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1. INIRODUCCION

Los adenovirus humanos conprenden un grupo de 42 especies las
cuales poseen características antigénicas y genéticas propias
(1 ) .

Los nétodos desarro l lados para e l  estudio de1 genoma adenovi ra l ,
han ut Í l izado e1 c lonaje de f ragmentos de rest r icc ión en d i ferentes
vectores (2) .  En este sent ido 1a obtención de f ragmentos de1 genoma
adenovi.ral, es nuy útil para la elaboración de mapas de restricción
de regiones de1 ADN de estos vj.rus.

Hasta el momento, solanente se reportan 1a construcci.ón de genote-
cas de los serot ipos 2 y  5 (3) ,  40 y 41 (4)(5) .  los anál is is
hechos han apuntado 1a necesidad de construír genotecas para cada
serot ipo de adenovi rus humano.  E1 objet ivo pr Ínc ipal  de Cicho
enfoque experimental es e1 obtener clones reóonbinantes para así
analízar tanto 1a estructura como e1 funci.onamiento de los diferen-
tes. genes adenovirales .

En este t rabajo se reporLa 1a est rat .eg ia de con; t rucc ión de una
genoteca de fragmentos de HindIII de1 genoma del e enovirus seroti--
po 8 cepa referencia. Los recombinantes obtenido r fueron ar.alLza-
dos por restri-cción con el fln de confirnar e1 protocolo de clona-
c ión ut i l izado.

II. AI'IEITIA¡.FS Y MEI0DOS

Virus:  EI  adenovi rus t ipo I ,  fué obtenido de la  co lecc ión de
virus de 1a Sección de Virología de1 Departanento de Microbiología
de La Universidad de1 Valle y propagado previamente en células
de r iñón humano enbr ionar io  (RHE).

* Contribución Departarnentos de Biología y Microbiología Univer.
dad del  Va1le.

** Respectivamente Biólogo Ph.D., Departamento de Biologia y Bil,
go I l .Sc.  Departamento de Microbio logía.  Univers idad del  Val
A . A .  2 5 3 6 0  y  A . A .  2 1 8 8  C a l i ,  C o l o m b i a .
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I"lultiplicación de 1os virus: Los virus fueron cultivados en célu1as
de RHE obtenidas del banco de cé1ulas de 1a Sección de ViroJ.ogía
de la Universidad del VaILe. l,as nonocapas celulareq fueron infec-
tadas con I m1. de una dilución 5 x 10-r ó 0,5 x lO-r de la suspen-
sión de virus original. En e1 procedimiento empleado, el virus
se dejaba absorver por 15 ninutos a 370C.,  a cont inuáción se adicio-
naba nedio nutritívo de Eagles supl-enentado con suero fetal bó-
tino al 22, NaHrCOo aI ZiI y antibióticos (Penicilina/Estreptomicina )
a! lZ. Las botÉllás de cultivo fueron i.ncubadas a 37aC y observadas
diariamente con ayuda de un nicroscopio invertido hasta la aparición
de efecto citoDático.

E¡rtracción del DNA viral: E1 DNA de adenovirus 8 fué extraldo
empleando e1 nétodo desarrollado por Hlrt (1967)(6). El DNA obteni-
do fué cuantificado visualnente mediante tratamlento con Bronuro
de Bt idio.

Clonaje nolecular: Fragnentos <te DNA de Ad8 obtenidos por digestión
con la endonucleasa HindIII, fueron clonadoe en Ia cepa de E. 9c1:L
H8101 utilizando pIásmido pBR322 cono vector. la metodologla em-
pleada fué 1a descr i ta por l " faniat is (1982)(Fieura l ) .  E1 procedi-
mienEo fué ll-'evado a cabo en las siguientes etapas:

Para Ia ligación del DNA viral con ENA de plásnido se emplearqn
500 ag de 

-Ott¡, 
¿e Ad8 digerido con HindIII que fueron ligados coú

ZO a lOO ng de plásmiao 
-pOn:ZZ. 

la reacción de ligación se tlevó
a cabo en tanpón de reacción (Tris-HCl 0,1 M pH 7,5; MgCt 0'l M;
üIT 0,1; ATP f nM) con 11 unidades de DNA ligasa de T4, en un volú-
nen final de 20 uI a 13eC durante 16 a 20 horas.

En Ia transfornación bacteriana, se siguió el procedimienEo descr*to
por Ilaaahan (19S3) (7). Una colonia q9 E. colf .H8101 

(Aúp"Tet-) '
óra cul-tivada en 30 m1 de caldo tB a 37eC y en agitación constante '
hasta obtener una densidarl optica a 600 nm de 0,35 a 0,4O' kq
bacterias eran centrifugadas a 4.000 x g durante l0 ninuEoe a 4eC

y ei pt"clpitado fué résuspendido en una so-Iución de CaCl 50 d,l.

iris-gCf ffi nU ptt 8,0 y alnacenado por 2 a 4 horae a 4sC' Poste-

ríormente, 200 u1 de lás células conpetentes se mezclaban con 1O0

ng de DNÁ reconbinante obtenido cot"L se dcscribe en el numral

9',2 y Ia mezcla era incubada en hielo por 30 ninutos y l'uego a

4ánC 
-por 

2 minutos. Finalmente se ailicíonaba 1nl de lB' se incuba-

ba a 37eC por 45 minutos en agitación suave- y alicuotas d-e 100

uI eran esparcidas en cajas de Pelri que contenían agar LB suplernen-

tado con anpÍcilina (5ó ug/ml). Los cultivos eran incubados a

37sC por L2 á f4 horas hastJobtener 1a aparic ión de colonias'

Identificación de colonias reconbinantes: Las colonias bacterianas
ciecidas en placas a. .!ái LB con anpicilina que portaban- p1ásnidos

reco-nbj nante's. fueron seleccionadas po.r su sensibiLidad a Ia tetracl-..
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cíclina cultivándolas en placas de agar LB suplenentado con 12'5
ug/ml de tetracícl lna.

Las colonias con eI fenotiDo ¡¡prTets fueron utilizadas para ex-
tracción de DNA rle pIásnido, empleándo el método de llels alcalina
(Birnboim & DoIy,  1979) (8);  1,5 ml de cul t ivo fueron centr i fugados
a 12.000 rp¡¡ en una nicrocentrlfuga Becknan ' el precipitado obtenido
fué resuspendido en I00 ul de solución de lisis(glucosa 0'05 M;
EDTA 0,01- M; Tris-HCL 25 nM pH 7,5 y 6 mglnl de lisozima) y 1a
nezcla se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos.

Posteriornente, se adicionó una solución de NaOlI 0'2 N' SDS 1Z
siendo incubada a terDperatura aEbiente por 5 mlnutos, luego 150
ul de acetato de potasio 5M pH 8,0 colocando 1a nezcla en hielo
por 5 ninutos y finalmente se centrifuga a 12.0O0 rPn Por 5 ninutos.

El DNA de plásrnldo preaente en el sobrenadante, f9é precipitado
con 2 volúnenes de etánol absoluto y resuspendido en 25 uI de Tris-
EDTA pH 8,0 que contenía 50 ug/n1 de Rlbonucleasa A. Allcuotas
de5a9u1  de l  DNA se  d i g í r i e ron  con  2  a  8  U .  de  H ind I I I  y  l os
productoe de 1-a digestión analizados nedlante electroforeala en
ge1 de agarosa.

III. RE.SI'LTAIIOE

Restricción del DNA del ade¡¡ovirus tiPo 8: E]' DNA de1 adenovirus
tipo 8 obtenido por eI ¡nétoclo de Hirt, Sr¡é senetido a digestión
total con 1a endonucleasa HindIII. En la Tabla I ee consignan
J-os pesos nolecularee de cada uno de los fragnefltos vfsualizadog.

Ia enzina origÍné 1l fragmentos, los cuales fueron designados con
letras navúsculas desde 1a A hasta lq (, con peaoe noleculares
desde 4.4 x l0o, d (A) hasta 0,4 x lo.J d (K).  Loa fragmentos C
y D de 

'3,1 
* loo d i¿,65 f,b), no pudieron ser seParadoe baJo lae

londiciones erupleadas en la electroforégis. Según los reeultadse
obteniclos fué posible estimar que el DNA del adenovirus tipo B
cepa protoEipp empleado en e1 estudio' Posoe un pGao molec*¡lar
de 23,06 x lO" d ó 34.600 pares de bases.

Clonaje nolecul-ar de fragmetrtoa de DNA viral: La figura I presenta

un esquera de Ia estrategia utilízada para la clonación del genoma
de1 aáenovirus 8 cepa réferencia. En todas las experiencias los
fragmenEos de DNA viral del adenovÍrus típo I obtenidos por diges-
tiói con la endonucleasa HinclIII, fueron ligados al plásruido pBR322
previanente digericto con la nisma enzina. Los p1ásnldos recombinan-
Les así consiruldos fueron utílizados para transformar células
de E. coli, HBlOl . La eficiencia de transformaclón fué de aproxima-
danEnte 1-d" cransformantes de !. 4 pot ug de DNA.
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TABLA 1. Pesos moleculares de
1os adenovirus tiDo

los fragmentos de HindIII del DNA de
8 cepa referencia.

Tipo 8 4,4

3 ,8
1 l

? 1

t '1.

' t o

l q

l n

ñ o

0,66

0 ,4

6 ,6

4 ,65

4 ,65

2 ,85

)  i \

I , 4

' l ñ

0,6

A

B

c/D

Dlc

E

F

H

T

J

23,06 34,6
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células infectadas sin necesidad de realizar 1a purificación- , del
virus. La eficiencia del método de Hirt radica en que l-as molécu-
las de DNA son obtenÍclas tanto del núcleo de la célula (donde se

acuroulan para después ser utilizadas en el ensanblaie de 1os nuevos

viriones) como dL 1os nismos virus que han sido formados' Por

otro lado, 1as preparaciones obtenidas son apropiadas para realizar
estudios moleculares pues son relativamente libres de DNA celular
(H:.r t ,  1967 )  (6) .

Uno de los objetivos del Presente trabajo. fué Ia clonación de frag-
,e"tás ¿e DNA "viral obt.enidos por di.gestión total con la endonuclea-
sa HindIII. De acuerclo a los mapas de restricción de1 Ad8 reporta-

<los por Tacaks (1983)(9),  1a mayoría de. s i t ios para esta enzima

está; local izados entre 18 a 68,8 u.m' del  extremo izquierdo de1

geno¡na. Estos coinciden con secuencias especlficas de DNA viral

f,rr" 
"oo 

altanente conservadas 1as cualee pueden variar pero no

á"".pu.".".. Esta característica debe ser tenida en cuenta cuando

"" 
d"""" estudiar a nivel molecular el genoma de 1os adenovirus'

pues es una propied.ad de 1os virus propagados en cultivos celulares

iu" f.ug*""tts de DNA viral pueden desaparecer o ser reemplazados

ócasionalmente por secuencias de DNA cel-ular' La pérdida del genoma.

ha sido observada en e1 área correspondiente a1 fragnento sal I-A'

el cual está -localizado en eL lado derecho de1 DNA del adenovirus

t ipo I  (Tacaks, et  al .  1983) (9).

Además de 1as consideraciones anteriores, la dlgestión con la endo-

nucleasa ltindlll origina iragmentos de DNA Pero su rango de tanaño

(9 a 0,6 Kb) pueden ser ligados con al-ta. eficiencia a extremos

cohesivós ¿el DN,l deL vector] Por o¡ro 1ado, tanbién son fáci1es

de detectar en geles de agarosa, bajo las condiciones de la electro-

forésis empleadas en el trabajo.

Coa base en las evidencias presentadac' el- clonaje nolecul-ar de

f."gtl";" áe HindIII tte DNA de AdB es una buena alternativa para

obténer naterial que pueda ser utilizado para llevar a cabo estudios

de patogenicidad y de-otras características de este virus'

En e1 trabajo realizado es inPortante ,su!19far 
el hecho que la

clonación de los segnentos de HinrlIII tlel Ad8' fué hecha ernpleal{g

piup.t".io""t de DNñ obtenialas de acuerdo aI nétodo de Hirt (1967)
'<Ol 

. Las colonias transfornantes obtenidaa con plásmidos recombi-

,r"nt.", pueden contener segmentos de DNA celular' Por 10 tanbo '

oo 
"= 

'pÉsible 
af i rmar con certeza sobre e1 or lgen vj-ral  de los

i . tgtunio" que han sido clonados'  A pesar de es¿o'  existe al ta

pr"BáUifi¿"¿' que 1os plásmidos recombinantes porten DNA de virus

tenientlo en cuenta eI tamaño nolecular de 1os fragmentos clonadost

pues con base en este criterio se pudÍeron aislar plásnridos qrre

conterrian insertos con pesos rooleculares seneianLes a 8 fraSmentos

de HindII I  del  DNA de1 
'Ad8. 

Por oEro 1ado, I -a procedencia viral

de estos fragmentos pu.d" 
"" t  

respaldada por la presencia en la
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mezcla de ligación de exceso de DNA viral en relación con DNA celu-

lar y por la alta eficiencia de1 método de Hirt para la estracción
selectiva de DNA de virus.

La clonación de frasmentos de- DNA- adenoviral oltenido por el 9$tg{o
aé 

-Hfit 
también ha-sído realizada por otros ÍnvestÍ8,adores (K1dd,

et aI 1985)(4). Estos autores clonaron fragnentos de DNA de Ad40
y- 4-1l obtenidos por digestión con 1a .endonucleasa Put I, con el
iítr d" .onrttuír una sonda de DNA específica para estos dos serotj'-
pos'

I¿s estudios real izados por Green et a1. (1979)(11) y Lradel l  9L
al (f984) (12), ctemostraron que la homología de1 genona entre 1os

¡-iferentes adenovirus hunanos es solamente del 9 aI 20%, aunque

la región <le nayor honología que es compartida por todos Los 42

seroti;os conociáos no ha sido aún definida. Por esta razón, se

hace difícil la construcción de una sonda DNA que pueda reconocer
ácido nucleico de todos los tipos de adenovirus, haciéndose necesa-
ria la construcción de sondas específicas. Con base en este Postu-
lado es inportante el desarrollo de estrategias de clonación efecti-
vas y que pernitan construlr genotecas de todos 1os serotipos de

adenovirus humanos.

V. RESIJUEN

Et DNA del adenovirus prototipo 8 fué digeri-do con HindIII y los

fragEentos se clonaron en el sitio de HindIII de1 plásrnido vector

DBRá22. Los,. rec-ombinanEes obtenidos fueron seleccio¡rado.s por su

ienotipo Arnp^Teto. Los DNA de ochenta colonlas (Arnp'Tet-) fueron

digerldos con Ia enzina HindIII y los fragmentos se separaron por

elEctroforésis en ge1 de agarosa. El anáIisis denostró la presen-

cia de ocho clones recombínantes que contienen insertos que conigran

con fragnentos obtenidos por la digestión de DNA de Ad8' Con base

en los resultados fué posÍbIe obtener una genoteca que represenEa
e1 8l ,02 del genona de esce virus.
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