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Resumo

A principal limitacdo para producao de baculovirus em cultura de células tem
sido a geracao de mutantes FP (“few polyhedra”). Para verificar se mudancas
fenotipicas similares ocorrem com Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV), dez passagens sucessivas de dois isolados desse virus foram feitas
em cultura de células UFL-AG-286. Um isolado, AgMNPV-79, é do tipo
selvagem, obtido de larvas infectadas provenientes do campo e o outro,
AgMNPV-2D, é um clone viral isolado pela técnica “plaque assay” em cultura de
células. Os efeitos resultantes das passagens suscessivas dos virus foram
observados por microscopia de luz e eletronica para avaliacdo da producao de
corpos de oclusao e anélise da morfologia das células infectadas. Inicialmente,
células foram incubadas com hemolinfa de larvas infectadas, que foram
previamente alimentadas com dieta suplementada com suspensao viral.

O sobrenadante, contendo virus extracelulares (BV), foi entdo usado
continuamente como indéculo. Em baixas passagens de ambos os virus, a
infeccao foi altamente produtiva com presenca de varios poliedros nos nuicleos
das células. Efeitos citopaticos tipicos tais como, hipertrofia nuclear e celular,
presenca de estroma virogénico com intensa replicacao viral, montagem do
virion, oclusao viral e por Gltimo formacao de varios poliedros contendo varios

" Bidloga, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Biblogos, M.Sc. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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virions foram observados nas células. Por outro lado, células infectadas com
virus produzidos em altas passagens apresentaram poliedros, estroma virogénico
condensado dentro de uma estrutura densa, com uma grande quantidade de
nucleocapsideos, ao invés de varios poliedros, especialmente quando se tratava
da infeccdo com o clone viral AQMNPV-2D. Além disso, a maioria desses
poliedros ocluiram poucos virions em suas matrizes, indicando a geracao de
mutantes FP (“few-polyhedra”). Quando uma comparacao entre os dois isolados
foi estabelecida quanto a producao de poliedros, o virus AQMNPV-79 mostrou
maior estabilidade do que o clone viral AgMNPV-2D. Da primeira (P1) até a
décima passagem (P10), acima de 80% das células UFL-AG-286 apresentavam
poliedros em seus nucleos, em 96 h p.i., sob passagem seriada de
AgMNPV-79. Contudo, no mesmo tempo pés-infeccdo com AgMNPV-2D, a
linhagem celular hospedeira mostrou um forte decréscimo na formacao de
poliedros, principalmente apds a sexta passagem (P6), quando um aumento no
numero de células foi evidenciado com intenso estroma virogénico em seus
nucleos, mas sem oclusao viral. Neste Ultimo caso sinais de infeccao tenderam a
desaparecer na décima passagem (P10) quando as células mostraram a mesma
morfologia das células controle.



Phenotypic analysis of two
variants of Anticarsia
gemmatalis NINPV
replicated during serial
passage in cell culture

Abstract

A major limitation to successful production of baculoviruses in cell culture has
been the generation of few-polyhedra (FP) mutants. To verify whether similar
phenotypic changes occur with the Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) we performed ten successive passages of two AgMNPV isolates in
UFL-AG-286 cells. One isolate, named AgMNPV-79, is a wild type obtained
from infected larvae collected in soybean fields and another one, named
AgMNPV 2D, is a viral clone isolated by plaque assay in cell culture.

The resulting effects were observed by evaluation of the occlusion bodies
production, at light microscopy level, and by analysis of the morphology of
infected cells by electron microscopy. Initially, cells were incubated with
hemolymph of infected larvae that were previously fed with diet supplied with
the virus suspension. The supernatant, containing budded virus (BV), was then
used continuously as an inoculum for serial passage of the virus in cell culture.
At lower passages, for booth viruses, the infection process exhibited very
productive infection with the presence of several polyhedra in the nuclei.
Cellular and nuclear hypertrophy, presence of virogenic stroma with intense viral
replication, virion assembly, viral occlusion and later formation of several
polyhedra containing many virions were typical cythopathic effects observed in
those cells. On the other hand, infected cells from higher passages presented
mostly the virogenic stroma condensed into a dense structure, with a large
quantity of nucleocapsids, instead of many polyhedra, specially upon infection
with the viral clone AgMNPV 2D. Besides, the majority of those polyhedra
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occluded few virions in their matrix indicating the generation of few-polyhedra
mutants. When a comparison between the two isolates was established, the
virus AgMNPV-79 showed a greater stability concerning the polyhedra
production than the viral clone AGMNPV 2D. From the first passage (P1) to the
tenth passage (P10) above 80% of the UFL-AG-286 cells presented polyhedra
in their nuclei, at 96hp.i., upon AgMNPV-79 serial passage. However at the
same post-infection time with AQMNPV 2D, the host cell line showed a very
strong decrease in polyhedra formation, mainly after the sixth passage (P6),
leading to an increase in the number of cells showing a intense virogenic stroma
in their nuclei but no viral occlusion. In this last case signs of infection tended to
disappear at the tenth passage (P10) when the cells showed the same
morphology of the control cells.



Anticarsia gemmatalis MNPV - Passagem seriada in vitro

Introducao

Os virus pertencentes ao grupo Baculovirus possuem grande potencial e tém
sido usados com sucesso como inseticidas biolégicos. Esse grupo de virus
pertence a familia Baculoviridae, que estéa dividida taxonomicamente em dois
géneros, Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV) (van Regenmortel
et al., 2000). Os Nucleopolyhedrovirus podem apresentar somente um
nucleocapsideo (SNPV) ou vérios nucleocapsideos empacotados por envelope
(MNPVs). Os virions sdo oclusos em uma matriz protéica formando os corpos
oclusos (OBs), que tém como principal proteina a poliedrina, no caso de NPVs,
e a granulina para os GVs. Essas particulas medem 0,5 a 15 microns, sao
altamente refringentes sob microscépia 6ptica (Summers, 1977). O ciclo
replicativo dos baculovirus é bifasico, gerando dois fenétipos distintos, o BV
(“budded virus”), necessario para a disseminacao da infeccao dentro dos tecidos
do inseto, e o ODV (“occlusion-derived virus”), necessario para transmisséo da
infeccao para outras larvas susceptiveis.

O Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) vem sendo largamente
utilizado no Brasil em um Programa Nacional de Combate da Lagarta da Soja.
Este programa teve inicio em 1979 e vem sendo desenvolvido com grande
sucesso pela Embrapa Soja, Londrina, PR.

O emprego intensivo de baculovirus no controle de pragas tem incentivado o
estudo sobre o mecanismo de interacao patégeno-hospedeiro, o que requer cada
vez mais a utilizacao de técnicas de biologia celular e molecular. Dessa forma, o
uso de cultura de células de insetos é extremamente importante para
compreensao desses eventos.

Na literatura vérios trabalhos demonstram que a passagem seriada de NPVs em
cultura de células podem levar a perda da viruléncia do virus, resultante de
frequente producao de mutantes FP (“few polyhedra”) (revisado por Fraser et al.
1986, 1987). Mutantes FP exibem placas de morfologia alterada, producao
reduzida de virus oclusos, producao de oclusdes que ndao contém virions ou
contém virions com uma aparéncia anormal, envelopamento intranuclear
defectivo de nucleocapsideos, e liberacao aumentada de virus infeccioso

(Hink & Vail, 1973; Ramoska & Hink, 1974; MacHinoon et al., 1974; Knudson
& Harrap,1976; Potter et al., 1976; Fraser & Hink, 1982, Slavicek et al.,

1992; Harrison& Summers, 1995). Os mutantes FP frequentemente contém
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delecdes ou insercdes em diferentes regidoes do genoma (Miller & Miller, 1982,
Fraser et al., 1983; Kumar & Miller, 1987).

Wickham e colaboradores (1991), descreveram particulas interferentes defectivas
selecionadas durante passagem seriada de uma linhagem recombinante E-2 de
AgMNPV em trés linhagens celulares. Essas particulas foram perdendo grande
parte do genoma de AgMNPV e causaram fortes reducdes na producao de
beta-galactosidase de infeccao acima de 0,01 pfu/célula.

Para verificar se modificacdes fenotipicas similares ocorrem com o A. gemmatalis
MNPV, dois isolados, AgMNPV-79 e AgMNPV 2D, foram multiplicados em

10 passagens sucessivas em células UFL-AG-286, e os efeitos resultantes
avaliados pela anélise morfolégica das células infectadas e pela producao de
corpos de oclusao observados por microscopia de luz e microscopia eletrénica.

Materiais e Métodos

Linhagem celular e isolados virais

Para realizacao dos experimentos de passagem seriada foram utilizadas células de
A. gemmatalis UFL-AG- 286 e dois isolados virais: AgMNPV-79, um virus tipo
selvagem, obtido de larvas infectadas coletadas em culturas de soja, cedido por
Dr. Favio Moscardi (Embrapa Soja), e AQMNPV 2D, um clone viral isolado em
cultura de células por “plaque assay”, cedido pelo Dr. James Maruniak
(Universidade da Flérida, U.S.A.).

Infeccdo de lagartas de A. gemmatalis e obtencé@o de hemolinfa

Lagartas sadias de 3° e 4° instares foram infectadas por ingestao de dieta
contendo, em sua superficie, inéculo de 100 ul de um estoque viral na
concentracao de 1x 108 PIBs/ml. No quarto dia apoés a infecgdo, periodo em
que a quantidade de particula viral BV é alta, a hemolinfa foi removida de
aproximadamente 25 lagartas. A remocao foi feita pela introducao de
microsseringa na parte central do corpo da lagarta, proximo ao Ultimo par de
patas. A hemolinfa (500 ul) foi coletada e colocada em tubo de microcentrifuga,
mantido no gelo, contendo 400 ul de meio TC-100 (Gibco) sem soro e 100 ml
de cisteina (concentracao final de 0,01 M). A mistura foi entédo centrifugada a
10000 rpm por 15 segundos e o sobrenadante filtrado em filtro Millipore

0,45 um, antes de ser adicionado as células em cultura.
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Inéculo viral (“budded virus”, BV)

O sobrenadante de células infectadas com hemolinfa foi coletado 48 horas apds
infeccao e serviu de inéculo para infeccao em novas células, estabelecendo-se
assim uma série de passagens de ambos os isolados AgMNPV-79 e
AgMNPV-2D.

Passagem seriada de AgINPV in vitro.

O estudo de passagem do virus foi iniciado pela infeccao de células
UFL-AG-286 previamente semeadas e sedimentadas, numa densidade de

3x 108 /frasco de 25cm?, utilizando-se 1 ml de sobrenadante contendo BV,
proveniente de células infectadas com hemolinfa conforme ja descrito neste
trabalho. O periodo de incubacdo do sistema virus/células foi de 1 hora, com
fraca agitacao a cada 10 minutos, para permitir melhor contato do inéculo viral
com a superficie das células. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com
meio TC-100 sem soro para remocao do indculo e mantidas em estufa a 28°C
com meio TC-100 completo. A formacao de corpos de oclusdo e demais efeitos
citopaticos foram observados e monitorados por microscopia de contraste de
fase (microscépio de inversdao modelo OLYMPUS CK2) e por microscopia
eletrénica (Zeiss modelo EM 109), em diferentes periodos pds-infeccao (p.i.).

O sobrenadante contendo BV da primeira passagem (P1) foi coletado 7 dias p.i.
e usado como inéculo para a passagem seguinte (P2) e assim sucessivamente
até a passagem P10. Células de cada frasco foram ressuspensas e aliquotas
foram retiradas para determinar o nimero de células com poliedros, usando uma
camara de Neubawer para a contagem.

Microscopia eletronica de transmisséao

Células infectadas foram descamadas com bastao de borracha e sedimentadas a
3000 rpm em microcentrifuga por 30 segundos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em fixador glutaraldeido (2%)/
paraformaldeido (2%), em tampéo cacodilato de sédio 0,05M pH 7,2
(Karnovsky, 1965) e mantido a 4 °C, por aproximadamente 24 horas. O material
foi novamente sedimentado para dar inicio as etapas de emblocamento para
microscopia eletronica.

O “pellet” foi entdo lavado 3 vezes no tampao acima, sendo cada lavagem por
15 minutos, e pés fixado em tetroxido de ésmio 1 %, no mesmo tampao, por
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pelo menos 2 horas. Apds rapida lavagem em agua destilada, o “pellet” foi
contrastado em solucdo aquosa de acetato de uranila 0,5 % “overnight” e
posteriormente desidratado em uma série crescente de acetona a 50, 70, 90 %,
por 15 minutos cada, e 3 vezes em acetona 100 %, pelo mesmo tempo. Apds a
desidratacao, o material foi colocado em uma mistura de resina (“Spurr/acetona
1:1) (Spurr, 1969) “overnight” e depois em resina pura (“spurr”) pelo mesmo
periodo. A polimerizacao foi feita em moldes de silicone com “spurr” e mantidos
em estufa a 70°C por 72 horas. Seccdes ultrafinas foram obtidas através cortes
em ultramicrétomo Sorvall MT2-B, equipado com navalha de diamante, e
montadas sobre telinhas de cobre. As seccdes foram contrastadas com acetato
de uranila 3 % por 20 minutos, observadas ao microscoépio eletronico e
fotografadas.

Resultados e Discussao

A alteracao mais comum observada durante a passagem seriada de um virus em
cultura de células é a mudanca do fenétipo MP, muitos poliedros por célula, para
o fenétipo FP, poucos poliedros por célula.

Neste estudo, o virus tipo selvagem AgMNPV-79 apresentou maior estabilidade
quanto a producao de poliedros durante as passagens seriadas em cultura de
células UFL-AG-286 do que o clone viral AQMNPV-2D. Provavelmente este fato
esteja relacionado a variedade de gendtipos virais presentes na populacao de
campo, implicando uma melhor adaptacao do virus aos sistemas celulares. Por
outro lado, a rapida perda, na formacao de poliedros do clone viral AgMNPV-2D
em passagem seriada provavelmente esteja relacionada a ocorréncia de mutantes
FP (“few polyhedra”). Essas reducdes quanto a producao de poliedros podem
ser observadas nas figuras 1 e 2. Da primeira (P1) até a décima passagem (P10),
mais de 80% das células UFL-AG-286 infectadas com AgMNPV-79
apresentaram poliedros em seus nucleos (Fig. 1). Contudo, no mesmo tempo
pos-infeccao com AgMNPV-2D, a linhagem celular hospedeira mostrou um forte
decréscimo na formacao de poliedros, principalmente apés a sexta passagem
(P6) (Fig.2).
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% de células com PIBs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de Passagens

Fig. 1. Passagem seriada do virus tipo selvagem AgMNPV-79 em cultura de células
Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286).

m48hp.i.
m96hp.i.

% de células com PIBs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de Passagens

Fig.2. Passagem seriada do clone viral AGQMNPV-2D em cultura de células de
Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286).

Os efeitos citopaticos observados por microscopia 6ptica e eletrénica indicam
possiveis alteracdes genéticas apresentadas pelo virus (AgMNPV) durante a
passagem seriada em cultura de células UFL-AG-286. Células infectadas com
virus com baixas passagens seriadas mostraram hipertrofia nuclear e véarios
corpos de oclusao (Fig. 3). Os eventos de replicacao, tais como, formacao de

13
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estroma virogénico, producao de nucleocapsideos e empacotamento de virions
no poliedro, referentes a primeira passagem do AgMNPV, sdo mostrados pela
analise ultraestrutural da célula infectada (Fig. 4).

PR )

Fig. 3. (A) - Microscopia de contraste de fase de células UFL-AG-286 infectadas com

AgMNPV-79. Passagem seriada do virus (P5). As setas indicam células arredondadas
com hipertrofia nuclear e corpos de oclusdo (poliedros).
(B) - Micrografia de contraste de fase de células UFL-AG-286 n&o infectadas.

Fig. 4. Micrografia eletronica de célula UFL-AG-286 infectada com AgMNPV-79
mostrando estroma virogénico, producado de nucleocapsideos e de poliedros.
Passagem seriada do virus (PH).
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Observa-se que quando se estabelece uma anélise comparativa entre baixas e
altas passagens do virus nas células, alteracoes ultraestruturais e fenotipicas
distintas de uma infeccao produtiva sao nitidamente visualizadas em altas
passagens seriadas. Hipertrofia nuclear é notada, a regiao mostrando a cromatina
é claramente definida e alguns virions sao evidenciados na estrutura, porém, a
formacao de poliedros ndo é evidenciada (Fig. 5). Sinais de infeccdo tendem a
desaparecer na passagem P10 quando as células mostram a mesma morfologia
das células controle.

Fig. 5. (A) - Micrografia eletronica de célula UFL-AG-286 infectada com AgMNPV-2D
mostrando cromatina e alguns virions. Note que a formacdo de poliedros ndo é
evidenciada. Passagem seriada do virus (P9).

(B)- Micrografia eletronica de célula UFL-AG-286 nao infectada.
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