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INFECCAO POR Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus EM
DIFERENTES LINHAGENS CELULARES E ESPECIES DE INSETOS

RESUMO

Recentemente, um virus de inseto foi isolado e identificado como patégeno
de Condylorrhiza vestigialis, uma importante praga do alamo (Populus). O virus
foi denominado Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus - CvMNPV (familia
Baculoviridae). No presente trabalho, estudos foram conduzidos para determinar
a infectividade do CvMNPV, usando cinco linhagens celulares de insetos -
Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286), Trichoplusia ni (Tn5B1-4), Spodoptera
frugiperda (IPLB-SF-21AE and Sf9), and Bombyx mori (BM-5) — e larvas de duas
espécies de lepidopteros - Anticarsia gemmatalis and Spodoptera frugiperda. As
linhagens celulares foram testadas e monitoradas quanto as alteragdes
morfolodgicas e produgao de particulas virais, e os insetos quanto a produgao de
poliedros (PIB) e porcentagem de mortalidade. Células de cada linhagem de
insetos foram semeadas na concentracdo de 3,0 x 10° células/poco (placas de
seis pogos), e incubadas com hemolinfa de larvas de Condylorrhiza vestigialis
infectadas com CvMNPV. As células foram examinadas ao microscopio de
contraste de fase as 24, 48, 72 e 96 horas apos infec¢ao (hp.i.). Duas linhagens,
SF-21 e UFL-AG-286, foram permissivas ao CvMNPV, exibindo arredondamento
de células, hipertrofia nuclear e formagao de poliedros. Entretanto, a linhagem
UFL-AG-286 apresentou baixa producédo de poliedros e lise celular. As outras
linhagens de células ndo foram produtivas. As células Tn5B1-4 e BM-5
desenvolveram lise apés incubacdo com o CvMNPV, sendo mais intensa nesta
ultima. Nao foram observadas alteragdes morfolégicas em células Sf-9. Com
relacdo a infecgcao dos insetos Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis,
em ambos procedimentos, larvas alimentadas com dieta contendo poliedros ou
virus extracelulares (BV) inoculados via hemocele, ndo ficou evidenciada infec¢ao
com base na producao de poliedros. Este trabalho traz um importante resultado

no que se refere a susceptibilidade da linhagem celular SF-21 ao baculovirus



CvMNPV, devido ao fato de nao se ter disponivel , até o0 momento, uma linhagem
estabelecida a partir de seu hospedeiro natural (C. vestigialis). Diante disso, essa
linhagem constitui uma importante alternativa como hospedeira do virus CvMNPV

para estudos de sua replicagao in vitro.



Infection by Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus in different cell
lines and insect species

ABSTRACT

Recently an insect virus was isolated and identified as pathogenic for
Condylorrhiza vestigialis, an important lepidopterous pest of Populus This virus
was designated Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus- CvMNPV
(Baculoviridae Family). In the present work, studies were carried out on the
CvMNPV infectivity using five insect cell lines - Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-
286), Trichoplusia ni (Tn5B1-4), Spodoptera frugiperda (IPLB-SF-21AE and Sf9),
and Bombyx mori (BM-5) - and two lepidopteran insects - Anticarsia gemmatalis
and Spodoptera frugiperda. The cell lines were tested and monitored for
morphological alterations and viral particle production, and the insects for
production of polyhedra (PIB) and mortality percentage. Cells from each insect line
were seeded at 3,0x10° per well (6-well tissue culture plates) and then inoculated
with hemolymph from CvMNPV-infected larvae. At 24, 48, 72 and 96 hour post
infection (hp.i.) the cells were examined by phase-contrast microscopy. Two lines,
SF-21 and UFL-AG-286, were permissive to CvMNPV exhibiting cellular rounding,
nuclear hypertrophy and polyhedra formation. However, the UFL-AG-286 cell line
presented low polyhedra production and cell lysis. The other cell lines were not
productive. Tn-5B1-4 and BM-5 cells underwent lysis after incubation with
CvMNPV, being more intensive in the last. No morphological changes were
observed in Sf-9 cells. Regarding to the infection of the Spodoptera frugiperda and
Anticarsia gemmatalis larvae, in both procedures, the insects feed with diet
containing polyhedra or the ones in which the budded virus (BVs) were injected by
hemocele, the infection was not evidenced based on polyhedra production. This
work brings a important result concerning to the susceptibility of the SF-21 cell line
to the baculovirus CvMNPV due to the fact of non-availability, until now, of an
established cell line from its natural host (C. vestigialis). Therefore, this cell line
constitutes an important alternative as host to virus CvMNPV for its in vitro

replication studies.



INTRODUCAO

A mariposa-do-alamo (Condylorrhiza vestigialis, Guenée, 1854,
Lepidoptera:Crambidae) é considerada a principal praga da cultura do Alamo
(Populus), que no Brasil atualmente é praticada em mais de 4.000 ha para suprir
a industria do fosforo na fabricacédo de palitos e caixas. Os danos provocados por
esta espécie podem comprometer seriamente a produ¢gdo dos povoamentos, pois
o periodo de desfolhas ocorre na fase de maior crescimento da planta, visto que o
surgimento das lagartas coincide com o ressurgimento das folhas (langamento) na
planta, desaparecendo quando as mesmas perdem as folhas em meados do
outono. Até o momento seu controle tem sido feito com sucesso, principalmente
com a aplicagdo de inseticidas quimicos do grupo dos piretroides. Entretanto, a
propensao que este grupo quimico tem para o desenvolvimento de resisténcia,
associado as sensiveis condicbes do ambiente de varzea, onde o alamo é
cultivado, tém feito com que pesquisadores e silvicultores envolvidos com esta
cultura procurem novas alternativas de controle que causem o menor impacto
ambiental possivel, e que inibam o desenvolvimento de resisténcia por parte das
lagartas de C. vestigialis. Dentro deste contexto, recentemente lagartas com
sintomatologia caracteristica de infecgdo causada por virus foram detectadas em
campo e coletadas para identificacdo do patdgeno. Este material foi analisado em
nosso laboratério, por microscopia eletrénica, sendo o patdégeno identificado como
pertencente a familia Baculoviridae, género Nucleopolyhedrovirus (MNPV), e
designado entdo, como Condylorrhiza vestigialis multiplo nucleopolyhedrovirus
(CvMNPV) (Castro et al., 2003) Juntamente com a caracterizagao deste virus, ja
foram realizados varios experimentos em laboratorio e nos plantios de Populus,
para determinar a eficiéncia deste agente sobre as lagartas de C. vestigialis, bem
como o desenvolvimento de ensaios que visam a criagdo massal do inseto em
laboratério para a producdo de solugdes virais. Como os resultados destes
experimentos tém sido promissores, a busca por outras informacgdes se faz
necessaria. Assim, este trabalho visa dar continuidade aos estudos de

caracterizacao deste baculovirus, buscando informacdes sobre a infectividade de



CvMNPV em diferentes sistemas in vitro e in vivo, através da identificagcao de
possiveis hospedeiros diferentes de seu hospedeiro natural a lagarta C. vestigialis.
Para tanto, cinco linhagens celulares e duas espécies de insetos foram testadas

principalmente quanto a producéo de poliedros.
MATERIAIS E METODOS

Linhagens Celulares, Insetos e Virus — Células de Anticarsia gemmatalis
(UFL-AG-286), (SIEBURTH e MARUNIAK, 1988), Trichoplusia ni BTI-Tn-5B1-4
(GRANADQOS et al., 1994), Spodoptera frugiperda IPLB-SF-21AE (VAUGHN et al.,
1977), Sf9 (SUMMERS e SMITH, 1987) e Bombyx mori BM-5 (GRACE, 1967)
foram incubadas a 27°C em meio de cultura (TC 100 ou TNMFH), suplementado
com 10% de soro bovino fetal. Os insetos Anticarsia gemmatalis e Spodoptera
frugiperda foram utilizados para testar a infectividade do virus em estudo.

O virus Condylorrhiza vestigialis nucleopolyhedrovirus (CvMNPV), objeto
deste trabalho, foi gentiimente cedido pelo Dr. Nilton J. Souza da Universidade
Federal do Parana (UFPR). Para a obtencdo de estoques virais foram utilizadas

lagartas de Condylorrhiza vestigialis infectadas pelo virus.

Produgcdo de estoque viral - Virus extracelulares e poliedros foram obtidos a
partir da multiplicagdo de CvMNPV em seu hospedeiro natural (Condylorrhiza
vestigialis) de acordo com o seguinte procedimento: lagartas sadias foram
colocadas em copos plasticos de 50mL com dieta artificial inoculada com uma
suspensdo viral de 2x10® PIB/ml e mantidas em temperatura, umidade e
fotoperiodo controlados (T=28°C; UR=70% e FP=14horas). Quatro dias apds a
infeccao, parte da amostragem de lagartas foi usada para obtengcao de hemolinfa
e entdo uso em sistemas de infeccdo in vitro. A hemolinfa foi coletada e
adicionada a uma solucédo de meio de cultura, sem soro, contendo cisteina. Para
cada 500ul de hemolinfa foram adicionados 450ul de meio com 50ul de cisteina
0,1M para impedir o processo de melanizagao. A outra amostragem de lagartas foi

mantida em incubadora para progressao da infecgdo e entdo morte das lagartas.



As lagartas mortas foram entdo coletadas e armazenadas no freezer (— 20°C),

para posterior uso de poliedros como fonte de infecg¢ao in vivo.

Infecgdo por CvMNPV: (a) In vitro - Cinco linhagens celulares UFL-AG-286,
Tn5B1-4, IPLB-SF-21AE e Sf9, e BM-5 foram testadas e monitoradas com relagao
a alteragcbes morfolégicas e producdo de particulas virais. Células de cada
linhagem foram semeadas em placas de seis pogos em uma concentragao de
3x10° células/poco e incubadas por 1 hora com 150ul de hemolinfa acrescida de
450ul de meio de cultura sem soro. Em 24, 48, 72, 96 e 144 horas poés-infeccéo as
células foram examinadas ao microscopio de contraste de fase; (b) In vivo -
Lagartas sadias de S. frugiperda e de A. gemmatalis, no 4° estagio, foram
alimentadas com dieta artificial contendo o inéculo viral em sua superficie e
mantidas em temperatura, umidade e fotoperiodo controlados (T=28°C; UR=70%
e FP=14horas). Os ensaios consistiram de um total de sessenta lagartas de cada
espécie de insetos, distribuidas em copos plasticos de 50mL, sendo 1 lagarta/copo
(no caso de S. frugiperda, devido ao canibalismo) e 3 lagartas/copo (de A.
gemmatalis). Os indculos utilizados foram respectivamente de 1,5 x 10 PIBs e 2,0
x 10® PIBs. Diariamente, até a formacdo de pupas, foram feitas observacoes
quanto a mortalidade. Sete dias apos inoculagdo, lagartas foram maceradas e
visualizadas ao microscopio de contraste de fase, para verificagdo da producéo de
poliedros.

Um outro ensaio foi conduzido, diferindo do anterior quanto a inoculagao
das lagartas. Um total de 60 lagartas de S. frugiperda foram inoculadas, via
hemocele, com 3uL de sobrenadante de células SF-21 infectadas com CvMNPV
contendo virus extracelulares (BV)], e distribuidas em copos contendo dieta
artificial, sendo colocada 1 lagarta/copo e incubadas conforme ja descrito. Apés
trés dias foram iniciadas observacbes, diariamente, quanto a mortalidade e

presenca de PIB nas lagartas mortas.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos citopaticos induzidos pelo baculovirus CvMNPV — Entre as linhagens
celulares testadas, apenas duas foram permissivas ao CvMNPV, respectivamente,
SF-21 e UFL-AG-286, exibindo arredondamento celular, hipertrofia nuclear e
formagado de poliedros no nucleo das células (Fig.1 e Fig.2). Entretanto, houve
diferenca entre as linhagens testadas. No caso das células UFL-AG-286 observou-
se baixa produc¢ao de poliedros e grande quantidade de lise. As linhagens Tn-5B1-
4 e BM-5 também mostraram lise (Fig.3 e Fig.4). Células Sf9 n&o apresentaram
alteracao morfolégica detectavel ao microscopio de contraste de fase.

Com relagao a infecgéo dos insetos Spodoptera frugiperda e Anticarsia
gemmatalis, larvas alimentadas com dieta contendo 1,5 — 2,0 x 10% PIB em sua
superficie ndo apresentaram sintomas de infeccdo produtiva durante todo o
periodo larval e, em ambas espécies, ocorreram mortes. Com o intuito de testar
um diferente procedimento de inoculagado que proporcionasse maior eficacia,
larvas de S. frugiperda foram inoculadas com infegcéo intra-hemocélica de 3ul de
virus extracelulares (BV), e novamente nao ficou evidenciada a producao de PIB
nessas lagartas, embora tenha tido ocorréncia de larvas mortas com suspeita de
virus.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que entre as linhagens que
se apresentaram permissivas ao CvMNPV (SF-21 e UFL-AG-286), SF-21 foi a
mais suscetivel e produtiva a esse baculovirus, fato que merece destaque por se
tratar de uma linhagem derivada de Spodoptera frugiperda, espécie diferente da

hospedeira natural.
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Fig.1- Células de Spopdoptera frugiperda (IPLB-SF-21AE) infectadas por CvMNPV.
A- células ndo-infectadas, B- células infectadas (144hp.i.).

Fig. 2- Células de Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286) infectadas por CYMNPV.
A- células ndo infectadas, B- células infectadas (144hp.i.).



Fig. 3- Células de Trichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4) infectadas por CvMINPV.
A- células ndo infectadas, B- células infectadas (144hp.i.)

Fig. 4- Células de Bombyx mori (BM-5) infectadas por CvMNPV.
A- células ndo-infectadas, B- células infectadas (144hp.i.).
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