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I N'f RüPLIC:C I 01~. 

1nenr;.res de 5 anos se ven a fe•::t.ados an•Jalinent.e por· •;¡ast.r·•;•ent.er i t.1 s 

res1.llt.ado de la infec.c:1Ón <17>. En países desarr·ollc.d·~·s, en dc•nde el 

r 
re,;;pr..1rn:;ables de apr·~·:•'.1ma.dament.e el :30;,; de lc•s epú;o:idios de diarrea en 

desludrat.ac:1ón. Po:..w est.1.1d1o::os r·eo.l izados en di st.int.as pobl acic•nes, se 

hiil erocc•nt.r ado '-'fue lill incidencia de 9ast.rcu-.rit.er i t.i s causadas F·or· 



1. 
(" 



der1eom1nadas c:ap;;, (.' i:.:ci°p::;ide ext.erna. )t' cai:·a c.• cápside 1nt.en1a. La cai:·a : ~ 

e>:t.erna e~t.a fcw"'a•:Jil PO:of' las pr·coi;.o:d'.naz, VF"4 y VF"7, •:¡tiis- z;cwo 1rnport..,ante:ii 

lt'ot.el'na ez.;t.;;1 fcirrnada pcw VP€., •:¡1.10: n..1•:lea ;:, l núc: leo del 
, 

v1r1c•f'I, que, a 

base a :Hl est.r·w.:t.tn·a pr·irnar liil y a !>U lcu;.:al i:.:ac1Ón et1 el viriÓn que VPl 

Pc•dt· {¡, t.,;,ner· ho func:iÓt·o de f'<NA PC:•l u11o::t·az;a ( l~·> y ·:¡ue VP2 podría ';;et· la 
¡ 

proteína ¡istic 1 ada di r·ectarnente ilkl ·;;iern:•rniÍI vi n:d, es deo:: 11·', P(.'dr { « s""r 

liio prot.e.Ína ele la nuc:leoc:ápside (•;¡, 45>. La pre~;enc:111 de VP6 er·o la 

partí'cula viral es imi::•rescirodible para <.¡tie se produ:ic:an lo'..> rnRNAs 

res.pecta a lio::; pr ote í roas de capa· ex ter na < VP4 y VF'7 > , se •,;abe .:¡ue 
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Figura l. Representación esquemAtica de rotavirus. 



AlU-1':.:tlle ;:d 9Lu·1c•:z at1tc•r es hat1 reportado al F·r c•dl1cto del gene 11 
f 

c:c•mc.> •.ma F>l'bt.eína est.t·l1>:l.:A1t·al (5·1), se ha demostr·adc• que en la c:epa de 

rot.avir·us de s1m1c• SAll, el "'rc•dll<.:t.o del 9eroe 11 es lma f(.>¡¡;foprot.eí11i!I 

•:::i1..1e Juega ut1 pa.pel import.arote en la repl i•::ac:i.Jn del RlllA vi red (78). Lió 

génico POlra •::ada una oe ella:;. 

.¡ 
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apt·o::o>amaciaroent.e E060 pb para el •;io:ne 11 (n•.Hno:r·adc•r; PC•t" el c•t·den de 

migre.e ión /~.f e;_;t.rc1f1:.•rét.1 ca> 

<-'I' i•¡¡¡ir1c., Junte.' cc.>n la. cornpos1ció1·1 F·art.1cular de cada gene, "ltle cada 

as1 por la movilidad relativa de los segmentos 10 y 11. Se t~ 
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. Flguro 2 
Patrones electroforéticos de las cepas de Rotavirus en geles de Poliacrilamida. 



' <=t'lt:r_,1·1tt'iil(jo:• ·~Lle l(),; o;,:ie11es 11 (jE: la:;; CE<PCI:; o;:Je pat.ror1 liill' o¡lt) ::;cor·1 

zupercort0 160, 741 

lec t.Lff a so.:or-1 hinc: i ona l ez;,. 

La r..::ader1~ de pr~·lar:idad F•<..:1sit.)va en el dcRNA genc~n1cc• es 

cUYC• genoma es se9r11ent.ado, e>ast.en secl1enc:1as conservadas e11 lc•s 

extn;imos de cada segmento que sori ca1·a.ct.e1·(sticas p11ra c11da 9rupco de 

thc:has se•::uer1c::ias r1c• se cc•r1oce, F•er·o e1·1 algunos v1r•.1s de la Familia 



'fABLA 2. SECUENCIASi CC•NSE::RVADAS EN LOS EXTREMOS DE L(.)8 

SEL>l>IE:NTC•S ()E RNA El~ AL(iUNOS VIRUS CON (1ENUl'IA SEC1ME:Nl'AL:•o. 

FAJULIA SECUENCIAS <::;' •••• ::.~' l . REFERENCIA 

1' 

' 
L'iCllA •••• ••• UCAUC: 

ídcRlllAl 

GtiUA •••• • ••• UtiAU 

G(1CUUUUAAA •••• ALl@GACC 39, 42 

Ort.11omy>(OV1r1dc.e Inf'lllenza A AGUAtiAAACAAG(i •• , CCUt'iCUULICt1CU 1 e. 

1-·F<NA> 

Influenza B UCAUCUllUGUU •••• Ct'iAAt'iAC:GA 72 

Influenza e: AGUAGAAACAA •••• CGCUUCUGCU 16 

AGUAGLIGUAC •••• GLIACACUACU 42 

1+r1NA> 

. ···~~ 



enr..:apz.;1d0<r..:16n <2, 7'°:!1; y, t.E1rntnen z;e tia \;L1•¡¡10:1 i.:lc• q1.1e son zeiiale$ "ltl'.: 

t'f<Cono..:oo;;e la P•:Ol 11nerll!Sill v1rll!l •J•.1raor1t.e lik t.ri<r1scr· 1¡:".:1Ón y/r.:o repl 1•::ac1•~n 

( 16, :.~9). 

kepl io;.:ac • ..Sn' de Rot.av1n1s. 

El 0::1clo d"' repl icao~1·Sn d.: lo:..>s r·o::•tav1n1:; ::;.,. lleva a cat:u:..> en el 

La infecc.:ión cc•mienz.a •=i.:ir1 la adsc1r•::1c~tl 

cJel vir1.1o;, a la o:élula; alsitw1•::os 11ut·~·r·o:s (25, i:.8> han :;;t1•;1er1dc• ·:.tt1e Ja 

adzor1;;1Ón del v1r·uz; es & t.t·avét:. d.:= VF'7:o bazadi::•s en .:st.ud1c•z. de 

competencia con anticuerpo• monoclonales y estudios bioqu{micos; sin 

embar··~ii::i, Ut1 e-z;t.ud11;1 re•=1et·1t.e \6) 1jern1.<1est.t·a •=1ue la F·t·c•t.eína N~1::i:!:a es en 

1·eal1rjao::J una proteínc. est.ructw·al y g1.1e es é:>ta, Y.no VP7, la ''ltle se 

cepas de rot.av1n1s hwnano::os y an11nales a er1t.rr.:u::1t.os y cél•.1las MA 104 

\pen111si.bles; par·a i.:.oJdaz; lai; c:epaz; de 1·c•t.E1v1n1z; adaptadas al 

creciinientt' en ctil tiv·~·s r.::el•.llilres>, st191eren .;;¡1.1e VP4 F·o::odr{a tarnb1en 

par·t.1c:1pa1· en 111 i1di;cwc:1Ón del v1n1:¡; a la c:élula <24>. 

Lil penet.rac1ón del v1ru:; a l;;o célt1la es un prc•ce:r.o en el que 

VP•I ez; 111 p1:ot.eín1o r·esponsal•le, para lo ct1al re•:¡uier·e de un corte 

específicc• con tripsinil (prodt1•=ier1do VP5 y VP8J CW, 47, "JO> 1 en 

algtmaz c:epas de rotav1rw; este 1·c1mpirn1ent.c• e:-;. 1nipresc:1ndible para tiria 

1nfecc.1r5n prodt1ct.1va <25) ,mientra'.::. que en c•tras, el tt'at.arnientc• con 

t.1·ips1nc. 1nc1·ernent.c. la infe•=t.ividad ha::;t;.a 1000 ve•::e::; <::•6>. En baz;e a 

la ~eo:::1.1enr.:1a arn1nr..:• tenn1nal de VP5 en leo cepa de sunic• SA11, se :;abe 

que ex1z;t.en 2 sitioi; so:.>twe lc•s ·:¡•.1e a•::t.1.fa la t.r1i:•z;ina 147>, (separados 



la~ protelna$ d~ capa externa, de manera que las partfculam con capa 

•• 

VP2, Vl"3 y VF'6) t.1e11en la actividad de tranm•::1· 1ptasa viral <mÍr1tesis 

de mHNA a par·t.it' de dcRNA>. 

D1.1rilnt . .:. une. 1.nfecc1Ón de c&h1las en cultivo con n:•tav1n1s, la 

s [ ntes l s de 1 RNA v u· a 1 se emp l ez:a a det.ec:t.a1· a has 3 hot· as 

post.infecciÓr1 <40, 5·•· 71 > y :;e irn:rernent.;;. con el t.1ernpo hasta 

alc:am::ar· un ruá>(llflr.:• a la-¡; ''1-12 hn; <4~1). Lo:•s mHNAs F•t'C•dw:idos se 

1.1t11 izan para la :;,Ínt.es1:;, de i:·roteínas y f·~·nnan 1.m ccornpleJo c,;,n éstas, 



17;,;, de¡:•1<ndumr.k• de Cilda 9e1·1e, de k•s mHNAs F·rr;•dw:idc1:;; en una 

i.nfe..::..::.1.Ón :;;or1 enc:a¡:·:::id•d·~:t: y de é:t:tc.•:;;, zol11n1ente um. pe·:il1ftr111 

¡:.·rr.:1p.:.:ircic~n est.at1 c•:or-1t'"riid•:•:> el'I t=·artÍcl1la:;,, infec:c1c•:>a:z mad•.ffas C40l. 

La e:;,:pn;,:;;10:::'1·1 9enét . .1.c:a en le•::; 1·•:•tav.1.n1z; F·ilrec:e ez;tar 1·e·C1•.iladc.; 

est.udios 1·ec1ent.e:i. r.:r;1n liria cepa bovina rnllest.rE\n r.¡ue e.>::i$t.e re9lllc.ciÓt1 

a tn ve 1 t1· ansc1· i pe; 1 c·n~<l y t1·ad1.1c:c: .1.c•nc. l ya o:¡ue l o::•s mf"<NAs son 

su1t.et.izadt;1:i. en di:zt.int.a:;,, 1=·1·c.1pc1t"CE•t1e:r. y los r11veles de cC<da lma de 

l~s Pt'C•teínas ni::• ei:;t.; en 1·ela•:.1.i::i'n 'dit·ecta c:c.•n la •::ant.idad del rnRNA 

•::Ctrre:.;pr.:•rit.:Jiente (40). 

l)lH'ante el c:i•:lc• de r·epl 1•:ac1.Sn de lc•:z n:•tavin.1s se pr•:•d•.1t::en 

di.fe1·ent.e:;; tipc.>i:: de part.Íc:lilas Sl1bvi1·ales •:¡l1e r.:c•ntienen d1st.1nt.a 

0::.t)mposi•:iÓn de 1=·rc1t..eínas (:'.:14). En base a '..$ll rncirfolc.19Ía se han 

diz;tin·i!llidt.:• 4 t.1pc1z; de Pilt'tÍcl1laz; en célulC<s i.t·1f&ct.adas: el mkleo 

vHal .,,.,_,e mide apro::•:•(i1nada1nente ~:o nin; partículas de :;;5 nm c:on lma sola 

cápside; part.Íclllas .::cm roernbrE11"1E1¡ y, F•at·t.ícllléls madw·al:; con dc•ble 

cápsidti! de 70 nin ( 11. 65, c:.c:., 7;::1). 

!3& hil Pt'C•PUest.o o:¡ue las part.íc:ulas de 3'7 nrn son partÍcl1las 

subvirades "'IU• presentan actividad de reF·l icasa <F·rÓducciÓn de dcRNA 

El pa1·l; . .1.1· de mRNAl, C:C•ll•Pllest.as POt' las Pl"C•t.eínaz; VPl, Vf'3, VP9, NS35, 

NS34 y NS:<:6; 

... ~zt;aciío en la 'n1.:.wfc•·i:le""nes1s ·,;¡;.;¡ ·~~"; .. ll~ (26), A•.m·:¡l1e no se sabe Cllal de 

lc.s Pt"i;,.t.eínc.s 1nencio::•r1adas es le. r·es¡:·cw1sable directa de la act.ividad de 

1·epl .1.c:asa, es rnuy p1·obable •::¡ue al•;!w1as de el las sec.n re·::¡uet·idas pa1·a 

1 a s Í nt.es is de 1 dcRNA, ya ql1e POI' es 1:.ud i r.:•s cc•n ro•.1t.ant.es t.ennr.:•sen:n b 1 es 



'\ 

fart {cld as defer::ti vas. 

1 

fnecuent.ement.e se 9ene1·•w1 part.!c:ulas que t.ienen .defec:t:.os en flll 9fmoma, 

come:• re-;;ult.ado de rearr&glos y deh.cion&s del 9o;moma viral silvest.re. 

l 

ca1·ecen; s.in emba1·90:." a su vez, int.e1·fie1·en co::on la 1·eplicación de 

é\!'.t.<.:o-;; <64). 



de Rl~A pe•::i•.1ei'ias, ql1e sr;.,-, el r·esultadc• de delec:ic•nes de 9enes de alt.o 

pesr;. mc.,lec:1.1lar <64). 

Todr;1s l<..ls RNAs defectivc•s est•.1dii1dc•z a la fecha contumen 1.1no o 

no :;;egrnentado, es c::ornún •::i1.1e :;.e encuentre sc•lo une.• de lo:¡¡ e>(t.re1nos 

defec:t1v.::i:;.; cor1t.ie.nen c.111bc's ext.1·e1nc':;. idénticc•s al RNA silvest.1·e pero 

PC•seen delec:i.ones en la pa1·te interna del ·¡¡ene <64>. En la fi9u1·• ::~-A 

se e.squeinat.iza 111 estruc::t.1.w11 de RNAs defectivos del virus de 

btt$e a la est.ruct.w·a de estos F<NAs, se han p1·c.•p1..1est.o al9ur1c•:;; modelos 

par·a e.xplic:ar el inec:anisrno de su ger1erac:ión, l•:•s c1.1ales se 1·es1.m1en.en 

la figura 3-B <64), 

¡ 
j 
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j 
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Figura 3-A. Tipos de rearreglos gen~micos en RNAs DI del virus 

VSV. El genoma silvestre (aproximadamente de 1l Kb) codifica 

para cinco proteinas (L, G, M, NS y N). La llnea punteada indica 

secuencias de la cadena positiva y a 1 es la copia complementaria 

de a. La llnea delgada indica deleciones (64). 
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Figura 3-B. Modelo general para explicar algunos rearregloa que dan 

lugar a RNAs DI. Se ilustran cinco tipos de rearreg1oa en genomas de 

r:~ccadena:fttgativa. 1 y 2 corresponden a un mecanismo denominado "copy 

back". 3, 4 y 5 se ilustran como una suceai6n de eventos, en los que 

el resultado es una deleci6n interna, una repetici6n i una aparente 

inserci6n, respectivamente (64). 



l"'i<t'e•::en se1· necesar1¡o.:;. en el 1nio:.:ic• de lil trE1nscnpciÓr1 del genc•rnil del 'f 

v11·u::.; de saramp!Ün <!':la>; ademas, el est.lid10 de le<s RNAs defectivos ha 

;,id<.:• Út1 l í-'C.t"il di luc1di11" el rne~C11usrnc• de t'eF•l icil<.::1(..;¡., en el c.::iroroavir•.is 

Var iat•1l1 dad 9enórn1ca et1 vi rus de RNA, 

La m¡¡,y.;.wía de li:.>s vu·u:;; de RNA de cadeni< :;;eroci!la son una 

nelar.:1ot1i1do•;; pet'(.' que d1f1et·en entt'e 'i!.Í poi· una cantidad con::::;1derable 

de mut ... cic•nes ero el genoma :::ilvestre. Se '1·1iil cot·osiderado Cllle la alta 

velocidad de mutac!Ón ero estc•'i!. v1t·lfü 'i!.e det:oe a la C:Elt'encia de lit'• 

s1:..tema de C(.'rrec:ciÓn ("proofreadirog") en liio replicaciÓÍ1 del RNA (35), 

exist.e •.ma población hornosiénea predornimmt-e que es capaz de replicarse 

el virus de e•,;tomatitis vesiculilr <VSV>, se marotieroe estable de:;.pue\> 

de ~;93 pa'!;es en cult.1vo$ c:elulcwe·,:; a baJai; rr1ull.!pllc:idi1des de 

ir1fecc1Ón <71al; ClHmdo se modifican esas r.:orodic1ones de eq•.lilibrio, 



varic.nt.es Vlt'ales, '.i><.m: la ir1t.erferen•::ieo F•or· part.ú:uleos defect.iveos 

zaramp1cíÍ'i> (71al. 

Antecedent.es. 

En l ''11:!4, P'-'" estudios de epi der111 o lc•9 Í a m•:•l ec.lll ar medi c.nte el 

eleo:.:troferotipos dezta•::at•a la c.usenc1a de los segmentos de RNA 11 o 9 

y, la apa1·1c:iÓn de ·1,;e9ment:.c.:•s adicic.:w1ale,.; de may·~•r pe~;o molecular. 

Est.e t.ipo de va1· 1acic•nes en el elect.roferot.ipo de los rcotavi!'us 

cc•nsecut.i veos. a al t.as mul t.1pl ic1dades de ir1feo:.:ci•:::n <1noi >; en este ca11.o, 

,.;e ~,H,;lar·c·n vc11·1ant.es v1rale:i; viables y cada •.ma de ellas ca1·ecía del 

\, 
1 



q1..1e ne• nec:ez:1.t.11t.,an de un vu·L1z: E•Yl1de11:kw par· a reF·l i•::a.r·se, y PC•r ot.ro 1 1 

l;;.d<;•, ·'llU< dichc•:.:; segment.o:n deb{ar1 de cc•nservar la capacidad de 

de mar1era siin1 la1· a la del 9ene :r.1 lve:;.tre al "!lle s1.1stitllÍa. 

En exper l nient(.•S de h i lw ida•.:: l c~n l;.1 po Ncor ther n ccor1 e: 1 ona z; de c:I>NA 

aunq1.1e no !Ze derno~tró si ex1.:lus1vamente tE:on{a :;.ecuenciél'"- de eS;.e 9et1E:! 

de concatá'inero!l. de ést1.:i:r., cuya estructura exacta se descc•noc:ía. 

Aunque se han detectado genes anor·mailes o 1·earre9lar1tes de 

1·otavirus '"ILIE:! contienen secuencias de lc•s genes 5, ó, 8, 9, 10 y 11, 

z;.;:,larnent.e z:e han po;odido aislar partíc•..1l11·s viables qL1e poseen se•3rner1toz: 

1·ea1·regladO!i. prc•vetuentes de los genes 5, 8, 9, 10 y 11, que 

3 ,., 
~o, 5i' 53, 63) •. 



ret,;11Ót·1 5' del gene ub1catdi::• i<l ext.re1ni::• 3'. En i::•tros .:.;;i:zo$, el gene 11 

c:ont.1ene 1.ma u;!>e1·c:1Ón ric:a en A~T de 189 y 322 r1t:. ent.re el •:c•dÓn de 

ellr;.:; PO$een iid 9unil$ car ilcter {st icats er1 .:om~Íni 

.l. Una irn;;en:1Ón, •=1ue en 1:1l9ut1os c:a:;;1.n; c:.::•1·1·et;p~nde a secuencias del 

4-9 .nt de5pues del .::odón de tenninactón func:io:mc.1, de frtiltnera que t.odo:a 

ello~;; ci::•di fic:an para una proteína del rnistno F·e:zo mr)leculiitr ~ue el gene 

z.i lvestna. 

1 i 

' 



viruz de Rl~A, po:.w i=jernpl<:o: F•s.recen $er F•rc.•dw:t.o:.• de reillrreglc•s 

·:ienór1110.::o,;.-.; y z;on capc:1ce:.; do¡: -.;ol:o1·oe·::r•c•r el F<NA sil ve~;t1·e por pa::;E:$ 

po::w lo i;.ant.o::•, de un vi1·1_¡:¡¡ ayudadcot· pa1·a 1·epl1carse <l, ·7, ~17, 53). Al 

po-.;een un 9ene 1·eo11't'eglado::• conz;ervan z;u VH'Lllenc1.:.. 

viablez y ne• depen•::len para $U replicac1Ón de 1.m viru::; ayudador; l<.' que 

implica que la sust.1 l.:.L1c:üÍn de Lm se9nient.o de RNA normill F·or c•tt·o 

del segmenl:.(.> -.;ust.i.t.uido>, ne• int.e1·fie1·e con lils fL1t1c1ones del vi1·us, 

El p1·eso;;,t)t.e t.r·abaJc• fLie 1·ealizado en l:•ase a los siguier1tes 

pa1·t.i1· de cepE1s v11·ales adc.pt.adas a c1·ece1· en cult.ivc•s celula1·es, y, 

2. Caract.er izar· 111<.>lecL1 l armen-te k•:> ::;e9ment.c1:;; rec.r reg lc.dc•s de e$aS 

vat· i ant.ez;. 
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f''1111:zam<.:•:Z <:¡ut= Oá!l esh1(.H•.:o 'Je e:i.te t.1p(.> d1:o vi<rí.iilnt.es 9anoín1c•:. y 111ilt:.> 

a:o.pvt: :Í f' 'C:iltru•nt.11, el• 1<.:•z t;e'ilment.oz; real' r •'ill •<:lc•t; de eizat: var i ant;.e1:, 

compjjtrik•Jc•:s c:o1·1 Jo:; ger1es hc•mc~Jr;"oll>::, nc•rm1tlttz, F·odrÍ• sugerir al9lmils dE! 

lc.z; z;er1alez; pt·e::;ent.e~ er1 ez;t..;.z; HNA:.. i:-aril ·;ann1t.1zar· ¡¡u repl tc:a.::11,.{,·, y 

4i!nc.e.p\; 1di<•:.::1 Ór1, 



MAlEFiIALES V l~ET01)08. 

L1nea c.::ehllar, La L fr1eE< ce hilar •:len•:irn1r1E1da MA104 der1v11da de 

célul11z; eF·~teh¡,lez; de nfk•n de rn·~·r1c• m·1e.::.u:. se ut.1lu:c: para la 

i:·rc..•1=•a9c..::1Órr de. t<.:•Ck•s leos v1n1:., la •::l1ant.1fi.•:.:ac1Ón de partÍClllilS 

1nfecc1osas y el ensE1yo ~, pl~ca. 

Ei;t.ils célulc.s s& clllt1varon con Medio rriínimc• esencu.i <.:C.:•n sale:. 

de. Ea·:il e ll'IE::l•I) liilBC(I y tl/; de. t;llE<I"~· fetal bC•V ltK• (UBCI) como SllF· 1 eme.nt.c:o, 

e.n liria E1t.111ÓsftHCI h1.Írneda r.:or1 5/; de C02 i1 37ºC, 

Cepas V11·E1les, La ceF•ils llti l 1:z.adas fl1erc•ri: Jr. ceF·il Wc., de 

c•t'l•;;loC!n hl1rn;;.r1c•, prc•PC.:•rc1onE1da PC•r el [>t". Luis F'ildilla del Int.1tuto 

Ne:o::1canc1 d.;;J. Se9w·o 80°::1al, l'lé>ac:c•; la cepa de. or1·¡;,en P<:•n:1nc• YM, 

c.islada y adc.ptwjc. al r.:recim1entc.:• en c.::ult.ivos c:eluli.res PC•t· nl1est.ro 

labot·at.ono IE07a>; y, la c.::epa WaH, de ongen hl1niano pe1·0 cor1 

mocHfi<:acHmes en Sll electr1;oferot.ipo, proporcionada F•or el llr Y, 

Hostuno de los; lm;t.itut.:•s Na<.:ic•nale:. de Salud de los Est1<dc•s Unido!:l, 

W11shinr;;iton. 

Pr·opaiac:iÓn de virus, El inÓc:ulo viral fue tratado con 10 o lo 

J.19 °de tr1ps1na por n1l de hsado (t.nps11·1a l.>IFCO 1125(1) du.rante ·1 hora 

a 37°C para illC:t1var· el virus. La rr1onoc:apa c:elul11r una vez c:or1fluente 

ze lavc..í dos vece:. c:.:•r1 PBS ante,; de it•¡;,1·e9&1· el in6c:ulo, el cuid se 

rriarit.uvo sobre la monc..•capa celular durant.e 1 horá ·11 37•c.· Finalment.e 

se a91·e9Ó MEM sin suerc• y se incubó a 37°c hasta "llle api1rec1Ó efe.et.e• 



<diclorodifluoroetanol, se centrifugaron para zeparar la fase acuosa y 

celul;u·. Este pn:•c:.ed1rniento f1.1e reF•et.ido consecl1tivarnent.e durante 

VEAt' J(..'IS PC:'\Ses. 

Tit.o.Hac1Ón de eart.{c:.ulas infpcciosas. Las céH1las se infectaron 

de la misma mar1e1·a que la •=1ue z;e desc:r !bic~ anter icormente, sc•lc• ·=1ue ero 

est.e caso, se lltilizélron diferentes diluc:1cmes de los lisados y la 

infecc:1Ón se realu:.::• en c:aja~ de cultivc:.•·de 96 PC•Zos, utihzando 50µ1 

de 1111 diluc1Ón respect.ivil en cada po:.;:o. Laz células se 1avaro1·1 2 veces 

c:on PBS 14-16 ht·s po1>t1nfecc1Ón y se fiJanm con ac:etona al eo::-; en PBS 

dura.nt41r 20 minutos. 

Po::oster iorment.e las células se lavaron 2 vecei¡ con PBS y s111 

a91·e9at'Cm 5(1 pl de ~uen:. ant11·0::1t.av1rus <111000 e• 112000) a c:ada pc•zo. 

Se l1'1c•..1bÓ l hr a 37.ac. 

Lils cé'h1léls se lii1varot1 2 veces c•:m t='8S y se agre9ilt"c•ri 50 ~11 de 

p1·oteina A·-pe1·o>:idaz;a <Arner~ham> < 1: 25ll0 >. Se inc:libc: a 37°C durarot.e 2 

hrs. 



La::. c~lul111s SIO l111v11rc•n 2 ve•;:e!; C:C•l'I PECS y s• il9r•'illll"On 50 1-11 de 

sustrato 11.::0 rnl de c;11t"l:•llzol0i! 14 n19/n1l o¡¡,n din1o&otilfc•rrn11mil:l11l, 4 ml de 

bL1ffr¡,r OIC:Oillilt.t:os O. 05 M pH 5 y H• 1-11 de pen5°>:ido de hidrÓgenc• al ::.<o¡;, 

fi.1trado il t.raves de un• n1emt'l'11t111 rn11hpol'e ue Ll,45 rn1•.:r11sl, 

$e it'1cL1b6 a. :31•c ha'.l.°l·ill <.1Ue la::. c:éluli<:> infli!c:t.adas se tiiier·on y se lillvÓ 

v&r i•s vec;es cc•n 11•;;aL1a des t. i léld~. 

Liil c:uant.i fic.au::ió'n de F•illr t.(culiils inhu:.c:iosC<s se det.•rrnincf 

obse1·v1mdo 111 mic:n.>sc:~'r>io ial:. c:élul11s it1fectadas q•.1• t.en{an el 

p1·ecip1t.c.dc• •.:•.>lc•rido y relac:i(:onando con el volwno¡¡,n y dih1c:ic~·1 del 

lisado util1z11do~. 

Ensayo en placa. El vin1s se act.ivó con t.riF·sina, como se 

dez;c:t'ib1J ante1·v.>1·mente y, se hic1e1·on dih1c:iones decimales del lisado 

en MEM sin :n1en.:i, Lo ruonc•c:111pa r::elular, er1 po:.;:;c•s de 6 crn de diárnet.ro, 

se inc•culÓ con O. 4 rn1 de ias di luciones rei;pect.i v11s por pcoz:o y se 

incubó 1 hr a ::.<7°C agitandc• suave1nent.e cad¡o, 15 rni:nut.os, Postericwmente 

se retuó el inÓcu1o y se lavó 1a monoc:apa c.:w1 F'B$ un111 ve:z:. Se 

a9re9Mron Z ml de la sigLúent.e rnezcla • cada uno de los pozos= 

MEM Zx sin 1·01.:• de fenoi GIBCC.l 10.5 n1l. 

HEPES lM O. E: ml, 

NaHC03 4, 47. O. 6 ml; 

Tr ii:.srna 1:-; <l>ll''CO 1i250l 30 ¡.il. 

Aga1·os11 z:•; en agua e~t.ér i l 9. O ml. 

Lill temperc.tut·a de est¡o, mezcla fue de 45ºC y despues que solidificó la 

a9a1·osa, se 111cL1bo 37°C dw·ant.e 2 o :) diaz;, Las c:&lulas ·se t.if1eron 

cor1 rojo neutro, a91· egar1do L1na :;,e9unda caF•ll de a9arosa a 45°C, 

pref"at·ada. de 1& s19uiente maner·a: 

\~ 



10. 5 ml 

HEf'ES 1M 

0.8 rnl 

RoJo neutro 0.3% 1), 4 rol 

P•.H"if1cac~c~n de part.íc•.1!as virade:. con actividad de. 

t.ranscript.asa. El 1 isado::• de •.:él u las inf'ect.adas •=on rc•t.avin1s se 

La past.1lli. se resusF•endió'en (1,5 rnl de TSM (lr'is 2(1 rnl~ pH 8.2, 

c!c<t"llt"c• de sod1•.:• ·1!:iO ~•tri y c:lr.:•nwc• de nia•3neslc• 1 rnM>. La suspensión de 

!.8 ml con •.mil d.¡¡,ns1dad de l.4 g/c:rn3 y 2.3 rol cc•n •.ma densidad de 1.:3 

-:i/crn3 en TM <TSM sin cloruro de sc•diol. 

Se c:ent.n fu'I!. 2 h1· <i 3?:.iOOO 1·pm a 4 ºe en lm 1·0::.t:.or SW 50. ! • 

· \ CsC:l se recupero:.: pcw punc:ióh .::o:w1 Utla je1· inga. 

El vin1s recl1pe1·ado se diluyó cc•n TSM· y se c::ent.rifugÓ dw·ant.e 2 hr 0< 

1 

' 



Lc. p;;.stillc. s.: r'"''"-llsper1d1c~ el'I el rn1s1no hib·~· e.con 0.2 rnl de Tr·:.s-E::DTA 

(21) rn~l-15 roM pH 8.1), y -z>e ino:.:ul:.oÓ dw·•nte ~-1l1 rn1m1toE a te111pe1·11t.Lwa 

i11t1t•1 Etnt.e. 

~;.: il9t":•;rJ t: 1 cwur e• deo ce~;i o c.c•n den:r.i dEld de 1. 86 9/crn::1 y se c...,1,t.r ¡, fll90::~ 

a eq•.l.illbrio c.;~~:,:; ú(•O 1·pru dlll'CH'1t-= 17 f'lr a 4°C en el r.::oto::w SW :,:;0.1 • 

El vin1s \!.e r1:cl11=•eró del grildient.e Pc•r 1=·Lm•=1Ón de lil bc.nda copale\!.c:ent.e 

y se c:c•ncent.r·o:.:, c:ent.r· i fL19and·~· dlll'&t'1t.e 2 h1· a 40 OOú rprn a 4 ºC en el 

1· ot.o::•r SW ~·(•. 1 • 

l;-a past1llE1 se resuz¡:•e1·1diÓ en ::-10-a1r.1 111 de c.·~w•• destilada e:zt.e'rd, 

ciepend.iencio de la intemddad de la ba1·1cia •::ibservada sobre el ·:.it·adient.e 

de clorura de ces:.c. 

Trar1sc:r·ipci&t~ in vi t.ro, Para est.e ensilYO se l1t.1 lizaron las 

part.{c1.1li1s v.i1·a1es do¿, l1t1a sola o:.:áps1de purific:ildas, de acuerdo al 

sigluent.e prr;•t.c•co:.,lc•: 

2o J-11 de 1=•art.ÍcLllas cc·n· lll'IC. so::•la éá1=·s1de pur-:ificadas 

30 1-' 1 de bento:m .it.a ctl 8;1, 

45 µ'l de C.9lla bidest.ilada est.éril 

HlC1 1-11 ele buffer· de t1·ansc1·1pc:i.Ón 2x <**> 

Esta mezc.li1 s:.e c.91tó y stt incubó 6 hr iil 42°C, agltilncio occ.sicmalment.e. 

Se centt'l fugó 111 12000 xg dur·11nte 5 minut.os a 4°C • 

El sobr·enade.nt.e se ti!Xtriljo r·aF•idamente cot1 un volurner1 igu11l de fenol 

de:::;t.ilc.do sat.w·acla c:c•n T1·is-EílTA <10-0. J rnM pH 8, 1) • 

Se ext.raJo con ur1 volwner1 igual de clcwc•formo. 

Se sepan:.: la fase ac:Lic•sa y el rnRNA. se p1·eci1=·it.Ó,a9regar1do Lln vcdL1rnen 

igual de LiCl 4 M e :i.ncubandc• dura11te t.oda la noche a 4°C. 

El n1RNA -z>e recuperó poi· cent.rifu9ac:16n a 14 IJOC1 r¡:•m dLll'ante 15 rn1n. 



El prec1p1ti1do se lavJ con etanol frío al 70X, se sec~ y se 

o. 8.31, te~1do con bromuro de eLidio. 

unc.1 de leos nur.::leót1dc•:o rfflP, 1·CTP y UTP y, t•··aden1si lrnet.1or1ina o.:::. rnM. 

sc•luc:ic.~n de tt·am;c:ripc:iÓn que c:ont.ení'a U~· de la cc•nc:entrac:ión ncwrrial 

de rC:TP y se o.gregÓ ado;,rna::; 1(1 ¡1Ci de rt::'fF'-P32 <DUPONT, :::(1(1 C:i /onrnol, 

37(ti'!Bq/rnl, 1 ll mC:i /rnl 1 • 

Hib1·1d1za•:.:Hfr1 RNA-RNA. Las lül:or1dizaci•:•nes de RNA se realizaron 

¡.19 de dcRNA 

1 JI! de EDTA O. 5 M pH "7. 6 y, 

1 O (1(1(1 cprn de mRNA r11arcadc• c.on rC:TP-P::.~2 

se mezcl1111·t-'n en un vc.1lurnen final de 100 J-ll de a9lla bidestilada 

oli!St.e'r i 1, v est.a rnezcl• se incubó a 95ºC dunmte 4 min; se paso 

inmediatamente & hiele•, en el cual se mant.uvo dlwante 5 minut.os. 

s.., agregó un voltunen igl1al de una solt1ciór1 de Tris 0.1 M pH 8.1, 

cloruro de sodio 0.4 M y BDS o.2x. 

pt·ec:ipitÓ cc•n 3 volwnene:;; de et.anc.>l absc•h1t.o 

El RlllA se res1.1sperodio:.~ e11 10 fil de agl1a bidest.ilada e-.:.téril. 

1' 
C" 
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~itili:.:lilndo tr1:>··gllcina corno t:•uffer de c:ornda 11 100 volts dur&1nt.e 

5.~ . ...... 

po:;;ter i cwrner1te &e :¡;ec:•=• y &e enpw:;•;• sc:•bre 1.ma pe 1 í c1.1 la fWDAK )<-Oi'IA T. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida. El anilis1s del 
\~ 

dcRNA vit'&l ze lleve• a cabe:• en geles cJe pc•lu1ct·ilarnida ol !'_;;y 10;,; 

s191.ue1·1do el pn:•t.c•cc•lo de Laeroroli rnc•dificad<.:i pc1r ffüiz <l!07c.), sin SDS y 

zin gel c:cor1c:ent.1·adcw. Lo·i; geles se c:cHTiet·ot~ a 10ll vcdt.s d1.1rant.e 5.5 

horas (geles al 5Xl o a 12 rnArnp d1.1rante 14 horas (geles al 10XJ. Estos 

·¡¡ele:;; ::;e til"1e1·on ..::c•n nitrilt··~· cJe plat.¡¡,, 

Lc•s o;¡eles 1.it.i 1 izadc•s para el ¡¡mc\l isi:. de sec:1.1encia f1.ierc•n geles 

de poliacr ilamida ~·l :3;,; c:on w·ea 7 M y se corrieron en b1.1ffer TBE a 

Pur i f1cac1Ón de 01 i•;;1c1nucleót1dc•s, Lc•s c:d 19omicleót.idc•s se 

sintetiz¡¡.ron en la Unidad de Síntesis de Mat.:rornoléc1.ili.s del C:IH1B, 

UNA!tl, en 1.m z111t.et1zador a1.it.omát1c:c:• Mc•cJelo i'Hc:rosyn 1450··A Syt.et.: Inc:. 

Los oligor11.1cleót.idos se purificaron F•or gel, ut.ilizando o;¡eles 

de~mat.ur·alizantes de poliacrilam1cJa al 20~:-bii;;acrilamida 1': c:on Urea 7 

M. La bandil ccw r·espc.ind i ent.e a 1 e• 1 i g<muc: 1 eót. i de.' se detect.ó' F•or 

l luminacl&i c:r.•n luz UV de i::•nda larga sobre 1.ma placil de c1·ornat.09rafía 

KC18F reversed-pha:.e TLC Millipore. El oli9om1c:le<.~t.ido se eluy6 con "".'! 

agua destilada , se liofiliz& y se hicieron extracciones sucesivas con 

:1 
l 

l 
'! 



Qtllnc•l. Lill CL40.nt1f'1c11c1c~n v pw·ez11 dQ lt:•\Z c•l i'"1t:•m4cle•;;'t.idr~o:; se evalwf 

F-'Ot' tuit::•Ón c:on bn::•h1u1·0 de et;.idio ::;obre <;ele::; de pol 111cr i 111m1d11 al 

~Oi;·-b1Si!l(:t·iJ011n1di!I 1;,; con U1·e11 7 M. 

El<ect.rpfores1::. en geles de 11r.1•11·c·sa para la separa•:1ch de lc•s 

mRNAs. Se realizc~ de a•:L4erdo al prot•:•colc• descrito F·C•r Liz11rdi (46a>, 

ut;.i. l izando::• •¡¡ele:;; honzont.11les de a9a1·c•sa 111 2¡; con forn1anlid11 y 

torm;;tldehÍdo. Esto::•s 9eh.s se corrieron 11 ¡:.o volt.s durant.e 23 ho::was 

utilizando:.• Lma sóluc:1•::n de tneta1·1..:darn11·1a-Er)rA como.:• buffe1· de. c:on·ida. 

Liios IOL4est.ras de mRNA :;e prer.:ip1 taro::•n y se desnat•.n-al izaron, incubandc• 

i< €08 •e: ilnt;.e,;; de c:ar9a1· en el ge 1. 

SecL4enciaciÓr1 gel RNA viral. Se real i:;:Ó po1· el mét.odo de 

tenuna.::1Ón c:on dideo:.•xim1cleót.idc•s uti l iza~1do t.ransc:r ipt.asa 1·eversa 

del vuu:r. Al~V y 1t1RNA o::• dcRNA viral como t.eruplc.do, según el case•. El 

p1·otocolo real izad•:. fL4e bá°::;icamente el mismo que élquel desc1· i t;.c. pc;w 

Ruiz <67c.I. 



HESUL TAI,(JS 

Prev1;i1rnent.e :.;o: l'1i.'lbla reF·C•t"ti.'1(.k• la sienerac1.:fr1 de Véll"iilt)t.es 

~enÓrnic:az; cle ro:it.av1ruz; in yitr,), iil t,t'11vés do: pases conseo::.ut.ivos 

de lln l H.;acic• vlt·al a alta:;; ml1l'l:.ipl ic:1ditdes de infecc.:10:.~n <rnc•1) 

c::rn • Etc.:;.¡,~dc:•:z e1·1 est.e e::;,t.udi e:., nc:•z;ot.rc:•s •=!lli si mo:.•ll. C:•bt.ener 

var1antez 9enÓmH:a::; de 1·ot.av1rl1s •::il1e contuvieran •;¡ene:;; 

reane91a.,.1os F·rc•dl1cido:•s .iD .llLt-.J::g y cat'ilC:tE<rizitrlos. ltuci11lmente, 

ele·:um•:•s d•:is O::epas de 1·otav1nfü: w1a cepa aislada ele h1.1mano <cepa 

Wa>, "llle sabíamc:•s (por reportes previo:>) ·::iue era. capaz de fc:•rmar 

1·ea1-re•;¡lc•'.ii 9enó111H:o:;;; y, lma c:epc. de rc•t.avin1z: p•:ir•::1n:• <YM> <:¡lle 

ha sido emplee.de. como modele• de estudio en n1.1est.ro labt•1··c.t.orici, 

E.n el t'eporte ant.es 111e1·1•:.:ic•nado:." se ut.il.izart_>n 11lt.as 

rnult.1F·l icidades de infeccic:~-, <rncís de 100 pilrtícule.s virales 

infe(~C:1osas pc•r célula>. En tlllest;.rc• c;;;1sc., hic:irnc•s varios pases 

co;;onsecut.1vos <ent.re 9 y l:i pases> de 1C1s prepi.1·11ciones virales 

co:mc:ent.1·1o.ndo, en c:ada pa,;;e, el vit'll:i> c•btenid.:..>, c:on 

pol iet.i len9l icol (f'Efi). fleb1dc• • c¡l1e estas cepas ne• crecieron t.ar1 

bien en el lat.,,:watcwio, nunca. pudimos obt.ene1· las moi que 

report.aron como necesi'.ria!> <>100) para lao. 911merac::iÓn de eli.te t.ipo 

·de variant.e,¡¡ gendíuc:as .in~ (37>. Las tno:n ut.l iz21das, en el 

ce.so del ·v1n1s YM sie111pre f1.1erc•n ment•rez; de 0,4, ceon e>(•.::epr..:16n de 

1 os pases 8 y 1 O que tueri:•n de ~. €· y ti. 87, r ei;;pect. i vamente; en e 1 

ca,¡¡o de la cepa Wa, las r11c•1 r1·~' sc•t.>repasaron ele (t, ::.~. Almc¡•.1e 



H 

1 ..... 

dcRlllA de los pases i.:: y 9 de lii< cepa Yl'I, y de h.'\l. pase:; 11 y 12 de 

segmentos de dcflNA adi•:i·~nales, 9ene1·E1dc•s en los p01ses 8 Y 11 de 

J C<s ceF•as YM y WE< rei:;pe•::ti varnente y '-!lle n<.:i !:.e eno::ont.n~.becn 

c•t.n:• leo.do tC<rnb:ien •;;e observa una d:isminuo::::ic~r. de irotensidild del 

se9n1ent.o 9. En esta f i.9lll'EI no se c•bse1·va el seio¡¡roento 11 de la 

111olec:ular, pero en ningún caso not.amos altera.c.:ionei:; en este 

Er1 la cepa Wa, a partir del p;11se '11 l:>e observó la 

aparición de un segmento adicional ([)) y al mismo t.iemp<:• r;e notó 

la dism1nuciÓn del se9rner1t.o f. de RlllA. 

W;;. y 9 de Yi'I fuen.'n disrnit1uyendo en concent.rac1Ón, corocorniti.nt.e a 

la apoit·ic:i.Ón de se•;rnent.o:.'s adici.c•nale~ de mayor peso molecl1hu-, 



Figuro 4. 

' ,,. 

"'' 

'º 

1) 

Vm w. 

• 
i 

·'º 

"· 

:·Electroferotlpos de distintos pases de Ym y We en geles de pollacrilamlda. Los segmento• normales de de RNA 18 
. enumeran dal 1 al 11 y los segme~tos adicionales se denotan por las letras A, a, C y o. 1 



re:¡¡pect.1 v1M11ente. 

El lisadc• de lo\l. pa.$es ':I y 11 de YM y WSI, re:;pec.:t.ivarnente, 

\,, 

• 
virus c.oni::.entrado y sir1 cc•rocent.r;.r, isin e1nba1·90, C1P11rent.ement.e 

no fuer<.•n estable!> Y• ql1e el rendirnient.o de F'ilrtíc:ula.s virales 

deteo::.t.an lo rnisrno ocun· 1ó (:on lil cantidC\d de dcRNA F•resent.e en 

el li:¡¡ado, 

A F'ilrtir' del pase 11 de la cepé\ YM, en donde el se9rnento •-;¡ 

hab{a desapa1·ec:.ido t.otalment.e del p1ot1·ó11 elect.n::1forét1c:c• y la 

c::aorotidad de dc:RNA tot.c.l era e';;cilsa, int.entarnos aiislar por ensaye• 

en placa, vat·.i1u1t.e$ virales que contuvien1n los 9enes 

Paralelamente ill intento de obtener en el lab(.Wat.or .io 

variarotes 9enÓmicas de lo\l. rotavirus W• y YM, al an11li:zar el 

electroferot.ipo de una c:olec:•::.ión de cepas de rot.av1rus hwnanc•s 

que'ol:.otuvimos del l>r Y. Hoshiro(.' de lo:;; Institutos Nacior1ales de 

hl1mano <Wal que contenía un elect.roferotipo aroorrni<l, va que se 

obi>ervaban al lllE!nos 4 segmentos de dcRNA adic:.ionales a los 11 



CC<be rnenc1onc.r, que est.• cepa r-..:•s fue enviadc. C'-'"'º 

tener· las c:ar·act.erísti.r.:as pr·o;•p1as de las var1ant.es genc~nllcas 

previamente descritas, decidimos caracterizarla. 

lnic:1alrnente, pensc.11dc• ·=iue las variantes que c:onl;.enían lc•s 

genes rearre9lados F·L1dieran ser inest.ables co:.:•mo c.quel las "!Lle 

fue1·on genewadas en nuest.r·o laborat.orio a parti1· de las cepas Wa 

de v11·u:o WaH a m•=•i mencor·es de (1, ! . 

Al a.naliz¡,r el dc:RNA re::.ultar1te de cada u11c• de e::.t.c..s pilses 

CFi9u1·a :5-A> enc:ont1·a1nos que el se9n1ent.o 5 empezaba 11 desapa1·ec:et' 

a partir del pase cero Cp(l), y Clue el segrnent.o "l ne• se veíc. en el 

pat1·ón elec:t.r·o::•t'<wél;.ic:o a par·t.ir del p1· i.mer pase; en su 11.1ga~" se 

enco:.:•ntraban los \!.e 0¡¡mer1t.c.•s señalado\!. cr..•rno A y B en la misma 

¡¡uJ1c1onales tarnbien !i.e dejarcm de observar>. Est.e p¡¡,tn::.:Í1 se 



rnat·ot.lNiet·on c:onstant"'s y el t'endiroiientc• de part . .íc:ulas in'feo:::c:iosas 

t.arnt.:oien se mantuvo sin disrnimlir desF·ue~ de Vélt' io\f. pases, 

pens111rnos "!Ue la C• las vat·iantec:; ·~ue c:ont.en{aro e".tos rean·egl..:.s 

[)ec:idimos aH;J;u" PO:.'t' un ensayo en placa., la o las vanantes de 

¡:•reparii<o::iÓn de viru::. co::irrespondiente al p11se ~~ de la Figura 5.A. 

Se Mislaron un total de 20 Pli1c:111> de v1n.m, de las cuales; 
1 

al anal izar liU F•atrón electrofor•tico, el 901. ( 18/20) te1·1ía los 

9en&s 5 Y 7 rean·eglado:;;, Yil "!Ue estoc:; genes estaban é!lll$entes y 

en s•.1 luo;iilr se enc:ot1t.r21ban los se9rnent.os A y El; el 5:t. < 1 /20) de 

las .::lonas cont.eníe el se9mento A en sustit.1.1c:1Ón- del -aeroe ~ y lil 

clona ntst.ante contenía un electroferc•tipo "norrnal" ideÍ'1t.ico ¡. la 

cepa W11 sil vestt·e. 
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Figuro 5 

A: Patrón electrolorétlco de la cepa Wa H en distintos pases, asl como de las variantes H5 v H57 aisladas a partir del 
pase 3 de WaH. 
8: Patrón electrolorético de la Cepa Wa v de las variantes H5 v H57. 
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Piilril c:c:•nt..1rn.1c<r lil cE<ri<(:teru:a<.:1crn se E<li<,1ierc•n clos de 111:; 

va1·11mte'ii da 111 c;..,pll W11H de 1·ot.11v1nn hum1111c• 11i-.;l1cd11» 11 F·11rt11· 

.-je liil i::·reparac1Óro del virus c•r i9inal: una., denominada H57 ero la 

:¡;e~rnent.c•s A·y I::i y, la c•t.r;;., den(.'minacia H5, en la que el siene 5 

t.st.aba sust1t•.udc• ¡: .. ;w el :;;egrneni;.o;• A <F19w·¡, 5.lll. 

Est.a~;; v1u· 1C1t1t.es se pur i ficC1rc..-1 tres vec<=~; miÍ:> en plé11.:Eo 

parE< ase9lwa1· '=llle no est.l1V1e1·an c:.;int.arninada·~ con cd:.1·as VC11·iant.e7; 

o con viru$ silvestre. Adernás, $e F'é\saron 11) veces consecut.iva$ 

para E1:;;e9•.wi11· que c:c1ntinl1aba11 z1endc• est.at:•lez;, En la fl'OllH'Et ~; ... u 

se muestran los pat.nmes elec:trc•fc•réticos obt.en1dc•s finaltne1·1t.e de 

estaos var· iant.e-.;, en los que se Pllede c•bservar qye :s>e c:o1y¡;e1·varon 

111s c:araC'l:.erístic:as de c:adé\ F•i!ltrón. 

A•.1r,.:¡lHl• 111 .. ' se real u:ó lln e::;i;.1.1dio det.al ladc• de la c:iné't.ic:é\ 

de crec:irnie1·1t.o de la:> variar1t.es H5 y H57 y, de la c.:epa s1lvE<st.re 

en cultivc•s c:elulare$, enc:•::intra1noi; que t.enían un c:omportamient.o 

similar, en lo que respecta il su crecimiento, es decir, 

inoc:ulando la 11üsm11 car1tidild de célYllli> con el mismo voh1men de 

li1>11do de las Vilric.ntes v de la cep;;., zilves:tre, obt:.en,amos E<fecto 

citopát.1c:o en el rnizmo t . .i.ernp(.l y el rendimiento de p¡,.r·t.íc:lllé\s 

infecci.-:•si!I::> era sirnil•r <entre 10'" y 10" •.midéldes fonnad< .. ,ras de 

focos I ml>. En base a é.st.(." C:(.'ni.::li.d1no:; o:¡ue las variant.es eran 

c:ap;;.ce!:. de crecer tan bien c:'.'rno la e.epa silvestre y sin la 

nec:ez1dad de un virus ay•.1dador. 



., .. ,, 

In1c1iillrnente, dec1d1mos estudiar los producto• de 

l:.r·an:..c1·1pc:1Ón ele estlil:. v11ru1nt..,s pa1·a ver ""' los n1f<NA':;; 

sint.et1:i:ii1dc1s correspc•ndÍci.r1 en t.amañc• • los genes r1<i1rre9li11dc•s o 

si er·an del t.amaíio c:on·espc•nd1ente a k•!i gene::; q•~e Slfüti t.l1Ían !5 

y 7>, ~corno otra posibilidad s1 se sintet1:i:aban tanto mRNA's 

1·eat'l'e•;le.•j1;1s c:i:.,rnc• 111F<NA' s del tarne.F1c• i:.wi'OHnal. 

Par0< ésto, Pllr'l ficarnc1s pa1·t.:Ícl1las vu·ales c:on llni< sola 

c:áp-.;l•:Je de las vc.1·ie.nl;.es H~:.i y H!;i7, •=1l1e tienet1 la proF•!edi<d de 

ñ.intet.izar rnRNA' s uti 1 izar1dc• corno templad•:• el dcRNA end.;.;°geno 

<c.•:t1vidad de t.1·a1u;r.::1·1ptasa), y :;1ntet.izarnos rnHNAs en p1·esenc:1a 

eje rC:Tf'·-F'32, Los mRNAs marc:adi:.'s cor1 1"<~2 rell.lll l.antes fueron 

separadi:.'s en ge les desna+;.w·al izantes de a·;a1·c·se<, i::n la f l •Olllt'a 6, 

se rm.est.ra la i1ut.orrc.dic•9raf{a. de lmC• de est.c•s geles en dc:onde 

enci:.,nt1·amos q1.1e los mRlllAs p1·odl1c:idos por la:; va1·iallt&$ 

•:or respconden en t.amar1i:.' a los dd~NAs respecti vt::•\!., y "!l.le no se 

pr·odllc:en mRNA-.; e.dic:ionalez como resultado de un defect.o en la 

t.ranscr ipc.: 1d'r1, .::¡1.1e F·odr {a hab1<rse c•r iginado dlH"ante el rea1·re9lo. 

Como se c:onoc:e el tamaño d& tc•dc•s los genes de 1·otavirus, 

en base a la migraciÓr1 relativa de cada ur10 de el los en 9ele1> de 

pol iai;::r l lamida, det.e1·minami:.',.; el t-ilmai)o de los ,.;e9mer1toi;. A y B. De 

.::.;ta manen:1, encontramc•s '-iue los viriones de la variant.e H57 

cont.ienen apro>dmadamente 2:2~lQ pb de dc:RNA adicic•nal a! del virus 

silvestre, lo "!Ue indica q•.ie los rotavin1s tienen la capacidad 

·Pill"a encapsida1· ap1·i:.,xuoad¡,ment.e 12~; más del mat.erie.l 9enét1c:o 

nece.sario para Sll repl icaciÓn y continúan siendo est.ables. 

--· --· - ·-.- ---. 
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Par ill t:anu:t•r u:ar rna·.:; p1·01'lmd11rne:nt.e a 1 os genes r·eart·•·ill ados 

1-'1 y B, dec1dimc•s e1>h1di;:.r !H ésto:;; est-ilbiln r..:o:.mst.ituido:.•s 

e:.;c:h1s1varroe11t.e pcw s•cL1ent:1as do;;,l gene r.¡1.1e sL1st.it.1.1ían e• si er11n 

ei;;truct.Lwa;. ·tipo mc•sc.1c•::•, r..:r;•rnc• las c•t:•SEH"vadai;; c.o:.•n RNAs defer..:t.ivc•s 

WI> del viruz; de 1nt'h1enza <35al, co.:orist.il;.uÍdes por se•::Lienc:ia::; de 

dos o más <:1enes. f'11r·il exF·lc•rar estas po:.;ibi 1 idades :.e real izaron 

e>:pe1· i mentos de h i br i. dac: i. ón oi!ll ::.;o l uc: l'-~n, ut i 11 zandc• dc:RNA 

9ern::•in1co y rnHNA-F'3:2 proven1ent.es º"" las varic.nte'.:> H5, H57 y de la 

..::epa Wa, En est.o!! t1pc• de hibr· i.1jao.::1c•r1es, el dc:RMA es 

· desniilt.L1ralizadr.:o y p<.:oste1·icwrno;;,nte se renat.uraliza en pre:.eroc1a dEil 

mRNA rnarc:ado, lo¡; h{br·1do!r. maro.::ad•:•s 1·esL1ltant.e·¡¡ scm e.nal1zados eri 

Lm gel de pol 1i1c:r i la1nide1, 

La inetc•dol<..>g{a llt.i l i :z:ada ..,n e~t.os exper i111ent.os es l;;o mi s1na 

r.¡1.1e han uti 11zado otr·o·;; invest19adr.:ores <22, 28, ~Vil), pan• agrupar· 

a. lc•s rc•tav1rus en familias, da acu~rdo e. las homologías de sus 

9enes. En este tipc• de h.ibr· .idachmes, un c:amb1•.:. en la rni91·acic~n e• 

la desap•rició'n de uno de k•s se9rnent.os indica que la homolo<,aÍil 

entre do'li genes no e» total. 

Los resL1lt.11do:.•s de _esto!'; experili1ent.os de hibridizaciÓtl se 

rnuest.ran en la f19Lira 7. Observarnos que el patr·óh electrofoi·~i~ic:o:.> 

dE!l dcRNA se conservaba solamente cmmdo la hibr1di:;:aciÓr1 era 

ent.1·e el mí<NA··P32 y '2!1 dc:RNA hornÓk•gos lc:an.iles 2,7,y 12>; 

cuano:io se hibrid1zó el dcRlllA de la e.epi!\ silvestre con mRNA-1''32 de 

la va1·1a11te H5, se obse1·vó un o.::iilmb10 en la rn191·ac:i&'n del segmento 
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Hibfidización de dcRNA de We, H5 v H57 con mRNA • P" de We, H5 y H57. Despu'• de le hibrldizeción, los hlbrldos se 
precipitaron v &e separaron por electroforesis en geles de poliecrilamida. A.· Tlnción con bromuro de etidio. 
B.· · Autoradiografla: 



~· (ca.1..-11 6) y, t.i11nt:oiér·, se C:•b·;,ervr5 un c0<111b10 en lil rn19r1oc1Ór·1 de 

l oi; se-¡1111er1t.c.•:;; ::;, v 7, r.:u1mdc• la h i bn d 1 zar.: i Ón :;;e 1·ea l 1 zó c:on 

111RNA-P32 de lik variante H::;7 (c;;o.rr1l 10>. Po:.•r c;ot.,-,_, l•tJü, <.:liando la 

hibnd~1c:1ó'n en;, &ntr·e el f<NA de H!:'• y o¡;,l de H!-.:•7, en lc•s ql1e la 

lÍtn ce. di f ewe11c 1 a e:i. "llle el se9rnent.c• B es t.a s•.is t.1 t.L1yend·~· ;;. l ':lene 7 

<F191.lt'a :::;a¡, en<.::•:•ntt·arno:•s o::¡ue z;o:.•larnent.e -;;e rn•:•d.if1caba el se•oitnento 

7 <carriles 8 y 11>. 

hibr1dac1Ón no se mc•d1f1r.:Ó la rn•:•v.ilidad, ni se o::•t:•servc; la 

desapilr 1c.1Ón de 1ün91~n c•t.rc• ger1e <di fere11t.e a los se•3111ent.c.os !;:; y 

7> en el electt·o;:1fer·o:.•t . .ip1:•, c•:•nsidet·arnc•s "'ll~e k•ti segment.c•S A y B 

•=<mt.E:onÍan secl1en•.;:1as provenientes e>(C.l•.1s1varne1·1t.e de los 9enes :=: y 

7, 1·ez;pect.1 varnente. 

En base al t.arne<ñ<;o de los genes rearre9lc.dt.:os, t.:alculc.rnt.:os 

•=!lle cc•ntení'an apn.•xímadamente un 80/: de RNA adic.io:•nal; por ot.ro:.• 

lado, los expe.r-irnent.os de hibrida<.::ión suger:í'an h1erternent.e qL1e 

loz; genes 1·eatTe9lados conten:í'an e>:clus.ivament.e secuenr.:ias del 

ger1e al qL1e sust.it.uían sin e1nbargc• aun ne• sabía1nos c:.Órno e~;t.abiln 

estn1ctw·c.dc•s dicho:;; 9enes. Para cotTt•bo:.w¡,1· s1 en efect:.o:.• 

contenían una porc:iÓn adicional del mismo 9ene al que sust.ituían, 

c:Ómo se enc:ontt·aban or·gani:i:ados est.c•s genes reatTeglant.es v 

definir si éstos er¡,n C:.t.:oncat.ámeros <cc•mo se hab{a su9er ido en 

e!;t.t1dios pt·ev.ic•s .::on 1·c.•t.avin1:;; <63)), O::• s1 se tr·s.tal:oa de 

est.ruct.uras mosad<:o c:c.,1no las descrita:;, en RNAs l)I del virus de 

Influenza (35a>, dec:.id.imo:;; det.e1·m.inar la secl~enr.:ia r1ucleol;.Ío.:lic:a 

de alglma:;; regiones de e!>tos gene:;;. 



1.it.i l i :zando RNA 

pe1·miti.e1·an det'i.tür la :;.;ecue11c:i.a de lo::•s e:•d;.t·emoz 3' y 5' Par·a 

determ1ni1r la secuenr..:iC< del e>~tre1no 8' del 9ene 7 y del s.;;,9rnent . .;;. 

"l de lil cepa Wil. c:on respect.o ill 9er1e 5, uti J.1:zilmos la Única 

secuent.::H• d1SF>1.mible del !ie9me11to 5 (CePil bovina RF, S'&), como. 

base para diseñar varios oligon•.1cleÓtidos utiliza.dos en el enin1yo 

de secuencia pero, en. este c:az;o, nin9ur10 flW1c:Jo11Ó. 

La secuencia del extrem1;. 3' de los 9e1·1es 7 de Wa y H57 

1 1 

~ 
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..,.._.._wa4 uk95 _ __. ................ _ .. 

.... · uk94 

uk93 -

uk93 (1004-1018) ATGACCCTCTATGAGCAC 

uk94 (1018-1004) GTGCTCATAGAGGGTCAT 

uk95 (926-943) GGACTTTTGAAGCAATGC 

wa4 (90-71) GCAGCTTCAAAAGAAGTGTT 

51 3' 

Figuro 8 
Secuencia y 1ocalizaci6n relativa de los oligonucleo­

tidos utilizados, sobre el gene 9 de la cepa de rotavirus 
bovino UK. 



o¡;umes 1"1<:•111i::~lr.1gol1. de lik:Z r;eps«.; Lit'. y SAll; en toste. ti,,;i•.ll'il, ,¡,:.;.tii' corrir~, 

bas;e lil s;ecuen.::111 de W11 y z"" 11not11n :.;olarnent.to 111::: difo¡¡,1·ton•::u1s de 

le··~ 'ilenes de llils i:;.t.r¡,s cepi<s. Lil hornc•logÍ¡.. en li< 1·e,.i1é.11 ::;1 • 

llnilhZé<da lnt. 85'.:.\-lll7t·), ojel gene 7 de Wa o::on 1·euF•ect"-' al 

segrnent.o B de l c. v;u· i ilnt.e H57 y i\ lr.>::: genes h<:•rnr~~l C•':lO:•S de l ali. 

•:.:epa!> UI( y SA11 e$ de 90~;, ::;<'.:;;,; y 72.::!.í;, 1·e·,;pect1vament.o:. 81 

cons1dEora1no:;; ""x•:.:1L1siva111ente lo\!. Últ.irno::. 8é· nt. (:1el ':lene, la 

h.:irnc>lo9Ía se i1·1·.::1·ernent.a a •;M. 2~:, 96.5·¡: y ·:M;,;, 1·ez;pect.1vamente. Lc:1 

h<.:.111c•lC•':!Ía cc•n el 9ene de 8A11 $E: evalu(.{ sin cc•t"1$1derar lm t.c.t.¡111 

de 28 nl1c:1eJt.idos e:•:·l;.ra .::¡\.1e s.:e encllent.n:11·1 insert.ados en est.e 9ene 

en particular <Fi9ura 9-BJ. 

Paré\ verificar y e>:t.ender est.a secl1en(:ia, se ut.ili:;:Ó el 

oli•¡¡(.1nuc:led't1do uk''15, "!lle t'lle diser1adc• en ba:::e a la secl1e1v;ia 

prev1arnente det.en111nada con el C•l igo llk94 <ver fiStlffik 8). Cl1ando 

ernplearno:.'s este c•l Í':lO so.::•t:ore el gene si lvest.1·e, la secuenc1i1 •:iue se 

(.>bt.uvo fue li< esperada, compi<rada cc•n la secliencia conocida clel 

9ene hc•mÓlo.,¡10:.• de la cepa Uf( y se encuent.na $efialada en la f1•;1w·a 

9-B. 

Por otro lado, cuando se ut.ilizÓ el olic¡¡t.' uk'il!.:i parill 

det.e1·m1nar la secuenr.:1a del gene 7 de la va1·iant.e H57, 

encc•ntrarnos uni< secuencia di ferent..e a la obt.en1da c:c•n el gene 

zilvest.re "llÍe no c:c.1rreupond{a a ia re9iÓn ut:dcada ·hacia· éi 

ext1·emc• ;:~' ; il 1 C(.•rnpar ar 1 a secuencia obten i. da con 1 il de 1 gene 

horn(.>"10::•90 de la c:epa LIK, enc:·~'nt1·aroc•s .::¡ue habí'a lma 91·&n hornolo·¡¡í'a 

con 1111 regi.ó'n cc•rnprend:i.da entre lc.'s nt. Bl2 y 972 (incluyendo el 



Wa 
H57 
UK 
SAll 

Wa 
H57 
UK 
SAll 

5' 
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Figura 9-A. Secuencia del extremo 51 del gene que codifica 
por la proteína NS34 de las cepas Wa, UK, SAll y de la variante 
H57. Solamente se denotan las diferencias con respectó al gene_ 
de la cepa Wa. N•nt no determinado. 



Wa CTA GTA TAT GAT ATC GAA TCG TTN ATT AGA AAT TTC ATT CAA 
HS 7 GC A T G C T NG G 
UK GC A T G e T ATT A e A T 
SAl l GCT T T G e T A A G A A e T G A TCT 

nt 855 

Wa GAT TAT GAC AGA ACG TCT TTA ATG TTA AAA GGA CTT TTG AAG CAA 
H57 C N . 
UK C T A T T G A A CG 
SAll A TTA TC e T e T A A A e ,A T 

1AGATGT' 

Wa TGC AAC TAT GAA TAT GCA TNT 
HS7 N G 
UK A 
SAll AT C A TG T GT GC 

Wa ATCTACACATGACCCTCTATGAGCACAATAGTTAAAAGCNAAC~ACNNTCAAAAACCTAAA 
H57 A ANN A A T C 
~ T ro 
SAll TG A T - TG 

Wa TGGCTATAGGGGCGTTATGTGACC 
H57 
UK 
SAll G 

nt 1076 
3' 

Figura 9-B. Secuencia del extremo 31 del gene que codifica 
por la proteína NS~4 de las cepas Wa, UK, SA11 y de la variante 
HS7. Solamente se denotan las diferencias con respecto al gene 
de la cepa Wa. Las secuencias marcadas, corresponden a inserciones 
en el gene de SAll. N•nt no determinado. 



c:c.,d•5n de t•1·m1nilO::H.ít·1), por lll'llli pi11·te y, entr"" lc•z nt ~.(1 y 19t:., 

F•or l• otr• <Fio¡•.4rc. 10-Al. Est.w result•cio ll:U'ierí'a. fuertern•nt.e Cl'-'• 

le. t;eC:llen•.::ii. •.:ibtenidlt c:o1'l'ei>po:.w1dl11 1!11 :;utic• r.dy11cer1te • dc•nde i:;.;, 

ciaba el rearreglo. 

En la fi9lll"i. 10-A l!.e en•~l1ent.na la secl1er11::1i1 del i;,e9ment.o Et 

det.er·mulada c:on el ol 19c•1·1u•:::le6t1dc• llk95 c:c:o111pilnada C<.'1"1 lEI 

secllem::ia de.l 9ene 7 dli!I la cepa Ur~ y en lc. figura 10-B, 

ei:;quema "lLIE! intenoret.& lc•s result.ados ot:1t.en1d1:•s con lc•z 

'~·l igeonucleót.idc•l> uk95 y we.4. 

llf'I 

Cc•mc• i;,e F·•.1Eicie obl!.ervar en el esq1.1ernE1 y en l:•ilse a los dat.os 

de secuencia obtetlido,.; supconemc•s qL1e el gene ·7 1·ei11·1·e·¡¡li1dO::• 

consist.e de lmii< dl1F•li<::ac:1c.>r1 parr.:iéd del gene silvel!.'l-re, en Ed qt1e 

le. pr·imer·a porc:ió'n c:ompr·etlde lo:.>t; p1·11ne1·01:; ":1"72 nt del •;ene 

silvestre. inch1yend.:;. el cc•dÓt1 de t.erm1n<tc.1Ón. Ciric:c• nur.:leót1do!; 

despueu de este c:o:.,..:IÓn, encr..>ntt'c.rnos ur1a secue.ncia ·~ue c:on·e<¡¡ponde. 

al extre1oc• 5' a partir del 1·1uc:le.;.~t.ido SO del 9er1e silvest.re; en 

el sitio de la duphc:ac:iÓn se han perdido:.' los 103 nuc:leót:.idos 

8 • t.ermina.les <'::1"13-1076> y los pr iME!Y'O'.ii SO nucleÓtidos 5' 

terminales c:•.:>n t•especto iil gene s>i 1 ves ti' e. 

Paril conocer la sect1ent.::ü< del e>:t.remo:.o o' del rearreglo y 

'-·"""'"'""'"'"'~de la 'cepa 'sifvesti-'e~""se cii.~efk~ el' oi j.¡¡.~>nude;{fido wa4;''-á"P-;-.::tit-

. J.~' 

de le. i:;ecuenc1a del se9mento B det.er111ir1ii1da cor1 llk95 y asumier1d(.' 

que la :ii&cuencu, c(.>mplementa1· u1 a wa4 e.st.;;.toa tc.rnb!en p1·eser1t.e en 

el e>,tre1no 5 •. 

\~ 
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A. 

HS7 AA CAA CAA CTG AAT TCA ATT GAC ACN ATT ATT CCC ATN TAT GCC 
UK C G A A A A 

HS7 
UK 

H57 
UK 

HS7 
UK 

UK 

H57 
UK 

H57 
UK 
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UK 

. -- ...., .. 

nt 812 

ATN GAT GAT ATC GAA TTG TTN ATT AGA AAT TTT ATT CAA GAT TTT GAC 
T CT ATA C A T CA T 

AGA ACG TTT TTT ATG TTT --- GGA CTA TTA CGG CAA TGC AAC TAT GAA 
A A AAG 

TAT GCA TAT GAG TAG TCACA CAGA ANN GGA ACC TCC ATN ATT AAC ACT 
A T 

nt 972 

TGG C GT T T 
nt 50 

TCT TTT GAA GCT GCA GTT GTT GCT GCC ACT TNA ACA TNA GAA TNA ATG 
G CG CT T 

GGT ATT CAA TAC GAT TAC AAT GAA GCC ATT TAC NAN AGT TAA AAC 
T AC T G G 

NAN NTT TNA TGT GAT TNA TNA CTC T 
T A G G GG G T 

nt 196 

.3' 

Figura 10-A. Comparaci6n de la región adyacente al sitio 
del rearreglo en el gene 7 de la variante H57 con su hom6logo 
de la. cepa bovina UK. La secuencia nucleotidica, corresponde a 
la regi6n marcada 812-196 del esquema (Fig. 10-B). Los ndmeros 
indican las posiciones en el gene de UK; el cod6n de terminación 
esta subrayado. N=nt no determinado. 
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Figura 10-B. Esquema de la estructura del gene 7 de la variante HS7. 



Al ut.ilizar ell.t• 01190 pu·1< F•ri1n11r 111 \;ecu¡,ncia ·d•l <¡ene ·1 

:.;Uvestre 10•;1·;:.111.:..'s ot:•t.e11e1· la se•:uenc:1a q1.1e se r11•.1e1Zt.1·11 en l;a 

fi91,.ff11 ''1··A. Tarnbüm er1 est.11 fi9lH"i< se ffille1>t.1·11 l« -,;ec::l1encia 

otot&n.ida 11 i:•111·t.i1· del 9ene rearreglad•:• .::o 'i.ie•:imen\:.c• B; sui e111ba1·9c• 

est¡¡, l~Hcima se dedujo c. partir t1e una rnezc::la de dc•s secl1er1c1as, 

1,.ma de la'.!> Cl1ales ya c:or1cu::íamos <ao:il1el li1 det.er·mu·1acia con uk'5'5 

sobre H57>. Est.a me:zclc. de dc•s se<;l1enc1as s4i! pro(jujo a lo lc.r90 

de 50 t1w::lei..<tidc•~ ya '=llle .el. ol 1•;3C•l'IL1t:leÓt.1do;• wa4 hll:<l'id1zo:) COI"! $ti$ 

dc•s 1·e1,uo11es cc•mi:•lementarias, presentes en el gene rearre9lado::•, 

c:•.:ornpreno.:hda'.!i en lc•s nt. ·;1-·;io y :2!5 a 44 nt. de:,:;p1.1es de:l cc•dÓn de 

t.erm1nac:~Ót). Esti\s. regiones se esc¡l1e1oat.i:zan en la fi9l1ra 10-B. 

Al c:ompa1·a1· la 1·e91Ón de ~:.6 nt del e>d:.remc• ~· del 9ene 7 

de Wa con respec:t.o al segmento fj de la variiilt)t.e H57 y a los 9eneis 

hom.:..(10905 de leio c:epas LIK y SAil t flgw·e. 9-A), r·e:;;t¡J t.d' haber una 

homolo9(a de ':i6. rs;-;, 94. E.;,; y 92, e;,;, re~F·ec:t1 vament.e. 

La ~ec:1.1enc:ia t.:let.et'minada c:on los ol 1·:;ionuc:lech.idos .t1k94 

(fi9uril 5'-BI y uk95/wa4 (fi9ur111 10-A>, sobre el gene 7 

t·earTeglaclo nos pet·m.it1.:t" obset·var que la homolc.•9!a ex1sl:.ente 

entre las secuenc:ia.s duplicadas en el 9ene 7 reC1rre9lado 

<segment.o B> <nt. 855 a 972>, es de 91)~;, ·:i;.imile1r a la exist.ent.e 

•'-·~··'· er~t.~;,e· 9eríé'S"'h"5m.:.>'1¿;·~;i'é)'s "cie''i'.:iist.'int.'ás e:;¡;.;:·5;··"'.:..ltía'~e~ "de e:r::9~?:-;···,-,7). 



lél :;;;e.:uenc:ia de l1k95. Pilra expl i.C:éH' este hec:ho, pet\SillílC•S qlle lil 

de inaner11 ''IUe no est.aba il•::•:e!!:il:•le a hibridar co11 el 

prosireuna desarrol l adc• P<..•r ;;:l1ker ,(80), o:.:¡•.1e predice la e\l.tn1ctlffil 

seclmda1·1a mas estable en mc•léculé:1s de f<NA. El an~-\11,;;i.s de la 

estruc;t.w·a se<..:undar lil se 1·ea l izc: con l il secl1encia del gene 

c:ornplet.o <c:on lils secuetic:ias conocidas de lc•s genes hc•1nÓlo9c•s de 

SAl l y LIK, 8, 76) y c<.•n di feren·t.es resiic•nes aisladas 1je dicha 

•¡¡ecuen•:iil; t.ambien se uti.li:z:at·on las secl1enc:ias del exi;.1·e11u:o 3' de 

l<)::; 91mes "l de la cep111 Wa y de le< variarit.e H5'7. 

El resulte.do del ·aniÍl i.sh; estn1ctura l ne• pat"•c:1Ó indic;111· 

algo si9ni ticati 110 PlUiSto ql1e, an base a este an1H isi!l;, existen 

est1·uct1.was secunda1· i.as a lo la1·90 de t.od<..> el genofó, inc:ll1ye11do 

aquélliilll. q1.1e in11oll1crar1 secuen•..:ias cc•mplementarias a lo:;; 

hÍbr1dizar co11 ést.os. En base a este rni:;;mo análisis, en rnw..:h•.:o:;; 
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Figuro 11 
Estructura secundaria en la regi6n 31 no codifi­

cadora del gene que codifica por la.proteína NS34 en 
los virus SAll, Wa, UK y HS7. La secuencia del recua­
dro corresponde a una secuencia similar a la 31 con­
senso. 



h1 f 1 9Ul' lt , 1l • 

En 11l9w1os virus de RNA <i:=•c•lic.w1rus y c·~won11virus> se he< 

cor·r·eliilcioroada c:c:on si ti os t!!I'"• donde existe una ill t.a frecuencia de 

recomt:o.1nacH.(n <:5, 44c1). No:;;ot1·cos o:i•.usirno::•s @):plorar· l>i en el c.:aso 

secundar 1 a q•.1e ft1er a c•l:iv 1 amerite r espor1sal:o 1 e de tm t' ecH 1· &91 o o::.o::•mo 

el del se•¡¡ment.c• El en la var·iai-1t.e H57. 

los e:~tremo:.•:;; 5' y 3' <l'iGC:TTTTAAA •••• AHff6ACC, respect.ivamer1te>, 

ze han r·elaci<mado cc.omo pc•sil:iles sitios de recc•r1oc:imieroto para 

la pt•hmer·asa vir·al en el inicio de la tram;c:t'ipc::ioh y la 

r·epl icaci<..;'n, N<.•sotros buscamos est.as !i.ecuen,.:iai> en roe.9iones 

cen:anas al si t.10 del rearr·e·¡jlo para e>:Plorar· la posibi l 1di1.:.I de 

o::iue la pc•l imoe.r·asil viral los reconociera en ur1a F•arte interna dl'irl 

9ene, r·eini.ciando ah.í' la s!ntesis del RNA viral, y ori-;1nando la 

dupl icaciÓn parcial del 9er1e. Sc.•l ainent.e erocor1tramos o::¡ue existe 

un ·sitio con una secuen•:.:ia. muy p.ar·ec:ida a. la sect1eno.:ia 3' 

está'ut:o·.ic:ada a 2'7 r·,t;. del s.1t10 en d•:•nde ocurTe el rear·r·eglo, y 

forma i::·arte de la e:;;tn1cttwa :i.ecundariil menc1onadii1 i1r1ter iormente. 



í.:•ISCUSólül~. 

de la estructura del rearreglo. 

9er1•Jm1c:os de rot.ilvirus se F·roducÍiln in lLi.t.r:.Q. por pases 

c:cmsecut1vos del vu·~is a ciltas multiplicidade~·; de infecc:io...(¡·, 

<m<H"'l00-1000> (37). Nr.:o$ot.ros "lllllt11nos generiilr reilrreglr.:os 

c:epas W• <hurnanill y YM (pon::1na>. Sin e1nbar9c•, debido • que e'stiils 

c:e1>il» .no c:r·ec:ier·on t.an bien en c•.llt.1vos c:ehila1·e$, no pudimos 

c:•btener liils mo1 que se hi\l:.oÍ;;.n uti 1 izado et1 el estudio:.' rnenc::1onado 

par¡;, ·9~ne1·ar· lo:.'s 1·ean·e9lr..'..:; <en 1·1uestn::• c:ciz;o:." s1e111p1·e fuer·r..,n 

m~mot:es dE< .. 2. 6).,; .. ,.a. pesilt:. d'"' .. lo .. ar.ter u:w, .ol:is,;wva1nos ."IUil . dli!spu~s 

de va1· 1os paz;es, r.:t.>rnenzan:.>n a éi1pc.1·ec:e1· se•3111enl.c•i; de dcRNA 

desc.parec:1enclo, a su vez, en pases poz;ter·üwes, los :;;egmentc.>s 6 y 



9, respectivamente. Lo~ lisados correspond1~1tes a loz pazeu 9 y 

11 de Y~I y We 1·ez;pe(;t1v11.111e1rt.e, z-.e p;;.:::;11ron vi:11 a1z veci&os n.cf.., cc:•n el 

v 11' 1.1·,;; •::c•rocentr &<d•~· 11 :.a,., cc•ncentr -.r , F•er o ::;e c•bs;;,rvcr '4lle e 1 

ro¡:ndrnoHiont.o;:o de pa1·t.!cula:::; u·1fec:•:10:.,:::;;;,:;,, y lé< o:ant.1dad de RNA 

presente en. el 1 isad<.:• di:w11n1.1yer<.:•r1 9ré<dl1al1nent.e t·o;;.:::ta ql1e ro<.:• se 

Plld<.:• det.er.::t.;¡ff ma:::; v1ru:::; inf'ecc10:.,sc .. 

L<.:•s re~;l1ltC1dos del f!•resente t.ral:oeuo rn.' cot·ocuerde<ro 0::1.'n el 

l"li!PO::ot'te de Hlmdley c:rn, ya •=!lle .las rro•:•1 tiece:::;élt'H1:::; pa1·;;. cobl.enel" 

los 9eroell. rei!11Te9ladc:•s de la•,;; c;;,pas YI~ y l'.li!I nlll"ICll fuer<.:<1"1 mayores 

de 2.E. y, z;¡n ernbar9c.:1, éz;t.i;)$ !:~e pt·c,duJeri:.:•ti. De aci.~erdei a le• 

;;mt.er1or, ;;.•.lro'-11.le lil mo1 ni~· p;;.re•::.e ser la respc•11sable directa en 

la •:iener ac1 Ón de le:•:::; 1·earre•;¡loz, p.::•dr Íél •::o:mt.r ibui. r Junt.o cc•n c•tr·c· 

ll ot.ros fa•::tc•res, a 1>u fc•rm;;.ción. P<.:•r <.:•tro lac:ko, la cant.1dad 

l.ot.al de P•r·t.ículas vi.rale.: p1·er;eni:.ez durant.e la infección -..{ 

parece infll1ir en la f1.:ormao:::1crn de h.':z rearre9lo::; genómicos, ya 

'=!lle, mucha:;; cepas de rot.av1rus •=!lle han s1dc• pC1-.;ada$ po:.w c:ult.ivc•z 

celulares en el lal:oorato::•r·i.o por mucho tie1npo, no han :>ufrid(..' 

rroc•d1f1c:acicmes en z;u-.; 9e11es, y la d1.fe1 enc1;;. con est:.e t.rabaJc• e:::; 

que est.ils CllPi!IS, en r11n9ú'ro caso son concent.riodas F·ilra lill 

lnfecc:1ón. Durante •A1·1a inf.ecc:i(..(n por· r·ot.avi.r·uz;, alr·ededor·. de.l 

80~; de la!> Pilll"t(culas vircilles l'•roduo::.idas son. no 1nfecc1os11s <40), 

pc.,r· lo::• que el uiÓculo c:c.,nc:ent.r;;.dc• ~1tll 1ZC1dC• en la infecc:11..{r·1 

c9r1tii1ne 1 .. ma gran p1·0.,..on::1Ón d.: P•r·t.!culas no infecciosai> Y 

defec:l.1vas, ql1e Plleden estar· int.erv11uendc• en la 9enerac:1cfro de 

101> rearregk•s. 
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pr·t.:•d•.1c:1dt.:•s a p111·~ar de lil:.. Ci!pi<s Wao y Yi'I (·¡¡enes .:. y 9 

resF•ec:t1va.1nent.e> fuerr.)rt 1r1est11l::olti!\> ya '-lU•, desF·ues de Villt"lt.:•., 

f'ilSes, d1s111lnuyÓ .;;1 t endirnrentt:o de part.{c:Lllas infe·=c:iosas 

virales hasta "ILIE:! nr.> se F·•.1•j1et .. CJn det.ect.ar·. Existe le. poi:nbllidad 

de '=!Lle e-.ztos 9enes; r·e111'1'e9lad·~•s hL1b1eran F·erd1dc• la cap;;u::idild de 

encap:;.1darse '~' q1.1e, cc•rnc• resL1lt.adc• del n:;,ar·reo;,il~·. ·ze haya 

modiflc:adc• ·:0L1 marc:o de lect.Llt'a (c:orno ha sid.:i de:;;o:::ritc• para ot.ras 

v¡,,1·1iilnt.e:,-; •;;ienc~micais, 37> ilfE:!ct.andc• la fLm•::1( . .w1al idad y/<~· la 

est.1·uc:tun11 de l• pn:•t.e{na. En F•111·t.1cul1u., en la:;; v•r11mt.o1os 

·~'bten1das a partir oje Y1'1 y Wa, los 9e.nes rearregle<d·~·s :,-;1.1stit.L1{an 

il 9.;¡nes o::¡L1e c:c•dlfrcan pat·a pro:.>t:.eÍr1as e~·;tt·uc:tLwales, le:• c:ual es 

irnport.ant.e po1·c¡L1e, en est.e r.::e<so, Lma rnodifica,.:u:011 en 1111 prc•teína 

puede afe.r.:te<r· la estnichlt'a del vrnis y ZLI viat:•ilidad. 

C.;mtr;.ri¡,,rnent.e a lo "lLle ocurrió c.on lc..s varia11tes de las 

c:epas Wa y Yltl .::¡ue ot:•tuvirno;,s; uncialrnente, co;,n la cef·a WaH no -:.e 

perdió la infect.i.v1dad y el rendimient.o de vir'L1s se mantuvo 

dw·ant.e va1·H.>s pases c:onsecL1t1v,,s aún cLiandc• la co.::•n•.:ent...rac1cri·, de 

los ~enes 5 y 7 disminuyó paulatinamente, rni'entras que los 

segrnent:.os A y ll p1·edom¡naron en 1• población. Al9unos se•¡¡¡mentos 

adicionales se obser·varc..n solitrnent.e en al9unCJs pases pero despues 

desapa1·ec1e1·on del pat.n ... {n elec:trofo:.•1·ét.¡c:o. 

En Llll estLldi•~· real ize<do con vc.r i ant..es v u· e.les qr.ie poseí'c.11 

genes 1·ean·e9lados se ''t:ose1·vó urra mayo::w 1'1·ecuenc:iE< de aislamiento 

de virus reasociantes <resultantes de L1r1a coinfecci&n con dos 



c:e1=-•a::.; de n:d .. C<VH"llSl que cc•nten{E<n genes r·ea.rre•;i1E<dc•s <82>, ademe\'::.; 

sOi! <.:•l:•:.:ervó que lo::•::> genes "!lle co:.:•diflca.n p;u·a las prot.E•ír111s NS~.::.~ y 

lllS84 < hc•r11,J1 C••:io::os E< 1 c•z: genes 5 y ·7 de Wed , de 1 c•s Clli!d es ~ól C• el 

lÍlt.1mc• t.sl.al:oil rearTe·::1ladc.,, ·~egre9a1·on .Jlmt.o:.:•s en •.mil illtil 

prc1p1.:1t·1:.:J,,;;:n ~::::2>; estet c·b~er~vacJ.Ón i:..:01nc.:.lde i:.:c11·1 el hec:hc1 de •=1ue el 

o;:io¡; de li:t\l. clonas dt; WaH <!lle se .re•:.:l1pet·ilrc•n en est.e t.ri<l:•a.)c• 

i;.ienen el elect.1.,;ofero::•t.1pc1 de H~;7, 

,.,~·mando Jlmti~·s. est.•:•:z dc.t.c•s, parecería •=!lle i!ll9W"l'~•s genes 

t'E!ilt'f'e•;iladc•s so:;.,-, rnc<'s fác:i lment.e eno:.:aps1dables y 0::¡ue lc•s genes 

normales son sust1tu1dos y desplazc.dos dentro dt; la pol:olac1~1 

vu·al, po:;or-.::¡l1e a·::¡l1el los, w·oa vez •'!lle se genet·i!ln, predominan S•:•l:ot·o: 

lc."os •:ae1·1es t"o<.:orrnales. Sin embargo:.,, en este t.rabajo, t.amb1en se 

et·oco::•nt.n) ·::¡ue algw·oos ,;;e9n1er·1t.o::os rearr·e·:rlados de la c:epa WaH, 

est.lNieron preset)tes e.n la F•oblc.c1•:~-, de manera t.rans:.t.01·ia, lo 

cual pudo debe1·se a •::¡l1e est.c•s ~egrnent.os c:c•ntero{i;,n i;,lgúro defect.c• 

que lc.'s hizo 1nest.ables en las cr.:0ndic.1c•nes de infecc1C-:1·1 

utili;:adas en el lE1bcorat.c.•r1c .. 

Para explicar la presenciil de lo:;; se'::1ment.o:;; A y 8 en el 

elec:t-ro1'e1·ot.lpo de 111 cepa WaH t.enía1111.::0s val'ias posibilidades: al 

que est.os segrnent.os reF•resentaran genes func10:.:•nales, a F•esa1· de 

esl:.ar rea1·1·e·;¡ladc.,s, y •::¡l1e sus ma1·c:os de le•:t.w·i;, no estuvie1·an 

ma1·c:c•s de leo.::t.lH'él <o:::orno::• se ha observado.:• en c1t.1·os c:aso::•sl, pero <!lle 

las prc:oteínair. codificadas F•or ello:.:•s fl1eran funcio::•nales i!ll ne." 

reo:¡uer· ü· una ezt.1·uc:t.lwa muy 1· [gida, yi;, "!lle ambi;,s son prot.e{nas no 
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estructurales¡ y, el ~ue lo~ segmentos A y B fueran defectivos y 

q•.1e r·e·::¡Lu1·1e1·11n prc.>t.eÍtHilS func.:ic•nilltos F·ilt'il su t•plio:.:ac11:fn, PCll' lr.:• 

tanto 1 os •¡¡enes 1·1c•rrnii1 les deber { an est.«r pr·esent.ell. en l il F·c.•b l iH: i o::~·, 

~t't m1 .. ry bi\Jif. J:ot·i.:-F•Lit"C.:lÓn_. aÚt'1 c1 .. ,andi::1 t'°IC• ~e d~t.:.ei:i..at·at"1, i::c1m1:1 cu::lH"t°tE: 

El anC:lis1s d.;, las dos pr11neri!IS p•~•sib1lltjacJes 1·e·::¡Liería de 

la obten.::161"1 del r~NA 9etv5m1c.:•.:• V.it'éll y de las proteínas 

pr<.wen1ent.es •::le célLllas H1fect.adas •=o::•n varu1.nt.es •::¡1.1e ccw1hNieran 

k•s segmentos ¡.,r1ormales en sL1st.ih1c:iÓn de los genes silvest.t·es. 

Para llevar a cabo ese an¡lis1s, deb{amos purificar en placa 

dichas var1f\ntes, l•:• CL1al ser·vu·ía, a SLI vez, pa1·a anal izar s1 en 

efecto los segrnent.c.':; A y B eri!lt"• defect.ivc•:; .• En este trabaje•, 

111slar11c•s vat"lanteo¡, de 1·c·tav1rL1s a part.u· de la cepa WaH cw1gu·1al 

no clonada, en la '=!Lle se C<pre•:.:1al:oa Lm PC<t.n)n electrofcorét.icc• cor1 

lc•s segmentos A y B en sustitución de los •;¡enes ~. y 7; el 

c<isla1n1ent.o y puri ficac1Ón tres ve•:.:es en placa de las var iant.es 

H:;.i y H57 conf'l 1·mc.~ .::¡ue 1 os se9ment.c:•s A y B no 1·equer í a11 de un 

virus ayudador Cs1lvestrel para replicarse, por lo que se 

conc:luyÓ que estas var1arit.es no eran defectivas. El análisis 

post.erior de lol> genes re;.1·re9li11o::los t>e :real.izó con el!.tas 

v•t·iantes pw·as • 

.r··· ··"·':.-·-·""· .. ,, En ·los rot.av1rus, los mRNAs son col ineares con la cadena ,~,..._ • .,, .... 

de F·o:.>lahdad H·> del do:.:RNA y se p1·odL1cen a partir de part-Íc:L1!al:i 

subvirales que cc•nt.ienen el dt.:RNA •;¡iendínicc.• y las. F•r.;;teí'nas VPl, 

VP2., VP3 y VP6 < 14, 46, 4'!1). Hast.a ahora, no l:ie sabe si existen 



~Zlli!Cllenr;u1\L ut-1l1:.:adas c•..lmo :;,t0ñides de .r11c1c• y/o t.ermu1ac1Ót·1 de 

111 tr11nsc1·1pr.:H.~·1 en la r.:adli:!na (··> dli!l RNA 0;enÓrn1co, aun•:iue se. ha 

Nc•:;c•t.rr;•\L <ll11\L1rnr_>s anal :i.:zar \Ll exist.{a a.l9lm defe•:t.c.• en la 

t.t'E<nsr.:t 1pc1r.:.'n, qlu:;¡;;( p(.n· mc•d1 f1r.:ar.:1rJn de las secuenciéis 

i rnpo1·tante:;; en e 1 F•rcu::esr_" de los 94i!nes rearreg la dos de i all. 

v111·ie.ntes H5 y H57, llt.iln::e.ndo F•a1·a elk• F·art.í'culas cc•n a•:t.iv1dad 

de t.r¡,nscr ipt.a.siil. El hecho de encontrilr. e\Lpecies. d& rnRNAs de 

menor 1;.arnaiic•, pc.>d1·{a haber indicad•.;. •:¡lle las sel'iE<les de in1•:1c• y/e• 

t.errni.nacu.fn de la t.ran\0<;1· i1>c:1<:fn se encc•nt.ral:.taro dllPl icad-.:. en la 

part.e int.et-roa d"'l gene. El t.amS1tic• de lc•s 1nRNAs p1·r_wenient.es de 

l•..l'J. 9enes 1·earreo:;ilados fue similar i!ll de lo\L se9rnent.os de dcRNA 

de 1 os que p1··~·venían y n.:• se e1·1c:r_>nt.ran.:in 111RNAs de otros tamaños 

1=·roven1ent.es de los mi!Lmos \Le9ment.r_>s A y B, ni siquiera en 

pequeiias prc•Pon::iones. 

Considerandr_> k•s tamarir.:is relativos de le•:·;; \Le';¡rnerot.os: A y B 

con respec:t . .:.> a los gene:. 5 y ·¡, so¡¡, dete1·m1no' que le vu·iante H57 

ten!a 2200 pb extra, es decir, illproxirnadament.e 12:-: m;{<;;, RNA. que la 

cepa s,;ilvest;re y sin embargo elóta variant.e es vis.ble y est.able, 

lo q1.1e \;U9i&re que existe cierto gr !!<do de flexibi 1 idad en las 

p~rt{c;ulaz. de r.otav.u;u~, .. qu,¡¡, le Per·roliten i<nCilpz;¿dar rnas dcRNA del 

necesar·io a F•e\>ar de ser un virus i.cc•\Lahédr·icc.•, Est.e hecho parece 



qt1e F•t1e.cJ11 se1· enc:ilF·¡¡ i dado < 35e. l • 

c1.:on el re:;;1:.c• de genes de la cepil Wa ceo11 el c•l:.ojet.eo de verificar \H 

los segmentos A y B co11t.ení11n e>(clu¡¡1varne11t.e secuenc:i11s de lc•s 

genes ~ y 7 respectivamente. Los resultados d~ estos 

e>:F•er iroent.c•s su•;;11 r ie1·cw1 ·::iue el !>e·:.m1ent.c• A contenía E!)<Cl t1s1 vament.e 

secl1encias del gene ::;, ya c¡t1e lil hibridación ent.re los s"'gment.os 

de RNA de la vat·iant.e H5 cc•n los de la c:e1=•a si lvest.re sol amerite 

a fect.ar t•n la rnov i l i dad o la pre serie l il de esto:;. 2 sesirnentos; si el 

segmento A tuviera secuencias de c•t.ro se•:.m1ento, d1 ferent.e 111 5, 

el se9ment.o A hit:•r1daría o:on ese otr·o segrnent.o, modificiilrodo así 

la movHidad de est.e úJt.1mo, lo ·::it1e ne• ocllt'ric~. Llna c•bservac:ióh 

si mi lar resu l t.ó cL1a1·1dc• se h i l:.or 1 dr/ RNA der i vade.• de la cepa 

silvest.1·e con RNA de la vadant.e H57 y se comparó la movilidad 

y/o ilPanciÓr1 d&l 1i;E19rnento Ec Y· del gene 7. 

Con est.t>s 1·es•.1ltados c:oncluirnc•s; Al q1.1e las variantes H5 y 

··i 
, ~ 

H!.:i'7 representan virus viables, roo defect.• vos, Ya q1.1e aún despues """"'! 

·de t.1·ez pw·if1c:ac1ones en 1=>lac:a n1ant.t1Y1e1·c•t'1 sL1 1nfect.ividad y 

como ten1plados pat·a la t.ransc:ripciÓn de niRNA's cuyc• tamaño 



-. Sin embargo, aún no c::o:.:•nc:•c:Íarnr.':;, Cllal eri< el rnecanisrno por el 

inl:.ent.arnoi; expl ic:a1· ez;te fenómerw, fue· a t.ravé:. de e-..;tudtat· h1:;; 

5irot.et.izadc.s po1· el vi ru!.> sil vest.re; en e\1.t.os e.xF•er irnentos, 

Jie5afo:.:ort.l11·1adarnent.e no flurno·.:. CitF•aces de 

obt.e11e1· llt'lit t'espuest.a clara en este t.ip.:> de e>:penment.os ya que 

l ap;u·ent.ernente liils vari;ont.es est.udiad&s no son eficientes en 
..1 

"apa9a1·" la síntesis de. p1·ot.eínas de la c:~luli< (a clife1·encia de 

la ceF-"a si lvestrel y por lo t.c.nto las F·rot.eínc.s celulares no 

permiten dist.inguu· c::larament.e a las p1·ot.eína:;; v11·11Jes. No 

sabernou si este efecto sobre la sí1·1tesis de proteínas ten-.a 

alguna relac:H)n C:l)tl la v.iruJenc:ia de es.;tas; var.iantes F·ero, al 

rnenos en cultive•::: celul ilres, ambas se c::omport.iiln de mane1·a. si mi 1 i!lr 

i<l v_u·u:. .. sUve¡¡¡t.re. 



seo;ment.os A y 1::1 cont.enÍiln e:•(C::J.ut:1varnenl;.e :;:ec:LH!•l1•::111s ele k•:;; 'iler1es 

!_:; y 7 respe,.:t..1 vC<rnent.e y, i:·c•r cit.rc.• la.•:fo, el t.;:.rnC<f1c• de lt•s mRNAs 

pr·~·vetuentes de e::.tc•$ 9ene·:; s•.1'.iet·íC111 ·::¡L1<.:, en c.:at:e• de •::¡ue las 

seC.l4enc1•~ .;Je lt:•$ ext.remi:.:1~ act.uaritn ci:.:•rno señ1tles de ir1icic• o 

t;.en111n11c:1Ón de 111 t.ransc:r1pci,Jn <co.:•mo:" se ha SL1·:iet·1de•, :;:e·~>, e:;:t.as 

no se encc•nt.rc.l:•an d•.1plicadas e• no eran fLmc1c•ni1les en los 9enes A 

y B. De est.a rnane1·a, dec1d1111c•s det.ermu-1ar la secuen•:lil de li::•s 

E:!Xt.r..,mc•s :;,;•y 3' y del s1t1c• E<n dQnde se dat:•a el rearre9lo e• 

"c:oncat.eme1· izac:1Ón" del se·;.1111ent.c• ll y est.ud1 ar s 1 l•s secL1enc:1as 

de los e>(trernos estaban t.' no duplicadas. 

Los c::d 19c•nuc:leÓt:.1 deos Llti l izado::•s pa1·a secuenc:i&r eJ. ext1·emc• 

::;1 • del. 9er1e ri se el ig1eron '.:ons1der•ndo::• re9io11es n1LIY •::omzervadas 

(Últ.imc.•s 84 nt del 9e11e), de le•$ 9enes hc•r1io:.Íl,:••;.l•;tS de las cepas UI•: 

(76) y SAl 1 <8>, ya que le. secuencia de los 9e11es 5 y 7 de la 

cepa Wa se desc::(mc•c:en. Pc:•r C:•tn:• lado, la secuencia del o&r>(t.1·emc• 5' 

se determinó '.:on un t•l i gonucleÓtido:.• que se el i giÓ a F·art.1 r de la 

secuenc1a ·:iL1e det.enr1ina111os cJ,;,J. s1t1c• adyac:ent.e c.l sitió de 

c.:or1cat.amer i :zaciÓr1 en el gene 7 de H5'7, y que fue deducida con el 

ol i9t•nuc.:leÓt1do uk95. 

En lo que respect.a al gene 5 rearreglado, se eligieron 

l.:.res. 011-;onuc.:leót.idc•:D to.:•mando como ba=-e una sc•la sec:ue1·1c:ia 

previarnent.e report11da (9a), con lo!l; i:::l1ales se inter1to deterrn1nar 

lil 1·e91011 ::e' no.:i cc•d1 f icadc•ra del ~egmento A. N1n•;;ilmc• de ios tres 

oli9onucle(.::t1d.:.•:s fuenm capac.:es d& prunar ·1a se•::•.1e11cia del gene 5 



r..:• de $U 1·ee.rre':1lr..:•1 ne• sabernc•s $1 fl1e F''-'1" p1·esen•:ie. de est1·l1ct.•.lt'a:; 

1>ecuntJar1il\s :zunililt·es 11 lillZ •.:les•.:r1t11:;; o:.:uc.ndc• se F•robÓ el 

ol 1g<::•n•.1c1e..:.t.1dc• uk9!.5 con el segrner1t.o::• B (..:, P•:w<1•.1e n•:• he.y 

c:on:zervac10:.Ín en lii< re.s11Ón cc•t·re:zpo1·1dier1t.e a dic.h•:•s 

ol 1gc•nw~1eÓ1.;.id•:•s erot.t-.e las cepas RF y Wa • Veb1d•:• a ·::il1e en genes 

c:on:oe1·vada-¡, (!51, "17>, pense.r11c•::; o¡ue la p1·in1er·a e::(pllce.c:1Ót·1 es mas 

prob;.ble. 

En el e!><Wema de la fi9ur111 10-B pre!>ent.;u11os lln resumen tJe 

lc•s 1·esul t.e.dc•s •:iue o:.'btuv iroc•s al se•:•.1enc i ar r.; 1e1· t.as 1·e·;;ii o:.:or1es del 

reilrre•;;ilo B c.1~·1nparándol<..:• con el gene al que Slrnt.ituye. 

Apa1·enternente, en base a la :;;ec1.1encia determinada y al tar11año del 

gene, este reatTe9lo es el reslllt.adc• de la dupl ic.aciÓr1 parcial 

clel gene 7, e11 el o¡1.1e se han pe1·d1do los lÍlt.irneos 10::.i nuc1~.1dc•s 

;:i' terminales del primer gene y los primeros 50 nw.:leo:..:'tidos :;:;• 

i;.eno it·1a les de 1 a :¡¡eglmda c:op 1 a. 

A•.lt'l''llle 110 F••.1d1mo!Z analizar le. prcrt.eína codificada pc•r este 

gene en células infect.radras c.:•n la variante H57, suponemos que 

c:odi fic:a por ur1lil proteína similar • lil silvestre porque el codÓn 

de t.e1·minac:io'n se c:om;er·v• en la n11sma poslc1.5n que en el 9e11e 

silvest.re de la cepa LIK. Es F•oco probeo.ble '=tlle est.e gene c.c•difi'-llle 

pc;•r un¡, segunda p1·ol,;e{nc1, den va.da de la reg1óÍ1 cc;>di f 1c:c.do1·11 

duplicada hac~a el ext.remo 3', porque seolc.rnente se prodl1ce 1.1n 

rnRNA a Pat'tlr de ese gene y el man::o de lect.ur·a ubicad•:< hacia el 

ext.1·emo::• 3' se encuer1tra c.lt.erado c:c•n rel:.pect.o al silvestre. 



li.•e. enc:cw1tn:\ <:¡Lle 1 c. 'lieCLh:nc: 111 del e:•(t.1·e1110 3 ' < 1 ne: Jl1yend·~· 

los Úl t.:imo::•::. 221 r1t del genel, en e 1 ¡oe9n1ent.<.• Et y en el gene 7 de 

le. c:epa Wc. s;e e1·1•:L1ent.t·an c:cw1$et·v¡¡,dc•!> ('.:fOi; horuc~l""ilc•s), y c. Zll vez 

difieren lffl. poco rná\!. •:o:.•n n:i¡;pectc• c. lo::•s genes e~lUVS\lent.es de leos 

cep¡¡,:;; lll'. y ~;Al 1 <8~~. y 72. 8:,;, 1-.:,¡;pei:.:t.1 vc.ment.e). (>1 t;.c•mc.rnc•s en 

Cllent.c. los pr11nerc•s ~ilt y los lÍlt.im,~·s ::::6 r1t. del gene, lio 

llomo::•k••¡¡Íc. enl.:.re lo'li ·¡¡..,nes de 1 c.s di :..t.ir·,l;.¡¡,o; ce1=•c.s var Íio de -:i:J io 

En v1n1s c•:•n 9..,nc>ma se•;;irnent.¡¡,cic• d"'ben e)<:&st.:ir· se•:.ueno:1c.::; 

c:Qruunes en t.•.:•do:.•s lo!> •¡¡enez; ·:¡L1e l c:os c:ar·¡¡,ct.er 1 zan como genes 

virales en el pr·c•cesc:• de ern:aF·s:idac1Ór1 y, secL1encias particuliores 

de c:ada 9er1e <:¡•.1e le• hioc:e difer·ente del r·est.o, de maner·a ·'!Lle una. 

part.ícllla vu·al infe,.:c1osa. cor1l.iene w1a i;o::dc. rn<.•léculC< de cada 

se9111er1t.o. Ezt.as; "ca1·act.e1·íst.ic11s Propias" de cada se•;r11ent.c., en el 

case.• del ~ene 7 de rotiovin1s, F·odr:la.n est.c.1· ir1clu:idas en lio!t 

re9Jc•t1eo; 1-50 y 99:2-10"/6 pueztc• o::¡ue en le•;; •;¡enes anal izados en 

este t.ra.l:ocuo, ei¡;tas fe91<.•nes se enc:•.1o:nt.rc.n cdt.c.rnente co:.•nser·vada.:-, 

p1·inc:1pal111ent.e la 1·e9iÓn 3' (94-96~; de ho111olo9Ía> y.son di$tintoz 

• !>U vez de las secuer1c1as 5' y 3' t.errft1nale!l: de ot.r-os 9ene11;, con 

e:o:c:epc:1c.fn de las secuencias c:onsenso de 1 O y 8 nt. <si tuad11s. en 

1 os extremc:•s 5' y :.~' r·e·i:.pect • vc.mer1t.e > • Etl l c:•s •aenes 11 de 

di st.int;as cepas de r·<.•t.avi rus e>:i zt.e lma 1·10.:•rnc:•lo·¡¡{a n1ayo1· de 88 y 

94:t. en lai;; re 0¡¡10::•11e·.; ::; ' y ::;1 • t.e.rrnini!lle!; (1-32 y é.34-é·é·7 r1t.), 

1·espect.i vament.e Wl) y :;on dí st.1nt.as a su vez do: las t"e·:11o::•tles 

t.erm1riales del 91E<11e 7. 



1jerot.rc• de 11.:os primeros :::<19 y lc•s LÍltirn•~'S 205 rot. de la 1.:adena (+l 

\., 

• 

altamente •::c:or1se1·vadas en el •¡¡ene. 

La estructura del gene 7 d"' la Vi:\t' iante H57, determit'oada 

los ·;enes r-earreglado:.os est.1.1diadc•s hasta ahora, es decir·, el sitie• 

ele .im,;en::i.(.~n se encuent1·a a 5 nt. de:::;pues del C:(.>dÓn ele 

extr·emc•s no se repiten en el :;;iti.c• de c:om:al;;arnerizacic~n de dichos 

9enes ele 1·c·tavi1·us sea muy impcwtante en algú'n proc:eso durante la 

repl u::ació'11 viral. 

En l::•ase a la set.::Llel'oc:1a deducida del segmento B, se sabe 

que el (.•ll9onucleÓt.1do ul:95 tiene al menos 2 s.it.ios 

de ellos estLwo ac:c:e·;;.ible a hit.wida1· con .al oll9onuc:leÓt.idc• 



111dyélcent:.e " do::w1de •.:ic1..1r1·e el 1·•E11T111<9lc;o, LI!\ 1·e·;nJÍ·1 c:or11pler11ent.1w11!\ E< 

uk•¡¡!;;i lcu::1<li.z1<d1< h11<.::1111 &l ext.rernc• ::.~· 110:0 hibridi::~ con ~1, lo c:1.1ad 

Pélt·er.:{e ind1c:a1· "!Lle dicha o¡;e•:uenc1a e:;;t.abél invo:.'lLl•:t·élda en 1d9Lo-1a 

e•tructMra muy estélble, que le arnpedC111 interacc1c~élr con el 

ol 19·~·111.1r.:leó't.1d<::•, Para bL1'l;;r.:a1· est.é\ 1=·c•:;;ible eo¡;l.t·uct·LH'él secLmdar1él, 

•e Llti l 1;;1) 1.11·1 1=•rog1"éllna de:;c.rrol li!ld'~' pc•r Z•.1ker (80), q1.1e predice 

lél estruct.w·a secLmdar ia roas esl;.able. Anal izarn•:•s, las secL1en•::ias 

de lo:.. ger1e$ 7 de ll!\$ cepi!\s UK (76) y SAl 1 (8), as{ c<::•mo las 

secuencia:; de lc•'l;; 9enes de Wa y de la variant.e l~~i7, re1=•0:.n·t.ad111~ 

er1 el present.e tri!lba.io. En la mi!lyor{a de los cl\sos an11diz11doio, se 

e1·1•::•::or1t:.1·Ó Lma est.n1o::t.w·a ·:¡•;e incli.1ye l.::•s 1·1•.A•=leÓt.ido.:•s '5'';18-1076, e:n 

la •:.:¡1.1e no e':l;ta lncl•.Aidiill la ':l;€!CL1ero1.:.10< CQlnplement.&<ria a Llk'5'5, pe1·c· 

"1L1e podrÍC< e:::;t.a1· i1·1t.e1·fi1· 1endo:• c:c•n la elon;¡ac:icrn de la c:aden11 

cuando se ut.iliza est.e oligon•.1cle1!.t.1d1.:o en el ensayo de 

~ecL1enc:ia; ot1·a posibilidad ei; que el ol HIC• uk''15 110 haya 

hibr idado porque se fQrme ot.r a est.ructura que no el:> aparent.e con 

el p1·ograma e111ple11do, pero q1.1e e>:ist.a en •¡¡oluc:1óh por e! 

eq•;i hbrio cJir1.kmico de ll\ molé'o:::ula de RNA. 

C:abe 1nenc:1.:.11111· que (.lna secuencia sinular 11 la 3' con:oensc• 

ci• los 1;Jeroes <Je rotavirus <ACATGiACC, Fi9ura 11> est.111 formilnO(.' 

pa1·te de la e·¡¡tructura sec(.mdat·ia me110:::1onada, ent.1·e los 

nuc.leo't.idos 999 y 1006, siro e1nt.oar90, ne• e1Yt.o:t1dernos c•;al es el 

Sl'illll f' 1cado ele este hal !a:z9(.>, 



.J 

(7';1), r1uent.r·a;; •:¡L1o¡, en el v1n1;; L··A de lev&dlH"it, la t'corrnac.:ic~n 1;je 

•.mio est.ruo:.:.t.µrc. se1..:L1r1dii<r1i:1 '-'lf.le 2nv.1;dt1t.re. las 1.í1t.irn0<i;; 3(1 base::; del 

(prcorjucc1Ón de 1jcRl-JA c. ¡::•;.u·t.u· de rnRNA> del templado <Zl>. La 

prcoduce, por e.iernplo, '..:i•.1e resulte ma:;; fc:'cllrnente encl!lpsi.dable y/r..• 

r·epl.icable, t.al c:omo cocun·e c.:con leos RNAs clefecf:.1vo10 C35a), El 

genell. reu r&glados ciue rwrmalment.e rio !>e detec:tc.n pero que F•ueden 

estar pr·esentes en la pcoblac:1&'n. El estado:. inmlme del huésped v 

la c:antidCld total de put:í'c1.1la\l. virales preser1t.es dun:1r1te la 

infección se hi<n rec.:onoc:idco c.:o:•mo factores •:¡1.1e afectan el 

e.:¡u1 l ibr io d& • .. ma pr..•blc.ción de vi nis de RNA F·ara el sur9im1ent.1;. 

·I 

·• 



TillrnbH:t'1 si;:, hit v1st.co <¡•.1e esto:, dos f111r.:t.cwes 1nterv1er1en en lit 

•,;ienerE1•.::1 r.)Í) d& 1·ei11· t'e',,11 C•Z ·;enórn 1 eco:;; &n n:otE1v 1 r llS ( 1 'il, -:..o, -:..~:::, t.:~l) ; 

P~r~ que lo~ gene$ r·earr~glado~ ~obrecrezcan a los genes 

r1connc.les, es necesi11·10 ·:i•.1e t.en•:ic.n w·1a ventilJil select.1vc. er1 el 

rned l co et1 "ltle se F•rod•.1c:er1. Cr;1ns1 derand•::o '.:p.1e i;:,)< 1 ~;t.en :;ecl1enc 1 as 

d•.1pl io:adas en l•:•¡¡ •¡¡o:.nes rearre·:ilc.dc•z;, pcodr{c. s1.1o:e•:Jer ql1e las 

señe:de\!. neo=esi.rial!. en liil er11:ap1Sidii1cic~·1 s.e enr.:uer1t.ren a s1t.io:;; 

d1st.ant.ez de leo·;; e:v.t.rernc•s, y p1:01· le• t.c.nt.o est.ar·Íc.11 dllPl ice.da·,;; en 

los \;lenes rearr·egladco:;;, f¡¡,,vcoreo::1i;:,ndc• eo.sí la eno::aF•sidac:16n de 

éz;t.o:,,s. En w·, v1 r·us de leva•:l•.H'C. l v 1 t"llS LA> c:co1·1 •3o:no:o111a se•:irno:ntadco 

1je dcRNA, se enr.:r.mt.1·0:~ •:¡lle algtlt'lal!. i;;ec•.1en,.:1eo.s r1ececaric.c en la 

encaps1dc.0:1ón y en el 1n1r.::io de la repl ir.::ac1Ón !'.\e local i:zar1 

aprco:,d111c.dc.rnent.e il 40(t pb del e>(t.rernco :;1• (2). La p1·esen1:1c. de 

se•=•Jer..::1a r 1c:a$ en A-t··r en •;enes l 1 de ciel't-cts c.:epa:. de F·~t.rr.:•nes 

cort.co y 
1
st1perC:C•t"to::> <51, <:oO), a1sJ c.das de 111fecc1onec nat.urade!>, 

Pllede ser· liria vent.a1c. seJect.iva para estr..>o¡; 1·otavin.1s en esas 

condic1ones. 

A través del ezt.l1dico de var· 1¡¡.r--.t.e:i de rot.av1 nis <¡•.1e pozeen 

genes l'@at't"e9lad<.:1.s, l'.ie ha c;,nc:o:mt1·ado "!lle l.:is 9et'"1ez: '.!:o (:'3"/, rw. 

Perein1, resultados no publicad(.'Sl, 11 <38, 58, 63, 7~, 74, 6"}), 

y eJ "!lle c:o.:.•dific:a pa1·a la pr·ot.e{na NS34 <63) -:;.;;0n lc•s ·'llle ccon mÉis 

f1·ec:uenc1a l!.e heo.n det.ect.c.d(.> en varlant.es viables, perco t.aml:.i1ét·1 se 

han cobservado reatTe9l <::•S en lc:os genes 8 y 11.l (:::J::i¡ , "!lle c:.::u:Ji f icc.n_ 

F'ill"il prot.eíi1as no e·..st.n1ctt1raJes y los gene!S 6 (63, present..e 

tnibaJo) y 9 (p1·esent.e t.1·abajo), ·~lle cod1 flc:an pc.1·a p1·ote:ínas 



1 i 

E<St.r·uc:t.LH"édes~ 0<unq1.1e en esti:.:•:.> d1;•s (dt.irn·~·:z c:ast•:., nr~· se cu!>létt·cw1 

v111·u1r1t.e:;; víc.blez; <i•.4e loz; c<:.:<nttN1era1·1, F".:H' l<::• •:¡ue z;e cl&dLl,J•:• que 

lo:::: 9e1·1e:.; i-«:e1·reo¡¡Ja<.:k•s no eriln ftmc101·10<le:;, 

[J1.H'i11·1t·& lo-:; cl1z:t1nt . .;.>~ pases d,;, la cepa Wc.H, apa1·e·:1er<::w1 

¡¡..l91.1r1c•:;, 9er1es re¡¡wre9li!ldc•s q1.1e desaF•iu·er.:1en:•n post.er it•rment.e y, 

por· la o:::on•.::entr·a<.::lÓn r·elat.!va de lc.•s 11 se•;;iment.t•'ii de dcRNA, 

F•arecÍiln prov.zrur del gene :::•; est..r_, he.ce F·ern;;ar que solament.e 

alguno:¡; 1·ea1Te•i!lt•s i;r.:>r1 estable:;;, 1nd-=pend1ent.ernenl;.e del 9ene del 

que pri:.:•ven,..ian, c;;odi fiq•.1e o no pc•r L1r1i!< F•t"oteína est.ruct.ural J 

pensaro•:•s ·=11.1e, mas t:iien, Ja prese1"1•:1a y el sobrecrec:i1n1emt•:• de un 

gene rea1·1·e9léo.d'·' t:.n la pc•blac:1<.~tl vi n:d depende de su 

ft1ncíor1&l ídad y rro de la pr·oteína p.::w J"' que •.::odi f1"1L1e. Sin 

ernb¡¡,1·9.;.,, ce.be rnencii:.:•néll" "!Lle, ha:;;t.a alK•ra, ne• se ha reportado el 

Etislar11ient.c• de v&1·1&ntei; de 1·ut.av.in1s viables "IU'.1: pose&n •;e1·1ez: cle 

prot.eínas est.ructurl\le!?. rearre9la.dc•s. 

Johni;on (40> · h& r·eportado •:¡Lle los 9e1·1es de rc•ti1vin1s est.4ín 

sujetos "' mec¡;,ru~rn.;.>s de control a dist.intos niveles; l!.sÍ, ha 

demostr·ado que algunos 9e11es se r·epl i.::ain 111á~ .:¡ue ut,.oz, lo cul!ll 

es un indicio de lSl.I CilllP•cidad Plílri!I encapsidarse. Entre los genes 

que se r·epl .ican err mayor pr·opi.:it·c:ión se encuentran los qL1e 

codific¡,n "'ª'"ª prot.eínas <1i<struct.w·11le!?. <ex~eF·t.c• el que codifica 

p1u·a VP7>, y los que codi f1can Pi!lt·a las prot.eíns.s N$34 y NS26 

(9enes 7, G e• ·:i, d€:!F·endiendo de lit cepa, y 11, respecti Vi<mentel, 

infiriend..:., pcw lo tanto, .:¡ue é::;t.c•s se encuent.r·an de manet'él 

predominante en part!cLihm vire.le:;; no infecciosas. C:omo Y• se 



d1-.;cl1t.ió, leo:;; gene:.: rea1·1·eglado:;; pod1·ían ¡;er mi.s f1<~.::1 lment.e: 

n1rpJ 1cc.l:0les y/e• enc:apsi.cli.bles y, por es11 rilzC.n, sc•r1 c11p11ces de 

p1·edominar en Ja po;:obJac:1é.n vind, 

El m~can1:zmo F·or el qw: se 9e11eran lc•s r·ear·re•;.iloiz 

ger1Ó1111c:o!> en r·ot.av1n1s ne• esto" •.::lar·o, su1 o1tlllt•Elr"3o, Pt1d1e1·a 'i.er un 

rnecc.n1 smo de "c:c:•py-cho::oi ce" cc•mc• e 1 c¡t1e se he. descr 1 t.o par· 11 

pol1c•VH"ll'.:. <43) y cor·c·nav1nfü <t:•, fjll) <ambo::•s sc•n v11·us c:c•n ger1ome. 

de RNA>, er1 el <!lle 11:1 pc.>lirnerasc. viral de.t.ierie su sfr1t.e1ns en 

c:ierto.:o mc.•mento, debido en al9lmos c:aso:;; 11 estn1cturas sect1t1d1:1r11:1s 

(5), y c:E1rnl:o1a a ot.ra rnc•Je'c:lllEI qt1e t.;;o.rnbien t1ti l 1zc. c:c•rno l;.emplado::•, 

aunq1.1e no exista horuo1c .. 3Ía en ese -.;1tic• entre lc•s dc•s l.emF·Jado:.•:;; 

(43). Le. torrnac:ió1·1 de genes rearre•¡¡ladc•s en 1·ot•virus pudier11 

ser· un defect.c• en la 1·epl i·=ao.::1Ón df<l 9enornc. er1 &l que Ja 

.,..ohrnerasa Virill det.iene T:.tl !>Ínt.esis y ":,;alt.111" pan• reuüciar. 

sobr·e el mi.smo templado o pudiera ser· el resultado de ur1 evento 

d,¡¡ r·epl icaciÓt1 en el que 2 moléc:ula:o de mRNA del 111ismo gene se 

eric:apsidan en una sola part.{cula con actividad de r·epl ic:asa y de 

iill9tma m01r1era ze favorece que c.mbc•iz :.ean tlt.i l izadc:•z ·parc1i1l rnent.e 

como t.emplados. A pesar de que se han cat·11cter·i2:ado var·ios genes 

rearregladoio furic1on11les de rot.avirus y se cono•=• 11.u estruc:tut'a, 

no se he pod.ido deduc:i.r, en bai;;e a el la, el mec:atli.srnc• de su 

formación, lo cual sería de. gran utilidad para c:c.>r1ocer·cÓrno se 

r·eplic:a el genoma de Jo:.>s r·otav.in1s, l)e acuerdo 111 esqt1erna de lil 

figura 3-B, Jo·z rear·r·e9kos de rc.>tavirus i:•odri"an ser eJ result.ado 

de un meo:.:1:11-.ismo t . .1po "copy chc•ice" o de un rearTe9lo genÓ111icc• 

c:omi=·leJo que pudo c.>ct1rr·ir· en varic•s pasos. 



cambios de nucleÓtido:;; pcor<¡Lle pL1ede. !l.er ne• f1.n·1c1e•nal, lo cual se 

ha observado en otros vi.r·u¡; de RNA (3!::•, 4';1). Sin emb11t·90 este 

hecho est.ar{a en desacuerdo ce•n r·epor·t.es previe•s et1 los <¡Lle se 

deroo:.>stn5, F•ot· est.udio·;; con lo:.>s gene,; 4, (, y 9, <¡L1e lc•s rot.avirus 

son gttnét.icament.e estables t.aroto en cult.ivos cttlL1lares <3a), c.:c.•rno 

en la nat;uritlez& <23a>. A pes&r de los c&rnt::oic•s mencionados, es 

por Jo '~UE< pensamos que estlk regió'n F·uede t.ener Liria tunciÓro muy 

in1port.1knte d•.want.e la replicación del viruz. 

Recittntemente, Nuttal (6(1) y M•tsui (51 > reportt11rc•n 1111 

secueno.::ia de -;enes hon1Ólogoi¡¡ al gene 11 ero cepas de Plktro'n c.:o~·to 

<RV5 y DS-1> y supercorto <837 y 69Ml, en las culkles se observo' 

una .::•::osa no vista antes en ningún gene de rc•titvirus: existe un11 

regio:.~n 3' ne• codificadora rnuy exten!>a de 189 y ::.:122 nt en ce1>as de 

pat.rÓt·, c:ort.o y s1.1perc:cwto, t·es1>ect1v11111ent.e. Est.&s sec•.1enci&s 

1>odr(an ser parte de ot.ro gene de rotavirull.; a•.m<¡L1e tarnbien 

e>cist.e la posibilidad de c¡ue est,oz; genes de t·otavirus sean el 



"' f&r1c:•1neno ~.oro: 

1 l. Unc. resnoh del rnRl~A-2 <jel vu·us de hepat.it.is de ratc~n. qlie 

coro el gene HA-1 del virus de 1ntluenz11 e:, i:·or lo <:¡lli! se i:•lilnt.eó 

'.:iue ambo~• p1.1eden infer;tar .il mismo tipo de células en lc. 

nr.tu1·ale:z:a <49l. 

2l. La horn•,;.lc•9Ía existente entre 11l9unc.s r&9iones. d&l genoma del 

v1ro..1s de Eroo:::efalit.1s l::>=t•.li.na del Oest.e <WE::EVl c:c•n re·,:;pe•=to.:> al 

v1rl1s Sindb1s y •'1 virllS 1je Encefal it1s Eqlana del Est.e <EE::EVl, 

ambos de h1 rnisrna farni J 211 pe1·0 •=tlle pr·edo111i1·111n en 1·e91ones 

9eo9ráficas di terent.es, tarnb~en o<.::asii:.mó' "11.le se le c<;onsiderar11 • 

WEEV ..::01110 un VH'lls reco111l:i11n1nt.e <33l y, f1nalment.e, 

8>. Se haro encorotr•dc.• RNAs dilfec:tivt:•s del virus Sirodbis que 

c.:011tienen secl1enc1ils c:Eis.i ider1t1c11s i<J tRNA··Asp c.:eh1lar· (~i811>. 

La aparición de rearreglos 9er1ór11ü:os sirni lares a los 

des;critos en el presente trabaJo, solernente !"i• sido report.ada en 

los 9rupos de rotavirus y de orbivirus <1Bl, que pertenecen a la 

misma fíahli 1 ia. Existen muc:h11s inte1·1·091111tes re~;pecto • los 

meciillnismos de repl ic:aciÓro y encapsidación de los rotavirus; el 

estudio y la car·acter .i:z:ac.:.iÓn 111olecula1· de los genes rearr·eglado:;; 

de rot.avu·us, incluyendo aql1ellos que no son est.ables, F'Udieril 

ser Út.i l pa1·a cont.est.ar al•;;iun;as de est.as int.errc•9ar1tes. 



Coric l t1s 1 c•t·oes, 

Lit 9e1·1er&<c1Ót1 de gene~ reat"re9l11d<;•~'\ de rot11v1n1s 11) ~ 

ez; 11·1depend1e11te de la m•;ii t1ti l l:l:ildi<, s11·1 er1ibe.r 0;0, s! pat·ec:& set· 

1mF•ortante '¡¡, c;;,rrt.1dad tot.e.l de p¡,1-t{culc.s v1r21le:z, 

Los 1·cot.av1n1s i;.2enen li< .:::E<pao.::1di1d pat·a enc:apz;1dar y 

repl iceir PO::•t· le• menos un 12~: e)<trit de st1 mat.e1·1c.l 9e11ét.1co. 

Apl!lrent.ement.e solo el•¡itmc•s ·¡¡enes rea1·1·e9ladoz; t-1enen 

vent.aJ-.s .select.:ivas, ba.10 c1er·t·iil'.:!> co::•r1dic1c.•ne:;;, sot•re los 9enes 

silvestr·es. 

La est.:.1·1.11.::t.w·a del geroe 7 rearreo;;ilad·~' o::s s1m1lC1r· él la de 

o.:•t.r·os genes rean·e·¡¡ladc.•s ez;t.L1d1ados hétst.a ahot·ar c:ons1-..t.e de unl!! 

<.:Jupl 2cac1c.~n pa.rc1i1l en la <1t1e se he1 perdido liils t'e•¡iiones no 

codificadc•raz; del extt·emo 3'de tm gene y 5' del c.•t.ro gene; 

ap¡¡,1·er1temente, sÓl<:• un11 copia es func1o::•nal, 

Las secuenc:11ts de lo!:l e)<t.r·ernoz; 5' y ::.~' de lc•s genes 7 de 

dist.~nt1:1s e.epas, inch1yer1do la var Hll)te Ho"l, se er1cuent.nm muy 

c:'•nseniaoJos. P1·obabler11ent.e, ero est.az¡ t·e91c•nes se encuent.ren las 

:.eñ111les n1:cesari•s para enc:apsidar est.os genes. 

Con lc.•s dat . .:>s obtenidos no e:;; posible deduc.i1· el nie,.:aonii;mo 

de ~;umerilc:1Ór1 de los rearreglos. 
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