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9° Encontro de Iniciagéo Cientifica e
5° Encontro de pés-graduandos da Embrapa Uva e Vinho

Expressao de proteina capsidica recombinante do Apple stem pitting virus
e producgao de antissoro policlonal

Camila Eckert', Marcos Fernando Vanni?, Osmar Nickela, Thor Vinicius Martins Fajardo3

Apple stem pitting virus (ASPV) pertence a familia Betaflexividae, género
Foveavirus. Ele ocorre na maioria das cultivares comerciais de macieiras (Malus
spp.) e pereiras (Pyrus spp.) em todo o mundo, causando perdas de rendimento
e danos na qualidade dos frutos. O virus induz amarelamento das nervuras de
folhas da pereira, causa o declinio de porta-enxertos Malus sieboldii e M.sieboldii
var. arborescens e caneluras no tronco de cultivares de macieiras suscetiveis,
mas é, geralmente, latente em cultivares comerciais de macieiras. O objetivo
deste trabalho foi a expressdo do gene da proteina capsidica do ASPV em
bactérias e a produgdo do antissoro policlonal contra a proteina expressada. O
gene da proteina capsidica de ASPV (1131 bp) foi previamente amplificado via
RT-PCR, a partir de RNA viral extraido de folhas de pereira cv. Abate Fetel. O
fragmento amplificado foi clonado no vetor pGEM-T Easy, sequenciado (acesso
GenBank numero AY572458) e subclonado, em sitio de restricdo EcoR/ do vetor
de expressdo pRSET-B. O plasmideo recombinante foi utilizado para induzir a
expressdo da proteina capsidica em células de E. coli estirpe BL21:DE3. A
proteina capsidica (44 kDa), ligada a uma cauda de seis histidinas, de ca. de 3
kDa, foi purificada por meio de cromatografia de afinidade em coluna de Ni-NTA,
a partir de proteinas totais extraidas de E. coli. A identidade da proteina foi
confirmada em SDS-PAGE e Western blot, utilizando antissoro gentilmente
cedido por W. Jelkmann (Julius Kuhn Institut, Alemanha). A expresséo in vitro da
proteina capsidial recombinante apresentou massa molecular esperada de cerca
de 47 kDa. A proteina foi quantificada e utilizada na imunizagdo de um coelho. O
antissoro policlonal obtido mostrou-se especifico para a deteccdo de ASPV em
extratos de péra cv. Abate Fetel e de maga cv. Fuji Select em ensaios de
Western blot. Considerando-se a dificuldade de purificagdo e transmisséo
mecanica para indicadoras herbaceas, além da baixa concentragdo do virus em
plantas infectadas, a produgdo da proteina capsidica recombinante oferece uma
alternativa importante para o diagnostico confiavel de ASPV. Acresce que até o
momento ndo ha antissoros comerciais de ASPV disponiveis.
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