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Resumo:

A Bronquite Infecciosa (Bl) € umadoencavira de carater agudo, que causa grandes prejuizos a avicultura
industrial. O virus acomete aves de todas as idades, ocasionando principamente doenca respiratéria, com
acentuada queda na producdo de ovos em poedeiras e matrizes. Dentre as 4 proteinas estruturais que sao
codificadas pelo virus, a S1 é a principal indutora da resposta imune protetora. Este estudo teve como objetivo a
obtencdo do gene da glicoproteina S1 do virus da Bl para posterior clonagem em vetor de expressao
pPlICZaphaB de Pichia pastoris. Para tanto, clones recombinantes de Escherichia coli transformadas com vetor
TOPO contendo o gene da glicoproteina S1 de duas amostras de campo do VBI, e identificados como 38/49 e
212 foram propagados em meio Luria Bertani e tiveram o DNA plasmidial extraido de acordo com a técnica de
extragdo Midiprep. A PCR foi realizada em uma solugdo contendo aproximadamente 25 ng de DNA (2 yL) e 23
pL de um mix, consistindo de 0,2 mM de dNTP, 5 unidades de Tag DNA polimerase, Tamp&o de Reagéo (1x),
1.5 mM de MgCI2 e 10 pmol de cada primer. A amplificacdo consistiu em 30 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C
por 1 min e 72°C por 1 min. Ap6s a amplificagdo do DNA, uma aliquota de 5 &#61549;| de cada amostra
amplificada foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8%, com adi¢cdo de 3 pL de Gel-Red e 2 uL de
tamp&o de amostra por aliquota. A eletroforese foi realizada com voltagem constante de 140 V durante 2 horas e
a visualizagdo das bandas foi realizada em transiluminador ultravioleta com um comprimento de onda de 250
nm. A amplificacdo obtidafoi de aproximadamente 1.046 pares de bases, 0s quai s correspondem aos descritos na
literatura. A amostra 212, porém, revelou uma banda maior, que posteriormente sera sequenciada para que se
explique a diferenca obtida na PCR. Os resultados al cangados revelaram a presenca do gene da glicoproteina S1,
possibilitando, assim, que proximos passos sgjam executados a fim de gue o gene se expresse em levedura de
Pichia pastoris.




