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Reportes previos han presentado protocolos para la construccion de
genetecas de algunos serotipos de adenovirus. Actnalmente es posible tener
colecciones de genes de los adenovirus 2, 6, 8 y algunos serotipos del sub-
genero /). Sin embargo no se reporta en la literatura ninguna geneteca
de adenovirus humano serotipo 3. En este proyecto se llevé a cabo la
clonacién del genoma del adenovirus serotipo 3 G B en dos distintos vectores
de clonacion: el plasmido pBR322 y el pUCI3C AT, también se efectud
la identificacién mediante endonucleasas de restriccion, de segmentos de
Hind 111 de Ad3 clonados.

La cepa de adenovirus serotipo 3 (Ad3( B) fue obtenida del laboratorio
del Doctor P. Lodish de la “School ol Public ITealth” de la Universidad de
Harvard. Esta fue replicada en mmonocapas de células de Rinon Embrionario
Humano (RFH). Los viriones obtenidos después de un efecto citopatico
del 80%, fueron purificados en gradientes discontinuos de ('sC'{, de acuerdo
con lo descrito por Yamamoto et al (1970) (1). La peparacién del HN A
viral se efectud de acuerdo con Sambrook et al (1989) (2). El protocolo
de clonacion seguido para la construccién de la geneteca de pBR322, se
muestra en la Figura 1. Los fragmentos de Hind 111 del DN A del serotipo
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3 fueron ligados a extremos cohesivos de Hind Il del vector pBR322.
Cada plasmido recombinante se transformé en célnlas de Escherichia coli,
de la cepa H B101 y los clones bacterianos se seleccionaron con base en el
fenotipo Amp™ Tet5.
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Figura 1. Clonaje molecular de fragmentos de DN A Viral en el plasmido
vector pB322. (AP), marca de resistencia a Ampicilina; (7'c), marca de resistencia
a Tetraciclina.

En la construccién de la geneteca de plUUC'3 (/A'l'; se empled el mismo pro-
tocolo, excepto que la seleccién de los pldsmidos recombinantes se efectuo
mediante hibridizacién en colonias empleando como sonda el DN A del
serotipo 3 marcado con [a32 p |dAT P.

Los resultados de los experimentos de ligacion efectuados, permitieron
obtener 60% de eficiencia de ligacién en ambos vectores. Por otro lado, la
eficiencia de transformacién fue 10° transformantes/ug de DN A en las dos
genetecas construidas.

Cuando se efectud la digestion con la endonucleasa Hind II] de los
clones bacterianos transformantes, fue posible obtener un perfil de restric-
cién, Este consistid de clones recombinantes que podian ser agrupados en
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ocho grupos distintos que contenian ocho de los diez segmentos de Hind 111
del adenovirus serotipo 3 cepa (7B. La Figura 2 muestra el perfil de res-
triceion de los ocho clones recombinantes obtenidos y ademas en la Tabla
| se presenta la descripcion detallada de la geneteca de adenovirns 3 cepa
(B construida.

Del estudio de la geneteca de pl/C'13-CA'l', Tue posible ver que sola-
mente se pudieron injertar los segmentos del DN A de Ad3 que poseian
tamanos moleculares de 5841bp ( B); 3257hp ( F'); 2063bp ((+) y 1663bp (H )
que hibridizaron positivamente con el DN A del Ad3 marcado radioactiva-
mente con fosforo isétopo *#P. (Tabla 2).

N "2l
m r~ oo} -3 5
™~ o < < (s o] o O
N ' ] ) 1 1 1
o~ ” ) ™ ™ M M
o © © © ° QT O
< o (i L L < < <
a a a Qa <% e a

4360 -

2200 —-
1980 ————

Figura 2. Perfiles de restriccion de clones recombinantes, conteniendo frag-
mentos de restriccion con terminales de Hind 1T injertados en el veclor p B R322.

Se presenta ¢l tamano molecular de los [ragmentos injerlados en pares de bases
(bp).

Cuando se efectud el analisis de restriccion del clon pAd3-67.5, que con-
tiene el segmento ) de Hind IT1, sc pudo establecer que no tiene sitios
para BamH 1, Sma I, Kpn I. Por otro lado el analisis del fragmento
A(7363 bp) mostré un patron de restriceion para Apn [, en el cual se de-
Lectaron dos sitios los cuales originaban fragmentos 3600bp, 920bp v 2830bp:
el patron de BamH I fue de 4841bp y 2510bp, con Sma I se obtuvieron dos
fragmentos de 60506p y 13000p. Finalmente el segmento C'(4743) exhibio
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un patrén de dos segmentos de BamH | cuyos tamafios moleculares fueron
de 3460bp y 1270bp; el anilisis con Sma I revelé dos fragmentos cuyos
tamanos eran de 3750bp y 990bp; Kpn I corté el segmento C' en un sitio
generando fragmentos de 3360bp y 1380bp respectivamente.

Este trabajo permitié la clonacién del genoma del adenovirus serotipo 3
cepa G B en dos vectores diferentes. Los tamafios de las genetecas construi-
das fueron de 92% para pBR322 y de 36.5% para el caso de pl/C13 CAT.
Por otro lado fue posible localizar nuevos sitios para las endonucleasas de
restriccién Sma I y Kpn I en una extension del genoma del adenovirus
serotipo 3 equivalente a 10584bp (segmentos B y C de Hind I11).

TABLA 1. Descripcion de la Geneteea de DN A de Adenovirus de Serotipo 3 en

pBR322
FRAGMENTO** CLON TAMARO (bp) % DEL GENOMA®
A pAd3-2; pAd3-62 7363 20,8
pAd3-63; pAd3-27
B pAd3-69; pAd3TH 5841 16,5
C pAd3-4; pAd3-14 4744 13,4
D pAd3-675 4461 12,6
K pAd3 88 3363 9.5
E pAd3 82; pAd3-84 3257 9.2
pAd3 56
(& pAd3 68; pAd3 T0 2063 58

pAd3 71; pAd3 8]

H pAd3 695 1663 47

« total de genoma clonadn, 92 5%
s+ Se clond el 80% de los [ragmentos de restriceion de Hind {11
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TABLA 2. Descripcion de la Geneteca de DN A de Adenovirus de Serotipo 3 en

pUCI13-CAT
FRAGMENTO* CLON TAMANO (bp)
B pUAd3-20; pUAd3-40 5841
pUAd3-29; pUAd3-56
E pUAd3-27; pUAd3-88 3363
G pUAd3-15 2053
H pUAQ3-87 1663

* total de genoma clonado, 36, 5%
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