5], P[11],
P[17] y P[21]). La mayoria de los genotipos de rotavirus parecen estar restringidos
entre especies, pero también se han encontrado transmisiones inter-especies.

(Khamrin et al., 2006). El virus completo puede ser transferido de animales a
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humanos y viceversa, pero en raras ocasiones produce manifestaciones clinicas
severas en el nuevo huésped (Rahman et al.,, 2005). De acuerdo a informes
previos, los genotipos G6 y G10 y mas recientemente los genotipos G8, P[1], P[5]
y P[11], han sido frecuentemente encontrados en muestras fecales de terneros
con diarrea a través del mundo. (Alfieri et al., 2004, Barreiros et al., 2004, Falcone
et al., 1999, Fukai et al., 2002, Gulati et al., 1999, Suzuky et al., 1993, Wani et al.,
2004,). Sin embargo, no existen estudios recientes acerca de cuales son los

genotipos bovinos prevalecientes en México.

[1.3 Vacunas contra rotavirus bovino

En bovinos se han administrado vacunas comerciales que contienen la cepa de
rotavirus NCDV (G6, P[1]) a vacas gestantes para proveer inmunidad a los
terneros recién nacidos (Barreiros et al., 2004). Aunque algunos autores describen
proteccion heterotipica, en la practica, la diarrea provocada por rotavirus del grupo
A ocasionalmente ocurre en terneros cuyas madres habian sido vacunadas.
(Barreiros et al., 2004). En la actualidad, en México se utliza la vacuna
Scourguard®3 (K/C) (Pfizer), la cual es utilizada en los ranchos para la produccién
de carne y leche. Esta vacuna es de tipo multipropésito y contiene cepas
inactivadas de rotavirus, coronavirus y E coli K99, ademas esta formulada con
toxoide de C perfringes tipo C y gentamicina como conservador.

(www.scourguard.com). Las dificultades presentadas por la aplicacion de vacunas

con genotipos no endémicos radica en que al no ser especificas, pueden
presentar deficiente 0 ninguna actividad inmunogénica posterior a la aplicacion
debido a que la eficacia depende de la homologia con los rotavirus nativos y a los

diferentes grados de virulencia de cada genotipo (www.usda.gov).

A pesar de que existen vacunas para rotavirus producidas de manera
tradicional, estas son frecuentemente ineficientes e inseguras. Desde el punto de
vista de obtencion a gran escala, la produccion de virus puede constituir un riesgo.

Primero, la infraestructura necesaria para producir virus potencialmente patdogenos
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es muy compleja y requiere de un estricto control. Ademas, el producto terminado
no esta exento de riesgos, ya que existe la posibilidad de reversion de los virus
atenuados o de una deficiente inactivacion, lo que puede resultar en la transmision
de la enfermedad. Otro problema es la contaminacion con otros virus que pueden
estar presentes en el sistema de producciéon. Un ejemplo es la contaminacion con
pestivirus, causantes de enfermedades graves en cerdos, ovejas, vacas y cabras

(Organizacion Mundial de Sanidad Animal, www.oie.int).

II.4 Las pseudoparticulas virales (PPV) como alternativa de vacunacion

Las PPV han sido utilizadas para inmunizar contra varios virus. Ensayos
clinicos han demostrado que PPV ensambladas de la proteina estructural L1 del
papilomavirus humano (VPH) pueden reducir la incidencia de la infeccion del VPH
y el cancer cervical (Koutsky et al., 2002; Villa et al., 2005). La vacuna Gardasil®
(Merck & Co. Inc), ya fue aprobada por la FDA para su uso en humanos (8 de
junio de 2006, http://www.fda.gov/bbs/topics/ NEWS/2006/NEW01385.html). Otras

enfermedades que son objetivo de las vacunas basadas en PPV incluyen
gastroenteritis (rotavirus y virus Norwalk), hepatitis C y malaria (Pattenden et al.,
2005).

Para el caso de rotavirus, las PPV son producidas al expresar las proteinas
estructurales del virus en un sistema recombinante, la mayoria de las veces
usando el sistema células de insecto-baculovirus (CI-BV). Estudios previos han
demostrado que la estructura tridimensional de las PPV logra una excelente
respuesta inmune humoral y celular de forma segura (Jiskoot et al., 1997). Para el
caso de PPV de rotavirus bovino se ha demostrado que los titulos de anticuerpo
gue se obtienen en calostro o leche después de vacunar a vacas prefiadas son
incluso mayores que aquellos obtenidos al vacunar con virus inactivados
(Fernandez et al., 1998, Kim et al., 2002). Otra ventaja adicional es que pueden
obtenerse estructuras polivalentes, que protejan simultaneamente contra varios

genotipos, de forma versatil y sencilla (Kim et al., 2002).
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[I.5 El sistema células de insecto-baculovirus (CI-BV)

La produccion de PPV para rotavirus requiere la expresion simultdnea de varias
proteinas virales y el complejo proceso de ensamble para formar la estructura
viral. Dentro de los sistemas mas utilizados se encuentra el sistema células de
insecto-baculovirus (CI-BV), que consiste en infectar un cultivo de células de
insecto con uno o varios baculovirus recombinantes que expresen el gen o genes
de interés, usualmente bajo el promotor polh. Este sistema tiene varias ventajas:
es un sistema eucaridtico superior altamente productivo, capaz de producir
proteinas con modificaciones muy similares a las de los mamiferos, y la

construccioén de los vectores recombinantes es sencilla.

El promotor de poliedrina (polh) de baculovirus es activado y fuertemente
transcrito durante la fase muy tardia de la infeccion, lo que evita que la expresion
de los genes heterdlogos interfiera sobre la produccion de los baculovirus, y que
exista poca presion de seleccion sobre el virus para mutar hacia la delecién o
inactivacion del gen heterélogo (O’'Reilly et al., 1992). Esta ventaja, sumada a la
posibilidad de trabajar con dos promotores fuertes en orientaciones opuestas para
generar altos niveles de expresion de dos genes diferentes, han incrementado su
uso en sistemas complejos. Dadas estas caracteristicas, en este trabajo se
construiran los baculovirus necesarios para la produccion de PPV en el sistema

CI-BV de los genotipos que resulten relevantes.

En el sistema de CI-BV es posible obtener diferentes estructuras de PPV de
rotavirus, dependiendo de las proteinas expresadas. Estas estructuras pueden ser
simples (expresion de VP2) o multicapa (VP2/VP6, VP2/VP6/VP7,
VP2/VP6/VP7/VP4) (Crawford et al., 1994; Labbé et al.,, 1991), pero pueden
obtenerse estructuras incompletas o con diferente morfologia. Dentro de los
estudios de ensamblaje, se ha encontrado que la formacién de la primera esfera
de proteina constituida por (VP2) es un paso importante para la formacion de

particulas estables. Luego, debe ensamblarse VP6, que es indispensable para la
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unién de VP7 y VP4. VP4 puede unirse a la estructura VP2/VP6 sin necesidad de
VP7, y viceversa (Crawford et al., 1994). Estudios previos de nuestro grupo de
investigacion han conllevado a encontrar condiciones de expresion de VP2 y VP6
gue pueden servir como punto de partida para el analisis del ensamblaje de las
PPV completas (Mena, 2004, Palomares et al., 2002).

El presente proyecto tiene como objetivo la identificacion de los genotipos de
rotavirus bovino mexicanos y la construccion de vectores recombinantes que
contengan los genotipos prevalecientes. Con estos vectores se podran obtener

PPV que contengan los genotipos G y P relevantes para México.
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Capitulo Il

Hipotesis
El conocer los genotipos de rotavirus bovino prevalecientes en México y clonar los
genes correspondientes permitird obtener vectores recombinantes que pueden ser

utilizados como vacunas recombinantes, y que protegeran de forma eficiente al

ganado bovino de la region.
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Capitulo IV

Objetivos

IV.1 Objetivo general

Determinar cuales son los genotipos de rotavirus bovino prevalecientes en las

zonas ganaderas mexicanas y clonar los genes correspondientes de VP7 y VP4,

IV.2 Objetivos especificos

Determinar la presencia de rotavirus en muestras de heces fecales de neonatos

bovinos de distintas zonas del pais.
Identificar genotipos de rotavirus bovino aislados de muestras de heces fecales,
provenientes de diferentes zonas del territorio mexicano con problemas de diarrea

bovina asociada a rotavirus.

Construir baculovirus recombinantes que contengan los genes de VP4 y VP7 de

los principales genotipos aislados.
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Capitulo V

Materiales y Métodos

V.1 Estrategia experimental

Se recibieron muestras de heces fecales de neonatos bovinos de diferentes zonas
del pais, afectados o no por diarrea neonatal bovina. Se identificaron las muestras
gue poseian rotavirus tipo A y a partir de las muestras positivas se establecieron
los genotipos predominantes. Con esta informacion se construyeron baculovirus
gue codifican para VP4 y VP7 de los genotipos encontrados. Estos genes fueron

expresados en cultivos de células de insecto.

V.2 Muestreo en campo

Se realizd0 muestreo en diferentes zonas del territorio nacional, en ranchos de cria
para ganado lechero y ganado doble propdsito, en colaboracion con la empresa
farmaceéutica veterinaria Biozoo S.A. de C.V. Las zonas de recoleccion fueron
establecidas al inicio del proyecto (Fig. 5.1) y se muestrearon animales afectados
por la enfermedad. También se muestrearon animales asintomaticos para
determinar posible presencia de rotavirus en animales sanos y para tener un
control negativo en el proceso de identificacion de rotavirus bovino tipo A. Las
muestras de heces fecales se recibieron en el IBtt:UNAM maximo dos dias
después del muestreo. Estas muestras fueron recibidas en contenedores con
hielo, luego se alicuotaron y congelaron a -70°C hasta su utilizacion. La
informacion completa de los ranchos muestreados fue recibida en el protocolo

establecido por Biozoo y que se encuentra en el anexo A.
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Comarca lagunera (Dur, Coa)

Aguascalientes

Acayucan, Ver

Altos de Jalisco
El Marquez, Querétar

o

6 Tizayuca, Hida

Tecolotill, Tabasco

Figura 5.1 Zonas del territorio mexicano definidas para la obtencién de muestras.

V.3 Deteccidon de Rotavirus grupo A

La deteccion de rotavirus tipo A en muestras fecales
se realizo6 utilizando un kit comercial cuyo principio es
un inmunoensayo cromatografico (Immunocard Stat
Rotavirus, Meridian Bioscience Inc, Cincinnati USA).
Este ensayo detecta la presencia del antigeno de
rotavirus en la materia fecal. Brevemente, la muestra
se diluyo en proporcion 1:15 en solucion salina que
contiene azida de sodio como preservativo y se dejo

en reposo por 30 minutos. Después se centrifugaron

STATY

CONTROL

TEST
—

ROTAVIRUS

SAMPLE

Figura 5.2 Tarjeta para
deteccidn de rotavirus tipo A

las muestras a 10,000 rpm por 1 min. Luego, se aplicaron 150 pL del liquido

sobrenadante sobre la tarjeta de prueba y se dejé que migrara sobre las zonas de

prueba y de control. (Figura 5.2). La muestra moviliza un anticuerpo monoclonal

contra la proteina VP6 de rotavirus conjugado a particulas de oro; el que migra a

lo largo de la membrana a través de las zonas de Test (que tiene inmovilizado un

anticuerpo policlonal de conejo antirotavirus) y de Control (la cual contiene un
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anticuerpo caprino anti Ilg-G murino). En caso de que el rotavirus se encuentre
presente en la muestra, se forma un complejo entre el anticuerpo de captura y el
conjugado anticuerpo monoclonal-oro que puede visualizarse como una linea color
rojo/morado. La linea de control asegura que la muestra haya migrado la distancia

apropiada a lo largo de la membrana.

V.4 Extraccion de dsRNA

A las muestras positivas para rotavirus tipo A se les extrajo el RNA viral utilizando
dos métodos: Extraccién quimica y un kit de extraccién de RNA viral (QlAamp®
viral RNA, QIAGEN, Westburg, Leusden, Holanda).

V.4.1 Método quimico

El método de extraccion quimica se basa en la extraccion con fenol y cloroformo,
con algunas modificaciones (Chomczynski y Sacchi, 1987). Las muestras de
heces fecales fueron disueltas en agua formando una suspension
aproximadamente al 20%, luego centrifugadas a 8,000 rpm por 5 min. El
sobrenadante fue utilizado para la extraccion del dsRNA viral, el pellet fue
desechado. Se tomaron 200 pL de sobrenadante y se mezclaron con 40 pL de
buffer disruptor (0.25 M Tris-Base, 0.075 M EDTA, 1.3% SDS, 0.68 M de NaCl y
1.3% de p-mercaptoetanol). Luego, se agregaron 200 pyL de fenol saturado a pH
8.0 y se agitaron las muestras en vortex por 2 min., luego se agregaron 200 pL de
una solucion cloroformo: alcohol isoamilico (proporcién volumétrica 24:1) y se
agito en vortex por 2 min. La mezcla fue centrifugada a 10,000 rpm por 5 min. El
sobrenadante se paso a otro tubo. Dependiendo de la cantidad de impurezas de la
muestra, se repitieron hasta tres veces los lavados con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico. Después del proceso, se agregaron 2.5 voliumenes de etanol absoluto
al sobrenadante y se agitaron en vortex por 1 min. La muestra fue dejada a -20°C
toda la noche. Luego, fue centrifugada a 10,000 rpm por 15 min a 4 °C. El etanol
fue desechado y se realizé un nuevo lavado con etanol al 70% y removido de igual

forma. Finalmente, el pellet fue secado en el evaporador centrifugo al vacio marca
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Savant® por 20 min., luego fue resuspendido en 20 pL de agua libre de nucleasas.
La concentracion de dsRNA fue determinada por absorbancia a 260 nm vy

aplicando la siguiente ecuacion:

[dSRNA] = Azgo * fg* (50 ng/pL)’ (5.1)
donde:
[dSRNA] Concentracion de dsRNA expresada en ng/uL
Azeo Absorbancia medida a 260 nm
fd Factor de dilucion de la muestra leida
" El valor de 1 unidad de absorbancia a 260nm equivale a 50 ng/uL de dsRNA o
dsDNA. (Sambrook et al., 1989).

V.4.2 Kit de extraccién de RNA viral (QIAamp®viral RNA, QIAGEN)

Muestra
Este kit fue diseflado para purificar RNA viral de

Lisis diferentes fuentes, entre las que se cuentan plasma,

suero, orina y otros fluidos corporales libres de células.

El kit combina las propiedades de unidn selectiva a
Unién

membranas de silica gel con las de centrifugacion (o con

un equipo operado al vacio) y tiene la ventaja de poder

Lavado . , rae
(Buffer AW1) procesar simultaneamente multiples muestras.

Lavado i ili 1A i
Butfor AWL) La muestra es lisada utilizando una solucidon especial

) 3 el 9 e - <= -

para este propadsito (Buffer AVL). Este buffer posee altas

3

propiedades desnaturalizantes que inactivan las RNAsas

y aseguran el aislamiento del RNA viral de forma intacta.

it

Elusion Brevemente, el procedimiento fue el siguiente: Se
agregaron 560 pL de Buffer AVL a 140 pL del

i <3

& sobrenadante de una solucion de heces fecales al 20% y
" RNA Viral puro

se mezclaron en vortex por 10 s. Se dejaron incubar las

produccién de RNA viral por

Medio del kit QlAamp viral RNA ~ Muestras con el buffer desnaturalizante por 10 min.
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Luego de este tiempo, se agregaron 560 uL de etanol absoluto y se agito en vortex
por 15 s. Las muestras se agregaron a las columnas que contenian las
membranas de silica gel y se centrifugaron a 8,000 rpm por 1 minuto, realizando
este proceso hasta que la cantidad de muestra haya pasado completamente por la
columna. Luego, sobre las columnas se agregaron 500 pL del buffer de lavado
AWL1 y se centrifugaron a 8,000 rpm por 1 min. Luego se agregaron 500 pL del
segundo buffer de lavado (AW2) y se centrifugd a 14,000 rpm por 3 min. La
columna se coloc6 sobre un tubo eppendorf de 1.5 mL y se agregaron sobre la
membrana 60 pL del buffer de elusion (AVE) dejando equilibrar a temperatura
ambiente por 1 min y luego centrifugando a 8,000 rpm por 1 min. El producto
eluido contenia el dsRNA de las muestras procesadas. El dsRNA se cuantific por
absorbancia (Ver V.4.1).

V.5 Identificacion de los genotipos Py G por PCR

Para el proceso de identificacion de genotipos se establecid una metodologia
denominada multiplex PCR que consta de 3 etapas: La primera etapa consiste en
la sintesis de cDNA mediante una transcripcion reversa del dsRNA gendmico del
virus aislado. La segunda etapa consiste en la primera amplificacion por PCR del
gen completo (en el caso de VP7) o un fragmento del gen (en el caso de VP4),
utilizando para ello los mismos oligos utilizados en la transcripcidon reversa.
Finalmente, la tercera etapa consiste en una segunda ronda de amplificacion por
PCR, en la cual se utiliza un oligo genérico en uno de los extremos del fragmento
y un coctel de oligos de tipificacion especificos para los genotipos escogidos. Ya
gue los oligos especificos utilizados se localizan a diferentes distancias del gen, el
tamafo de los productos del segundo PCR indican el genotipo de cada una de las

muestras analizadas.

V.5.1 Reaccion de RT- PCR

Los primeros dos pasos del proceso de genotipificacion involucran reacciones de

transcripcion reversa del dsRNA viral y una primera amplificacion por PCR de los
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fragmentos de los genes de VP4 y VP7. Para realizar estos pasos, se utiliz el kit
QIAGEN OneStep RT- PCR que contiene una combinacion optimizada de las
transcriptasas reversas Omniscript® y Sensiscript® y la HotStar Tagq DNA
polimerasa. Se evaluaron diferentes condiciones de reaccion, hasta que se obtuvo
el siguiente procedimiento: 0.5 pg del dsRNA viral extraido de las muestras de
campo fue colocado en un tubo eppendorf de 0.2 mL. Sobre este tubo se
agregaron los dos oligos genéricos para cada segmento (2 uL de cada oligo, 15
HUM). Esta mezcla fue colocada en el termociclador a 97°C por 5 minutos y luego
enfriada en hielo. Sobre el tubo se agregaron 10 uL de Buffer 5X (Tris-HCI, KClI,
(NH4)2SO0., 12.5mM de MgCl,, DTT; pH 8.7 a 20°C), 2 pL de dNTP’s 10 mM, 2 pL
de la mezcla enzimética, 0.5 pL de inhibidor de RNAsas y se completé a un
volumen de 50 pL con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), el cual es un

inhibidor de nucleasas.

El programa de RT- PCR con el que se obtuvieron los mejores resultados para la

amplificacion de los fragmentos de los genes de VP4 y VP7 fue el siguiente:

Tabla 5.1 Condiciones del proceso de RT - PCR

Condiciones NUmero de ciclos

Cantidad de RNA 0,5 ug -
Transcripcion Reversa 50°C, 30 min 1
Activacion de HotStarTaq® DNA Pol  95°C, 15 min 1
Desnaturalizacion 94 °C, 1 min 30
Alineamiento 55°C, 1 min 30
Extension 72 °C, 2 min 30
Extension final 72 °C, 10 min 1
Final Refrigeracion -
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V.5.2 Reaccion de multiplex PCR

La segunda ronda de amplificacion utiliza un oligo genérico comudn para todas las
amplificaciones y tres oligos de genotipificacion especificos, que se ubican en
zonas hipervariables del gen a amplificar. El procedimiento fue basicamente una
reaccion de PCR, en la que se agregé 1 pL de templado proveniente de la
reaccion de RT-PCR, 30 pmol de un oligo genérico y 30 pmol del coctel de oligos
de genotipificacion, ademas, se agregaron 2.5 uL de buffer Thermopol (10mM KClI,
10 mM, (NH4)2S0O4, 20 mM Tris-HCI, 2 mM de MgSQ4, 0.1% Triton X-100, pH 8.8 a
25°C), 1 pL de dNTP’s 10 mM, 2 U DNA Taq polimerasa y se completé hasta un
volumen de 25 pL con agua DEPC.

Las condiciones del multiplex PCR se resumen a continuacion:

Tabla 5.2 Condiciones del proceso de multiplex PCR

Condiciones Numero de ciclos
Cantidad de templado del RT PCR 1 pL -
Cantidad de oligo genérico 30 pmol -
Cantidad de coctel de genoatipificacion 30 pmol -
Cantidad de Taq Polimerasa 2U -
Cantidad de dNTP’'s 5 pmol -
Desnaturalizacion inicial 94°C, 10 min 1
Desnaturalizacion 94 °C, 1 min 30
Alineamiento 54°C, 1 min 30
Extension 72 °C, 1 min 30
Extension final 72 °C, 10 min 1

V.5.2.1 Determinacién de genotipos G

La identificacion de los genotipos G se realizo utilizando en la primera ronda de
amplificacion un par de oligos genéricos Bov9Com5 y Bov9Com3, (Ver tabla 5.3)

(Isegawa et al., 1993), la cual amplifica 1011 pb del gen de VP7. Para la segunda
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amplificacion por PCR (Multiplex PCR) se utilizé el oligo genérico 5 Bov9Com5 y
un coctel de oligos de tipificacion especificos para G6, G8 y G10. Los tamafos de
cada uno de los productos esperados de la segunda amplificacion se
esquematizan en la fig. 5.4. Los productos amplificados fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1.0%, con 0.5 mg/mL de bromuro de etidio y

visualizados con luz UV.

Tabla 5.3 Oligos usados para amplificar el gen completo de VP7 y para

genotipificacién tipo G del rotavirus bovino grupo A

Nombre del . . Localizacion Producto
. Secuencia del oligo .
oligo en el gen obtenido
Bov9Com5 5>TGTATGGTATTGAATATACCAC< 3 50-71 1011pb
Bov9Com3 5>TCACATCATACAACTCTAATCT< 3 1,039-1,060 1011pb
G6 5>CTAGTTCCTGTGTAGAATC<Z 499-481 450 pb
G8 5>CGGTTCCGGATTAGACACKZ 273-256 224 pb
G10 5>TTCAGCCGTTGCGACTTC< 3 714-697 665 pb
1 50 273 499 714 1060 1062
. TS
1 : 3!
S Bov9Comb5 BovOCOm3
" I ovocom
1011 pb
< >
G6
+«—
4 450 pb >:
G8
< \
! 224 pb I
¢ G10 ;
< >

665 pb

Figura 5.4 Esquema del segmento 9 del genoma de rotavirus. Se observan las posiciones de los oligos y

los tamafios esperados de los productos de la amplificacion.
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V.5.2.2 Determinacién de genotipos P

Para la amplificacion el fragmento del segmento 4 de rotavirus, se utilizaron dos
estrategias reportadas en la literatura (Gouvea et al., 1994, Isegawa et al., 1993).
La primera estrategia denominada estrategia BOV usa un juego de oligos
genéricos (Bov4Com5 y Bov4Com3) que amplifica un fragmento de 856 pb del
segmento 4 del genoma de rotavirus y un juego de tres oligos de tipificacion para
P[1], P[5] y P[11]. La segunda estrategia, denominada estrategia CON utiliza como
oligos genéricos Con2 y Con3 y como oligos de tipificacion los oligos Con(P1),
Con(P5) y Con(P11) (Tabla 5.4). A partir de esta informacion se propuso una
tercera estrategia (HYBR) que mezcla los oligos genéricos Bov4Com3 y Con3 que
amplifican un segmento de 1919 pb y los oligos de tipificacion de la estrategia
CON. Los productos de las amplificaciones de las tres estrategias se

esquematizan en la fig. 5.5.

Tabla 5.4. Oligos usados para amplificar un fragmento del gen de VP4 'y

para genotipificacion tipo P del rotavirus bovino grupo A

Nombre del Secuencia del oligo Localizacion Producto
oligo en el gen obtenido
Bov4Com5 5>TTCATTATTGGGACGATTCACA< 3 1067-1088 856 pb
Bov4Com3 5>CAACCGCAGCTGATATATCATC< 3 1930-1909 856 pb
P1 5>TTAAATTCATCTCTTAGTTCTC< 3 1526-1505 460 pb
P5 5>GGCCGCATCGGATAAAGAGTCC< & 1725-1704 659 pb
P11 5>TTCAGCCGTTGCGACTTC< 3 1398-1377 332 pb
Con3 5>TGGCTTCGCTCATATACAGACA< 3 11-32 876 pb
Con2 5>ATTTCGGACCATTTATAACC <3’ 868 - 887 876 pb
Con(P1) 5>CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG < 3 269 - 289 622 pb
Con(P5) 5>GCCAGGTGTCGCATCAGAG < & 336 - 354 555 pb
Con(P11) 5>GGAACGTATTCTAATCCGGTG < 3 574 - 594 314 pb
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Figura 5.5 Esquema del segmento 4 del genoma de rotavirus. Se observan las posiciones de los oligos y
los tamafios esperados de los productos de la amplificacion. La estrategia CON y sus productos se

esquematizan en azul, la estrategia BOV en verde y la estrategia HYBR en rojo.

V.6 Lineas celulares y técnicas de cultivo

Se trabaj6 con las lineas celulares del insecto Trichoplusia ni Tn5B1-4 (High Five®
o H5) y Sf9 (Spodoptera frugiperda). Se us6 el medio de cultivo libre de suero
SF900-11 (Invitrogen). Se cultivaron en matraces de 250 mL (con volumen de
trabajo de 60 mL) en agitacion a 100 rpm y 27°C. La concentracion y tamafo
celular se determinaron utilizando el contador de particulas Coulter (Coulter
Electronics). La viabilidad celular se determiné utilizando camara de Neubauer y
realizando tincion con azul de tripano. Para el proceso de construccion de
baculovirus recombinantes se utilizaron placas de 6 pozos, medio de cultivo Grace
(Gibco) y medio TnMFH con suero fetal bovino (FBS) al 10% (Ver anexo F). La

metodologia del proceso de transfeccion se explica en detalle en el numeral V.9.4.
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V.7 Confirmacion de resultados por analisis de secuencias

Para corroborar los resultados obtenidos en el proceso de genatipificacion, se
tomaron productos del multiplex PCR de cada uno de los genotipos encontrados.
Estos productos fueron purificados usando columnas comerciales (Wizard® SV Gel
and PCR Clean Up System, Promega) y enviados a la Unidad de Secuenciacion
del IBt-UNAM en una mezcla de DNA/oligo (0.5 pg DNA/15 pmol oligo) en un
volumen de 16pL. La secuenciacion automatizada de DNA usa el método: Taqg FS
Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence - Based Sequencing y los
resultados se reciben en formato electronico. El analisis de datos se realizo
visualizando las secuencias con el software Chromas (Technelysium Pty, Ltd) y

realizando un analisis de similitud de secuencias “BLAST” (Altschul et al., 1997).

V.8 Vector de expresion

Se utiliz6 el nucleopoliedrovirus de Autographa californica. Los baculovirus
recombinantes que codifican para las proteinas de VP7 fueron construidos a partir
de los genotipos G prevalecientes en las muestras de heces fecales analizadas.
Los genes de estas proteinas fueron extraidos directamente de las muestras de

campo.
Vv.8.1 Amplificacién de genes para clonacién en el vector pCR®8

Se utiliz6 el kit de clonacién pCR®8/GW/TOPO®TA (Invitrogen, Corp), que permite
insertar un producto de PCR amplificado con Tag DNA polimerasa en un vector
linearizado pCR®8/GW/TOPO® (ver Anexo E), que contiene extremos cohesivos 3’
timidina (T) para clonacion y Topoisomerasa | del virus vaccinia covalentemente
unida al vector, la cual permite una ligacién con una eficiencia del 95%. (Ver figura
5.6)
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En general, se realizd una reaccion de PCR con la enzima Taq polimerasa
convencional la cual deja productos con extremos cohesivos sencillos 3" A. Para
ello se utilizaron oligos especificos para amplificar toda la regién codificante de los
genes de VP4 y VP7. En el caso de VP7, los oligos utilizados fueron Bov9Com5 y
Bov9Coma3 (Ver tabla 5.3).

Topoisomerasa

P

CCCTT s
GGA P Producto de

HO |

o

Topoisomerasa

Figura 5.6 Fundamento de la clonacién con Topoisomerasa |

Para amplificar el gen completo de VP4 (segmento 4 de rotavirus) fue necesario
realizar un analisis de secuencias de diferentes cepas de rotavirus bovinos y
establecer los oligonucleétidos que mas se ajustaban a las secuencias consenso
disponibles en la red. También se utilizaron los oligos YM disefiados por el grupo
de la Dra. S. Lopez (IBt-UNAM). A continuacion se muestran las secuencias de los

oligos utilizados:

Tabla 5.5 Oligos para amplificaciéon del gen completo de VP4

Nombre Secuencia

VP4BEGS' 5> GGCTWTAWAATGGCTTCGCTMATAT >3’

VP4ENDS' 5> GGTCACATCCTCACASAARCWGCTC >3’

YM4-5' 5> CAGACCCGGGTACCTATAAAATGGCTTCGCTC >3

YM4-3' 5> CAGACCCGGGCCGCGGTCACAACCTCGAGACAC >3
W=A/T, M=A/C, S=C/G, R=A/G
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Estos oligos fueron utilizados en una reaccion de RT PCR de 50 pL. Los
componentes y condiciones de la reaccion fueron similares a los utilizados para la
amplificacion de cada uno de los genes y fueron descritos en numeral V.5.1. La
reaccion de PCR tuvo un tiempo de extension final de 30 minutos para asegurar

gue todos los productos de la reaccion estén adenilados en el extremo 3'.

Se montaron geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio para verificar
la calidad del producto de PCR, verificando que la amplificacion generara una
Unica banda correspondiente al tamafio esperado del gen. El producto de PCR

fue utilizado para iniciar el proceso de clonacién en el vector de entrada pCR®8.
V.8.2 Reacciéon TOPO® cloning
El producto de PCR de la etapa anterior fue utilizado para realizar la reaccion de

clonacién en vectores TOPO®. Las cantidades de reactivos utilizados en este

proceso fueron las siguientes:

Tabla 5.6 Reaccion de clonacion de vectores TOPO®

Reactivo Cantidad
Producto fresco de PCR 0,5a4pL
Solucién de sales* 1L

Agua libre de nucleasas completar a 5 pL

Vector pCR®8 1L

Volumen final 6 ML

*1.2M NacCl, 0.06 M MgCl,

La mezcla de estos reactivos se dejo incubar por 30 minutos a 22-23°C, luego se
llevé a hielo. Este tiempo fue suficiente para que la Topoisomerasa | del vector

ligara eficientemente el gen de interes.
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V.8.3 Transformacion de células competentes de E. coli

Una vez que se realiz6 la reaccion de clonacién en el vector pCR®8 TOPO®, la
construccion resultante se introdujo en células ultracompetentes E. coli Machl™-
T1R, utilizando el protocolo suministrado por el fabricante. Brevemente, se
adicionaron 2 pL de la reaccion de clonacién TOPO® en un vial de células quimico
competentes de E. coli, se incubaron en hielo por 30 minutos y luego se
sometieron a choque térmico por 30 segundos a 42°C regresandolas
inmediatamente después al hielo. Luego, se adicionaron 250 pL de medio SOC
previamente estabilizado a temperatura ambiente. ElI vial fue cerrado
herméticamente y se coloc6 de forma horizontal en una incubadora a 37°C por 1

hora a 250 rpm.

Luego de este tiempo, se sembraron 10 y 50 L de células de este vial en cajas de
medio LB-Agar que contenian espectinomicina en una concentracion de 100
Hg/mL. La espectinomicina permite la seleccion del plasmido recombinante. Estas

cajas fueron incubadas a 37°C toda la noche.
V.8.4 Anadlisis de transformantes

Se escogieron 4 colonias de las cajas sembradas la noche anterior y se incubaron

toda la noche en 5 mL de medio LB que contenia 100 pg/mL de espectinomicina.

Se aislaron los plasmidos de este cultivo utilizando el kit QIAprep® spin minipreps

(QIAGEN), siguiendo las recomendaciones del proveedor.
V.8.4.1 Andlisis por enzimas de restriccion
Se utilizaron enzimas de restriccion especificas para verificar la presencia del

inserto en la construccion. Para ello se uso la enzima EcoRI que flanquea el vector

en la zona de clonacion y genera al menos dos fragmentos: uno del tamafio del
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gen (si este no tiene sitios EcoRlI internos) y uno de aproximadamente 2800 pb
gue corresponde al tamafio completo del vector sin clonar. También se usé la
enzima Xhol que solo presenta un corte en la construccion completa y lineariza el

vector, dando como resultado una Unica banda.

V.8.4.2 Orientacion del gen

Para corroborar la orientacion del gen, se realizé una reaccion de PCR usando
como templado el plasmido aislado mediante minipreps y dos oligos especificos:
uno presente en el vector (GW2) y otro presente en el extremo 5’ del gen clonado.
El producto de PCR obtenido debe tener 75 pb mas que el gen clonado y las
clonas que amplifican correctamente este fragmento contienen el gen en la

direccién correcta.

V.8.4.3 Analisis de secuencias

Finalmente, se corroboré la construccion mediante la secuenciacion del gen
clonado. Para ello, se utilizaron los mismos oligos usados para verificar la

orientacion del gen y el protocolo descrito en el numeral V.7.
V.8.5 Reaccion de recombinacion LR

Esta tecnologia denominada Gateway® (Invitrogen corp.) es un método de
clonacion que toma ventaja de las propiedades de recombinacion sitio-especifica
del bacteriofago lambda (Landy, 1989) para proveer una ruta rapida para mover el
gen de interés en sistemas de multiples vectores (por ejemplo: bacterias, células

de mamifero, células de insecto o levaduras).
La construccion obtenida en el vector de entrada pCR®8 se somete a una reaccion

de recombinacion sitio-especifica que utiliza vectores de destino caracteristicos.

En nuestro caso se escogi6 el vector pDEST®8, el cual es un plasmido de 6526
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pb y cuenta con genes de resistencia a ampicilina y gentamicina (Ver Anexo E). El
vector cuenta con el promotor de poliedrina y requiere que el gen insertado
contenga los codones de inicio y término. La reaccion de recombinacion se realiza
utilizando un coctel enziméatico que contiene una mezcla de integrasa (Int) y
excisionasa (Xis) de bacteriofago A y el factor de integracion del hospedero de E.

coli (IHF). La reaccion se llevo a cabo de la siguiente forma:

En un tubo Eppendorf de 0.6 mL se mezclaron 2.5 pyL del vector de entrada que
contiene el gen de interés (equivalente a 150 ng de plasmido), 1 uL del vector de
destino pDEST®8 (150 ng) y 5.0 uL de buffer TE pH 8.0. A esta mezcla se le
agregaron 2 uL de LR clonase Il (coctel enzimatico) y se incubd por 1 hora a 25°C.
Luego de este tiempo, la reaccién se detuvo agregando 1 uL de proteinasa K y
subiendo la temperatura a 37°C por 10 min. El producto obtenido fue refrigerado a

4°C para su posterior utilizacion.
V.8.6 Transformacion de células quimico competentes de E. coli

La reaccion de recombinacién LR se utilizd para transformar células de E. coli
Mach1™-T1R. De manera general, el protocolo seguido fue el siguiente: Se tomé 1
UL de reaccion de recombinacion LR y se agrego a un tubo que contenia 50 pL de
células Mach1™-T1®, mezclando suavemente sin pipetear. Esta mezcla fue
incubada en hielo por 30 minutos. Después de este tiempo se sometio a choque
térmico por 30 s a 42°C. Inmediatamente después, se transfirieron los tubos a
hielo y se les agregé 450 pL medio SOC que se encontraba a temperatura
ambiente. Esta mezcla se incubo por 1 hora a 37°C y 200 rpm. Se tomaron 20 y
100 pL de cada reaccion y se sembraron en cajas de LB Agar que contenian 100

Hg/mL de ampicilina. Se dejaron incubando toda la noche a 37°C.
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V.8.7 Anadlisis de transformantes

Se escogieron 5 colonias y se cultivaron toda la noche en medio LB que contenia

100 pg/mL de ampicilina.

Las colonias que crecieron en medio LB-Amp se verificaron en cajas con LB agar
gue contenian 30 pg/mL de cloranfenicol. Las colonias positivas para cada uno de

los genes deben ser resistentes a ampicilina y sensibles a cloranfenicol.

La mafana siguiente se aislo el DNA plasmidico de las clonas verdaderas
utilizando el kit QIAprep® spin minipreps (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del

proveedor.

V.8.7.1 Andlisis por enzimas de restriccion

Para verificar la transformacion de las células escogidas, se realizé un analisis de
restriccion con EcoRI. Se esperaba una banda alrededor de 4750pb y otra banda
del tamafio del gen (si éste no contiene sitios ECoRI internos).

Las clonas escogidas en este proceso fueron utilizadas para realizar la
transformacion de células ultracompetentes de E. coli DH10Bac® .

V.9 Construccion de baculovirus recombinantes

Se utilizé el sistema de expresidon Bac-to-Bac® (Invitrogen corp.), el cual es un
sistema de transposicion sitio-especifica que genera baculovirus de alto nivel de

expresion de proteinas recombinantes. Los principales componentes del sistema

Bac-to-Bac® son los siguientes:
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Un pladsmido donador, en nuestro caso pDest®8. Sus caracteristicas
principales se encuentran descritas en detalle en el anexo E.

Una cepa hospedera de E. coli, DH10Bac®, que contiene un vector
transportador de baculovirus (bacmido parental bMON14272) y un plasmido
auxiliar ((MON7124). El bacmido parental contiene un replicon mini-F, un
gen de resistencia a kanamicina, un sitio attTn7 y el factor de
complementacion lacZa. El plasmido auxiliar contiene la region tnsABCD
gue provee las proteinas de transposicion requeridas para insercion del sitio
mini-Tn7 desde el plasmido donador en el sitio blanco del bacmido parental.
Estas dos construcciones permiten la generacion del baculovirus

recombinante.

Los pasos requeridos para expresar el gen de interés en el sistema Bac-to-Bac®

son los siguientes:

Plasmido donador pDest®8

¢ Clonar gen de interés

pDest“8 recombinante

Transformar en células
de E. Coli DH10Bac®

Colonias de E. coli con bacmido recombinante
l Estriar
Verificar colonias con bacmido recombinante

Crecer en cultivo toda la noche y aislar
DNA del bacmido recombinante

DNA del bacmido recombinante

Transfecta@r células de insecto usando
cellfectina

P1. Stock de baculovirus recombinante (>10° pfu/mL)

Infectar células de insecto para
amplificar el virus

P2. Stock de baculovirus recombinante (>10 pfu/mL)

l Titular e infectar células de insecto

Expresion de la proteina

Figura 5.7 Pasos para la expresién de proteinas recombinantes en el sistema bac-to-bac®
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El diagrama general del proceso y los tiempos segun el fabricante se muestran en

la figura 5.8:

Plasmido donador pDest“8

Clonar gen deinterés
Gen foréneo
’ M |
Knlpvr
Transformacwn TI’aI”ISpOS!CIOn X {
Donador \ e
\ nn o 3{ Seleocwn de antibiotico
Gen
/ l foraneo

Plasmido donador Ce| ulas competentes de E. Coli DH10Bac”

i» zl inianTn?

Determinar titulo viral

por ensayo en placa Baculovnus / ﬁ {j\] ]
recombinantes | /b
' ] /v‘, —
’ 4 MTransfeccionde
\ T /“ A / -7 Mialelatol i
v_v s células deinsecto
|0C0 000000 O | con cellfecting” R

Infeccion de J

células deinsecto DNA del bacmido

recombinante
L
,(8_0 0 0000000

Expresion recombinante del gen
o amplificacion viral

|
|
; : E. Coli(LacZ)
recombinante | Contiene Bacmldo reoomblnante
|
|
DIA 1 | DIAS2-3 .
| Mini-prep de DNA
/. . | de dlto peso molecular
(o® . !
... ‘“\\ o {
o DIAS5-7 ! DIA 4
|
|
|

Figura 5.8 Diagrama del Sistema de expresién bac-to-bac®

V.9.1 Transformacién de células ultracompetentes de E. coli DH10Bac®

La reaccion de transformacion de células DH10Bac® se realiz6 de la siguiente

forma:

Se descongelaron en hielo 100 pL de células DH10Bac® que se encontraban a -70
°C y se agregaron 5 pL de plasmido pDEST®8 con la construccién (aprox. 1 ng).
Se incubo en hielo esta reaccion por 30 min. Posteriormente, se realizdé choque
térmico a 42°C por 45 s y se llevo de nuevo a hielo por 2 minutos. Se agregaron

900 pL de medio SOC y se incubd la reaccion a 37°C por 4 horas a 225 rpm.
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Se sembraron 100 pyL de esta reaccion en cajas de LB-Agar que contenian 50
ug/mL de kanamicina, 7 pg/mL de gentamicina, 10 pg/mL de tetraciclina, 100
png/mL de X-Gal y 40 pg/mL de IPTG. Se dejaron incubando las cajas durante 48

horas a 37°C. Las colonias transformadas que contienen el bacmido recombinante

deben ser de color blanco, las no transformadas seran de color azul.

V.9.2 Verificacion de fenotipo

Se escogieron 10 colonias blancas de las cajas anteriores y se re-estriaron en
nuevas cajas de LB-agar que contenian 50 pg/mL de kanamicina, 7 pg/mL de
gentamicina, 10 ug/mL de tetraciclina, 100 pg/mL de X-Gal y 40 pg/mL de IPTG.
Se dejaron incubando a 37°C toda la noche. Se verificO que la colonia reestriada
tuviera un fenotipo blanco. Se desecharon las colonias que presentaron mezcla de

fenotipos blanco-azul.

Se escogieron clonas blancas y se sembraron en LB liquido que contenia 50
Hg/mL de kanamicina, 7 pg/mL de gentamicina y 10 pg/mL de tetraciclina. Se
dejaron crecer toda la noche y se aisldé del cultivo el bacmido recombinante
usando el kit High Purity Plasmid Midiprep system (Marligen, biosciences Inc.),

siguiendo las indicaciones del proveedor.

V.9.3 Andlisis del bacmido recombinante por PCR

El DNA del bacmido recombinante es de un tamafio mayor a las 135 kb. Ya que el
analisis por enzimas de restriccion es muy dificil para un DNA tan grande, se
escogio el uso del PCR para verificar la presencia del gen de interés en el
bacmido. El bacmido contiene los sitios M13 forward (-40) y M13 reverse
flanqueando los sitios mini-attTn7. Se disefidé una reaccion de PCR que utilizaba
un oligo 5’ del gen de interés y el oligo M13 reverse (Fig. 5.9). Las cantidades de

reactivos para la reaccion de PCR se muestra en la tabla 5.7.
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Gen de interés

! . Mini-attTn? !
Vi3 (e 30 \DNA del bacmido 4@
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e
Gen+ 674 pb ’

Figura 5.9 Estrategia para verificacion del bacmido recombinante

Tabla 5.7 Reaccion de PCR para verificar bacmido recombinante

Reactivo Cantidad
Bacmido recombinante 1L
Buffer Thermopol 10X 5 pL
dNTP’s 10 mM 2 UL
MgCl, 50 mM 2 UL
Oligo 5’ (15 mM) 2 pL
M13 reverse (15 mM) 2 pL
Agua 35 uL
Taq polimerasa 1L
Volumen final 50 uL

El programa utilizado fue el siguiente:
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Tabla 5.8 Programa de PCR para verificar baAcmido recombinante

Etapa Temp Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 93°C 3 min 1
Desnaturalizacion 94°C 45 s 30
Alineamiento 55°C 45 s 30
Extension 72°C 5 min 30
Extension final 72°C 7 min 1

Los productos de PCR de esta reaccion fueron 674 pb mas grandes que el tamafo
del gen original, lo cual se esperaba ya que incluian parte de la secuencia del DNA
del bacmido. Estos productos se verificaron usando geles de agarosa al 1%,

tefidos con bromuro de etidio.
V.9.4 Transfeccién de células de insecto

En una placa de 6 pozos, se sembraron células Sf9 en crecimiento exponencial
con viabilidad mayor al 98%, que fueron crecidas previamente en medio ThM-FH
con suero fetal bovino (FBS) al 10% (ver anexo F). La concentracion celular fue de
2 x 10° células/pozo. Se dejaron por 1 hora a 27°C para permitir que se adhirieran

completamente a la superficie, formando una monocapa uniforme.

Aparte en un tubo de 1.5 mL se mezclaron cuidadosamente 100 pL de bacmido
recombinante (aprox. 5 ug) con 1.0 mL de Medio Grace para células de insecto
(Gibco, BRL) (sin FBS) y 20 L de reactivo Cellfectina® (Invitrogen, corp). Esta

mezcla se dejé incubando por 45 min a temperatura ambiente.

Mientras terminaba la incubacion, se removid el medio de las células Sf9 sin
mover la monocapa y se lavaron las células afladiendo 2 mL de medio Grace (sin
FBS), afiadiendo cuidadosamente en el centro del pozo. Nuevamente se removio
el medio adicionado y se afadié la mezcla de transfeccion antes preparada,

distribuyendo uniformemente por toda la monocapa sin alterarla.

50



Materiales y Métodos

Las placas se dejaron incubando a 27°C por 4 horas. Luego de este tiempo, se
afiadio 1.0 mL de medio TnM-FH (10% FBS) en cada pozo y se incubaron a 27°C
por 3-4 dias.

Después de 72 horas, se cosecho el sobrenadante de las transfecciones donde se
encuentran los baculovirus recombinantes. Este es el primer stock viral que fue

utilizado para amplificar el virus y para expresar las proteinas de interés.

V.9.5 Expresion de las proteinas recombinantes

Para verificar la expresion de las proteinas recombinantes se realizé una prueba
de Western Blot que identifica de forma independiente las proteinas VP7 de
rotavirus y GP64 de baculovirus. GP64 es una glicoproteina de membrana de
baculovirus, la cual se produce tanto en las fases tempranas como tardias de la
infeccion y sirve como control para verificar la produccion de baculovirus al final
del proceso de transfeccion. Para la verificacion de GP64 se utilizaron las células
al final de la transfeccion y para VP7 se usaron los sobrenadantes del mismo
proceso. Se realizaron geles de SDS-PAGE al 10%, a corriente constante de
15mA durante 1 hora 15 min. Luego de este paso, se realizo la técnica de Western
Blot, transfiriendo las proteinas a una membrana de nitrocelulosa, usando para
ello la técnica de transferencia semihumeda (buffer de transferencia 10 mM
glicina, 10% metanol, 25mM Tris-base) a 200 mA por dos horas. Los anticuerpos
utilizados para detectar GP64 fueron: ratén antiGP64 FastPlax® (1:10,000) y
antiraton peroxidasa (1:2,000). Los anticuerpos usados para identificar las
proteinas de rotavirus fueron: Conejo anti-rotavirus YM (1:1,000) y anticonejo
peroxidasa (1:2,000). Las membranas fueron reveladas con solucién de carbazol:
4.5 mL de solucion de carbazol (0.8% en dimetilformamida), 12.5 mL de buffer de

acetatos 0.05M a pH 5.0 y 30 pL peroxido de hidrégeno al 30%.
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V.10 Transcripcion in vitro

Debido a las dificultades presentadas para amplificar el gen de VP4 de las cepas
de campo escogidas (genotipos P[5] y P[11]) a partir de dsRNA, se decidio
amplificar a partir de mRNA, para lo cual se decidid utilizar la técnica de
transcripcion in vitro. Esta técnica utiliza particulas virales de doble capa (DLP), las
cuales cuentan con la maquinaria enzimatica necesaria para producir nuevas
moléculas de mRNA al agregar una mezcla de nucleotidos y un buffer de
transcripcion especifico. Para ello, hubo necesidad de aislar las particulas virales

de rotavirus bovino a partir de las muestras de heces fecales.

V.10.1 Purificacion de particulas virales

Se tomaron 5 mL de muestra liquida de heces fecales y se llevaron a 15 mL con
buffer TNC (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 140 mM NaCl, 10 mM CacCl,), se agitaron
vigorosamente y se dejaron reposar por 10 minutos. Luego, se centrifugaron a
4,000 rpm por 10 min y se colectd el sobrenadante. Se coloco el sobrenadante en
tubos Beckman® para ultracentrifuga (rotor SW28) y se agregaron 1.5 mL de
solucion de sacarosa al 35% en buffer TNC al fondo del tubo permitiendo que se
formaran dos fases. Las muestras fueron colocadas en el rotor SW28 vy
ultracentrifugadas por 90 min a 25,000 rpm y 4°C. El sobrenadante de la etapa
anterior fue desechado y el pellet fue resuspendido en buffer PBS con 0.05% de

azida de sodio y se mantuvo refrigerado a 4°C para su uso posterior.

Las muestras provenientes del colchdn de sacarosa fueron purificadas por
gradiente de cloruro de cesio: Se pesaron 1.89 g de CsCl y se agregaron a cada
tubo de ultracentrifuga (Beckman® de 13 x 51mm), luego se adicioné el producto
proveniente del gradiente de sacarosa y se completd a 4.5 mL de volumen con
buffer TNC, se agitdo hasta homogenizar la muestra. Se utilizé el rotor SW 55 TI,
centrifugando las muestras a 35,000 rpm por 18 h a 4°C. Después de este tiempo,

se colectaron las dos bandas opalescentes que se formaron. Estas muestras
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fueron desaladas por ultracentrifugacion, agregando 10 mL de buffer PBS filtrado
por membrana de 0.22 um y utilizando el rotor SW28 a 25,000 rpm por 2.5 h a
4°C. El pellet fue resuspendido en buffer Tris 50mM a pH 8.0 (302.8 g de Tris base
en 50 mL de agua y ajustado con HCI 2N). La muestra fue almacenada a -20°C

hasta su utilizacion.

V.10.2 Reaccion de transcripcion in vitro

La reaccion de transcripcion se monté como sigue:

50 uL de DLP (banda inferior del gradiente)

200 pL de Buffer de transcripcion 2X (tris 70mM, NaOAc 100mM, MgOAc 20mM)
40 pL de bentonita

110 pL de Agua libre de nucleasas

50 pL de solucién de nucleotidos (ATP 8 mM, GTP 2.5 mM, CTP 2.5 mM, UTP 2.5
mM, S-Adenosil-metionina (SAM) 0.9 mM)

La reaccion se llevé a cabo a 42°C por 6 horas. Luego de este tiempo, se
centrifugd la muestra y se tomo el sobrenadante. El pellet de bentonita contiene
las DLP que pueden ser utilizadas en un proceso posterior de transcripcion
agregando nuevamente nucleotidos y buffer de transcripcion. El sobrenadante fue
purificado agregando la misma cantidad en volumen de fenol a pH 8.0, se agito
vigorosamente y se centrifugd por 10 min a 14,000 rpm. Se tom¢ la fase superior
de esta reaccion y se agrego en un nuevo tubo. Sobre el nuevo tubo se adicioné
un volumen igual de cloruro de litio 4M y se dejo incubando a 4°C durante toda la
noche. A la mafiana siguiente se centrifugé la reaccion por 15 minutos a 14,000
rom y 4°C. El pellet obtenido se lavo con 200 pL de etanol puro, se centrifug6 por
10 min a 14,000 y se lavo con 200 pL de etanol al 70%. Se centrifugé nuevamente
a 14,000 rpm durante 10 min. El pellet obtenido se resuspendié en 100 uL de agua
libre de nucleasas con 1 pL de inhibidor de RNAsas. Se almacend para su

posterior utilizacion a 4°C.
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V.10.3 Reacciones de RT PCR

La reaccion de RT PCR se llevo a cabo como se explicé anteriormente en el
numeral V.5.1, modificando la temperatura inicial de la reaccion de RT de 97°C
(dsRNA) a 70°C (mRNA). Las demas condiciones del proceso fueron las mismas
usadas para el proceso de genotipificacion de VP4. Los productos de reaccion de
RT PCR fueron verificados por geles de agarosa al 1%, tefiidos con Bromuro de

etidio.
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Capitulo VI

Resultados y Discusién

VI.1 Determinacion de rotavirus grupo A
VI.1.1 Caracterizacion del kit

El paso inicial fue caracterizar el kit inmunocromatografico. Segun el fabricante, el
limite inferior del kit de deteccién es de 1.8 x 10° particulas de rotavirus SA11 por
volumen de prueba (150 pL). Para hacer la determinacion, se utiliz6 proteina
recombinante de VP6 de rotavirus producida en CI-BV, la cual fue purificada y
cuantificada en el laboratorio. Se realizaron diluciones de la proteina para obtener
concentraciones de 10 pg/mL, 1ug/mL y 100 ng/mL. Se usé como control negativo
proteina recombinante VP2 de rotavirus, la cual no reacciona con el anticuerpo
antiVP6 que se encuentra en la membrana. A continuacion se muestran los
resultados obtenidos:

Figura 6.1 Capacidad de deteccidn del kit immunocard Stat, a diferentes concentraciones de VP6
a) 10 pg/mL, b) 1ug/mL, c) 100 ng/mL d) Negativo con la proteina recombinante de VP2
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Se observo que la deteccion fue satisfactoria hasta 1 pg/mL de VP6, ya que la

muestra de 100 ng/mL no presentd bandeo. La muestra usada como control

negativo se comporto de forma adecuada.

Haciendo el calculo para obtener el numero de particulas de rotavirus que
corresponden a esta concentracion de proteina (1 pg/mL) y sabiendo que para

cada ensayo se usaron 150 pL tenemos:

Datos:

Peso Molecular VP6: 44500 Da

Numero de moléculas de VP6 por virus: 780

Peso Molecular de las 780 moléculas de VP6 en un mol de virus: 34.7 x 10° Da
PM virus completo: 86.8 x 10° Da

Peso de una particula viral: 1.42 x 10™*° g/particula

Peso de VP6 en la particula viral: 5.76 x 10™ g/particula

Relacion VP6/Virus completo: 0.3998

Cantidad de proteina minima detectada en la prueba: 0.150 pg (1.5 x 107 g)

Célculos:
Peso (g) virus = Cantidad min de VP6 detectada (g) / Relacion VP6/Virus (6.1)
Peso virus = 1.5x 107 g /0.3998
Peso virus =3.75x 107 g
Numero de particulas virales = Peso (g) virus / peso de una particula viral (g) (6.2)
NUmero de particulas virales =3.75x 10" g /1.42x 10 g

NGmero de particulas virales = 2.64 x 10° particulas

Realizando el calculo inverso para determinar la cantidad minima tedrica de VP6

gue detecta el kit, tenemos:
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Numero de particulas minimas virales reportadas en el kit: 1.8 x 10° particulas
Peso (g) particulas virales: 1.8 x 10° particulas* 1.42 x 10 g
Peso (g) particulas virales: 2.56 x 10° g
VP6 tedrica: 2.56 x 10° g * 0.3998
VP6 tedrica detectable: 10.2 ng

La capacidad de deteccién encontrada es de 2.64 x 10° particulas (en un volumen
de prueba de 150 pL), que contrasta con el valor de 1.8 x 10° particulas de virus
gue reporta el kit. Aunque se estan comparando particulas virales vs. proteina
VPG, estos resultados nos dan una idea preliminar de la sensibilidad de la prueba.
Ademas, el valor obtenido es muy inferior a los valores de cargas virales
reportadas en muestras de heces fecales, los cuales tipicamente son superiores a
10™ pfu/mL. Expresado como cantidad de proteina, se pudo detectar hasta 0.150
g (1 pg/mL) de VPG, el siguiente punto de analisis fue de 15ng (100 ng/mL), el
cual dio negativo. Los 10.2 ng (68 ng/mL) de proteina minima que reporta el
fabricante se encuentran en el mismo orden de magnitud que nuestro valor
negativo y sabiendo que las cargas virales presentes en individuos con rotavirus
son dos ordenes de magnitud superiores, podemos concluir que la prueba es

adecuada para la deteccion de rotavirus tipo A.

VI.1.2 Resultado de las muestras analizadas

Se recibieron en total 128 muestras de 10 regiones del pais en el periodo
comprendido entre noviembre de 2005 y junio de 2006. Se muestrearon 26
ranchos con episodios de diarrea en los neonatos (hasta 45 dias de nacidos),
también se muestrearon animales que estuvieron enfermos y ya no presentaban
sintomas y animales sanos como controles negativos para las pruebas de
deteccion. En total se encontraron 12 muestras positivas confirmadas,
correspondientes al 9.4% de la poblacion muestreada. Cabe destacar que se
encontraron zonas con focos de infeccion superiores al 30% de los animales

(Comarca Lagunera, Chihuahua, Tijuana). Algunos de los resultados negativos por
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zonas se debieron basicamente a muestreos de animales mayores (entre 45y 90

dias de nacido) cuyos sintomas de enfermedad diarreica bovina habian cesado.

Tabla 6.1 Resultado del muestreo para deteccion de rotavirus grupo A

Procedencia | Ranchos Muestras I\/[uestras Mue.s.tras % del % dg las
totales liguidas | positivas | total | liquidas
Altos de Jalisco NR 17 10 1 5.9 10
Aguascalientes 4 8 4 1 12.5 25
Querétaro 3 21 12 0 0 0
Tizayuca 2 12 11 4 33.3 36.4
C. Lagunera 4 14 9 1 7.1 11.1
Chihuahua 2 9 7 3 33.3 42.9
Tabasco' 3 12 4 0 0 0
Veracruz' 3 15 6 0 0 0
Chiapas' 4 18 12 0 0 0
Tijuana 1 2 2 2 100 100
TOTAL 26 128 77 12 9.4 15.6

" Animales sin sintomas en la fecha del muestreo pero que tuvieron episodios diarreicos previos y

cuyas edades promedio oscilaban entre 28 y 90 dias de nacidos

NR: Datos no reportados

Los animales que resultaron positivos para rotavirus se encuentran en un rango de

edad entre 5 y 42 dias de nacidos, correspondiente a los datos reportados para la

diarrea neonatal bovina (Holland, 1990, Odeon, 2001). Se encontraron 7 animales

hembras, 4 machos positivos y uno cuyo sexo no fue reportado. Las muestras

provenian de 7 de las 10 regiones del pais establecidas para el muestreo. En la

tabla 6.2 se resumen los resultados de las muestras positivas obtenidas, dando su

namero de codificacion interno con el cual seran identificadas a lo largo del

documento.

Debido a la falta de informacion por parte del veterinario sobre los cuadros clinicos

de los animales, se realizd un analisis visual sobre la consistencia de las heces
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fecales a fin de establecer los animales que presentaban cuadros clinicos
asociados a enfermedad diarreica bovina. Estos datos fueron consignados en la
columna “Muestras liquidas” y fueron estos becerros fueron considerados como

animales con sintomas de enfermedad.

Tabla 6.2 Informacién detallada de las muestras positivas para rotavirus grupo A

Muestra
NG Edad (d) Lugar Rancho Sexo
14NR) NR Altos de Jalisco NR NR
19(NR) 8 Aguascalientes Las Isabelas Macho
47"N® 16 Tizayuca 124 Hembra
49MNR 14 Tizayuca 124 Hembra
50MNR) 11 Tizayuca 124 Hembra
58MNR) 14 Tizayuca 122 Hembra
61MNR NR C. Lagunera Ledn Guzman Hembra
75" 14 Chihuahua Los Arados Macho
76" 42 Chihuahua Los Arados Macho
80" 8 Chihuahua El chamizal Macho
1277 5 Tijuana El cachanilla Hembra
|
128" 7 Tijuana El cachanilla Hembra
|

"R Datos no reportados, ) Madres no vacunadas, "’ Madres vacunadas

VI.2 Identificacion de genotipos G

A las muestras positivas para rotavirus A se les realiz0 el proceso de
genotipificacion que se describe con detalle en el numeral V.5.2.1. Las
condiciones de las reacciones de RT-PCR y multiplex PCR se siguieron tal y como
estan descritas en las tablas 5.1 y 5.2. Los productos de amplificacion por RT-PCR
corresponden a fragmentos de 1011 pb del gen de VP7, al analizarse en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. La figura 6.2 muestra los productos
de amplificacion de algunas de las muestras de campo positivas, control negativo

y muestra de la vacuna Scourguard®3 (K/C) (Pfizer).
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Figura 6.2 Productos del RT-PCR para el
segmento 9 de rotavirus, usando los oligos
1500 Bov_9_Com5 y Bov9Com3. Las muestras
1011 pb 1200 positivas deben dar un fragmento de
< 1021 1011pb. Las muestras 19, 47 y 58 son
ggg muestras de campo que dieron positivas
700 para rotavirus A, la 84 es una muestra de
600 campo negativa, SG es la vacuna de
500 rotavirus atenuada disponible en el
ggg mercado (Scourguard®) y Neg es el control

negativo del proceso de PCR, en el cual se
200 colocan todos los reactivos del PCR pero

sin templado. Se utilizé como marcador de
100 peso molecular (MW) GeneRuler™ 100bp

DNA Ladder Plus (Fermentas Inc.) Gel de

Agarosa al 1%, 30 min a 100 V, tefido con

bromuro de etidio y visualizado con luz UV.

bl 3000
e 2000

Los productos de genaotipificacion G amplifican fragmentos de 224, 450 y 665 pb,
gue corresponden a los genotipos G8, G6 y G10 respectivamente. La figura 6.3
muestra algunos de los productos de amplificacion del multiplex PCR. Se
observan dos muestras con genotipo G6 (49 y 50) y 3 muestras con genotipos
G10 (19, 58 y 61). El proceso se realizd para las 12 muestras positivas
encontradas, para la vacuna Scourguard (G6, P[1]) y para la cepa de rotavirus
humano 69M (G8, P[10]) cordialmente suministrada por el grupo del Dr. Arias (IBt-

UNAM). Los resultados obtenidos se encuentran resumidos en la tabla 6.3.

2888 Figura 6.3 Productos del multiplex PCR
1500 para genotipos G, usando los oligos
1200 Bov9Comb5 y el coctel de tipificacion G. Las
1021 muestras 19, 49, 50, 58 y 61 son muestras
900 de campo que dieron positivas para
800 rotavirus A y amplificaron previamente por
700 RT-PCR el fragmento de 1011 pb, la 23 es
600 una muestra de campo negativa. (MW)
500 GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus
400 (Fermentas Inc.). Gel de Agarosa al 1%, 30
min a 100 V, tefiido con bromuro de etidio
300 0.5 mg/mL y visualizado con luz UV.
200
100
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VI.3 Identificacion de genotipos P

A las muestras positivas para rotavirus A se les realiz0 el proceso de
genotipificacion que se describe con detalle en el numeral V.5.2.2. Las
condiciones de las reacciones de RT-PCR y multiplex PCR se siguieron tal y como
estan descritas en las tablas 5.1 y 5.2 . Se evaluaron las 3 estrategias propuestas,
las muestras que no se pudieron amplificar con la estrategia CON fueron
amplificadas satisfactoriamente con la estrategia BOV o con la estrategia HYBR.
En la figura 6.4 se muestran los productos del RT-PCR. La estrategia CON
amplifica 876 pb, la BOV amplifica 863 pb y la HYBR amplifica 1919 pb.

MW 19, 50 76, 23

3000
2000
1500 <— 1919
1200 pb
1021
900
800
700
600
500
400
300

Figura 6.4 Productos del RT-PCR para el segmento 4 de rotavirus. Las muestras 14, 19, 50 y 76
son muestras de campo que dieron positivas para rotavirus A, la muestra 23 es negativa. Los
subindices C usaron la estrategia CON, los B la estrategia BOV y los H la HYBR (MW)
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas Inc.) Gel de Agarosa al 1%, 30 min a 100 V,

tefiido con bromuro de etidio 0.5 mg/mL y visualizados con luz UV.

Para la genotipificacion P, los mejores resultados se obtuvieron con la estrategia
CON. Las muestras 47 y la de la vacuna Scourguard® (SG) no se pudieron
amplificar de forma clara con la estrategia CON pero si con la estrategia BOV. En
la figura 6.5 se muestran los productos de la genotipificacién usando la estrategia
CON (una banda de 314 pb corresponde al genotipo P[11] y una banda de 555 pb

para P[5]) . El total de los resultados obtenidos se consigna en la tabla 6.3
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3000
2000
1500
1200
1021
900
800
700
600
500
400

300 <— 3l4pb
P[11]

Figura 6.5 Productos del Multiplex PCR para el segmento 4 de rotavirus usando la estrategia
CON. Todas las muestras analizadas son positivos confirmados en la primera ronda de
amplificacion. (MW) GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas Inc.) Gel de Agarosa al 1%,
30 min a 100 V, tefiido con bromuro de etidio 0.5 mg/mL y visualizados con luz UV.

Tabla 6.3 Resumen de resultados de genatipificacion Py G de las cepas de rotavirus
aisladas de heces fecales bovinas y de la vacuna Scourguard

Muestra  Genotipo G Genotipo P

14N G10 P11
19NR) G10 P11
470R G6 P5
49MR G10 P5
50M® G6 P5
58N G6 P5
61N G10 P11
75" G10 P11
76" G10 P11
80 G10 P11
1277 G10 P11
128" G10 P11
Scourguard G6 P1
69M G8 ND

©) Madres no vacunadas, (" Madres vacunadas,

™NR) Sin reportes de cuadro de vacunacion, ND No determinado
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Las combinaciones G10, P[11] y G6, P[5] son las predominantes en los
muestreos. Se observa mayor proporcion para G10, P[11] en las muestras
analizadas. Estudios similares realizados en otras partes del mundo (Alfieri et al.,
2004, Barreiros et al., 2004, Falcone et al., 1999, Fukai et al., 2002, Gulati et al.,
1999, Suzuky et al., 1993, Wani et al., 2004,) reportan la combinacién G6,P[5] en
mayor proporcion que G10, P[11]. Otros estudios realizados en Estados Unidos y
Canada mostraron una similitud con los encontrados en el presente estudio, en los
cuales los genotipos G6 y G10 combinados con los genotipos P[5] y P[11] son los
mas prevalecientes, siendo éstos mas del 90% de los rotavirus bovinos aislados.
(Chang et al., 1996; Hussein et al., 1995). La informacion encontrada muestra una
relacion clara entre genotipos y especie, siendo éstas combinaciones comunes
para rotavirus bovino. Un dato importante para analizar es que animales cuyas
madres habian sido vacunadas contra genotipos G6,P[1] fueron afectados por
rotavirus de genotipos G10,P[11] mostrando asi una vez mas que la proteccion
entre genotipos es limitada y que la vacuna disponible en el mercado podria no ser
la mejor para el pais. Asi pues, se encontrO que la vacuna contra genotipos
G6,P[1] no induce inmunidad contra genotipos G10. Otros estudios similares han
encontrado resultados concordantes a los encontrados en el presente trabajo y
también han reportado que no existe proteccion de dicha vacuna contra cepas de
genotipos G6 que contengan genotipos P diferentes a P[1] (Kimberly et al., 1996).
Toda esta informaciéon concuerda con los resultados encontrados por el
departamento de agricultura de Estados Unidos (USDA) para rotavirus bovino.
Evidencia de esta informaciéon fue consignada en el informe enviado a los
productores de bioldgicos veterinarios en septiembre de 2004 y que puede ser

consultada en el siguiente link de Internet:

www.aphis.usda.gov/vs/cvb/notices/2004/04-16.pdf

Aunque el presente documento no puede ser considerado como un estudio

epidemiologico sobre rotavirus bovino debido al limitado nUmero de muestras, esta
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es una primera aproximacion al conocimiento de los genotipos de rotavirus bovino
circulantes en México y las cepas de campo aisladas pueden ser utilizadas para el

desarrollo de vacunas recombinantes basadas en PPV.

VI.4 Confirmacion de resultados por anéalisis de secuencias

Se enviaron a secuenciar los fragmentos resultantes del proceso de
genotipificacion en G y P, realizado a partir de las muestras de campo de heces de
bovinos. Se siguid la metodologia descrita en el numeral V.7. En el Anexo D se
muestran los alineamientos con mayor identidad para las secuencias que fueron
consideradas como genotipos G6, G10, P[5], P[11] y P[1] por multiplex PCR. Cabe
destacar que los resultados obtenidos en este trabajo al analizar la vacuna
Scourguard® fueron los mismos que los reportados por Barreiros et al., 2004, los
gue corresponden a la cepa de rotavirus bovino NCDV G6,P[1]. En la tabla 6.4 se
resumen los resultados obtenidos mediante el BLAST para las muestras
analizadas. En total se realizaron 7 analisis de secuencias: 2 para la vacuna (G6,
P[1])) y 5 muestras de campo (19, 47, 49, 50 y 61) que correspondian a los
genotipos G10, G6, P[5], G6 y P[11] respectivamente. Se enviaron a secuenciar
los fragmentos de los genes que codifican para VP4 y VP7, los cuales incluyen
sectores hipervariables de cada uno de los genes (segmentos 4 y 9) y que
permiten la identificacion de los diferentes genotipos. Los nucleotidos no
reconocidos (N) no fueron tomados en cuenta para calcular el porcentaje de
identidad de las muestras. Todas las cepas tabuladas corresponden a los
genotipos que fueron identificados por multiplex PCR, confirmando la robustez de

la técnica aplicada.
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Tabla 6.4 Resultado de la comparacién de identidad entre las muestras secuenciadas
y cepas del GenBank mediante BLAST

Tamafio del Genotipo CEPA Porcentaje de
Muestra No.
fragmento (pb) | encontrado | IDENTIFICADAS identidad
B223 (G10) 95.0%
19 665 G10 2292B (G10) 93.7%
KK3 (G10) 93.7%
IND (G6) 93.4%
JB1(G6) 93.0%
47 500 G6 NCDV/(G6) 90.0%
UK(G6) 91.0%
678 (P[5]) 88.0%
49 555 P[5] V1005 (P[5]) 90.0%
61A (P[5]) 89.0%
P343 (P[5]) 87.0%
IND (G6) 94.0%
CIT39A/02(G6) 95.0%
S0 450 G6 UK (G6) 94.0%
83/16F (G6) 94.0%
NCDV (G6) 92.0%
Aislado’ (P[11]) 92.3%
61 314 P[11] B223 (P[11]) 88.5%
A44 (P[11]) 88.5%
RF (P[1]) 98.7%
Scourguard 460 P[1] NCDV (P[1]) 98.0%
C486 (P[1]) 98.0%
SA11 (P[1]) 94.0%
CHLY (G6) 97.3%
Scourguard 500 G6 RF (G6) 97.3%
NCDV (G6) 93.8%
UK (G6) 90.4%

" Cepa no clasificada

VI.5 Analisis de secuencias de los genotipos de rotavirus

VI.5.1 Segmento 9 del genoma de rotavirus

Se realizo el analisis de secuencias teniendo en cuenta los datos reportados en
el GenBank para 15 cepas que representan los genotipos G conocidos hasta la
fecha, ademas se incluyeron las secuencias de los genes aislados de campo
(Muestras 19 y 50). En la tabla 6.5 se muestran los numeros de acceso al

GenBank y el origen de las cepas analizadas. La eleccibn de cada cepa
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correspondié a la busqueda de cepas de diferentes origenes y que han sido

utilizadas comunmente en estudios de genotipificacion alrededor del mundo.

Tabla 6.5 Cepas de rotavirus representativas de los 15 genotipos G

Gengtipo Cepa Origen Ng'e':égiio
1 WA Humano K02033
2 HUS5 Humano A01028
3 SA11 Simio K02028
4 ST3 Humano X13603
5 osu Porcino X04613
6 NCDV Bovino M12394
7 Ch2 Aviar X56784
8 B37 Humano J04334
9 116E  Humano L14072
10 B223 Bovino X57852
11 YM Porcino M23194
12 L26 Humano M58290
13 L338 Equino D13549
14 FI23 Equino M61876
15 Hg18 Bovino AF237666

Con esta informacion, se realizaron alineamientos de las secuencias para

observar homologias entre genotipos, se verificaron las secuencias consenso de

los oligonucledtidos reportados en literatura (Gouvea et al., 1994, Isegawa et al.,

1993) y que fueron utilizados en este trabajo. Finalmente, se corroboré la

homologia de secuencias con las cepas aisladas de campo y se construy0o un

arbol filogenético basado en el porcentaje de identidad entre las cepas analizadas

para corroborar los resultados obtenidos mediante multiplex PCR.
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Tabla 6.6 Porcentajes de homologia entre secuencias nucleotidicas de

15 cepas de rotavirus representativas de los diferentes genotipos G

Genotipo G
Cepa 1
1 [WA(hu) WA
2 |HU5(hu) 74
3 |SA11(si) 76
4 | ST3(hu) 77
5 |OSU(po) 76
6 |NCDV(bo) 74
7 |Ch2(Av) 66
8 [B37(hu) 72
9 |116E(hu) 76
10 |B223(bo) 75
11 | YM(po) 74
12 |L26(hu) 75
13 |L338(eq) 74
14 |FI23(eq) 75
15 |Hg18(bo) 73
6 |Muestra 50 73
10 | Muestra 19 73

La tabla 6.6

2
HUS 3
74 |SAll
71 75
73 76
74 | 76
64 | 64
73 75
74 | 78
72 77
75 77
73 77
72 77
74 | 80
72 75
73 75
72 75
resume

4

ST3
77
74
65
72
75
73
75
74
73
74
72
73

72

los resultados obtenidos al

5
osu
75
66
74
78
74
82
76
74
76
74
74

73

6
NCDV
54
74
76
75
74
75
75
75
74

91
74

7
Ch2
62
64
66
63
64
67
66
65
55

63

8
B37
75
75
75
73
73
74
73
73

73

9

116E | 10

76 | B223 | 11

78 | 75 @ YM

76 | 74 | 74

75 | 74 | 74
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12

L26 | 13
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75 | 76
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analisis de

homologia entre secuencias nucleotidicas, utilizando el software CLUSTAL W

(Higgins et al., 1994). Las secuencias completas analizadas mediante el editor de

secuencias en lenguaje Java, Jalview (Clamp et al., 2004) se muestran en el

anexo B. Utilizando el programa Treeview (Page, 1996) se realiz6 un arbol

filogenético basado en el porcentaje de identidad. El resultado de dicho analisis se

muestra en la figura 6.6. La barra de calibracion horizontal indica el nimero de

sustituciones nucleotidicas por sitio. En la tabla 6.6 se observa que las homologias

nucleotidicas entre diferentes tipos de genotipos G son inferiores al 82% lo cual es

correspondiente con lo reportado en la literatura (Estes, 1996, Gentsch et al.,

1996, Sereno et al.,, 1994, Cao et al.,, 1999). Para las cepas de campo, se

observaron homologias nucleotidicas del 91% (Muestra 50) para genotipo G6 y

95% (Muestra 19) para genotipo G10, lo cual concuerda con los analisis de

genotipificacion realizados.
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Figura 6.6 Arbol filogenético basado en el porcentaje de identidad de secuencias nucleotidicas
del segmento 9 de rotavirus para cepas representativas de los 15 genotipos G. La barra indica el

namero de sustituciones nucleotidicas por sitio

VI.5.2 Segmento 4 del genoma de rotavirus

De la misma forma que para los genotipos G, se realizé un analisis similar para 26
diferentes cepas que representan los 26 genotipos de VP4 reportados hasta la
fecha. Lamentablemente, las secuencias de las muestras de campo
representaban solo un pequefio tramo del gen, lo que impidi6 analizarlas. En la
tabla 6.7 se listan las cepas analizadas, su codigo de acceso en el GenBank y su

especie de origen.

Se alinearon las secuencias para observar homologias en los diferentes
genotipos P de rotavirus (Tabla 6.8), se corroboraron los oligonucleoétidos elegidos
y se construy6 el arbol filogenético de los diferentes genotipos, basado en el
porcentaje de identidad entre las cepas analizadas (Figura 6.7). Las secuencias
completas analizadas mediante Jalview para el segmento 4 de los 26 genotipos P

conocidos se muestran en el anexo C.
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Tabla 6.7 Cepas de rotavirus representativas de los 26 genotipos P

Genotipo P Cepa Origen NGO'e':égiio
1 A5 Bovino D13395
2 SA1l1 Simio X14204
3 HCR3 Humano L19712
4 RV5 Humano M32559
5 UK Bovino M22306
6 Gottfried Porcino M33516
7 osu Porcino X13190
8 Wa Humano L34161
9 AU1 Humano D10970
10 69M Humano M60600
11 116E Humano L07934
12 H2 Equino L04638
13 MDR13 Porcino L0O7886
14 Mc35 Humano D14032
15 LP14 Ovino L11599
16 Eb Murino 118992
17 993/83 Bovino D16352
18 L338 Equino D13399
19 4F Porcino L10359
20 EHP Murino u08424
21 Hgl8 Bovino AF237665
22 160/01 Conejo AF526374
23 A34 Porcino AY174094
24 TUCH Simio AY596189
25 Dhaka6 Humano AY773004
26 134/04-15 Porcino DQ061053
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Figura 6.7 Arbol filogenético basado en el porcentaje de identidad de secuencias

nucleotidicas para cepas representativas de los 26 genotipos P de rotavirus.

Los resultados obtenidos sobre las homologias entre genotipos P de rotavirus
muestran una alta variabilidad en las secuencias nucleotidicas, encontrandose
valores desde 54% hasta 79% de identidad entre las cepas analizadas. Segun la
literatura (Estes, 1996, Gentsch et al., 1996, Sereno et al., 1994, Cao et al., 1999),
secuencias nucleotidicas con homologias superiores al 85% pertenecen a un

mismo genotipo.

V1.6 Construcciéon de baculovirus recombinantes de VP7
VI.6.1 Construccién en pCR®*8TOPO

Se escogieron dos muestras de campo representativas de los dos genotipos G

encontrados. Se usaron la muestra 19 correspondiente al genotipo G10 y la
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muestra 50 correspondiente al genotipo G6. Se aislo el dsRNA como se indica en
el numeral V.4.2 y se amplificaron 1011 pb del gen de VP7, utilizando el protocolo

establecido previamente en el numeral V.5.1.

La reaccién de clonacién de vectores TOPO® se realizé siguiendo el protocolo
especificado en el numeral V.8.2 y la transformacién de células de E. coli se llevo
a cabo como se explica en el numeral V.8.3. A continuacion se muestra el analisis

por patrén de restriccion de algunas de las clonas obtenidas:

2817 pb 3829 pb

Figura 6.8 Digestién de plasmido pCR®8 recombinante para los genotipos G6 (50) y G10
(19) con Xhol. Esta enzima presenta un solo sitio de corte en el vector, los genes aislados
de G6 y G10 no tienen sitios para esta enzima. La muestra 50:1 corresponde a la clona #1
de la muestra de campo # 50. Esta clona es una falsa positiva que solo presenta una
banda con el tamafio del vector.

Ademas se realiz6 un analisis con EcoRl, la cual corta la construccion en sitios
gue flanquean la zona de insercion del gen, dando como resultado bandas del
tamafo del vector (2817 pb) y las dos bandas correspondientes a los productos de
digestion dentro del gen (figura 6.9). En el caso de G10, al realizar el andlisis de
secuencias se encontro que el gen aislado tiene un sitio EcoRI a 961 pb del inicio

del gen y para G6 se encontro un sitio EcoRI a 214 pb del inicio del gen.
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3829 pb
2817 pb

961 pb
815 pb

Figura 6.9 Digestion de plasmido pCR®8 recombinante para los genotipos G6 (50) y G10 (19) con
EcoRI. Esta enzima presenta un corte en el vector, y un corte en cada uno de los genes aislados
de G6 y G10. La muestra 50:20 corresponde a una falsa positiva que solo presenta una banda con
el tamafio del vector.

Se verificd que las clonas 19:4 y 50:3 tenian la construccion esperada, pero estos
ensayos con enzimas de restriccion no dicen nada sobre la orientacion del gen
clonado, por lo que hubo necesidad de montar un PCR utilizando el oligo
Bov9Comb5 (sitio de union dentro del gen) y el oligo GW2 que hibrida a 75 pb del
sitio de clonacion. En caso de estar el gen en la orientacion correcta, se espera
obtener un producto de 1086 pb al utilizar esta combinacion de oligos. En la figura
6.10 se muestra el gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio para 6
clonas diferentes. Todas las clonas analizadas presentan la orientacion correcta
del gen (orientacion 5'—3’ luego del sitio attL1). Se escogieron las clonas 19:4 y
50:3 para verificar la secuencia del gen clonado, siguiendo la metodologia
explicada previamente en el numeral V.7. Este proceso corroboro la presencia de

los genotipos G6 y G10 aislados y clonados en el vector PCR®8.
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19:1 1914 50:3 50:9 50:13 50:25

l1086 pb

Figura 6.10 Orientacién del gen. Uso de oligo Bov9com5 (extremo 5’ del gen) y
GW?2 (extremo 3’ en la secuencia del plasmido).

VI1.6.2 Clonacién en el vector pDEST8®

La construccion realizada en pCR®8TOPO fue utilizada para realizar la reaccion
de recombinacién con el vector pDEST®8 tal y como se describe en el numeral
V.8.5. De las colonias obtenidas al transformar células de E. coli se extrajeron los
plasmidos recombinantes. A dichos plasmidos se les hizo un analisis con EcoRl
por patrones de restriccion tal y como se describe en el numeral V.8.7.1. En la
figura 6.11 se muestran los resultados obtenidos al hacer el patron de restriccion
de 10 clonas (5 para G6 y 5 para G10). Se monté como control negativo el vector
pDEST®8, el cual no presenta sitios EcoRI. Las clonas en las que no hubo
recombinacion presentan un tamafio de 6526 pb mientras que las que tienen el
gen de VP7 presentaran un tamafio de 5768 pb, ya que el proceso de

recombinacion escinde alrededor de 3100 pb del vector destino.
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MW  19:4:1 19:4:2 19:4:3 19:4:4 19:4:5 pDest8 50:3:150:3:2 50:3:3 50:3:4 50:3.5 MW
L —

__g—---d_ S ) — —

4725 pb |

Figura 6.11 Digestién de plasmido pDEST®8 recombinante para los genotipos G6 (50) y G10 (19)
con EcoRl. El vector pDEST®8 no presenta sitios de corte para esta enzima, pero ésta corta en 3
sitios del fragmento que recombina con pCR®8: un sitio de corte en cada uno de los genes

aislados de G6 y G10 y dos sitios que flanquean el gen.

Después del analisis por patron de restriccion se escogieron las clonas 19:4:3 y
50:3:5 para realizar la transformacién de las células de E. coli DH10®Bac, las

cuales tienen el bacmido que se va a recombinar con pDEST®8.

VI.6.3 Clonacién en células de E. coli DH10 ®Bac

Se realiz6 la transformacién de células DH10®Bac como se explica en el numeral
V.9.1. Las cajas de Petri se dejaron crecer dos dias y se verificaron los fenotipos
de las colonias, escogiendo 20 colonias blancas, las cuales fueron re-estriadas.
Las clonas con fenotipos blancos unicos fueron crecidas en medio liquido, tal y
como se describe en el numeral V.9.2. El bacmido recombinante se usé como
templado en una reaccion de PCR que verifica la presencia del gen de interés en

la construccion (ver numeral V.9.3).

El gel de agarosa de los productos de PCR analizados se muestra a continuacion:
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Figura 6.12 Producto de reaccién de PCR para los

bacmidos recombinantes. El producto esperado al

utilizar los Oligos Bov9Com5 y M13 reverse

1685 pb _
<+ corresponde a un fragmento de 1685 pb. El carril A
corresponde a la clona 19:4:3:7 (genotipo G10) y el
carril B corresponde a la clona 50:3:5:1 (genotipo

G6)

Los bacmidos aislados 19:4:3:7 (G10) y 50:3:5:1 (G6) fueron utilizados para el

proceso de transfeccion en células de insecto.

VI.6.4 Transfeccion en células de insecto

Los bacmidos obtenidos en la etapa anterior fueron utilizados para la transfeccion
en células Sf9 sembradas en placas de 6 pozos, siguiendo el protocolo explicado
en el numeral V.9.4. Se siguieron durante 96 horas los signos de infeccion de cada
cultivo (aumento en el diametro celular y nuclear, interrupcion del crecimiento
celular, apariencia granular, despegado vy lisis celular). Al final de este tiempo, las
células fueron cosechadas y se separaron pellet y sobrenadante para su posterior

uso.
El sobrenadante contiene los nuevos baculovirus recombinantes y fue utilizado

para amplificar el stock viral y para obtener proteinas recombinantes de VP7 de

los genotipos G6 y G10.
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VI.6.5 Expresion de GP64

Para verificar la presencia de baculovirus en los cultivos infectados, se mont6 un
ensayo de Western Blot que identifica la proteina transmembranal de baculovirus
GP64. Esta proteina se encuentra preferentemente en el pellet del cultivo (O'Reilly
et al.,, 1992). Para ello, se tomaron 5 pL de pellet celular al final de las 96 h de
infeccion y se montaron geles de acrilamida al 10%. Las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa y se realizO Western Blot de las
muestras, usando para ello un anticuerpo monoclonal ratén-antiGP64 (FastPlax®)

y un anticuerpo secundario antiraton peroxidasa.

Los resultados del Western Blot se muestran a continuacion:

KDa MW A B C D
150

100
75

GPe4 —» &
50

37

25

20

Figura 6.13 Western Blot para GP64 de baculovirus. Carriles: MW) Marcador de peso molecular
Dual Color BioRad® A) Cultivo infectado con BacVP7-G6 B) Control positivo, células infectadas con
BacVP7 de SA1l C) Cultivo infectado con BacVP7-G10 D) Control negativo, células de Sf9 sin
infectar.

En este ensayo se encontré que la proteina de GP64 se hallaba en los cultivos
infectados con BacVP7(G10), BacVP7(G6) y BacVP7 de SA1ll, corroborando la
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presencia de los baculovirus construidos. En la membrana también se puede
observar una banda alrededor de los 32 kDa, que corresponde al producto de
protedlisis de la proteina GP64. Para identificar que las proteinas de VP7 se
estuvieran expresando en los cultivos infectados con los baculovirus

recombinantes, se realizo el siguiente ensayo:
VI.6.6 Expresion de proteinas recombinantes

Los sobrenadantes de la infeccion de células Sf9 fueron utilizados para verificar la
expresion de las proteinas de VP7 de los genotipos G6 y G10. Se tomaron 10 pL
de cada infeccion y se corrieron en geles de acrilamida al 10%. Posteriormente,
las proteinas de estos geles fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
para realizar ensayos de Western Blot, tal y como se describe en el numeral V.9.5.

A continuacion se observan los resultados obtenidos:

-
15

kpa Mw 610! @ @t IO Ee

=

100
75

50

37 VP7

_— 34KDa

25

20 A B

Figura 6.14 Western Blot para VP7 de rotavirus. A) Verificacién de la presencia de VP7 en los
cultivos infectados con el baculovirus BacVP7(G10), MW: Marcador de peso molecular Dual Color
BioRad® B) Presencia de VP7 en los cultivos infectados con baculovirus BacVP7(G6). Se utilizo
como control positivo cultivos infectados con BacVP7 de SA11, como control negativo se utilizaron

sobrenadantes de cultivos de Sf9 sin infectar.
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De acuerdo a los resultados obtenidos por Western Blot podemos asegurar que
los baculovirus recombinantes construidos expresan las proteinas de VP7 de los
genotipos G6 y G10, al observar la presencia de la banda de =34 kDa. La cual se
encuentra dentro del rango reportado para VP7 de diferentes cepas de rotavirus
(Estes, 1996).

VI.7 Construccién de baculovirus recombinantes de VP4

El proceso de clonacion de genes de VP4 no pudo realizarse debido a dificultades
encontradas para expresar el gen completo en reacciones de PCR
convencionales. Se realizaron reacciones de PCR utilizando los oligos disefiados
(ver tabla 5.5) sin obtener resultados satisfactorios. Las condiciones de reaccion
fueron modificadas asi como las cantidades de templado (RT) y de i6n Mg*™.
Ninguna de las condiciones propuestas tuvo resultado positivo. Durante el proceso
de genotipificacion se realiz6 amplificacion de un fragmento de 1919 pb, pero
debido a la baja homologia del extremo 3’ entre diferentes genotipos P, la
amplificacion del gen de 2362 pb no fue posible ya que no se conoce la secuencia

completa de los genotipos aislados de las muestras de campo.

Se cambiaron los oligos utilizados, usando para ello los oligos YM cordialmente
suministrados por el grupo de la Dra. S. Lépez (IBt-UNAM), sin obtenerse
resultados positivos. De igual forma, se realizaron ensayos con el termociclador de
gradientes, para evaluar las temperaturas de alineamiento de la reaccién de PCR.
Se realizaron barridos desde 45°C hasta 65°C para reacciones con los dos pares

de oligos, ninguna de las reacciones realizadas tuvo un resultado positivo.
VI.7.1 Purificacion de particulas virales
Se realiz6 el proceso de purificacion de particulas virales a partir de muestras de

campo. Para ello se escogieron las muestras 49 (genotipo P[5]) y 75 (genotipo

P[11]). Se siguio el protocolo descrito en el numeral V.10.1. En la figura 6.15 se
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observa un tubo del gradiente de CsCl para la muestra 75 (P[11]), en la cual se
observa una banda superior correspondiente a particulas virales completas y una

banda inferior correspondiente a las DLP’s.

Figura 6.15. Gradiente de cloruro
de cesio para purificacion de
particulas virales. La banda
superior (S) estd formada por
particulas virales completas y la
banda inferior (I) contiene DLP.

Para verificar la composicion de cada una de las bandas aisladas mediante el
gradiente de CsCl se realiz6 un Western Blot, tal y como se describe en el numeral
V.9.5. La figura 6.16 muestra los resultados obtenidos, observandose
principalmente las proteinas VP2 y VP6 en ambos catrriles, pero en el carril que
contiene la banda superior se observan algunas otras proteinas de rotavirus, con
lo que se puede pensar que este carril corresponde a particulas virales completas

mientras que el carril que muestra la banda inferior tiene preferentemente DLP’s.

I S MW Kba
VP2 —»
— 100 VP42 |
75 86 KDa Figura 6.16. Western Blot de las
bandas aisladas mediante
< VP5? gradiente de CsCl. La banda
50 60 KDa superior (S) estd formada
VP6—>-Q preferentemente  por particulas
- =g 27 VPT7? virales completas y la banda
37KDa inferior (I) contiene DLP. MW:
Marcador de peso molecular
® .
VP87 DualColor” BioRad.
i 75 28 KDa
VI.7.2 Tr, tro
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La reaccion de transcripcion in vitro se realizé tal y como se indica en el numeral
V.10.2. El producto de transcripcion fue purificado y resuspendido en agua libre de

nucleasas.

VI.7.3 Reaccion de RT PCR a partir de mRNA

El mRNA obtenido en la transcripcion in vitro fue utilizado como templado tal y
como se indica en el numeral V.10.3. No se obtuvieron amplicones en este
proceso. Se realizaron modificaciones a la reaccion de RT PCR sin obtenerse

ningun resultado positivo.

Las dificultades presentadas en el proceso pueden radicar en el desconocimiento
de las secuencias del extremo 3’ de los genes de campo, ya que corresponden a
sectores variables entre genotipos. Se propone utilizar la metodologia 3' RACE
para amplificar los genes completos de VP4 de las muestras de campo. Estos
ensayos Yy los procesos de clonacion de dichos genes seran probados fuera del
marco de la tesis de maestria y seran utilizado para los estudios posteriores del

grupo de investigacion.
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Capitulo VI

Conclusiones

La incidencia de rotavirus en México genera importantes pérdidas economicas al
sector ganadero. En la basqueda por mejorar las condiciones de sanidad animal,
se propuso el presente proyecto en el que se establecieron metodologias para la

identificacion de los genotipos de rotavirus bovino en el territorio mexicano.

El desarrollo del presente trabajo permiti6 establecer la incidencia de la
enfermedad en el 70% de los estados objeto de este estudio, en el 30.8% de los
ranchos muestreados. Se encontré que cerca del 15.6% de la poblacién animal
analizada con sintomas de enfermedad diarreica neonatal, presentaban incidencia
de rotavirus tipo A como agente etiolégico. Se encontré6 que la incidencia de
rotavirus también se presentd en animales cuyas madres habian sido vacunadas,
mostrando que los procesos de vacunacion no protegian eficientemente al ganado
bovino. Se encontr6 asi que animales cuyas madres habian sido vacunadas
contra genotipos G6, P[1] presentaban enfermedad diarreica asociada a rotavirus.
Este porcentaje de animales enfermos correspondié al 36.4% de la poblacion

positiva para rotavirus determinada en el presente estudio.

Al realizar el estudio de genotipificacion se encontraron las siguientes
combinaciones: G10, P[11] (67%); G6, P[5] (25%); G10, P[5] (8%). La
informacion encontrada muestra una relacion clara entre genotipos y especie,
siendo éstas combinaciones comunes para rotavirus bovino. Los animales cuyas
madres habian sido vacunadas y desarrollaron la enfermedad presentaron

genotipo G10, P[11], lo cual muestra que la vacuna suministrada no provee
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proteccion heterotipica, tal y como ha sido reportado por el departamento de
agricultura de Estados Unidos (USDA).

Aunque el presente documento no puede ser considerado como un estudio
epidemiologico sobre rotavirus bovino debido al limitado nUmero de muestras, esta
es una primera aproximacion al conocimiento de los genotipos de rotavirus bovino
circulantes en México y las cepas de campo aisladas pueden ser utilizadas para el
desarrollo de vacunas recombinantes basadas en PPV. Por dicha razon se decidio
realizar la construccion de baculovirus recombinantes que expresen las proteinas

de VP4 y VP7 de los genotipos hallados en campo, al infectar células de insecto.

Para ello, se aislaron los genes de interés a partir de las muestras de heces
fecales de animales enfermos y se clonaron eficientemente en vectores para E.
coli. Se obtuvieron dos baculovirus BacVP7(G6) y BacVP7(G10) que expresaron

las proteinas de VP7 para los genotipos G6 y G10 respectivamente.

Cabe destacar que los primeros ensayos de clonacion se realizaron con otros
vectores que presentan sitio multiple de clonaciéon (MCS) y se intent6 insertar el
gen mediante el uso de enzimas de restriccion, sin obtenerse en ningln caso
resultados positivos. Los plasmidos usados para VP7 y que no tuvieron ningun
resultado fueron pFastBac® y pKS usando estrategias de clonacién con extremos
romos y extremos cohesivos. Los procesos de ligacion fueron deficientes y
generaron en ocasiones falsos positivos con insertos que no correspondieron a los
genes a clonar. Por dicha razén, se utilizaron los vectores TOPO® con resultados

satisfactorios.

El proceso de clonacion de genes de VP4 no pudo realizarse debido a problemas
en la amplificacion del gen por reacciones de RT PCR convencionales. Se
probaron diferentes estrategias de amplificacion sin obtener resultados positivos.
También se realizaron ensayos de transcripcion in vitro en el cual se obtuvo

MRNA y se intenté amplificar por medio de RT PCR sin obtenerse amplicones en
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Conclusiones

este proceso. Se sugiere evaluar la estrategia de amplificacion 3' RACE para el
segmento 4 de rotavirus. Este proceso sera seguido fuera del marco del presente
proyecto pero sera utilizado para estudios posteriores del grupo de investigacion.
Los baculovirus de VP7 construidos seran utilizados en préximos estudios para
observar las diferencias en procesos de infeccidbn, ensamblaje y formacion
correcta de PPV de rotavirus y seran la base para desarrollar una vacuna
recombinante que proteja eficientemente al ganado bovino de la region y disminuir

los indices de enfermedad diarreica
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ANEXO A. PROTOCOLO MUESTREO DE CAMPO

MUESTREO PARA EL AISLAMIENTO DE
ROTAVIRUS BOVINO.

M.V.Z. Roberto Néstor Mondragén Garcia
Departamento Técnico

M.C. Elizabeth Rodriguez Amaro
Unidad de Biologicos

BIO-ZO0
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. SECCION: Toma de muestras.

. ESPECIE: Bovinos

. PRODUCTO: Rotavirus bovino

. FECHA INICIO DE TOMA DE MUESTRAS:

. FECHA TERMINO DE TOMA DE MUESTRAS:
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Anexos

Metodologia

1. Seleccionar terneros de 2 a 19 dias de edad, afectados en los estadios
iniciales de la enfermedad.

2. Seleccionar terneros de la misma camada que no hayan sido afectados, y
gue serviran como controles negativos.

3. Previa a la recoleccion, deberan anotarse todos los datos correspondientes
ala Tabla 1.

4. Las heces deberan obtenerse del recto del animal mediante estimulacion
del esfinter anal.

5. Realizar la recoleccion en bolsas-guante de polietileno.

6. ldentificar con etiqueta caracteristica cada bolsa y almacenar
inmediatamente en hielera o recipiente aislante.

7. Mantener la temperatura de las muestras cercana a los 4°C durante su
transportacion.

8. Enviar las muestras el mismo dia de recoleccion al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos, y el duplicado a la
Unidad de Investigacion y Desarrollo de TEBIOME.

9. Sera suficiente muestrear un solo animal por duplicado del grupo de
terneros afectados por establo o granja.

10.La etiqueta de identificacion debera contener los siguientes datos:

* Nombre de la zona de recoleccion.

* Nombre del rancho o granja de recoleccion.

* En caso de muestrear mas de un ternero, numero distintivo que
deberé coincidir con el de la Tabla 2.

11.En los comentarios u observaciones de la Tabla 3, debera mencionarse si
alguan grupo ha sido vacunado contra rotavirus, y las caracteristicas de la
vacuna aplicada.

12.Finalmente, anotar fecha y responsable de la recoleccion.
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Nombre del Establo o Granja:

Direccion:

GENERALES

Poblacién:

Municipio:

Estado:

C.P.

E-mail:

Teléfono (s):

Fax:

N° de Animales:

Raza:

Sexo # Q

#d

Edades dias

Fin Zootécnico:

Nombre del Propietario:

Direccion:

Tel:

Médico o encargado:

Tel:
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Tabla2. DATOS DE LOSTERNEROS.

Identificacion c Establo/Rancho

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20
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Tabla3. COMENTARIOSOBSERVACIONES

Fecha:
(2005 | |
Afio Mes DIA

Firma- Firma:
Nombre: M.V.Z Nombre: M.V.Z

CONTACTO UNAM

Dra. Laura A. Palomares
Instituto de Biotecnologia UNAM

Av. Universidad 2001, Cuernavaca, Morelos, 62210, México
Apdo. Postal 510-3

Tel. +52 (55)56227863 or (777)3291863

Lab. +52 (55)56227617 or (777)3291617
Fax +52 (777)3138811
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ANEXO B. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DEL SEGMENTO 9

DEL GENOMA DE ROTAVIRUS
(Muestra representativa de los 15 genotipos G)

IIU 2‘0 qU 4|O 5:0 ﬁIO ?IO BIO QID IIDO IIID
GECTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG - - GCTAACGGTTAGCTCCTTTTAATG TATGGTATTGAATATACCACAATTCTAATCTTTTTGATATCAAT CATTCTACTCAACTATATATTA 117
GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTTTG - - GCTAGCGGATAGCTCCTTTTAATGTATGGTATTGAATATACCACAGTTCTATT TTATTTGATATCGTTCGTTCTTGTGAGTTATATTCTC 117
GECTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTTTG - - GCTAGCGGTTAGCTCCTTTTAATG TATGGTATTGAATATACCACAGTTCTAACCTTTCT GATATCCATTATTCTACTAAATTACATACTT 117
NNCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTTTG - - GCTAGCGGEACAGCTCCTTTTAATGTATGGTATTGAATGTACCACAATTCTGACCTTTTTGATATCTCTTATTTTATTGAACTATATATTG 117
GECTTTAAAAGAGAGAATTTCCGACTG - - GCTATCGGATAGCTCCTTTTAATG TATGGTATTGAATATACCACAGTTCTAACTITTTT GATATCGCTTGTATTTGT CAATTATATACTG 117
GECTTTAAAAGAGAGAATTTCCGACTG - - GCTNGCGGEATAGCTCCTTTTAATGTATGGTATTGAATATACCACAATTCTAAC THNNTCT GATATCACTTATATTCATTACCTATATACTG 117
GECTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTTTG - - GLTAGCGGTTAGCTCCTTTTAATG TATGGTATTGAATATACCACAGTTCTAACCTTTTTGATATCAAT CATTTITATTGAATTATATATTG 117
GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTTTG- - GETAGCGGT TAGCTCCTT T TAATG TATGGTATTGAATATACCACAATTCTAACCATTTTGATATCAATCOTTCTACTAAATTATATATTA 117
GGCTTTAARAGCGAGAATTTCCGTTTG- - GCTAGCGGT TAGCTCCTTTTAATGTATGGTATTGAATATACCACAATTCTAATCTTCTTGACATCGATTACATTATTGAATTATATCTTA 117
GGCTTTAARAGAGAGAATTTCCGTTTG- - GECTAGCGGT TAGCTCCTTTTAATG TATGGTATTGAATATACCACAATTCTAAATTCATTAATACTAGTTGTATTACTAAATTATATATTA 117
GECTTTAAAAGCGAGAATTTCCGTTTG - - GCTAGCGGTTAGCTCCTTT TAATG TATGGTATT GAATATACCACAACTCTAACTTTTCTAATATTGCTTGTATTATTGAATTACATATTA 117
GECTTTAAAAGCGAGAAATTCCGTTTG - - GCTAGCGGTTAGCTCCTTTTAATG TATGGTATTGAATATACCACATTCCTAATCTACTT GATATCAATTATATTACT TAATTACATATTA 117
GECTTTAAAAACGAGAATTTCCGTCTG - - GCTAGCGGT TAGCTCTTT T TAATGTATGGTATT GAATATACCACAATTCTGACCATTTTGATATCTATCATATTATTGAATTATATATTA 117
Equine L330A-1036 - - CETTAAAAGAGAGAATTTCCGTTTG - - GCTAGCGGATAGCTCCTTITAATG TATGGTATTGAATATACCACAATTCTAACTITTTT TGTGTCATTTATTATATTGGATTATACAATA 115
CHZ_Avian-1067 GECATTTAAAACACAAATTCICGTTTCTCACCCACGACTAGTCTGTTAAAATGTATAGTACTAAATGTACTAACTITITCCNTGAGATAATATTCTATGTTATCTICTGTACACTATTT 119

GGCTTTAARAGAGAGAATTTCCGTTTG- - GETAGCGGTTAGCT CCTTTTAAT GT AT GGT ATT GAAT AT ACCACAATTCTAACCTTTTTGATAT CAATTATTTTATTGAATTATATATT A

VA HLVA P21 062
5T Thomas,_ Humt-1062
SAT1_simian/-1062
FI23 Bpuivesd-1003
O Porsine Ci-1062
I Porsiner1-1 082
196E. Humians -1 067
L26_Human-1062
WCOL1-1062

g 19_ Bovine1-1063
B37_Humani-1062
BIIA-1062
HU-5_Humard'i-1062

120 130 140 140 160 1o 180 140 0o o I 230
WA HUMA -1 082 118 AAATCAGTGACTCCAATAATGEAC TACATTATATA - - TAGATTTTTCTTGATTA - - CTGTAGCATTA - TTTGCTTITGACAAG - - - - - AGCTCAGAATTATGGACTTAACTTACCAATAA 236
ST_Thomas_Huie?-1082 115 AAAACCATAATAAAGATAATGEAC TATATTATTTA - - TAGAATAACATTTGTAA - - TTGTAGTATIA - TCAGTATTATCGAA - - TGCACAARATTATGEAATAAATTTGCCAATTA 226
SA_shwiarl-1062 118 AAATCATTAACTAGAATAATGEACTGTATAATTTA - - TAGATTGCITTTTATAA- - TTGTGATATIG - TCACCATTTCTCAG - - AGCACAARATTATGGTATTAATCTTCCAATCA 226
25 Epuines1-1033 118 CAATTATTGACAAGAATAATGEATT TTATTATTTA - - TAGGTTTCICTTTATTA- - TAGTTTTITTIG - TCACCTETTT TAAA - - AGCTCAARACTATGGAATCAATCTACCAATTT 226
05U Pomine GA-1062 18 AAATCAGTTACTAGAACAATGGACTTTATCATTTA - - TAGATTCTTATTGGTTA- - TAGTCOTACTT - GCACCGCTCATTAA - - AGCTCAARATTACGGAATTAATTTACCAATAA 336
Y Pormines -1 062 118 AAATCAATAACAAGGACAATGGACTTCATCATATA - - TAGGTTTCTGTTIGTTA- - TAGTTGTACTA - GCACCATTCGTCAA - - - AACGCAGAATTATGGAATAAATTTACCGATAR 276
1GE_ Humar?-1067 118 AAATCAGTAACTAGTGLAATGGACTTTATAATTTA - - TAGGTTTCTTTTAATTA- - TTGTCGTTGTG - TCACCATTCGTCAA . - - AACACAARATTATGGAATTAACGTACCGATCA 226
L2 Human-1062 112 AAATCGATAACTAGTATGATGGACT T TATTATATA - - TAGATTCITACTAGTTT- - TTGTTATCGTA - CTIGCCATTTATTAA - - AGCTCAAAACTATGGAATAAATCTTCCAATCA 326
NCOL -3 062 112 AAATCALTAACGAGAATGATGEAC TATATAATTTA - - CAGATTTCIGCTTATAG - - TAGTGATC TIGGC CACCATA - ATAMA . - FGCGCAARACTATGGAGTAAATTTGCCAATTA 326
Hg 19 Bovime -1 062 118 AAATCTGTGACAAGAGTAATGEATTATATCATATA - - TAGATTTCIGTTTGTAA - - TTGTAATAGTG - TCATTGTGTGCAMA - - AGCTCAAAACTATGGGATTAATTTACCGATAS 226
B27_Humars-1062 112 AAATCAATAACCAGAATCATGEACTACATACTCTA - - TACCTTTTTGCTTTITA - - TTIGETATTGEC - ACACCATTTGTAMA - - TTCGCAGAACTACGGECATTAATTTACCAATAS 226
822311062 118 AAGAGTATAACTACAATGATGEACTACATAATTTA - - CAAATTTTTGCTTATAG - - TCACAATTACT - TCAATTGTTGTCAA - - TGCACAAAATTACGGTATTAATTTACCAATAS 226
HU-5_ Hemaret-1 062 118 AAAACTATAACTAATACGATGEACTACATAATTTT - - CAGGTTTTTACTACTCA- - TTGCTTTAATA - TCACCATTTGTAAG - - - - - GACACAAAATTATGGCATGTATTTACCAATAA 226
uifre L338-1036 116 AAGACAT TAACTAGAGCGATGGACT TCATAATTTA - - TAGATTTTTACTTGTAG - - TAGTAATTTIG - TCACCGCTACTAAL - - - - - AGCACAARATTACGGEGATTAATCTACCCATTA 224
CHZ_Aviari-1087 120 FTACTCGTTTTAGAAAAGATGT - CLAAACTACTTAGCTGGATTGITATTG TETGCTIATEITGTATICGCCATT TCRTCIAAAT ST TCAGCACAGAAC TATGGAATTAACGTACCTATTA 237
AAAT CAAT AACT AGAAT AAT GOACT AT AT AATTT A - TAGATTTTT+TTT+TTA- -TTGTTATATT GGT CACCATTT GT AfA. - - - . AGCAL, TTAT GGAATTAATTT ACCAAT Af
2I4EI Zlﬁ[l Zlﬁ[l ZI?I] ZISI] EIDI] Z?:EIEI Z?:1EI E‘ED E‘SD 3'40 Z}Iﬁ[l
ViA_ HUMA -1 D62 237 CAGCATCAATGOACGL TETATATACTAACTCTAC T CAAGAAGAAGTGTTTCLAACTTC TACGTTATGT CTGTATTATC CAACTGAAGCAAGTACTCAAATCAATGATGOTGACTGGAAA 345
ST_Thomas_ Hew -1 062 23T CTGGATCTATGGATACAGCATATGCTAACTCAACACAAGACAATAATTITITTATTTTCAACTITATGTCTATATTATCCATCAGAAGCTCCAACTCAAAT TAGTOACACTGAATGEAAA 345
SATI_sianant-1062 227 CAGGCTCCATGGACACTGCATACGLTAATTCAACGCAAGAAGAAACATTCCTCACTTCTACACTTTIGCCTATATTATCCGACTGAGGC TELGACTGAAATARACGATAAT TCATGGAAR 345
FI23 Epeime1-1033 227 CTGGTTICAATGGATAC TGCATATGT TAATTCTACACAAGAGAACATTITTC TAACATC TACACTATGT TTATATTACCCAACTGAAGC TECAACTCARATAGATGACAGT TCTTGGAAR 345
Q5 Pomine GA-1062 237 CTGGATCTATGGATAC GCCATATATGAATTCAAC TACAAGTGAAACATTTTIGACTTCGACATTATGT CTATATTATC CAAATGAAGCAGC TACAGALAT TECAGATACAAAATGEACA 345
M Pamine/ -1 062 227 CTGGCTCTATGGACACACCATATATGAATTCGACAATGAGTGAGACATTCCRAACTTCTACTITATGT T TATATTATCCACACGAAGCAGCAACTCAGAT TGCTCATGACAAATGEANY 345
A18E_ Human 1087 227 CTGGTTCCATGGATACAGCATATACAAATTCATCACAGCAAGAGACATTTTIAACTTCAACGTTGTGC T TATATTATCCTATTGAAGCATCAACTCAAAT TEEEEACACAGAATGEANY 345
L28 Humand?-1062 227 CAGGTTCTATGGATAC TGCATATGTAAACTCTACGCAACAAGAAAGTTITTATGACTTCCACTITATGC TIGTATTATCCGAAT TCAGT TACGACTCAAATAACTCGACCCCGATTIGEACT 345
NGO -3 082 237 CAGGTTCAATGOATAC TECGTATGCAGACTCTACACAAAGTGAGCCATTTTIGACATCAACCCITIGT TIGTATTATCCIGTTGAGGCAT CAAACGAAATAGC TEATAC CGAATGEAAA 345
Hg 18 Boviret-1 083 237 CAGCGATCAATGOATGGETECGTACACTAATACAAC T GATGATAAGCCATTT TRAACTT CAACAC TATGTATATATTACCCGACGATTGCGTC TAATGATTTGGCCGATCCAGATTIGEAAD 345
B37_Humary -1 082 237 CAGCATCAATGOATACAAATTATC AAAATGTGTC TAATC COGAACCOTTT TRAACATCAACGCIATGL CTGTATTATC CAGTAGAAGCAGAGACAGAGATAGCAGATAGT TCOTGEAAD 345
B2234-1062 2T CCGGATCAATGGATACATCATATGTGAATGCTACT AAAGATGAGCCATTTCTAACATCAACATTATGTTTATACTATCCAACAGAAGC TAGAACAGAAATAMACGATAATGAGTGEACA 345
HU-5_ Humar™-1062 227 CGGGATCACTAGACGC TGTATATACGAATTCTACTAGTGGAGAGCCATTTTTAACTTCGACGCTGTGT TTATACTATCCAGCAGAAGC TAAMAATGAGAT TTCAGATGATGAATGEGAR 345
EQuire LI30A-1036 225 CAGGTTCAATGGATACAGCATATGCTAATTCAACCCAAGARAGAAAATTTCCTTGTGTCAACACTTTIGTCTATAT TATCCAAAT GAAGTAGTAAGTGAATTGAATGATGAT TCATGGAAG 342
CHZ_Awviar-1067 238 CCGGTTCAATGGATGTAGTGCTTGCGAATTCGACACAAGATCAAATTGGECCLAACGTCGACATTGTIGTATTTATTACCCAAAAGCTGCAGATACTCASAT TECAGATCCAGAGTGGAAG 356
Corsensus

CAGGAT CAAT GOAT AL+ GLATATGCT AATT C+AC+ CAAGAF GARACATTT+TAACTT CAACATTATGTTTATATTAT CCAALT GAAGCAGCAACT GAAAT+ GET GAT ACT GAAT GEAAA

5:60 3:7'0 3:80 5:90 4|00 4|10 ‘}20 ‘}30 140 160 ‘IIGU 170
WA HUMA -1 082 346 GACTCATTGTCGCAAATGTTTCT TACAAAGGGT TGGCCAACAGGATC TGTTTACTTTAAAGAGTAC TCAAATATTGTTGATTTTTCTGT TGACCCACAGCTGTATTGTCACTATAATTT <64
$T_Thomas_tHeie'?-1082 346 GATACACTATCTCAGCTGTTTITAAC CAAAGGATGGCCGACAGGTICAGTTTATTTTAATGAATAT TCAAACGTT TTAGAATTTTCCATCGACCCAAAGCTATACTGTCATTATAATGT <64
SA_shwiarl-1062 346 GACACACTGTCACAACTATTTCT TACGAAAGGETGGCCAACTGEATCCGTATATTTTAAAGAATATACTAACATTGCATCGTTTTCTGT TGATCCGCAGTTGTATTGTCATTATAACGT <64
FI23 Epeire-1003 346 GATACGATTTCTCAATTGT T T TTAAC TAAAGGATGGCCTGCTOGGTCTGTGTAT TTAAAAGAATATACTGACATTACTTCCTTTTCAATTOATCCACAATTATACTGTGATTATAATGT dhd
Q50 Pomine CA1-1062 346 GARACATTGTCGCAGT TGTTTTTAACARAAAGGATGGCCAACAGGGTCAGTTTATTTTAAAGCATATGCAGATATTGCGTCATTTTCTGTAGAACCGCAGTTATACTGCGACTATAATAT b4
YL Pormine, -1 062 245 GATACTCTCTCACAGCTATTTCTCAC TAAAGGATGETCAACAGGATCAGTT TACTT TAAAGAATATACAGATATTGCATCATTTTCCGTAGATCCACAACTATATTGTGAT TATAATAT bl
A18E_ Human 1087 245 GETACTITGTC TCAGTTATTCTTAAC TAAAGGATGGCCAACTEEATCAGTTTATT T TAAAGAATATACCGATATCGCT TCATTTTCAATC GATCCACAATTTTATTGCOAT TATAACGT dbd
26 Human-1062 246 CATACACTATCACAACTATTICIGAC TAAAGGATGGCCAACAAATICTGTTTACETCAAGAGTTATGCT GACATAGCGTCCTTCICTG TAAATCCACAGTTATAC TETCATTACAATAT 64
NGO 062 246 GATACCTTATCACAATTGTTCTTGAC AAAAGGATGGCCAACAGGATCAGTGTAC CITAAAGAATATGCT GATATAGCGGCCTTTTCAGTGGAACCACAGT TATACTGCOATTATAATTT <64
Hg 18 Bovire -1 063 346 AATACTGTGTCACAATTATTITTGAC GAAGGGT TGGCCTATGEG T ICAGTGTATTTCAATGAATATGTTAACATAGCT GAATTTTCAAT TAATCCGCAACTTTTTTGTCATTATAACAT 464
B37_Humary -1 082 346 GATACTTTATCACAGTTGTTCTTCACAAAAGGATGGCCAACTEETICTGTTTATCITAAAAGC TATACAGATATTGCGACTTTTTCCATAAACCCGCAACTATACTGTCATTATAACAT <64
B225-1062 346 AGTACGTTGTCGCAGCTGTTCTTAACAAAGGEATGGCCAACTEEATC TETATATTT TAAAGAATATGAT GATATAGCTACTTTTTCAGTGGATCCACAACTGTATTGTCACTATAACAT <64
HU-3_ Humaret-1 062 346 AATACTTTATCACAATTATTTTTAAC TAAAGGATGGCCAATTGGATCAGTTTATTTTAAAGAC TACAAT GATATTAATACATTTTCTGTGAATCCACAACTATATTGTICAT TATAATGT <64
Eeire LIA30A-1036 34 AACACATTATCGCAGT TGT T I TTGAC TAAGGGT TGGCCAACTOGATCCGTATATTTCAATGAATACAGTGACATAGCATCATTCICAATAAATCCACAGTTATATTGCGATTATAACAT 967
CHZ_Avian-1067 347 GLGACAGTCACGCAATTACTATTAACARAGGGATGGCCCACAACGTC TGTGTATTTAAATGAATATCAAGACTTGGTGACATTTTCAAATGATCCTAAATTGTATTGTGATTACAATAT 475
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W HMANA-1 062
ST_Thomas_Heu-1082
SATY_siian-1062
FI23 Equine/1-4030
05U Porpine GA-1062
VM Parsine 11082
MEE Heuman1-1061
L26_Hewiandt-1082
WCDIA-1062

Hg 8 Bavine/1-1063
837 Heman/1-1062
82232062

U5 Huard-1062
Equine L3394-1036

CH2 Aviart-1067

Consensus

W HUMA N1 062
ST Thomas_Hened-1062
SAM_siwian/1-4062
ALz Equine 1033
OSY_ Porine GA-1062
M Poroines 11062
HBE Hhiriantt-1 051

26 Hewian'i-1062
MCDIA-1082

HP0 Bovinest-1063
B37_ Hermar1-1062
B2E31-1062

U5 Hemardt-1082
Bpuine L33041-1036
GCH2_ Avisr 1087

Consenstis

W HUMA N1 062
ST Thomas_Hend-1062
SAT_siwian/t-1062
Flz3 Equine1-1033
05U Forine Gr1-1062
M Porcime/1-1082
IBE_ Heuman 11061
L26_Heman't-1082
MCDUA-1062

Het2 Bovinest-1083
B37_Heman/1-1062
22231062

RS Huard-1062
pudne L33541-1036
CH2_ Aviamt-1087

ConFensus

W HUMANA-1 062
ST_Thomas._Heun-1082
SAT_siian-1062
FI23 Equine/A-1030
05U Poreine GA-1062
Y Porines-1062
HBE Heumari-1 061
L26_Heiani-1062
MCDWA-1082

H90 Bovine-1063
B3P Hermary1-1062
B2E3-1062

U5 Hemardt-1082
Bjuine L33041-1036
CH2_ Avisrt-1087

Consensts

440 490 oo g0 520 330 340 550 560 &0 580 390
465 AGTACTTAT GAAATAT GAC CARAGTC T TGAAT TAGATATG T CAGAGT TAGCTGATT TAATATTCAATCAATGOTTATGTAACCCAATGOATG TAACAT TATAC TAT TATCAACAAT - CG
45 TGTGCTAATTAGATTCGTTTT TGO TGAGGAGT TGGACATATCTGAAT TAGCTGATCTAATACTCAATCACTOOTTATGTAATCCAATGOATATAACATTATATTATTACCAACAAA. CT
465 AGTACTAAT GARAATAT GACGCGACGT TG AAT TGGATATGT CAGAACT TGCGGATCTAATAT TAAACCAATGETTCTOTAATCCAATGOATATTACTCTGTAT TAT TATCAGC AR CT
455 AGTACTAATGAAGTATGACGAAGCATTGLAAT TAGATATGTCTGAGCTGGCTGATTTGATTC T TAATCAATGOCTTIGTAATCCAATGGATATTACTTTATATTATTATCAACAAA- CT
465 TOTACTAAT GAAATAT GAT GGAMAT T TACAGT TAGACATGTCTGAATTGGCTGGTT TAATATTCAATCAATGEC TATGTAATCCAATGOATATAATGC TATAT TAT TATCAGC AN - CA
45 COTGTTGATGAAATACGATGGAAATTCACAAC TAGATATGTCTGAATTGGCTGATCTAATATTAAATCAATGOTTOTGCAATCCAATGGATATAACTCTTTACTATTATCAACAAA - CA
465 TOTGTTAGT CAAATATAAT T CAACAT TAGAGT TAGATATGTCTGAAC TAGCTGATTTGATTTTAAATCAATGOTTATGTAATCCOATGOATATAGCAT TATAT TAT TATCAGCAML - CA
45 COTGTTAGTACAATAT CAAAATTCATTAGCGT TAGATGT TTCGGAACTCGCTGATT TAATTTTAAATCAATGOTTATGTAATCCGATGOACGTAACGTTATATTATTATCAACAGA CT
465 AGTTTTAAT GAAATATGAT TC TACACAAGAAC TAGATATGTCT GAAT TG CCGATCTTATATTCAACCAATGECTETGCAATCCAATGOACATAACGC TATAT TAT TATCAGCAGA CT
465 AGTGTTGATGARATATGAATCOGATTTAGAAATGEATATGTCTGAAT TAGCTGATT TGT TATTGAATCAATGGT TATGTAATCCAATGOACGTGACCCTATAT TAT TATCAACAAA - CT
465 AGTGT TAAT CARATATAAC G TAATTCAGAGT TAGATATGTCGGAAT TG CAGATTTGATACTTAATCAGTGECTTTGTAATCCAATGOACATTGCCTTGTAC TAC TAC CAACALAGT A
465 AGT TTTGATGAGATACAAT TCOAGCCTAARACT TGATATGTCGGAAT TGGECAAATCTAATATTAAATGARTGGCTATCGAATCCAATGOACAT TACATTGTAT TAT TACCAACAGA - GG
465 AGTATTGAT GAGATAT GACAATACATC THAAT TAGATGC AT CAGAGT TAGCAGATCTTATATTGAATCAATGECTCTGCAATCCTATGOATATATCGCTT TACTAT TAT CAACARA. GT
463 AGTAGTGGTARRATATAG TACGGAACTACAACTAGATAT ATCAGAGT TAGCTAATT TAATACT TAATGAATGGT TG TGTAACCCAATGOACATAACAT TATACTAT TATCAACAAA - CT
478 TOTATTAGCACATTACAC GAACGATGTGGCGT TGGACATATCTGAGT TG CCGAGTTTITCCTTTATCAATGETTATGTAATCCAATGOACGTAACACTATAT TATTATCAGCAGA . CG

AGTATTAAT CAAATAT GAT+ C+ A+ TTTAGAATT AGAT AT GT CT GAATT GGCT GAT T T AAT AT T GAAT GAAT GOTTAT GT AAT CCAAT GOAT AT AACATTAT ATTATTAT CAACAAA. CT
GIDO GI10 BIIO q?D ﬁ“iO GI50 GIBO GI?O GISO qQD 7‘00 TIIU

A83 GOAGAATCAAATAAGTGGATATCGATGOGATCATCATGTACCGTGAAAGTGTGTCCGLTAAATACACAAACGTTAGGGATAGGTTGTCAAACAACAAACGTAGACTCATTTGAAATGAT
£33 GOAGAGGCAAACAAAT GOATATCAATGGGATCATCATGTACCGT TAAAGTGTGTCCATTAAATACTCACGACATTAGGAATTGOATGTCAAACCACAAATACAGCTACTTT T GAAACAGT
83 GACGAAGCGAATAAATGGATATCAATGLGC TCATCATGTACAAT TAAAGTATGTCCACT TAATACACARACTCTTGGAATTGGATGETTGACAACTGATGCTACAACTTTTGAAGAAGT
823 GATGAAGCGAATAAAT GOATATCTATGGGATCT TCATGTACAAT CAAAGTATGTCCACT TAATACACAAACTCTAGGAATTGOTTGCTTCACTACT AATGTCGCAACATTCGAAGAAGT
A83 GATGAAGCTAATAAATGGATATCAATGGGTACATCATGTACGAT TAAAGTATGTCCTCTAAATACGCACACTCTCOGGATAGGATGTTCGACTACAGACATAAATTCATTTGAAACAGT
£33 GATGAAGCAAACAAAT GOATATCAAT GGG TAACTCATGTACGAT TAAAGTATGTCCACT CAATACACACGACCCTTGOAATAGCATGCTTCACTACTGATCCAACAACCTTTGAGGAAGT
A83 AATGAAGCGAACAAATGOATATCAATGLGACAATCTTGTACAATAAAAGTATGTCCATTCAATACACARACTTTAGGAATAGGATGTACAACTACAAATACGGCGACATTTGAAGAGGT
823 GACGAAGCCAATAAAT GOATATCAATGGGAGAT TCATGTACAGT TAAAGTATGTCCTTTAAATATGCAAACGTTAGGAATTGOATGTACAACAACCGACGTCGCAACATTTGAAGAAGT
A83 GATGAAGCAAATAAATGGATATCAACGGGCTCTTCTTGLACGGT TAAAGTGTGTCCATTAAATACACARACACTTGGTATTGGATGTCTAATAACTAATCCAGACACGTTTGAAACAGT
823 GATGAAGCAAATAAGT GOATATCAAT GGG TACGTCT TG ACAAT TAAAGT TTGTCCACT CAATACACAAACGCTTGGCATTGOATGCTTCACAACTGATACGAGTTCATTTGAAACTGT
A4 GTGAAAGCAAACAA- TOGOATATCAATGGGAGACTCATGTACCGATAAAGTATGTCCATTCAATACACACACATTACGGATTGGTTGTCTTACCACGGATACTACAACTTTTGAAGAAGT
£83 GACGAGGCAAACAAAT GOATAGCAATGGGACAATCATGTACAATAAAAGTGTGTCCATTCAATACCCAAACGCTAGGAATAGCATGTCAGACTACAAATACTGGEAACGT T T GAAGAAGT
A83 AGCGAATCAAATAAATGGATATCOATGOGAACAGACTGLACGGTAAAAGT TTGTCCACTCAATACACARACCCTAGGGATTGOATGLAAAACTACGGATGT AAACACATTTGAGATTGT
821 GATGAAAC TAATAAAT GOATATCAAC AGGAACATC T TG TACAGT TAAAGTATGTCCATTAAATACACAAACTTTAGGAATTGGOTOTTTAACAACTGATACAGAGACATTTGAGGAAGT
594 AGTGAGCCTAATAAATGGATAGCCATGLGTACTAATTGCACAATTAAGGT TIGTCCACTAAATACTCACACATTAGGAATAGGATGTCAAACTACTAATACTGATACATTTGAAATTTT

GATGAAGCAAAT AAATGGATATCAATGGGAACAT CATGT ACAATT AAAGT AT GT CCACT AAAT ACACARAACT CTAGGAATT GOAT GT+TAACT ACT GAT ACAGCAACATTT GAAGAAGT

7:20 7:30 ?I40 ?‘50 7‘60 TITU TIBO 7:90 BIOO B‘WD 8‘20 3I30
702 TGCTGAGAATGAGAAATTAGC TATAGTGGATGTCGT THATGGGATAAATCATAAAATAAATTTAACAACTACCACATGTACTATTCGAAATTGTAAGAAATTAGGTCCAAGAGAAMATG
702 TGCTGATAGC GAAAAATT GG CAATAATTGATGT TGTCGACAGCGTAAAT CATAAAT TAAATATCACATCTACTACATGTACAATACGGAATTC TAAT At C TAGGACCEAGAGAMMATG
T0Z TGCGACAGCTCARAAGTTGGTAAT TACTGACGTGGT TEATGGLGT TAATCATAAGCTGEATGTCACAACAGCAACCTGTACTAT TAGAAACTGTAAGAAATTGEEACCAAGAGAARALT
703 AGCTACATCTGAAAAAT TAGTAAT TAAGGAC TGO TAGAT GEAGTAGAT CATAAAGTTCAGTGTACAACAACCACTTGTACTAT TAGAAACTGC AAG AtAT TAGGAC CAAGAGAGAACT
T0Z GGCCAATGCAGAGARATTAGC TATAACTGATGT TGTCGATGGAGT CAATCATAAATTAGACGTAACAACCAGTACATGTACTATAAGAAATTGTAAAAAACT TGEACCAAGAGAARATG
703 AGCTTCAGCAGAGAAATT GO T GATAACAGATGTCOTAGATGEAGT TAAT CACAAACTAGATGTCACAACCOCTACATGCACAATAAGAAACT G T AR AGCT TGEAC CAAGAGARMATG
702 AGCGACGAACGAPAAATTAGTAATAACCGATGTTGT TEATGGT G TAAATCATAAACTTCATG TAACTACCAACACCTGCACAAT TAGAAATTGTAGAAAGT TAGGACCAAGAGAGAATG
707 AGCAAACGCEGAAAAGTTAGTAATTACTOATGT TOTAGACGGAGT CAATCATAAGATCAATATTACATTCAATACATGCACTATACAAAATTGTAdAAAATTGGGACCTAGAGAAMACT
T02 TECGACAATGGAGAAGTTAGT GAT TACAGATGT TG TAGATGGTGT CAATCACAAAT TAAACGTCACAACGECAACGTGCACCATACGCAACTGTAAAAAGT TAGGACCAAGEEAGAACE
702 COCCGTGAACGAAAAATTGOTGATTACTGATGTGGT THATGGAGTGAGTCATAAAT TAGATGTTACAAATOTAACGTGLACGATACGTAATTGTAAAAAGCTAGGACCTAGAGAGAATG
T02 TECAACAGCTGAAAAGT TGO TAATAACGGACGTTGT TEATGGAGT GAAT TATAAAATTAAT G TAACAACCACTACATGTACTAT TAGAAACTGTAAGAAAT TAGGACCACGEEAGAATG
702 COCAACGGCTGAAAAATTGOTAATTACTGATGTAGT THACGGCGTAAATCACAAACTAGATGTTACTACTOGCOACCTGTACTATCAGAAATTGTAAGAAATTGGGGCCAAGAGAAMATG
702 TGCGTCOTCTOAAAAATTAGTAAT TACTGACGT TG TAAATGGTGT TAAC CATAACATAAATAT TTCAATARATACGTGCACTATACGCAAC TGO TAAT AT TAGGAC CACGAGAMMATG
700 AGCAACATTAGARAAATTAGTAATAACAGATGTTGT TEATGGAGTAAATCACAAAATARATCTCACAACAGCTACTIGTACTATAAGAAACTGT AR AAATTAGGACCAAGAGAARATG
712 GACGATGTCTGAAAAATTGGC TATAATTGAC GTAGTAGAC GEAGT GAATCATAAAGTAGATTATACAGTTGCCACCTOTAAAATAAACAATTGCATACGACT TAACCCTAGAGAMMATG

TOCOAC+GCTCARAAATT AGT AAT AACT GATGTTGT T GAT GGAGT ARAT CAT ARAAT AGAT GT T ACAACT ACT ACAT GT ACT AT AAGAAAT T GT AAAAAAT T AGGACCAAGAGAAAAT G
3I40 Slﬂﬂ BIBD Q?D QSD SIQD QIDD QIID QIQD QSD Q‘iﬂ QISD

221 TAGCTGTAATACAAGT TGO TGOTTCTAATGTGT TAGACATAACAGCAGAT CCAACAACTAATCCACAAACTCAGAGAATCATCAGAGTCAATTGGAAAAAGTGGTGECAAGTATTTTAT
&M TOGCTATAATACAGGTTGGCGGTTCTAATATAT TAGATATAACAGCTGATCCCACAACTTCTCCACARACASARACCAATGATGCGCGTAAACTGGAAAAAATGETGGCAAGTATTCTAL
821 TAGCCOTTATACAAGT TGO TGGTTCTOACATCCACGATATAACTGCTGATCCAACTACTGCACCACACACAGAACGOATCATGCAATTAACT GG AAAAAATGETGECAAGTTTTTTAT
81 TGGCAATTATACAAGTTGGAGGTTCTGACATTCTCGATATAACGGCTGATCCAACTACGGC TCCACACATTOCOCOAATGATGOGCATAAATTGGAAAAAATGGTGGCAAGTGTTTTAT
831 TCOCTOTAATTCAGGTAGGAGGTCCAAACATAC TCGACATAACAGCTGATCCAACAACTECACCACAAACTCARAGAATCATGCOTATAAATTGGAAGAGATGETGECAAGTCTTTTAT
821 TTGCAGTAATTCAAGTAGGAGGTTCGAACATACTTGATAT TACAGCGGACCCGACTACAGCTCCACARACTCAACCAATGATGCOTATARATTGGAAAAAATGETGGCAAGTATTTTAT
#31 TOGCAAAGTTACAAGTTGGCGOCTCAGAAGTGC TAGACAT TACAGCAGAT CCAACCACTACACCACAAACCCAGCOCATCATGCAAATAAATTGGAAGAAATGETGECAAGTTTTTTAT
821 TAGCAAT TATACAAGTAGGTGOTTCTOACATCATAGATATAACAGCAGATCCAACAACAATTCCACARACTCARAGAATAATGCGAATARATTGGAAAAAATGETGGCAAGTGTTTTAT
#31 TAGCAGT CATACAGGTAGGCOOCGCARATOTTT TAGACAT CACAGCTGATCCAACAACTACACCACAGACACACGACAATGATGCGAATAAAT TG Akt A TGETGECAAGTGTTTTAC
221 TAGCTGTAGTGCAAATAGGGGECGLGAACATACTAGATATAACGGECTGATCCAACYACAGCECCACAAACAGAGAGGATGATGAGAGTGAATTGGAAGAAATGETGELAAGTATTCTAL
A TTGCAGTAATTCAAGTAGGTGOTTCTTTTATAT TGGATATTACGGCAGATCCAACAACABCACCACARACACARACAATGATGAGAATAAATTGGAAGAAATGETGECAAGTTTTTTAL
821 TAGCAGT GATACAAGT GGG TGOTGC TOATATCCT TGACATAACATCTGATCCGACGACTAATCCACAAACTCAACGOATCATGCGAATAAATTGGAAGAAATGETGGCAAGTGTTCTAT
81 TTGCTATAATTCAAGT TGO TGGACCGAACGLAT TAGATATCACTGCTGATCCAACAACAGTCCCACAAGTTCARACAATCATGLGAATAAATTGGAAAAAATGGTGGCAAGTATTTTAT
219 TAGCAAT TATACAAGT GG GAAGGTCAAGTACAAT TGACATAACTGCTGATCCAACAACAATGCCACAAACAGAAAGAATCATGCOTATAAAT TG AAAAAATGETGGCAAGTGTTTTAT
832 TTGCAATAATTCAAGTTGGAGGGCCOGAAGTGLTTGACATATC TGAGAATCCGATGLTAATACCAAAGGTOTCOCOTATGACACGTATGAATTGGAAGAAATGGTGGCAAGTGTTTTAT

TAGCAGTAATACAAGTTGGT GGTTCT AACAT ACT AGAT AT AACAGCT GAT CCAACAACT + C+ CCACARACT GAAAGAAT GAT GLGAAT ASMATT GLAAAAMAT GLT GELAMGT GTTTTAT
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Anexos

1040 I‘IJSEI I‘I]BEI
W HUMA N2 082 940 ACTA CAAAAGATICAAGH] A TCRTAG G GETCEATG 1057
ST_Thomas_Hum-1082 040 ACTE CAAAAGATCAAGA A TCC GAACTOTTIBATE 1057
SAM_shiar1-1 D82 940 ACTE ACAAG'A GICCAAAAGATCAAGA A CTTAGGTTAG GTATGATG 1057
Flz% Bpuine/1-1053 940 ACTE TC. CAAAAGATCECEA A B 1033
OSU_Porcine GA-1082 04 ACAA ACAAGTCATETCCAABCEATCACGE A G TC 1057
VM Porsine -1 062 940 ACTAS ACAAGTGATGTCCAAACGATCACGE A TC 1057
M BE_ Hemian -1 067 940 ACAG GLAAG GTCCARAAGATCACGA A 1056
L26_ Hemran't-{ 062 940 ACCEG TC. T IAAAEBA CTAGA A 1057
WEOLA-1 062 240 ACGG CCARAAGA G 1057
Hp 18 Bovire -1 063 240 AL G G 1058
B37_Humar?-1062 940 ACTEG) ll CGLGG! 1057
B2Z3062 940 ACT, G CTAAGAGBTCCAGA - 1057
HU-S_ Hunand1-1062 440 ACAG CLAAACGATCAAGA - G 1057
Epuine L01-1036 235 AL mA Cl:zAAGA CAAGA ﬁIGCTGCAG - - 03
CHZ_Aviar-1067 951 AL TACGALAATETCTAAGCETTCAAGG GATGHTTCATCETATTACTACAGAGTATAG - - - - - 1082
Consensts
AT BT AGTT GAT T AT ATT AAT CAAATT GT ACAAGT AAT 6T CLAARAGAT CAAGAT CATT AAATTCAGLAGCT TTTTATTATAGAGT + TAGATATATCTTAGGTTAGAAT T GT AT GAT 6

W HUMA R -1062 1055 FRACC 1062
ST_Thomas_Hual-1062 1058 TBACE 1062
SAT_slean/1-1D62 1055 MEACC 1062
FiES BpuinefA033 ...

05U Porcine CA4-1082 1058 IBACE 1062
M Porciert-1082 1055 TRACC 1062
HBE_ Humand 11061 1057 TRACC 1061
L2 Humant-1 062 1055 TRACC 1062
MCDWA-1 082 1055 TRACC 1062
Hp 18 Bovire -1 063 1059 FGACC 1063
B37_Humar?-1062 1058 FGACC 1062
8223711062 1058 FGACC 1062
HU-5_ Huiman -1 062 1058 FGACC 1062
Epoine LA3GA-4006 - -

CH2_Avian-1087 1063 IEAEE 1067

Consensts

TGACC
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Anexos

ANEXO C. ALINEAMIENTO DE SECUENCIA DEL SEGMENTO 4
DEL GENOMA DE ROTAVIRUS

(Muestra de los 26 genotipos P conocidos)

n 0 a0 0 50 g0 70 &0 90 100 1o
GGCTATAAAATGGETTCGCTEATTTATAGACAAETTCTCAETAATTCATATTCGGTAGACTTGCATGATGAAATAGAACAGATTGGATEGGAGAAAACTCAAAGTGTAAEAGTAAATD 13
GGCTATARRATGGECTTCACTCATT TATAGACAGC T TCTCACTAAT TCATATTCAGTAGAT TTACATGATGAAATABAGCAMAT TGGATCAGARRAARC TCAARATGTAACTATARATE 118
GOCTATAAAATGGECTTCACTCATTTATAGACAGC TACTCACTAAT TCATACACAGT TGAAT TATCAGAT CAAAT TAATACGAT TGOAT CAGAGAAAAGTCAAAATATAACCATTAATC 12
GO TATAAAATGGC TTCGCTCATTTACAGACAGCTTCTCACGAAT TCATATGCAGT TCAT T TATCAGATCAAAT T CAATCAATTGOAT CAGAAAARAL TCAMAGTACAAC TATAAATC 12
GOCTATAAAATGGCTTC T TTAATT TATAGACAGTTATTATCAAACTCATATGTTACGAACAT CTCTGAC CAAGT TAACGAAATTOGAAL TAAAAARACAACTAACGT TACTGTTAATC 112
GGCTATARRATGGECTTCTTTGATCIACAGACAGT TACTATCCART TCGTACG TAACAAAT AT TICTGATCAGGT TAGTGAAAT COGAGE TAGGAAARCAGCEARCGT TACAGT TAATC 118
GGCTATAAAATGGCTTCGCTAATTTACAGACAATTACTATCCAATTCOTACATTACTAATTTCTCAGATCAAATTACTCATATTGGARAT GAAAAARATAGTAATGTCACTGTCAATC 118
GOCTATAAAATGGCTTC TCTCOTATATAGACAACTTCTAGCAAACTCOTACACTTCAGATCTACAGGATACGATAGATGACATT TCAGC T CAAAAAAC TEAAAATGT TACTGTTAATC 112
GO TATAAAATGGC TTCGCTCATTTATAGACAGTTGCTTACTAATTCT TACACCOTAGAACT T TCAGAT CAAATACAGGASATTGOAT CAACGAARAGCCAMAGCOTCACAATCAATC 12
GO TATAAAAT GG TTCTCT TAT T TATAGACAGTTACTTGETAAT TCT TACGCAGTAGACTTGTCAGAT CAAACACAAGASATTOOAGCAT CAAGAAATCAMMATGTAACCGTTAATC 112
GGCTATARAATGCETTCGCTCATT IATAGACAATTGCT TACTAAT TCATATACCOTAAAT TTATCAGATCAGATACAAGAGAT COGGTCTACGAAARC TEAARRTAT TACCATTAACS 118
- - ATTCGTATACTG TAGATCRATCAGAT GAAATACAAACTATTGGTTL TAAGAAAACACAAAATGTAAC A ATAMATC 76
GGCTATAAAATGGCTTCGCTCATTTATAGACAATTGCTCACGAATTCTTATACAGTAGATTTATCCGATGAGATACAAGAGATTGGATCAACTAAATCACAAAATGTCACAATTAATC 12
GOCTATAAAATGGECTTCGCTCATTTATAGACAAT TG T TACTAAT TCATATACGAC TOATCTATCTGAT CAAAT T CAAGASATTGOATCGT CAAAMATC TCAAGATGTAACAATAAATC 112
- -ATGGCTTCGCTCATTTATAGACGATTGCTTACCAATTCTTTCACAAC TGATCTGTCTGATSAAATCGAAGAAATTGGATCATCOAAATCCCAGAACGT TACGCTAAATE 109
GGCTATARAATGGECT TCGCTCATT TATAGACAATTGCT TACAAAT TCGTACACAACCOATCT TICTGATGAGAT TEAAGAAATTGGATCATCARAATCTCAAGATGT TACAGT TAATC 118
GOCTATAAAATGGECTTCGCTCATTTATAGACAACTACT TACTAAT TCATACACAGTCAATCTTTCTGAC CAAAT T CAAGAGATTGOATCAGCTAAGTCACAGCATGT TACTATAAATC 12
GOCTATAAAATGLETTCGCTCATTTACAGACAGTTACT TACTAATTCT TATACAGTAGACTTATCTGAC CAAAT T CAAAGTATTGOATC TAAAAATAC TCAAAATGTAACCATAAATC 12
GO TATAAAATGGECTTCTCT TAT T TACAGACAGC TACTCGCTAATTCT TATACAGT TOATCTATCTGAT CAAAT T CAAAATATTOOATAT GLAAARAG TAALAATOTAACCATTAATC 112
GGCTATAAAATGGCTTCGETCATTTACAGACAATTACTTACGAAT TCATATACAGTGAATCTTTCAGATCAAATACAGTTAATTGGATCAGAAAARACGCAGAGAACTACAGTAAATC 118
--------- ATGGCTTCGCTTAT T TATAGACAGC TACT TECTAAT TCATATGCAGTAGATCT TICTGATCAAAT TEATATAATTGGATC T GAARAGACGLAARRACGT TACTAT TAATC 109
GOCTATAAAATGGETTCGTTCATTTATAAGCAATTGCT TACTAAT TCOTATACGET TGAACTATCTGATCAGATAGATGCTATTGOATCAGAAAAAACACAGAATGTTACTATTAATC 12

RS Hu_ P4 A-2350
WA e PR A-2359

3 Het_PE 12358

P49 A1-2358

AU Fu_P9 /12359
M35 My PEA-2362
D Hy_P25./1-1894
89340 Bo_PI7_A2348
AS_Bo_Pi_A-E362
L3 Ey_PAD 2562
HOR3-HU_P3 M-2362
A34_po_FELATIR
SATI_SL P2 12362
MOR13_Po_P13 A-2360
101_La_ P22 A1-007
130415 po_ P26 A1-2362
05U Po_P7_A-2362
M P A-2362
HE_Ey_ P12 A-EET
LPI4 Dv_ P15 A-2362
TUGH_Si_P24_A1-2331
10 Bo_ P2_A-2362

h_| M6 1-2339 GOCTATAAAATGGC TTCGCTCATTTATAGACAAC TGCTCACAAATTCCTTTACCOTAGAT CTATCTGAL CAAAT T CARAC TATTOOAGCAGAGAAGAL AAALAATGT TACAGTAAATC 12
EHF._. Mu P20 A1-2362 GO TATAAAATGGCTTCACTCATTTACAGGCAGTTGCTTACTAATTCGTT TACAGT TOATCTATCTGAT CAAATCGARACGATCGOATCGOAAAAAAATCAGAACGT TACCATTAATC 112
5_1-2362 GGCTATARRATGGECT TCGCT CATATACAGACAGL TGCTCECTAATTCT TATGCAGTGAAT TTGTCTGATCAGATACAGTCAGTIGGATCAGGARAGAACCAACGLGT TACAGTGAATE 118

1158 _n‘:u__F’H_/‘i-?SSS GCETTTATAATGCGTTCGCTAATATACAGACAGCTACT TIRATAACTCATATTCAGTAGAT TTATCAGATCAAATAACTAATATAGGTGCACAAAAGAAAGAGAATGTGACTGRACACGA 119

CORFensus
GO TATARAA TG TTCGCTCAT T TATAGACAGTTAC T TACTAAT TCATATACAGTAGAT CTATC TGAT CAAAT + CAAGAAMATTEOAT CAGAAAARAC TCAMAMATGT TACAATTAATC
|I20 1‘30 |I40 1‘50 1I60 1‘70 190 190 200 210 220 230
RS Hu_Pé A1-2239 18 CCAGGTCCATTTGCACAAMACCAGATACGCTCCAGTTAATTGGGGACATEGGGA GATTMTGATTCAACTACAGTGGAACCAGTTTTAGATGGTCCTTATCAACCCACTACATTCAAA 134
i) 2 /1-2359 118 CCGAGTCCATT [GCACAGAC TAGATATGE TCCAGBTCAATTGGG6TCATGGAGA - GATAAATGAT TCGACTACAGTAGAACCAATGT TAGATGGTCCT TATCAGCCAACTACATT TACT 234
ST FG A1-2338 118 CCCGGACCATTTGCT CAAACAAATTATGCACCAGTAACTTGOAGTCATGGGGA - AGTGAATCATTCGACAACAATAGAGCCAGTACTCOATGGTCCTTATCGACCAACAAGTTTTAAG 224
@ P19 S1-2338 18 CCAGGTCCTTTCGCT CAAACTAATTACGCACCAGTGOATTGGGGGCACGEAGA . AATAAATBATTCAACTACTGTAGAACCTOTGC TAGATGGTCCATACCAACCAACTTCOTT TAAS 134
AU'ﬁ Hu Pa 2359 118 CLAGGGCCGTTCGCACAAACGOGGTATGCLGLCTOT TGATTGGGGACATOGTGA - ATTGCCTOATTCTACATTAGT GCAACCAACTETCOATGGTCCATATCAACCTACTTCACTCAAD 234

MC2S Hu P4 A-2262 118 CCAGGACCATTTGCACAMACTEEATATGCTCCAGT TAACTGGGGGCATGGTGA - ATTGTCTCATTCAACATTAGT TCAGCCAACGCTTEATGGACCCTATCAGCCAACCACGTT TAAL 224
Ohakia_Hu P25 A1-1004 118 CCAGGACCATTTTCACAGACAGGGTATGCTCCAGT TOATTGGGGACATGEAGA - ATTGCCGEATTCAACTTTAGTAC AACCAGTGCTTCATGGTCCTTACCAACCTACATCTTTCAAT 134
99303 Bo PI7_A-2349 118 CCAGGACCGTTTGCACAGACAGGGTATGC TCTAGTCOAATGEACACATEG TEACAT CACGACAGATGAMACT - GTECAACANACTTTGEATGGACCOTATGCECCATCTTCTGTGATA 134

AS_Bo_P1_M-2362 118 CCABGACCGTTTGCACAAACGAGT TAT G TECAGT TARCTEGGGTCCTGHCGA - AACGAAT GACTCAACAGTGGTAGAACCAGTAC TAGACGGACCATATCAACCOACAACTTTCAAD 234
L33 Eq_ P19 A-2362 13 COABGCLCHTTTOLACAGACAAAT TATGLACCABTAAGTTEGGGGCLCTOETGA - AGT TAGAGATTC TACAACAGTAGAACCAC TAC TAGATOGACCATATCAAC CAACAACATT TAAD 234
HOR-HUFE A-2362 13 GOABGTCCATTTGCACAAACTGGATAC G TECABTAAATTEGEGTCCCGHTGA - AACHAAT GACTC TACTACAAT THAACCATAT TAGATOGACCATACCAACCAACTTCATTTAAT 234
A34_po_PZ3_-779 75 CCAGGACCATTTGCTCAAACCOGATACGEACCAGTGAATT GEGEGCCTOGAGA - ARCAMATGAT TCAACAACAGTCGAACCAGTAC TTGACGECCCATACCAACCTACTACATT TART 191
SAT_S_PZA-2362 118 COTGGACCATTTGCGCAAACAGGT AT G TECART TAACTEGGGACCTGOAGA - AATTAAT GATTCTACGACAGT TGAACCAT TGCTGEATGGECCT TATCAACCAACEACATTCAAT 234
MORTY Po_ P13 42368 113 COAGBACCOTTOGOC CAMAL TOGATATGLACCART GOACTOEGEGLCTE0 TEA- AXCAAATCATTCGACAACAGT TGAACCARTAT TAGAT GEGLCATACCAACCOACGAC TITCAAG 234
16vI1_La_ P22 1007 109 CEABGGECATTCGET CAAMCAGGATAT GLGLCABTOGACTEGEGTECTGHTGA - AACAAAT GAC TCGACAACGAT CATGECOGTATTAGATOGACCATACCAACCAACBACGTT TAAT 35
1390415 po_PR6A-2362 118 CCAGGACCATTTGCTCAGAD TGGATATGCGCCAGTAAGT T GEGGACCTOGCGA - ARCARACEAC TCAACAACEET TGAACCAAT AT TAGAT GEACCT IATCAACCARCAAC TITCAAT 234
OFU_Po_PF7_M-2362 18 COTBETECATTCGLACAAACAGGTTAT GLACCAGT TAATTEGEGARCAGHTGA - BACTAAT GACTCCACAACT GTCGAGCLCO TTAT TAGATGG TCOATACCAACCAACCAC TTTCAAT 234
BAM_Hu_ P A-2362 113 COCBRACCATTCOLACAMAL CEGATAT GLACCAGT TAATTEGEGACCAGEAGA - GO TAMAT GACTCCACTACTGT THAACCAACATTAGATOGTCCCTATCAACCAACAAGC TTTRAT 234
H2_Eq_P12_M-2362 118 CCAGGTCCATTCGCACAAAC GGEGATATAC TECAGT TAATTEGEGTCCTGHAGA - AGT TAAT GACTCAACAACAGT THAACCAAT TCTAGATGGTCCATACCAACCAACTART TTCAAT 234
LF4_Ov_P5 A-2362 18 COABGTECATTTGLACAAADTGGT TATGLACCABTAAATTEGEGGCCTGE0GA - AACGAATGATTCCACTACT 6T THAGCCAGTOT TEAATGGACCT TATCAGCCOATEAC TTTCAAT 234
TUCH_$iP241-233 109 CLABGTECATTTGLACAGAC TGGT TAC GLACCABTAAACTEGHETCCAGGAGA - AACHAAC BATTCAACTACAAT TGAACCAAT TTTAGATOGACCATACCCACCAACGAC TTTTAAT 235
19 Bo_P2{_A-2362 118 CEGBGTECATTTGCACAGACAGGATAC GL TECABTAGAATEGHGARCHGHTGA - BACAAACGATTCAACAACAAT THAACCABTOTTERATGGECCATATCAACCAACEAGATT TAAT 234
M PG 12358 118 COCGGTOCTTT IGLACAAACAGGATACCECOCABTGAACTEGGGG0CAGEAGA - AACTAGTAACTCAACAACAGTAGAACCAGTGCTCOATGEACCATACCAACCAATAGCCTTCAGE 234
ERP_Mu_F20_A-2362 18 CEGBEACCTTTTGLGEAAATAGGATAC GLACCCETAGATTEGEGGCLCAGHTGA - BACGAAL GATTC TACAACGGTGEAACCAGTOT TAGATOG TCOATACAAGCCTACATOOTTTAAT 234
UK_Bo_F3 A1-2362 113 CLABGACCATTTGEGLAGAL GG GOTAT GLACCABTOAATTEGEGGCCTGHTGA- AGTOAAT GATTCHACCGTAGTGCAACCTBTOTTEGATOGACCOTATCAGCCOGCECCOTTTRAT 234
HMBE_fur_P1_A-2353 119 ATTGETEAGTTCGCTCAAAG TCAATACGLACCAGT TRCETEGEGATCAGGAGA - GACGTTAAGCOGAAATGTT GAAGAGCARCE TITAGACGGECCATATACACCAGATARGTCARAT 235

Consensus
CCAGGACCATT TGLACAARCAGGATATGLACCAGT TAAT TEGGGACCT GG TGA- AACGAAT GAT TLAACAACAGT TGAACCAGT+T TAGATGGACCATATCAACCAACTACTTT TAAT
240 250 260 270 230 200 300 310 320 330 340 350

RIFS Hu PY_A-2359 235 CCABEE AT BATTATTGORIC C TATTAG TIEARAT ATABAT EOABTAGEC T ACEARAST ABAAATAATARTBATT - TTE6ACABEART TATCHC ABT THAACEACATBRTABTCAA 151

VA He_P2L/1-2358 235 COACETAATGAT TAT TGGATACT TATTAAT TEARATACAAATEEAGTAGTATATGAAG TACARATAATAGTGACT - TTTGGACTEEAGTCGT TECHAT TGAACCECACETTAACCEA 351

ST He P A-2359 335 CEACCAAGCGATTACTGOAT AT ATTGAAT CEAAC TAAT CAACAAGTTGTAT TABAGGG TACCAATAAAAC T GATA - TTTGGATTHETITATTACTTOT TEAACCAAACGTAACCAAT 351

#F_Fo_P18./1-2358 236 CETCCAAATOACTAT TGOATACTAGT TAAT TEARAT TECABTBETGTEGTEC TTEAAGE TACTAACAATACAGATE - TATGGETAGETATTATTTCCAT TOAACCAAATETTAAT TTA 351

AUY_He_PG_A-2059 234 TTACCAGT TGATTATTGOATGTLAAT TGCGECTACTAGAGAAGGAAAAGT TGCTEAAGE TACGAATACGACTBACA - GATGGTT TECTTETGTGCTAGT TEAACCAAATGTGCAARAL 261

MCAS_He P4 A-2362 235 FTACCTATTOATTATTGGATG TTGATTGCACCAAC TCAAATAGGAAGGGTGGCGOAAGGTACAAATACAACTAATA - GATGGTTCGECTGTGTACTTGT TEAATTCAACGTACAAAAT 351
Chatia§_tHu P25 A-1084 336 TTACCAGTGGATTATTGOATCATGATGTCACCAACAC AAGCAGGTAGAGTAGC TEAAGGAACAMATGETACAGATA - GATGETTTOCOTGTATAATAGTAGAACCAAATGTATCGT TA 351
Q8303 8o PYF A-2348 236 ATTCAACCGCALTATTGGEG TACEAATGAACCCEEAGAC TELAGATETEAT TGCTCAAG - - - COGATGCAACEAACA - AG,ATATGECTGTETAATGCTAGCGLCTAACACAGRAAGA" 242

A% Bo_Pi_A-2382 235 CCACCAGTGAGTTATTGGATECTACT TACTCCAAC TCACGCAGGGETGEAAGTTCAAGGCACAAATAATACAAATA - GOTEGT TAGCOACAATAT TAATAGAACCAAACGTACAGTLG 351
L3230 Sy {9 A-2362 135 CCACCAGTAGATTACTGOATGCTGTTAGCACCAACABATCGTOGAGTAGTAGTACAAGGAACALATAATACAMATA - GATGGECT TOCAATAATAC TAGTAGAACCAGATETACCAAD Y 351
HCRIHU P3 A-2362 236 CCACCAGTAGGTTATTGOATG TRACTT TCACCTAC TETAGC TEGAGTAATAGTACAGGGAACCAATAATACAGATC - GTTGET TAGE TACGATATTGATAGAACCAAATETAACATCA 261
A po_P23 R-719 192 CCACCAGTAAGTTATTGOATACTEATTATCTECATC TAATECGGGASTAGTAGTCCAGGGAACAAATAATTCAGATA - GOTCETTAGCCACCATACTAAT TEAACCAAATETANCATCA 308
SAT_Si P2 2362 236 CCACCAGTCGATTAT TGGATG TTACTGGC TECAACGACACCTOGCGTAAT TGTTOAAGG TACAAATAATACAGATA - GATEGT TAGECACAATTTTAATCEAGECAAATRTTCAGTET 361
MOR1E Fo_ P13 A-2260 136 CCACCAATAGAATATTGOACATTIGTTTACTECTAAC CATAAAGGTGTAGTAGC TEAAATEACAMATAATACCAGCA- TATGETTGOC TACCATTTTAAT TEAACCEAACGTTTCACAS 351
1E007_La Il 1-88F 226 CCACCAATAGAATATTGCATC TEATTCGCTECTAACCATCAAGGTCTAGTAGC TCAGC TAACAAACAATACAGATA - TATGETTAGT TATTATCTTAGT TEAGCCAAACGTACCCCAS 347
1340435 po_ P28 A-236F 235 CCGECAATAGGATACTGGGTATTGT T TGC TECAAC COTTCAAGGGOTAGTGE C TEAAGGAACARACAACACTAGTA - GATEBGTTAGEGATTATTTTABTCGAACCAAACGTATCTCAG 361
08U Po_P7_A1-2362 136 CCACCAACAAGCTATTGOGTACTACTTGCGECAAC TOTAGAGGGCOTAAT TATT CAAGGAACAAACAATACCGATA - GATGETTEOCCACTATAC TAAT TEAACCAAACGTACARAC Y 351
BAM Hu P0_/1-2262 236 CCACCAGT TAATTATTGGATGCT TRTAGCCECATTAAATGLTGEAGTAAT TGTTCAAGGGACTAACAATACCAATC - GTTGECTAGC TACCATTTTAGTAGAACCAGGAGTAGCGTCE 261
H2_Eq_ P42 A-2362 238 CCGCCAGTAAATTAT TGGATGTTACTATCTECTCTARATGLTOGCGTTGTGGT TOAAGGAACAAATAGTATTGATC - GTTGGT TAGECACTGTTCTAGTGGAACCAAACGTTCTAACA 351
LRt Ow_ P15 A1-2362 135 CAACCAGTAGAATATTGOATGCT TETAGCACCAACATCAGAAGGEETAGT TOTTCAAGGTACTAATGETACGAATA - GATGECTAGE TACAATAC TTATAGAACCAAATETGCCTGAG 351
TUCH S P24 A-223 226 CCACCTACAGGTTATTGCATGCE TRTAT CACCTTTGEAGGLAGGCETAGTEE LACAAGGGACTAATAATAG TGATA - GATGECTAGCCACAATATTIGAT TEAACCAAATETTGCTGCT 242
Hp 18 Ba_P2i_s1-2362 235 CCAGAAATTGEATATTGGATACTACTAGCACCAGAAACACAAGGTATAGTGCTTCAAACTACAAACACCACGAATA - AGTEGT T TGCCACAATTTIAAT TEAACAAGACGTCOTAGCE 351
E_My_ P18 A-2338 335 CCOCCATCAGAATATTATAT TCRACTC TCACCGACGT - ACCCOGAGTGGTCOTTCAATGTACGAATACCGTCGATTCGTTEEATAGCAACCATAGCTATAGAGCCOAATETGTCAMAG 351
EHP My P20 42362 236 CCOCCTACAGACTACTGOATG TRACTC TCACCGTC T TCACCAGGAGCAGTAGTCCAAGGCACCAATAACACCGACA - GATGECT TOETACTATACTTATAGAACCAAACGTCGCATCA 261
UKo P A-2362 2345 CTACCAGTAGGAAATTGOATE TTGCTAGCGLCAACAABACCEGGTCTAGTAGTCOAAGGGACCCACAATTC TGGTA - GATGETTATETOTAATTCTAAT TEAGCCAGGTETCGCATCA 351
MEE h_ PH_A-2353 236 FTGCCGTCTAACTATTGGTAT THAATCAATECATCAAATEATOGCGTGETGTIC TCGGTAACGEATAACAGST - ACGCTTIGGATG TR TACTIATTTAGTC TTACCAAATACAGCTCAG 367
Corse s
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Anexos

2I13U 2I|4Cl 2I16El 2‘150 2I1?U 2‘180 ZIIBU ZIZUU ZIZIU ZIZZU 2‘230 2|24U
3 M Pd A-2259 2102 TACCATTIGATATAAATALATTCGCCGAACTTIGTCACGGATTC TCCAGT TATATCAGCGATAATAGAC TT TAAGACGTTAAAAAATT LAAACGACAATTATCGAAT TACTCGTANTGA 2235
I_Hu P2 A-2358 2108 TGCCATTCOATGTAAAT ALATTC GC T GAACTAGTAACAGATTC TCCAGT TATATCAGCGATAATC GATTT TAAGACATT GAAAAATT LAAATCATAAT TATCGAATCACTCGTACAGA 2235
STA_ Ry PB_A-2359 2108 FGCCATTTGACGTAGATAAATTTGT TGATTTGGTAAC TGATTC TCCTGTAATTICAGE TATAATTGATTT TAAGACGTTGAAGAATT TAAACGACAATTATGGTATAACGCGATCTCA 2325
~_Po_FP18 A1-2359 208 TACCCTTTGACGT TAATAAATTCGTGGACTTAGT CACAGATTC TCCGGTAATATCTGE TATAATAGATTT TAASAC TITAAAAAACCTGAATGATAATTATGGTATCACTCGTACACA 2325
AU M PO A-2353 2108 FTCCGTTTGATATGEAACGATTTAAT AAATTAGTAACAGACTCACCAGT TITATCACSCAATAATAGACTT TAACACGT TAAAGAACTTAAACGATAATTAT GGAATAACAAAGAAACA 2225

MEIE HePI4A2362 2111 TTCCATTIGATGIAGAAARATTTAAT AGACTAAT T AC TGACTCACCAGTGC TGN CAG CAATAATT GATTTIAARACATT AAAGAACTTGAATCATAATTAT S GAATAAC BAARACECA 2228
DHHGE Hit P25 AABEE - oo o e e el
QRO Bo PIT M-2248 2002 TGATTTTTCACGTAGASPAATTCGCTGATCTAGTGAC TEATTCACCAGTAAT T ICAGCAATAAT T GATTT TAASACACTAAAGAACCTGAATGATAACTTCGEAATAACGANNGAACA 2210

AS_Bo_P1 12362 2111 FECCATTTGATGIACAGAAATTCECABATITEGTGAC TGATTC TCCAGTAATATCAGCCATCAT TEATTT LAAGACGCT GAAGAATT T GAATCACAAT TATGEAAT TAATANACAGEA 2228
LE30Ey_P1 /2362 2111 FACCATTTGATGTACAGAAATTTGCABAT ITAGTEACAGACTE TCCAGTAATATCAGCAATAATT GATTT IAAAAL TRT GAAAAAATT GAATCATAATTATGOAAT TAC CAAABAGLA 1233
HCRZ-HU_ P A-2362 2111 FACCATTTGATGN T CAAAAATTC BLABAC ITAGTGAL TEATTCAC CAGTAAT TICAGCC ATTATAGATTTC AAGACAC TEAAGAACTTAAATCAC ALTTATGOTATT GoMAsAC AACA 1233
F I I

SATL S PLA-2568 2111 BACCATTTGATORAC A AAATTCOC TBACTTAGT T AC AGATTC TECAGTAATATICCOC TATAAR T ATTTRAA A ACACT TAA A AATTIT GAAC O ATAATTACGEC AT TACTAABCAAA 2293

MORIE Po_P13A-2362 2117 TACCETTIGATATACAGAAGTTTGCAGAT TTEATTAC TGACTCACCAGT TAT TICAG CAATTATAGATTTIAARACACTAAAAAAC TTAAATCATAAT AT GAATAACTAAB CARCA 2234
BB LB PRZABIT oo m e e e _...
120415 po_ P26 2362 2111 RACCETTTGATGTGCAAAAATT TGLAGAC CHAGTCACTGACTCTCCAGTCATATCAGCTATAATAGATTT CAACAC CTLAAAAAATT L AAATGATAAT TATCGAATAACTAAACAGCA 2222

QEU_Po_P7_M-2362 2111 TACCATTTGATGTACAGAAATTCGCAGATTTAGT TACAGATTCACCAGTCATT TCTGCAATAAT T GATCT TAAGACGT TAAAAAATCTGAAAGATAAT TATGGAATAAGTAAGCAGCA 2222
GAM_ Hu PO A-2362 21 TACCATTTGATGTACAAAAGTTTGCTGAC TTAGTAAC TGATTCACCAGTGATTTCAGCTATCAT TGATTT CAARAC AT TAAAGAATC TEAATGATAAT TATCGAATATCTAGGGAGCA 2138
HE_Ep_F12 12262 2111 TACCATTCOATGTGCAAAMATTTGCTGACTTAGT GACAGATTCACCAGT TATATCGGCAATCATAGATTT TAANAC CITAAAAAATT TAAATCATAAT TATCGAATAACAAGAGAGCA 2132
LR34 Oy P15 A-2367 HU FTCCATTIGATGTGC AAAAATTC GCAGATTTAGT AAC TEACTC TCCAGTAATCICGGCCATTATAGGC TT TAASACGCT TAAAAACTTGAATGATAACTATGGAATTACTCGTTCOCA 2328
TUCH_5i P24 1-2331 210 FTCCGTITCGATOGTGCAAAGGTTCGCAGATTTAGT TACGGATTC TCCAGTAATATCAGCAATTATTGATTT TAAAACGCT TAAAAATTTAAATGACAATTATGGAATTACTCGCGATLA 2219
Hg 18 Bo_P2i_sl-2362 2111 TACCATTTGATGTGCAAAGTTTGCCGACTTGGTAAC TGATTCACCAGTAATATCGECAATAATC GATTT TAAAAC TITAAAGAATTTAAATGACAAC TATCGCATAACTAAAGCGLA 2228
1_Mks_ PG A-2359 2108 TACCATTCGACGT TCAGAAGTTCGCTAACCTAGT CACAGAATCCCCAGTAATCTCAGCTATCATC GACTTCAAGAC TCTAAGAAATC TGAACGACAACTACGEEATATCGAAAGAACA 2225
EHP_ VP20 A-2362 2111 FACCGITCOACGTACAAPAATTCGCGGATCTGGT TACAGACTRACCAGT TATTICGGCAATAATAGATTT TAASAC TIT GAAGAATC RAAACGATAACTATCGOAT TACTCGCGAGCA 2222
¥ Bo_ PG A-2062 2111 FGCCATTCAATATGCAGAAATTC GCAGACTTAGT TAC TAACTCACCAGTAATATCAGCCATAATAGACTT TAAGACATTAAAAAACCTGAATCACAATTATCGEATAACCAGAGAGCA 2222
MEE_hu_ P1_A1-2332 2100 TAATGTTCOATGCACAGAGATTTGCTGAGTTAGT TAC TTATTCGCCCORAATATCAGCAATTATAGAC TTTAANAC AATAAAGAATIC I TAATCATAATTATCGTAT TACCAGGGAACA 2217
Consensus
TACCATTTGATGTACAM AT TEGCTGA+ TTAGTTACTGATTCACCAGTAATATCAGCAATAATAGATTT TAASACAT TAAAAMATTT +AATGATAAT TATGGAATAACTAANGAGCA
ZIZﬁU ZIZEU Z‘ZTU ZIZBU ZIZQU 2I3UU 2I31U 2‘320 ZIEEU ZIS4U 2I35El

5 M Pd A-2259 2226 AGCGTT TAATTTAAT TASATCGAATCCAMATETGCTACGTAATTTCATTAATCAAMATAATC CAATTATAAGASATAGAAT T GAGCAGTTAAT TCTACAATGTAAGTTGTGAGA - - - - 2330

I_Hu P2 A-2358 2236 AGCOTTAMATTTAAT TASATCGAATC CAMATATGTTGCGTAATTT CATTAATCAAAATAATC CAATTATAAGGAATAGAAT T GAACASTTAATACTACAATCTAAATTGTGAGA - - - - 2320
STA_ Ry PB_A-2359 273 AGCOETAGACTTAATCAGATC TATCCCAGASTTTITACGC GATTTTATC AACCAGAATAATCCAATTAT TAAARATAGAAT T GAACAGCTAATACTGCAATGTAGACTGTGAGA - - - - 2339
~_Po_Ff18 A1-2359 273 AGCACTAGATCTAAT TAGATCAGACCCAAAABTGT TACGAGATTTTATTAATCAGAATAATC CAATAATACGARATAGAATAGAACASCTAATATCGCAGTGTAGATTGTGAGA - - - - 2339
AlM_He PAA-2358 273 AGCCATGGAACTAT RACATTCAAATC CAAAGACATTAAAAGASTTTATAAATAATAATAATCCAATAAT TAGARATAGAAT T GAAAATTTAATATCGCAGTGTAGGTTGTAACT - - - - 2339
MG3T He P4 A-2362 22208 GGCCATCGAATTATIACAGTCGAATCCAAGAACTCIGAAGCAATTTATAAATACCAATAATCCTATAAT TAGAAATAGAATAGAAAATTTAATAGC GCAATCTACGATTGIAGCT - - - - 2342

DhaliaB_Hi P25 A-1094
QRO Bo PIT M-2248 2211 AGCGTATAACCTATIGCGCTCAGACCCAAGAGTGCTGAAAGACTTTATTAACCAAMATAATCCAATCATCAGAAAC CETAT T GANCAATTAATATTACAATCTAGAATATAANTAGAS 2328

A5 Bo_P1 12362 2220 GECATTAAATT TG T TAAGATCAGATCCAAAGETGT TAAGABART T TAT LAAT CAGAATAATCCAATAATAC GEAATAGAATAGABAAT CTAAT TATGCAATGTCGTITEIAAGT - - - - 2342
LI Ey_P10 A-2362 1320 AGCATT TAATTTGC TEAGATCAGATE CAAAASTATTACGABAATTTATC AAT CAASATAATE CAATAAT T AAARAC AGAATAGAGAATTTAAT TAT GLAATGTAGATTATAAGT - - - - 3342
HCRZHU_ P A-2362 1320 AGCATTCAATTTACTACGATE THACCCAARASTGC TACGE BAATTIATTAATCAAA ATAACE CAATAATT CGAAATIASAATT GAACAGTTCATAAT GLAATOTAGATTSMAAGE - - - - 3342
A34_po_F23 A-718 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -

SATL S PLA-25688 2320 ABCATE T AATCIT TR AAGATE THACECAABASTTITACG T BAATT C ATTAATCAGEAC AT CRATAAR T AGAAATIAGAATT GAACAACTGAT TATGCAATIOCAGBTTEFGAGT - - - - 34
MOR13 Po_Pi3./1-2382 2235 ABCATATAATTTACTECGATC TOATC CACEABTATTACGE BAATTCATTAATCAGGATAATC CAATAATAC GLAAC AGAAT T BABAATETAAT TATGCAATOTAGATTONAAGE - - - - 2343
1B _La_ P22 A-287 F ey s -

1340415 po_P26 12362 1220 BOCATATAATTIACTGCOATCOOATC CAC GAGTATTACE T CACTTTATTAACCAMGATARTICCAATAATACOTAATAGAAT TBARAATTTAAT AATIGCAATOTAGATTGMAAGC - - - - 2342
O5U_Po_F7_A1-2362 2220 ABCTTT TBACTTAC TACGATCAGATCCAABGETATTACG T BAAT TIATCAATCAGAATAATCCAATAATAC GARATAGAAT T GARAAC TTAAT CATGLAATGTAGACTETAAGT - - - - 2342
GEM Hu_ 102362 2220 GECOTT TAATCITC TACGTTC TGATCCTABGATGCTACGABAST TCAT IAACCAAGACAATCCAATAAT T AGAAATAGGAT T GAACAATT GATACT GLAATGTAGATTETAAGT - - - - 2342
H2_Ep_P1Z A1-2362 2320 AGC TIT TAATTTAT TACGATE THATCCAARAST TETGAGABAATTTATIAAT CAAGACAATE CAATAAT T ALAAATAGGATAGAG CAATTAATATTACAATGTAGATTOT GAGT - - - - 3342
LPI4_Oy_PI9.A4-2362 1320 ABCATTAAATC TAAT TAGATCAGATC CAAGGETTCIGCGARAATTTATC AAT CAAGATAATE CAATAATAAGARAC AGGATAGAGCAGTTAAT TCT GLAATGTAGATTOTAAGT - - - - 3342
TUCH_ 51 P24 A1-2351 2330 ABCATT TAATTTGET TACGATE THATCCAABGETATTAAGABAATTTAT AAAT CAAGATAATC CAATTAT AAGAAATAGAATT BAACAG CTCAT TCTACAATOTAGATTETGA- - - - - - 3331
it Bo_ PEt_A-2382 2570 ABCATT TAATCTACTEABATCAGATCCACBC AL T TAGABAATTCATTAAT CAAGAAAATE CAATAATAAGHAATAGAATAGAGCAG CTAATATTACAATOTASATTETAAGE - - - - 3342
E_M 1842358 2226 BECCTTCAATTTATTECOCTCAGACCLGOGASTACTGCGTBAATTCAT TAAT CAAGCGAATC CAATTATAC GTAATAGAATAGAACAGT TAAT TAT GLAGTOTAAGCTET GAGE - - - - 2339
EHP_M_P20 42062 2220 BECTTTCAATTTAATCCOCTO TOATCCAAGASTGT TOCGTBAATTCAT TAACCAGGATAATCCGATAATAAGAAAC AGAATC GAGCAATTGAT CAT GLAGTOTAGECTET GAGE - - - - 2342
UK_Bo_ PS5 12362 2220 AGCATTCAATTTGT TACOBTCAGACCECAAAST TTTGCGTEGATTIATT GACCAAAACAATECAATTAT T AAAAAC AGGATAGAACAACTGAT CAT GLAATOTAGATTET GAGE - - - - 2342

MBE hu P11 A-2252 2218 AGCATT AAACATG T RACGTTCAGATC CEAAAGTATTCAGAAGCETTATTAATCAAMACAATCCTATAAT T AAAAAC AGAATAGAGCAACTAATATTIACAGTCTAGAATARAGAGCT - - 2332

Consensus
AGCATTTAATTTATTACGATCAGATCCAAGAGTAT TACCAGAATT TAT TAATCAARATARTCCAATARTAAGARATAGAAT T GAACAST TAATAAT GLAATG TAGATTGTAAGT - - - -
370 380
RS Hu P 12359 7340 - ATGRCATC CAGEATIGTGACT 2380
Wi_Hu_P2_1-2358 234D - ACGETATT GAGEATGTGACT 2380
ST3Hy PB_A-2359 7340 - GCTCTATAGTGEATGTGACT 2350
#F_Po_F18_/1-2358 2340 - GCCH TCTAGAGETTGTGACT 2350
AU Py PA/1-2358 2340 - GTCRATTT TAARATGTGACC 2358
MCOS H_PI4A2362 2343 - GTCIGINC TAAGATETEACC 262
Dhalal e P25 AIBE4 e
9803 Bo FI7A1-2348 2320 GGTORCHATGAGEATGTGACT 2390
AS_By_P1_1-2362 2343 - ARCTGACEGEABATGTGACC 2362
L330_By_F19 A-2362 2343 - ABCT TATGCAGEATGTGACT 2361
HORIHU_F3 /-2362 2343 - A TR TETAGAGEATGTGACT 361
A34_po_F23 1718 e
SAT1_S P2 /2382 2345 - AR TR TORAGAGBATGRGACT 2362
MOR1Y Po_Pi3A-2362 2340 - AGTGTCTAGAGGTTETEACC 2368
16WDI_La_ P22 A-087 e
1300415 po_P26 M-2362 1343 - AACBGCTAGAGEATIGTGACT 2362
OSU_Po_F7_M-2362 2343 - ABTBTCTAGAGETTGTGACC 2362
AW Hu_ P10 /12362 2343 - ABCTGCTAGAGETTGTGACT 2361
H2_By_F12 A-2362 2343 - AGCHTCTEAAGEATGTGACT 2361
P14 Dy_F15 /02382 2343 - ABTBTCTAGAGETTGNGACT 2367
TUGH SLFZEAEEH wemeaea oo
1% Bo_ P21_dt-2062 2343 - TTTRGCETGAC BATIGAGACT 2362
BV P18_A-2350 2340 - GAABCTATGAGEAT GTGACC 2358
EHP_Mu_P20 A-2362 2343 - ABCTCCTAGAGEATGTGACC 2362
UK_Bo_PS /12362 2343 - ABCH TCTGGAGEAT GTGACT 2362
MBE fu_PH_A-Z352 2334 - GTTRGHATGAGEATGTGACT 2362
Consensus
CAGCTTCTAGAGEATGTGACD
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ANEXO D. RESULTADOS DEL ANALISIS DE IDENTIDAD (BLAST)

PARA LAS MUESTRAS DE CAMPO

MUESTRA 19 (G10)

12]emb | X52650.1|REBRVP7 Bovine rotavirus protein 7 (VP7), segment 8,

genomic RNA length=1062 CEPA B223 (G10)

Score

Identities

456 bits (230), Expect = le-126

= 330/347 (95%), Gaps = 3/365 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

45

649

105

589

164

529

224

469

284

409

344

349

404

291

GGGTNTTCNATGGACACACTTTNATTGTACATGATTGTCCCATTGCTATCCATTTGTTTG

PELE TR PR e e e et
GGGTATTCAATGGACACACTTTTATTGTACATGATTGTCCCATTGCTATCCATTTGTTTG

CTTCGTCCGTCTGTTGGTNGTA-TACAANGANCNNACNATTGGNTTGCATAACCATTCAT

LI e i | IR i i
CCTCGTCCGTCTGTTGGTAATAATACAATGTAATGTCCATTGGATTCGATAGCCATTCAT

TCAATATTAGATTTGCCAATTCCGACATATCAAGTTCTAGNCTAGAATTNTATCTCATCA

L RERERRn e e e e e el eee e eeel Pt
TTAATATTAGATTTGCCAATTCCGACATATCAAGTTTTAGGCTCGAATTGTATCTCATCA

AAACTATGTTATAGTCACAATACAGCTGTGGATCCACTGANAAAGTAGCTATATCATCAT

TEEEREERREE R e et P e veen et
AAACTATGTTATAGTCACAATACAGTTGTGGATCCACTGAAAAAGTAGCTATATCATCAT

ATTCTTTAAAATATACGGATCCAGTTGGCCATCCCTTTGTTANTAACAGCTGTGACAACG

TEEEREEERE e venn e ey b et
ATTCTTTAAAATATACAGATCCAGTTGGCCATCCCTTTGTTAAGAACAGCTGCGACAACG

TACTTGTCCACTCATTATCGTTTATTNCTGTTCTANCTTCTGTTGNCATNAGTATAAACA

CEEEREERRER R e ey e eeeennnnl 1t
TACTTGTCCACTCATTATCGTTTATTTCTGTTCTAGCTTCTGTTGG-AT-AGTATAAACA

TAATG 408

Il
TAATG 287

105

104

590

163

530

223

470

283

410

343

350

403

292
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. MUESTRA 47 (G6)

gi 25990811 |gb|AF443298.1] Bovine rotavirus isolate IND (P[5]G6) major outer
capsid glycoprotein

(VP7) gene, partial cds

Length=905

Score = 291 bits (147), Expect = le-75
Identities = 255/273 (93,4%), Gaps = 2/296 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 172 ATAAATGCGCANAATTNTGGAGTGAGTTTGCCAATTACNGGTTCGATGGGATACTGCGTA 231

TEEEEEERnEr Heer penenee e Peennneen e eennl teet e i
Sbjct 164 ATAAATGCGCAGAATTATGGAGTGAATTTGCCAATTACAGGTTCAATGG-ATACTGCATA 222

Query 232 TGCACAATTCTNCNCANAGNGAGCCATTTTTAACATCANCTCTATGTTTGNATTATCCTA 291

L PR e i ree e e iee el el
Sbjct 223 CGCA-AATTCTACGCAAAGTGAGCCATTTTTAACATCAACTCTTTGTTTGTATTATCCTG 281

Query 292 TTGAGGCNCCNNACGAAATNNNTGATACCGAANGGAAAGATACCTTATCACAACTGTTCT 351

e 0 Pt R b e e et
Sbjct 282 TTGAGGCATCAAACGAAATAGCTGATACTGAATGGAAAGATACCTTATCACAACTGTTCT 341

Query 352 TGACGAAAGGTTGGCCAACCGGATCGGNGTANTTTGAAGAATATACTGATNTAGCGGCTT 411

CEEE FEREE RRRREeer Rneeeer e e eeeern iy il
Sbjct 342 TGACAAAAGGATGGCCAACAGGATCGGTGTACTTTAAAGAATATACTGATATAGCGGCTT 401

Query 412 TTTCAGTGNAACCNCAACTGTATTGTGACTATAATTTANTTTTAANGAAATATGAT 467

EREEEE FRRl o e Reeer eeneeninr peneet el
Sbjct 402 TTTCAGTAGAACCACAGCTGTACTGTGATTATAATTTAGTTTTAATGAAATATGAT 457

. MUESTRA 49 (P[5])

gi]29823911|emb | X79795.2|BRGS4 Bovine rotavirus A gene for cleavage
protein VP8, genomic RNA length=790

Score = 137 bits (69), Expect = 7e-29
Identities = 1997222 (90%), Gaps = 1/250 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 192 AAACACCAAATGCCACAACNANAGGATANATTGTANCGAATTATGCATCANGTGAGGTAA 251

CEEE TRRRRRRneer e b reeent e teeennnnn et et
Sbjct 539 AAACCCCAAATGCCACGACCAAAGGATATATTGTAACGAATTATGCATCAGTTGAGGTAA 598

Query 252 GGCCATATGGTGATTTTTACATGATNTCAAGATCNCAAGAGTNGGTTTGCANTGANTANA 311

IEREEEE RRel e o e eeeenenr i veen e e e il
Sbjct 599 GGCCATATAGTGACTTTTATATAATTTCAAGATCACAGGAGTCGGCATGCACTGAGTATA 658

Query 312 TNAANCACGNGACTGCCACCTATCCNAAATNCCAGAAATGTAGTGNCTGTGNCGGTATCN 371

FEE e e 0 e el eeeennnnl e 1 1id
Sbjct 659 TAAATAACG-GACTGCCACCTATTCAGAATACCAGGAATGTAGTGCCTGTGGCAATATCG 717

Query 372 GCTAGATNAATGAAACCAANNGAAGTACNNGCGAATGNAGATATTGTANTNTCNAAAACT 431

CEEEE e eeeeeer e v i el teeeeennnr 1 e il
Sbjct 718 TCAAGATCAATTAAACCAAGAGAAGTGCAGGCTAATGAAGATATTGTAGTTTCAAAGACT 777

Query 432 TCACTGTGGA 441

I 1l
Sbjct 778 TCATTGTGGA 787
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. MUESTRA 50 (G6)

gi 25990811 |gb|AF443298.1] Bovine rotavirus isolate IND (P[5]G6)
major outer capsid glycoprotein

(VP7) gene, partial cds

length=905

Score = 638 bits (322), Expect = 7e-180
Identities = 3987421 (94%), Gaps = 2/421 (O%)
Strand=Plus/Minus

Query 8 AAACTAAATTATAGGTCACAATACAGTTGNGGTTCCACTGAAAAAAGCCGCTATATCAGT 67

CEELREERnneer  teeer eeer e oenel e et
Sbjct 443 AAACTAAATTATAA-TCACAGTACAGCTGTGGTTCTACTGAAAAA-GCCGCTATATCAGT 386

Query 68  ATATTCTTTAAAGTACACCGATCCTGTTGGCCATCCTTTCGTCAAGAACAGTTGTGATAA 127

TEEEREERREE e e e e e e e ey it
Sbjct 385 ATATTCTTTAAAGTACACCGATCCTGTTGGCCATCCTTTTGTCAAGAACAGTTGTGATAA 326

Query 128 GGTATCTTTCCATTCGGTATCAGCTATTTCGTTTGGTGCCTCAATAGGATAATACAAACA 187

EREREERRRE e P e e ey it
Sbjct 325 GGTATCTTTCCATTCAGTATCAGCTATTTCGTTTGATGCCTCAACAGGATAATACAAACA 266

Query 188 AAGAGTTGATGTTAAAAATGGCTCACTTTGCGTAGAATTCGCATACGCAGTATCCATCGA 247

CEEERERRREE e e e e e e e e e e e e e i
Sbjct 265 AAGAGTTGATGTTAAAAATGGCTCACTTTGCGTAGAATTTGCGTATGCAGTATCCATTGA 206

Query 248 ACCCGTAATTGGCAAATTCACTCCATAATTCTGCGCATTTATCATGGTGGCCAAGATTAC 307

L TR e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 205 ACCTGTAATTGGCAAATTCACTCCATAATTCTGCGCATTTATCATGGTGGCCAAGATTAC 146

Query 308 TACTATAAGCAAAAATCTGTAAATTATATAGTCCATTATTCTCGTTATTGATTTTAAGAT 367

CLEEREEEEE PRERR e e e ey il
Sbjct 145 CACTATAAGCAGAAATCTGTAAATTATATAGTCCATTACTCTTGTTATTGATTTTAAGAT 86

Query 368 ATAATTCAGCAATGTAATCGATGTCAGGAAGATTAGAATTGTGGTATATTAAATACCATA 427

EEEEE PRRER R e et pern e e e e ey teeniini
Sbjct 85  ATAATTTAGCAATGTAATCGATGTCAAGAAGATTAGAATTGTGGTATATTCAATACCATA 26

Query 428 C 428

|
Shjct 25 C 25

- MUESTRA 61 (P[11])

g1 32966264 gb|AY329639.1] Bovine rotavirus A hypervariable region of

VP4 gene, partial sequence P11
length=600

Score = 52.0 bits (26), Expect = 0.003
Identities = 48/52 (92,3%), Gaps = 0/57 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 150 AAGNCAAANAGGTGCGANNCCAGATGAAGACATAATCATATGGAAGGCATCNTTATG 206

L TEEE R et e b ey reepnenn 1l
Sbjct 96  AAGTCAAAGAGTTGCGAGACCAAATGAAGACATAATCATATCAAAGGCATCATTATG 40
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. SCOURGUARD (P[1])

gi]1519242]gb|U65924 .1|GAU65924 Group A rotavirus protease sensitive
capsid protein VP4 mRNA,

complete cds

Length=2362

Score = 668 bits (337), Expect = 0.0
Identities = 382/387 (98,7%), Gaps = 4/394 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 37 AGCCGATTTAAANTCGGTANTGTGTACAGGTAGGGGANTATAGTGTTTGCGCTTCCNCTT 96

CRERERERRRE Rneer enneee et ve ee eeeen peeeeeennn i
Sbjct 1125 AGCCGATTTAAATTCGGTAATGTGTACAGG-AGGTGACTATAGT-TTTGCGCTTCCACTT 1182

Query 97 GGCTCATTAGTCCAGTTATGACTGGGGGTGCTGTGTCATTGCATTCNGCNGGNGTAACTT 156

IR Ceeee e e e e e e ey e 1 il
Sbjct 1183 GG-TCATTA-TCCAGTTATGACTGGGGGTGCTGTGTCATTGCATTCAGCAGGTGTAACTT 1240

Query 157 TATCAACGCAGTTTACAGATTTCGTATCATTAAATTCACTGAGATTTAGATTTAGATTAT 216

CEEREEEERRE R e e e e e e e e e e el
Sbjct 1241 TATCAACGCAGTTTACAGATTTCGTATCATTAAATTCACTGAGATTTAGATTTAGATTAT 1300

Query 217 CAGTAGAAGAACCGCCGTTCTCAATTCTACGGACCAGAGTTAGTGGATTGTATGGACTTC 276

LR e e e e e e e e el
Sbjct 1301 CAGTAGAAGAACCGCCGTTCTCAATTCTACGGACCAGAGTTAGTGGATTGTATGGACTTC 1360

Query 277 CAGCGGCAAGACCGAATAATTCACAAGAATATTATGAGATAGCTGGGAGATTTTCATTAA 336

CEEREEEEE e e e et e e e e et e e et
Sbjct 1361 CAGCGGCAAGACCGAATAATTCACAAGAATATTATGAGATAGCTGGGAGATTTTCATTAA 1420

Query 337 TATCACTCGTACCGTCAAATGATGATTATCAGACACCAATAATAAATTCAGTCACTGTAC 396

CERREREERR e e e e e e e e e e et e e e el
Sbjct 1421 TATCACTCGTACCGTCAAATGATGATTATCAGACACCAATAATAAATTCAGTCACTGTAC 1480

Query 397 GACAAGATTTAGAACGACAATTAGGAGAACTAAG 430

RNy
Sbjct 1481 GACAAGATTTAGAACGACAATTAGGAGAACTAAG 1514
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SCOURGUARD (G6)

gi]76097483|gh|DQ195152.1] Bovine rotavirus strain CHLY capsid

glycoprotein VP7 mRNA, complete cds
Length=1062

Score =
Identities = 366/376 (97,3%), Gaps = 5/402 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

53

80

113

139

173

195

233

255

293

315

353

375

413

435

533 bits (269), Expect = 2e-148

TCTTCTTGACATCGATTCACATTATTGANTTATANGTTANAATCANTNACNAGAATAATG

EEERERRRRER et veene e enr onene 0eee v 1 1 peeneitl
TCTTCTTGACATCGATT-ACATTATTGAATTATATGTTAAAATCAATAACGAGAATAATG

GACTATATNATTTACAGATTTCTGCGTGTATANTAGTGATCTTGGACCACCATCAATAAA

CELEEEEE PR et 0 e beeeerennnn teeeeen riitd
GACTATATAATTTACAGATTTCTGCTT--ATAGTAGTGATCTTGG-CCACCAT-AATAAA

TGCGCNAAACTNTGGAGNAAATTTGCCNATTACAGGTTCAATGGATACTGCGTATGCAGA

EEEE TR R reen e pen e e e er e et
TGCGCAAAACTATGGAGTAAATTTGCCAATTACAGGTTCAATGGATACTGCGTATGCAGA

CTCTCCACNAAGTGAGCCATTTTTGACATCAACCCTTTGTTTGNATTATCCNGTTGAGGC

IELE P PR e e e e e e e ey ey it
CTCTACACAAAGTGAGCCATTTTTGACATCAACCCTTTGTTTGTATTATCCTGTTGAGGC

ATCANACGAAATANCTGANACTGAATGGAAAGATACCTTATCACAACTGTTCTTGACAAA

L PR e e e e e e e e e e e e il
ATCAAACGAAATAGCTGATACTGAATGGAAAGATACCTTATCACAACTGTTCTTAACAAA

AGGATGGCCAACNGGATCAGNGTACCTTAAAGAATATGCTGATNTAGNGGCCTTTTCAGT

EEERERRREEl P PRt e e ey eee teennnnniitl
AGGATGGCCAACAGGATCAGTGTACCTTAAAGAATATGCTGATATAGCGGCCTTTTCAGT

GNAACCGCAGTTGTACNGCNATTATAATTTANTTTTAATGAA 454

LR el e e ey ettt
GGAACCACAGTTATACTGCGATTATAATTTAGTTTTAATGAA 476
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112
138
172
194
232
254
292
314
352
374
412
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ANEXO E. VECTORES

PCR®8/GW/TOPQO®

EcoR |
EcoR |

S 2,

pCR 8/GW/TOPO
2817 bp

Caracteristicas del vector PCR®8/GW/TOPQO®

PCR®8/GW/TOPQO® (2817 pb) contiene los siguientes elementos:

Tabla E.1 Caracteristicas del vector PCR®8/GW/TOPQO®

Caracteristica Propiedad
Secuencias de terminacién de la Redl_Jc_e la toxicidad pote_:t]cial en E. coli
transcripcion rnB T1y T2 previniendo la expresion basal del
producto de PCR
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Caracteristica Propiedad

Permite la transcripcion in vivo y la

Promotor T7 / Sitio para oligos o X
secuenciacion del inserto.

Sitio para oligos M13 forward (-20) Permite la secuenciacién del inserto

Sitio para oligos GW1 Permite la secuenciacién del inserto

Secuencias de recombinacion derivadas
del bacteri6fago A que permiten clonacién
Sitios attL1 y attL2 por recombinacion del gen de interés en
la construccién entrante con un vector de
destino Gateway® (Landy, 1989)

Permite clonacidn rapida del producto de

Sitio de clonacién TOPO® PCR amplificado con Taq DNA
polimerasa
Sitio para oligos GW2 Permite la secuenciacién del inserto
Sitio para oligos M13 reverse Permite la secuenciacién del inserto

Permite la expresion del gen de

Promotor para espectinomicina . . . . .
resistencia de espectinomicina en E. coli

Gen de resistencia a Permite la seleccion del plasmido en E
espectinomicina (aadAl) coli (Liebert et al., 1999)

Permite replicacion de alta copia vy

Origen de replicacion pUC (ori) mantenimiento en E. coli

pDEST®8

l attR1 'CmR ccdB | atiR2 I

111



Caracteristicas del vector pDEST®8

Anexos

pDEST®8 (6526 pb) contiene los siguientes elementos:

Tabla E.2 Caracteristicas del vector pDEST®8

Caracteristica

Propiedad

Promotor de poliedrina (Pew)

Permite una expresion eficiente de
alto nivel, de la proteina recombinante
en células de insecto (O'Reilly et al.,
1992)

Elementos mini-Tn7 (TN7L y Tn7R)

Permiten la transposicion  sitio-
especifica del gen de interés en un
bacmido propagado en E. coli.
(Luckow et al., 1993)

Sitios attR1 y attR2

Secuencias de recombinacion derivadas
del bacteriéfago A que permiten clonacién
por recombinacion del gen de interés
desde una clona entrante Gateway®
(Landy, 1989)

Gen de resistencia a cloranfenicol

Permite seleccion de colonias de las
clonas expresadas

Gen ccdB Permite la seleccion negativa
Secuencia de poliadenilacion Permite una terminacion eficiente de
de SV40 la transcripcion del mRNA.

Origen de replicacion pUC (ori)

Permite replicacion de alta copia vy
mantenimiento en E. coli

Permite la expresion del gen de
Promotor bla . . o

resistencia a la ampicilina

Permite la seleccion de

Gen de resistencia a ampicilina (bla)

transformantes en E. coli

Gen de resistencia a
gentamicina

Permite la seleccién de transformantes
gue contienen el bacmido con DNA
recombinante

112



ANEXO F. MEDIOS DE CULTIVO

Medio Luria Bertani (LB)

Triptona
Extracto de Levadura
NacCl

10.0g
509
10.0g

Anexos

Se disuelve en agua hasta completar 1 L y se ajusta pH a 7.0 con NaOH 10N.

Para el medio LB-Agar, a la mezcla anterior se adicionan 15.0 g de agar. El medio

de cultivo es esterilizado a 121°C por 20 min.

Medio SOC

Triptona

Extracto de Levadura
NaCl

KCI

MgCl,

MgSO4

Glucosa

Agua

4049

11g

117.0 mg
149.2 mg
190.4 mg
192.0 mg
720.0 mg
c.s.p 200 mL

Se disuelven los reactivos completamente y el medio se esteriliza por filtracion con

membranas de 0.22 um. Se hacen alicuotas de 2 y 50 mL.



Anexos

Medio TNM-FH

El medio de cultivo en polvo (Grace’s insect cell culture medium, GIBCO BRL) se
disuelve en 950 mL de agua destilada estéril. Luego se adicionan 0.35 g de
NaHCOs3;, 3.33 g de lactoalbumina hidrolizada y 3.33 g de Extracto de levadura. Se
ajusta el pH a 6.1 con NaOH 1.0 N.

Este medio se esteriliza por filtracion con membranas de 0.22 pm, separando

volimenes de 500 mL. Si se desea preparar un medio TNMFH con 10% de FBS

se agregan 55.6 mL de suero fetal bovino estéril por cada 500 mL de medio.
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