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Resumo

O Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) tem sido amplamente
empregado como um bioinseticida para controle de A. gemmatalis, a principal
praga da cultura da soja no Brasil. Contudo, pouco se conhece sobre a estrutura
e replicacao de seu genoma. A proteina DNA polimerase exerce um importante
papel na determinacao tanto em nivel de replicacao como de especificidade ao
hospedeiro. Para maior conhecimento sobre a replicacao do genoma, o gene da
DNA polimerase (dnapo/) de AQMNPYV foi identificado, localizado, e parcialmente
sequenciado. A localizacdo desse gene foi determinada por PCR, utilizando-se de
primers sintetizados a partir de regides conservadas de genes dnapo/ de
diferentes baculovirus, e de hibridizacao de fragmentos de restricido de DNA de
AgMNPV com uma sonda previamente preparada do gene DNA polimerase de
Autographa californica nucleopolyhedrovirus (Southern-blot). Um fragmento do
genoma AgMNPV (HindllI-Q), correspondente ao gene putativo da DNA
polimerase, foi amplificado por PCR. Para confirmacéao da localizacado do gene da
DNA polimerase, as extremidades desse fragmento obtido de uma biblioteca
gendmica de AgMNPV foram sequenciadas em ambas direcdes. A regido de

1,4 kb sequenciada foi analisada pelo programa BLAST NCBI, blastx, revelando
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alta homologia com o gene DNA polimerase de Orgyia pseudotsugata
nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) e Choristoneura fumiferana
nucleopolyhedrovirus (CfMNPV). Atualmente, os fragmentos Hindlll-R e -S de
AgMNPV e outras regides de sobreposicao estao sendo sequenciadas. Estudos
para determinar a sequéncia completa e analise transcricional do gene dnapol/ de
AgMNPV estdao em andamento.



Identification of Anticarsia
gemmatalis
nucleopolyhedrovirus DNA
polymerase gene

Abstract

The Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) has been widely
employed as a bioinsecticide for the control of the velvetbean caterpillar

A. gemmatalis, the major soybean pest in Brazil. However, very little is known
about its genome structure and replication. The DNA polymerase protein plays
an important role in determining both the level of genomic replication and host
specificity of DNA viruses. In order to understand more about the AgMNPV
genome replication, the DNA polymerase gene (dnapo/) of AQMNPV was
identified, located, and partially sequenced. The location of this gene was
determined by PCR, using primers made from conserved regions of dnapol/ genes
from different baculoviruses and Southern-blot hybridization using AgMNPV
DNA restriction fragments and a probe prepared from the previously identified
polymerase gene from the Autographa californica nucleopolyhedrovirus
(AcMNPV). We have amplified, by PCR, a DNA fragment from the AgMNPV
genome (Hindlll-Q fragment), corresponding to the putative DNA polymerase
gene. To more precisely locate the DNA polymerase gene, the ends of the
Hindlll-Q fragment from an AgMNPV genomic library were sequenced in both
directions. An 1.4 kbp region was sequenced and computer analyzed, revealing
a high homology to Orgyia pseudotsugata nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) and
Choristoneura fumiferana nucleopolyhedrovirus (CMNPV) DNA polymerase
genes. Presently, the AgMNPV fragments Hindlll-R and -S, and additional
overlapping regions are being sequenced. Studies are in progress to determine
the complete sequence and transcriptional analysis of AQMNPV dnapol gene.
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Introducao

Baculoviridae é uma importante familia de virus que infecta a maioria de espécies
de insetos, principalmente Lepidoptera produzindo uma infeccao sistémica em
seus hospedeiros. Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) é um
membro dessa familia e devido seu potencial de infeccao tem sido amplamente
empregado como bioinseticida para o controle da lagarta A. gemmatalis, principal
praga da soja no Brasil.

Os baculovirus possuem um complexo ciclo de replicacao, e atualmente muito
pouco é conhecido sobre a estrutura gendmica e replicacdo da maioria desses
virus, constando deste grupo o virus AgMNPV.

O ciclo de infeccao dos baculovirus culmina na producao, em altos niveis, de
duas progénies infecciosas morfologicamente e temporalmente distintas, a
forma BV (“budded virus”) e a OV (“occluded virus”). A multiplicacao viral, e
portanto a sintese dessas formas infecciosas, esta dividida, por definicdao, em
diferentes fases temporais de expressao génica: a fase “early”, que ocorre antes
da replicacao de DNA e a fase “late”, que ocorre no inicio ou apés a replicacao,
e que estéa subdividida em “very late”. Estas trés fases de expressao génica
correspondem biologicamente a reprogramacao da célula para replicacao viral,
producao de BV e producao de OV. Estudos demonstrando esses eventos de
replicacao viral tém sido predominantemente conduzidos em Autographa
californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e Orgyia pseudotsugata
nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) (Lu et al., 1997, para revisao). Entre os varios
genes envolvidos no processo de replicacao do DNA viral, o gene dnapol foi
inicialmente identificado em AcMNPV como um gene “early”, que codifica um
polipeptideo de 114,3 kDa e possui homologia com DNA polimerases de outros
baculovirus (Tomalski et al., 1988; Earl et al., 1986; Larder et al., 1987).

Neste trabalho sao apresentados resultados sobre a identificacao e localizacao do
gene da DNA polimerase (dnapo/) no genoma de AgMNPV. O sequenciamento
deste gene e sua caracterizacao sao importantes, uma vez que a proteina DNA
polimerase exerce um papel determinante na replicacao genémica e
especificidade do hospedeiro. Além disso, estudos posteriores sobre expressao e
analise funcional poderao fornecer subsidios para elucidacao do processo de
replicacao e para o melhoramento da eficiéncia do AgMNPV como um
bioinseticida.
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Materiais e Métodos

Virus

O clone viral utilizado, AQMNPV-2D, fornecido pelo Dr. James Maruniak,
Universidade da Florida — E.U.A., foi obtido por purificacdao em “plaque assay” a
partir do isolado tipo selvagem AgMNPV. Em hibridizacdes Southern-blot, o
virus AcMNPV (fornecido pelo Dr. L. K. Miller, Universidade de Georgia, E.U.A)
foi utilizado como controle positivo, e seu DNA foi também usado como molde
para amplificacado por PCR.

Sonda de oligonucleotideos

Primers foram sintetizados baseados em sequéncia publicada do gene dnapo/
(Tomalski et al., 1988). Os primers pol-291 e pol+ 290 Il foram desenhados
com auxilio do Programa GCG Package da Universidade de Wisconsin (EUA).
Esses primers sao degenerados e foram feitos a partir de regides conservadas
dos genes dnapol de diferentes baculovirus. Os primers correspondem a regioes
de -291 a -271 e +260 a + 290 dentro do cédon de iniciacao de traducio do
gene dnapol/ de AcMNPV. Esses primers foram utilizados para amplificar, por
PCR, DNA purificado de AcMNPV (20ng). O produto amplificado por PCR, um
fragment de 581pb, foi entdo usado como sonda em hibridizacdes Southern-
blot.

Hibridizacdes Southern Blot e marcacédo radioativa de DNA

DNA gendmico de AgMNPV (2i g) foi digerido com quatro endonucleases de
restricao, BstEll, EcoRI, Hindlll and Pstl, e submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8%, e em seguida transferido para uma membrana de nylon
(Hybond-N +) de acordo com instrucdes do fabricante (Amersham). A membrana
(“blotted membrane”) foi hibridizada com a sonda gerada por amplificacado via
PCR descrita acima. A sonda de DNA foi marcada com [4-*?P]1dCTP (Random
Prime Labelling System) seguindo o protocolo recomendado pelo fornecedor
(Amersham Pharmacia). A hibridizacdo ocorreu a 68°C por 16 horas, e entdo a
membrana (“blot”) foi lavada sob condi¢cdes previamente descritas por O'Reilly
et al. (1992), e exposta a um filme raio-X (Kodak AR-5X-Omat) a - 80°C.
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Resultados e Discussao

A localizacao do gene dnapo/ de AQMNPV foi determinada por andlise de
hibridizacdes Southern blotting usando uma sonda preparada a partir do gene
dnapol AcMNPV, produto amplificado por PCR com 581bp (Fig. 1), contra o
DNA genémico de AgMNPV digerido com as enzimas BstEll, EcoRl, Hindlll e
Pstl (Fig. 2). A sonda hibridizou em fragmentos Unicos de restricao de DNA de
AgMNPV. Os fragmentos hibridizados foram BstEll B, EcoRIl B, Hindlll-Q e Pstl C
(Fig. 3, 2-5). Todos esses fragmentos sobrepdem uma regido comum no mapa
fisico de restricao previamente estabelecido para o genoma de AgMNPV
(Johnson & Maruniak, 1989). Como esperado, um sinal intenso de hibridizacédo
foi observado com o DNA do préprio AcMNPV, que serviu como molde para o
preparo da sonda (Fig 3, 1).
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Fig. 1. Produto amplificado por PCR a partir do DNA de AcMNPV. Eletroforese em gel
de agarose 0,8%. Marcador molecular DNA A/Pstl (1), fragmento de 581pb (2).
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Fig. 2. Anélise de restricdo de DNA. Eletroforese em gel de agarose (0,8%). DNA de
AcMNPV (1), DNA de AgMNPV digerido com BstEll, EcoRl, Hindlll e Pstl,
respectivamente (2-5), marcador molecular DNA A/Pstl (6).
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Fig. 3. Hibridizacdo Southern blotting do DNA de AgMNPV. O produto de 581 pb
produzido por PCR foi utilizado como sonda. DNA de AcMNPV (1), fragmentos de
restricdo de AgMNPV hibridizados com a sonda: BstEll B, EcoRIl B, Hindlll Q e
Pstl B (2-5). O marcador molecular esta indicado a direita do “blot”.

Para precisamente identificar o gene dnapo/ AQMNPV, as extremidades do
fragmento HindlIll-Q de uma biblioteca gendmica de AgMNPV/Hindlll (fornecida
por Dr. J. Maruniak, Universidade da Florida) foram inicialmente sequenciadas
em ambas direcoes. A anélise computacional mostrou que a sequéncia obtida
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indica uma regidao do genoma que corresponde ao gene putativo da DNA
polimerase (Fig. 4). Esta regiao revela uma alta homologia aos genes da DNA
polimerase de Orgyia pseudotsugata nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) com 83%
de identidade e Choristoneura fumiferana nucleopolyhedrovirus (CfMNPV) com
81% de identidade. Atualmente, dois fragmentos, S e R, da biblioteca genémica
de AgMNPV/Hindlll, e adicionais regides de sobreposicao estao sendo
sequenciados. Estudos estdao sendo desenvolvidos para determinar a sequéncia
completa e analise transcricional do gene dnapo/ de AgMNPV.

Fig. 4. Resultados Parciais do BlastX de um fragmento de 800 pb obtido de
uma das extremidades do fragmento Hindlll-Q de AgMNPV

>gi | 9630008| ref | NP_046226. 1]  (NC_001875) DNA pol yner ase [ Orgyi a pseudot sugat a si ngl e
capsid

nucl ear pol yhedrosi s virus]
Qi | 2494189| sp| (B3948| DPA._NPVCOP  DNA pol yrrer ase
Qi | 7434805| pir|| T10339 DNA pol ynerase - Orgyi a pseudot sugat a nucl ear pol yhedrosi s
virus
gi | 1063688| gb| AAB04046. 1|  (U39145) DNA pol yrer ase [ Orgyi a pseudot sugat a si ngl e
capsi d nucl ear

pol yhedrosi s virus
@i | 1911316| gb| AAC59069. 1 (U75930) DNA pol ynerase [ Orgyi a pseudot sugat a si ngl e
capsi d nucl ear

pol yhedrosi s virus

Length = 985

Score = 265 bits (676), Expect = 6e-70
Identities = 139/220 (63%, Positives = 157/220 (71%, Gaps = 3/220 (1%
Frane = -3

Query: 734 ETDM X- FFW F* XL* PPTDFDYHCEDVFDXRXI RAGLNGNNQRCAATI CPLOQSQHPSCL 558
E M FF + P DY+GDVFD IR L G+ P Q +
Sbj ct: 254 ENHM TAFFEFLKTVNPDVI LDYNGDVFDLPY! RGRLKGDKPLLRRYDLPAMPNTKLFI 313

Query: 557 SPRLVXKTDTYYFNYY! H DLYKYFGVDANNRDVENFQLNTLSKYYLGDAKVDLDWITW 378
+ ++ +TDTYYFNYYl H DLYKYFGVDAN RDVENFQLNTLS+YYLGDAKVDL+WITW
Sbj ct: 314 T- KI G\RTDTYYFNYY! H DL YKYFG/DANKRDVENFQLNTL SQYYLGDAKVDLNAQTWY 372

Query: 377 RWNNKQLGTI I EYNVCDCXOOOOOOOOXXL NDFMYSQCLMYRLCTDDFI ONI SHLI STT 198
MYNNKQLGTI | +YNVQDC L DFMYSQC+MYRLCTDDFI CNI SHLI S+T
Sbj ct: 373 EMYNNKQLGTI | KYNVQDCLLPI RLFNKLKLTDFMYSQO MYRLCTDDFI CNI SHLI SST 432

Query: 197 FFHLALTNTRTNPSTG.DKPDL YFFDKNXLXLVG-GNAG 84
FFHLALTNTR +P+TG. D YFF+K+ L LM5 G+AG
Sbj ct: 433 FFHLALTNTRADPATA TVSDPYFFNKDDLGMBSKGSAG 472
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>gi | 15320715| ref | NP_203227. 1 (NC_003083) DNAPQL [ Epi phyas postvittana
nucl eopol yhedr ovi r us]

gi | 15213183| gb| AAKB5622. 1 (AY043265) DNAPCL [ Epi phyas postvittana
nucl eopol yhedr ovi r us]
Length = 960

Score = 262 bits (670), Expect = 3e-69
Identities = 135/ 218 (61%, Positives = 153/218 (69%, Gaps = 1/218 (0%
Frane = -3

Query: 734 ETDM XFFW F* XL* - PPTDFDYHEVFDXRXI RAGLNGNNQRCAATI CPLOQBQHPSCL 558
ETDM F+ F + P DY+GDVFD IR+ L G PC +
Sbhj ct: 255 ETDM VAFFDFLKI VNPDVI LDYNGDVFDLPYI RSRLKCGKKI MLQRYDLP- OVPPNTKLF 313

Query: 557 SPRLVXKTDTYYFNYY! H DLYKYFGVDANNRDVENFQLNTLSKYYLGDAKVDLDWITW 378
++ +TDTYYFNYYI H DLYKYFG DAN RDVENFQLNTLSKYYLGD KVDL+WQ W
Sbj ct: 314 | TKI G\RTDTYYFNYY! H DLYKYFGADANKRDVENFCQLNTLSKYYLGDTKVDLNWDW 373

Query: 377 RWNNKQLGTI I EYNVCDOXOOOOOOOOXL NDFMYSQCLMYRLCTDDFI ONF SHLI STT 198
+MYNHKQL TI 1 +YNVQDC LNDFMYSQC+MYRLCTDDFI CNI SHLI S+T
Sbj ct: 374 KMYNSKQLET! | KYNVQDCLLPI RLFLKLKLNDFMYSQC MYRLCTDDFI N SHLI SST 433

Query: 197 FFHLALTNTRTNPSTGA.DKPDLYFFDKNXLXLMBGNAG 84
FFHLALTNTR NP+T ++ DYFF+KNL Ms G

Sbj ct: 434 FFHLALTNTRANPTTESNERDAYFFNKNDLGFVBCKNG 471
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