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MANTPULACTON DE GENOMAS VIRALES: UNA ESTRATEGIA DE CLONACION
MOLECULAR DEL GENOMA DEL ADENOVIRUS 8 PROTUTIPQ * .
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I. INTRODUCCION

Los adenovirus humanos comprenden un grupo de 42 especies las
cuales poseen caracteristicas antigénicas y genéticas propias

(1).

Los métodos desarrollados para el estudic del genoma adenoviral,
han utilizado el clonaje de fragmentos de restriccidén en diferentes
vectores (2). En este sentido la obtencidén de fragmentos del genoma
adenoviral, es muy Util para la elaboracidén de mapas de restriccién
de regicnes del ADN de estos virus.

Hasta el momento, solamente se reportan la construccién de genote-
cas de los serotipos 2 yv 5 (3), 40 y 41 (4)(5). Los anadlisis
hechos han apuntado la necesidad de construir genotecas para cada
serotipo de adenovirus humano. El objetive principal de dicho
enfoque experimental es el obtener clones recombinantes para asi
analizar tanto la estructura como el funcionamiento de los diferen-
tes. genes adenovirales,

En este trabajo se reporta la estrategia de con:truccién de una
genoteca de fragmentos de HindIIT del genoma del 2 enovirus seroti-
po 8 cepa referencia. Los recombinantes obtenido: fueron analiza-
dos por restriccidn con el fin de confirmar el protocolo de clona-
cidn utilizado.

IT. MATERIALES Y METOBOS

Virus: El adenovirus tipo 8, fué obtenido de la coleccidn de
virus de la Seccidén de Virologia del Departamento de Microbiologia
de la Universidad del Valle y propagado previamente en células
de rifién humano embrionario (RHE).
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Multiplicacibén de los virus: Los virus fueron cultivados en células
de RHE obtenidas del banco de células de la Seccidén de Virologia
de la Universidad del Valle. Las monoCgpas celulargﬁ fueron infec-
tadas con 1 ml. de una dilucidén 5 x 10 © 6 0,5 x 10 ~ de la suspen-
sién de virus original. En el procedimiento empleado, el virus
se dejaba absorver por 15 minutos a 379C., a continuacidén se adicio-
naba medio nutritivo de Eagles suplementado con suero fetal bo-
vino al 2%, NaH,CO, al 2% y antibidticos (Penicilina/Estreptomicina)
al 1Z. Las botgllas de cultivo fueron incubadas a 372C y observadas
diariamente con ayuda de un microscopio invertido hasta la aparicibn

de efecto citopatico.

Extraccién del DNA viral: E1 DNA de adenovirus 8 fué extraido
empleando el método desarrollado por Hirt (1967)(6). E1 DNA obteni-
do fué cuantificado visualmente mediante tratamientoc con Bromuro
de Etidio.

Clonaje molecular: Fragmentos de DNA de Ad8 obtenidos por digestidn
con la endonucleasa HindIII, fueron clonados en la cepa de E. coli
HB101 utilizando plésmido pBR322 como vector. La metodologia em—
pleada fué la descrita por Maniatis (1982)(Figura 1). El procedi-
miento fué llevado a cabo en las siguientes etapas:

Para la 1ligacibén del DNA viral con BDNA de plasmido se emplearen
500 ng de DNA de Ad8 digerido con HindIII que fueron ligados conh
70 a 100 ng de plésmido pBR322. La reaccidén de ligacidon se llevd
a cabo en tampdn de reaccién (Tris-HC1 0,1 M pH 7,5; MgCl 0,1 M;
DTT 0,1; ATP 1 mM) con 11 unidades de DNA ligasa de T4, en un voli-
men final de 20 ul a 1392C durante 16 a 20 horas.

Fn la transformacién bacteriana, se siguié el procedimiento deser%to
por Hemahan (1983) (7). Una colonia de E. geli HB101 (Amp®Tet®),
era cultivada en 30 ml de caldo LB a 379C y en agitaciém constante,
hasta obtener una densidad optica a 600 nm de 0,35 a 0,40. Las
bacterias eran centrifugadas a 4.000 x g durante 10 minutos a 42C
y el precipitado fué resuspendido en una solucibén de CaCl 50 mM-
Tris-HCl 10 mM pH 8,0 y almacenado por 2 a 4 horas a 42C. Poste-
riormente, 200 ul de las células competentes se mezclaban con 100
ng de DNA recombinante obtenido como se describe en el numeral
9,2 y la mezcla era incubada en hielo por 30 minutos y %uege a
42°C por 2 minutos. Finalmente se adicionaba 1 ml de LB, se incuba-
ba a 37°C por 45 minutos en agitacidén suave y alicuotas de 100
ul eran esparcidas en cajas de Petri que contenian agar LB suplemen-
tado con ampicilina (50 ug/ml). Los cultivos eran inFubados a
379C por 12 a 14 horas hasta obtener la aparicidn de colenias.

Identificacién de colonias recombinantes: Las colonias bact?rlgnas
crecidas en placas de agar LB con ampicilina que portaban plasmidos

recombinantes fueron seleccionadas por su semnsibilidad a la tetraci-
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ciclina cultivandolas en placas de agar LB suplementade con 12,5
ug/ml de tetraciclina.

Las colonias con el fenotipo AmprTets fueron utilizadas para ex-
traccidén de DNA de plésmido, empleando el método de lisis alcalina
(Birmboim & Doly, 1979) (8); 1,5 ml de cultivo fueron centrifugados
a 12.000 rpm en una microcentrifuga Beckmam, el precipitado obtenido
fué resuspendido en 100 ul de solucién de lisis(glucosa 0,05 M;
EDTA 0,01 M; Tris-HCL 25 mM pH 7,5 y 6 mg/ml de lisozima) y la
mezcla se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.

Posteriormente, se adiciondé una solucién de NaOH 0,2 N, SDS 1%
siendo incubada a temperatura ambiente por 5 minutos, luego 130
ul de acetato de potasio SM pH 8,0 colocando la mezcla en hielo
por 5 minutos y finalmente se centrifuga a 12,000 rpm por 5 minutos.

El DNA de plasmido presente en el sobrenadante, fué precipitado
con 2 volimenes de etanol absoluto y resuspendido en 25 ul de Tris-
EDTA pH 8,0 que contenie 50 ug/ml de Ribonucleasa A. Alicuotas
de 5 28 9 ul del DNA se digirieron con 2 a 8 U. de HindlII y los
productos de la digestién analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa.

III. RESULTADOS

Restriccidén del DNA del adenovirus tipo 8: El DNA del adenovirus
tipo 8 obtenido por el método de Hirt, fué semetido a digestidn
total con 1la endonucleasa HKHindIII. En la Tebla 1 se consignan
los pesos moleculares de cada uno de los fragmentos visualizados.

La enzima origindé 11 fragmentos, los cuales fueron designados conm
letras mayﬁsculgs desde la A hasta 1% K, con peses moleculares
desde 4,4 x 10 6d (A) hasta 0,4 x 10° d (K). Los fragmentes C
y D de 3,1 x 16° d (4,65 Kb), no pudieren ser separados bajo las
condiciones empleadas en la electroforésis. Segin los resultados
obtenidos fué posible estimar que el DNA del adenovirus tipo 8
cepa prototi%o empleadoc en el estudie, posee un peso molecular
de 23,06 x 10° d 6 34.600 pares de bases.

Clonaje molecular de fragmentos de DNA viral: La figura 1 presenta
un esquema de la estrategia utilizada para la clonacibén del genoma
del adenovirus 8 cepa referencia. En todas las experiencias los
fragmentos de DNA viral del adenovirus tipo 8 obtenidos por diges-
tién con la endonucleasa HindIII, fueron ligados al plésmido pBR322
previamente digeride con la misma enzima. Los plasmidos recombinan-
tes asi construidos fueron utilizados para transformar células
de E, coli, HB10l. La eficiencia de transformacién fué de aproxima-
damente 10 ‘transformantes de E. coli por ug de DNA.
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TABLA 1. Pesos moleculares de los fragmentos de HindIII del DNA de
los adenovirus tipo 8 cepa referencia.

ADENOVIRUS FRAGMENTO PH. P.M.
x10 d Kb.
Tipo 8 A 4,4 6,6
B 3,8 5,7
/D 3,1 4,65
D/C 3,1 4,65
E 2,3 3,45
F 1,9 2,85
G 1,5 2,25
H 1,0 1,5
I 0,9 1,4
J 0,66 1,0
K 0,4 0,6
23,06 34,6
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células infectadas sin necesidad de realizar la purificaci6n del
virus. 1a eficiencia del método de Hirt radica en que las molécu-
1as de DNA son obtenidas tanto del nficleo de la célula (donde se
acumulan para después ser utilizadas en el ensamblaje de los nuevos

viriones) como de los mismos virus que han sido formados. Por
otro lado, las preparaciones obtenidas son apropiadas para realizar

estudios moleculares pues son relativamente libres de DNA celular

(Hirt, 1967)(6).

Uno de los objetivos del presente trabajo fué la clonacidn de frag-
mentos de DNA viral obtenidos por digestidm total con la endonuclea-
sa HindIII. De acuerdo a los mapas de restriccién del Ad8 reporta-
dos por Tacaks (1983)(9), 1la mayoria de sitios para esta enzima
estin localizados entre 18 a 68,8 u.m. del extremo izquierdo del
genoma. Estos coinciden con secuencias especificas de DNA viral
que son altamente conservadas las cuales pueden variar pero no
desaparecer. Esta caracteristica debe ser tenida en cuenta cuando
ce desea estudiar a nivel molecular el genoma de los adenovirus,
pues es una propiedad de los virus propagados en cultivos celulares
que fragmentos de DNA viral pueden desaparecer o ser reemplazados
ocasionalmente por secuencias de DNA celular. la pérdida del genoma
ha sido observada en el Area correspondiente al fragmento BSal I-4,
el cual estd .localizado en el lado derecho del DNA del adenovirus
tipo 8 (Tacaks, et al. 1983) (9).

pdemis de las consideraciones anteriores, la digesti6n con la endo-
nucleasa HindIII origina fragmentos de DNA PEro su rango de tamano
(9 a 0,6 Kb) pueden ser ligados con alta eficiencia a extremos
cohesivos del DNA del vector. Por otro lado, también son faciles
de detectar en geles de agarosa, bajo las condiciones de la electro-
forésis empleadas en el trabajo.

Con base en las evidencias presentadas, el clonaje molecular de
fragmentos de HindIII de DNA de Ad8 es una buena alternativa para
obtener material que pueda ser utilizado para llevar a cabo estudios
de patogenicidad y de otras caracteristicas de este virus.

En el trabajo realizado es importante subrayar el hecho gque la
clonacién de los segmentos de HindIII del AdS8, fué hecha empleando
preparaciones de DNA obtenidas de acuerdo al método de Hirt (1967)
(6). Las colonias transformantes obtenidas con plasmidos recombi-
nantes, pueden contener segmentos de DNA celular. Por lo tanto,
no es posible afirmar con certeza sobre el origen viral de los
fragmentos que han sido clonados. A pesar de esto, existe alta
probabilidad que los plasmidos recombinantes porten DNA de virus
teniendo en cuenta el tamafio molecular de los fragmentos clonados,
pues con base en este criterio se pudieron -aislar plasmidos que
contenian insertos con pesos moleculares semejantes a 8 fragmentos
de HindIII del DNA del Ad8. Por otro lado, la procedencia viral
de estos fragmentos puede ser respaldada por la presencia en la
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mezcla de ligacién de exceso de DNA viral en relacién con DNA celu-
lar y por la alta eficiencia del método de Hirt para la estraccién
selectiva de DNA de virus.

La clonacién de fragmentos de DNA adenoviral obtenido por el método
de Hirt también ha sido realizada por otros investigadores (Kidd,

et al 1985)(4). Estos autores clonaron fragmentos de DNA de Ad40
y 41, obtenidos por digestién con la endonucleasa Put I, con el
fin de construir una sonda de DNA especifica para estos dos seroti-
pos.

Los estudios realizados por Green et al. (1979)(11) y Wadell et

al (1984) (12), demostraron que la homologia del genoma entre los
diferentes adenovirus humanos es solamente del 9 al 20%Z, aunque
la regién de mayor homologia que es compartida por todos los 42
serotipos conocidos no ha sido atin definida. Por esta razdn, se
hace dificil la construccién de una sonda DNA que pueda reconocer
scido nucleico de todos los tipos de adenovirus, haciéndose necesa—
ria la construccién de sondas especificas. Con base en este postu-
lado es importante el desarrollo de estrategias de clonacién efecti-
vas y que permitan construir genotecas de todos los serotipos de
adenovirus humanos.

V. RESUMEN

El DNA del adenovirus prototipo 8 fué digerido con HindIII y los
fragmentos se clonaron en el sitio de HindIII del plasmido vector
pBR322. Ilo re%Pmbinantes obtenidos fueron selecciqe?dos por su
fenotipo Amp Tet~. Los DNA de ochenta colonias (Amp Tet™) fueron
digeridos con la enzima HindIII y 1los fragmentos se separaron por
electroforésis en gel de agarosa. El andlisis demostré la presen-
cia de ocho clones recombinantes que contienen insertos que comigran
con fragmentos cobtenidos por la digestién de DNA-de Ad8. Con base
en los resultados fué posible obtener una genoteca que representa
el 81,0%7 del genoma de este virus.
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