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Resumo

O baculovirus AQMNPV, Nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis, tem sido
aplicado no Brasil como bioinseticida para controlar a lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis. Embora esse virus seja muito especifico para seu hospedeiro natural,
culturg de células tem sido requerida para selecionar sistemas produtivos e
desenvolver estudos sobre regulacdo génica. Neste trabalho a susceptibilidade
de diferentes células ao AQMNPYV foi investigada. Os efeitos citopaticos
induzidos pelo virus e a producédo de particulas virais foram examinados e
comparados nas seguintes linhagens celulares: Anticarsia gemmatalis
(UFL-AG-286), Trichoplusia ni (Tn-5B1-4 e Tn-368), Spodoptera frugiperda
(IPLB-SF-21AE e SF9), Lymantria dispar (Ld652Y) e Bombyx mori (BM-5).
Células foram cultivadas em meio TNMFH suplementado com soro bovino fetal,
a 27°C. Foram semeadas 2,5x10° células em placas de cultura 60mm? e
inoculadas com virus em uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10 pfu por
célula. Em diferentes tempos apds infeccédo (0, 12, 24, 48, 72 e 96 h p.i.) as
células foram examinadas por microscépio de contraste de fase. Em geral, a12 h
p.i. ja se observava arredondamento celular e hipertrofia nuclear. Algumas
protusdes celulares foram detectadas 24 h p.i. porém desapareceram apés
72°horas de infeccdo. Corpos poliédricos de inclusdo (PIBs) foram entéo
observados em torno de 48 h p.i. e aumentaram em ndmero durante os periodos
subsequentes da infeccdo. Contudo poliedros ndo foram visualizados em células
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Ld652Y e BM-5. Além disso, células BM-5 sofreram intensa lise apés
incubacdo com AgMNPV. Em 96 horas de infecgéo, 70% dessas células
estavam lisadas. Andlise por microscopia de luz, 96 h p.i., mostrou que o
namero de células prbduzindo poliedros alcangou 95% a 100% em ambas
células Tn-5B1-4 e UFL-AG-286. Células SF-21, Tn-368 e SF9 também
alcancaram 70%, 40% e 25%, respectivamente. Medidas de titulos virais
(BV) ;l)elo método da diluicdo final mostraram que célulasTn-5B1-4,
UFL-AG-286 e SF21 foram altamente produtivas, com valores de TCID,, em
torno de 107 IU/ml, 48 h p.i. Por outro lado, células SF9 e Tn368 apresentaram
titulos virais de 10° IU/ml, consistentes com a baixa formacéo de poliedros
observada. Como esperado, a medida dos titulos virais em células Ld652Y e

BM-5 foi similar a dos niveis basais (10* a 10° IU/ml).

Susceptibility of different
insect cell lines to
Anticarsia gemmatalis
Nucleopolyhedrovirus

Abstract

The Anticarsia gemmatalis Nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) has been applied, in
Brazil, as a biopesticide to control the velvetbean caterpillar

(Anticarsia gemmatalis). Although it is known that the virus is very specific to its
naturat host, cell culture has been required to select productive systems and to
improve studies on gene regulation. The susceptibility of different lepidopteran
cell lines to AQMNPV was investigated. The cytopathic effects induced by the
virus and the production of viral particles were examined and compared in the
following cell lines: Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286), Trichoplusia ni
(Tn5B1-4 and Tn368), Spodoptera frugiperda (IPLB-SF-21AE and SF9),
Lymantria dispar (Ld652Y) and Bombyx mori (BM-5). Cells were propagated in
TNM-FH medium supplemented with fetal bovine serum. They were seeded at
2,5x10° in 60mm? plates, inoculated with virus at a multiplicity of infection
(MOI) of 10 pfu per cell and incubated at 27°C. At several times post infection
(0, 12, 24, 48, 72 e 96 h p.i.) they were examined by phase-contrast
microscopy. In general, cellular rounding and nuclear hypertrophy were shown
already at 12 h p.i. Some cellular protusions were detected at 24 h p.i. and then
disappeared at 72-96 h p.i. Polyhedral inclusion bodies (PIBs) were then
observed by 48 h p.i. and increased during the subsequent periods of the
infection. However polyhedra were not visualized in Ld652Y and BM-5 infected
cells. In addition BM-5 cells underwent extensive lysis after incubation with
AgMNPV, being 70% of them already lysed at 96 h p.i. Analysis by optical
microscopy, at 96 h p.i., showed that the number of cells producing polyhedra
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reached 95% to 100% in both Tn6B1-4 and UFL-AG-286 cells. It also reached
70%, 40% and 25% in SF21, Tn368 and SF9 cells, respectively. In parallel,
measurement of viral titers (budded virus) by endpoint dilution method showed
that Tn5B1-4, UFL-AG-286 and SF21 cells were highly productive. Their
TCID,, values, at 48 h p.i., were about 107 IlU/ml. Besides, in consistence with
the lower formation of polyhedra, the viral titers values in SF9 and Tn368 cells
were 108 lU/ml. As expected, the viral titers in Ld652Y and BM-5 cells were
similar to basal levels (10* to 10% IU/ml).

Susceptibilidade de diferentes linhagens celulares de insetos ao Nucleopoliedrovirus
de Anticarsia gemmatalis

Introducao

O Nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) tém sido aplicado,
no Brasil, como bioinseticida no controle da lagarta da soja

(Anticarsia gemmatalis). Embora esse virus seja conhecido pela sua alta
especificidade ao seu hospedeiro natural, a identificaco e selecdo de diferentes
sistemas produtivos utilizando cultura de células tém sido requeridos para
determinacéo de faixa de hospedeiro, estudos de interacdes virus-célula e
regulacdo génica e até mesmo para a obtencdo de virus modificados
geneticamente.

Durante o ciclo de infeccdo dos nucleopoliedrovirus (NPVs), duas formas
infecciosas, morfologicamente distintas, sdo produzidas, as quais sdo o virus
extracelular (ECV), também conhecido como “budded virus” (BV), e o virus
ocluso (OV), também conhecido como poliedro (PIB). Os BVs provenientes de
hemolinfa de inseto ou de cultura de células sdo altamente infecciosos para
disseminacéo da infeccdo por todo o inseto e em cultura de células, engquanto os
PIBs sé@o responsaveis pela transmissdo do virus de inseto para inseto.

Trabalhos anteriores tém mostrado uma variabilidade substancial na
permissibilidade de linhagens celulares a replicacéo viral (revisées de Bilimoria

et al.,, 1992; Castro et al., 1998) e ao préprio AQMNPV (Castro et al.,1997).
Baseando-se nestes dados, procuramos investigar a suscetibilidade de diferentes
linhagens celulares de lepidépteros ao AgMNPV verificando os efeitos
citopdticos induzidos pelo virus e a producédo de particulas virais. Sete linhagens
celulares, A. gemmatalis (UFL-AG-286), Trichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4 e
Tn-368), Spodoptera frugiperda (IPLB-SF-21AE e SF-9),

Lymantria dispar (Ld 652Y) e Bombyx mori (BM-5) foram examinadas e
comparadas ap6s infeccdo com AgMNPV.

Material e Métodos

Linhagens celulares

As 'Iinhagens Anticarsia gemmatalis UFL-AG-286 (Sieburth & Maruniak, 1988),
Trichbplusia ni BTI-Tn-5B1-4 (Granados et al., 1994), Tn 368 (Hink,1970),
Spodoptera frugiperda IPLB-SF-21AE (Vaughn, 1977), SF-9 (Summers &
Smith, 1987), Lymantria dispar Ld 652Y (Goodwin et al., 1978) e Bombyx



10

Susceptibilidade de diferentes linhagens celulares de insetos ao Nucleopoliedrovirus
de Anticarsia gemmatalis

mori BM-5 (Grace, 1967) foram crescidas a 27°C em meio de cultura TNMFH
(Gibco BRL), ou TC-100 (Gibco BRL), suplementado com soro bovino fetal10%.

Producao de virus estoque

Estoques de A. gemmatalis NPV (AgMNPV-2D) foram multiplicados in vitro em
células BTI-Tn-5B1-4. Virus BV foram obtidos do sobrenadante de células
infectadas e titulados pelo método TCID, (“tissue culture infectious dose-50") -
O'Reilly et al. (1992). O titulo do estoque de suspenséo viral utilizado nos
experimentos foi de 3,54x107 Ul (unidades infecciosas)/ml.

Infeccao viral

Células foram semeadas numa densidade de 2,5x 10° células por placas de
60mm? e incubadas de 2 a 12 horas para aderirem a parede do frasco.

Em seguida, as culturas foram inoculadas com AgMNPV-2D em uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) igual a 10 pfu (unidades formadoras de placa).
Os controles ndo continham virus. Apés adsorcdo viral por 1 hora, células foram
lavadas e incubadas em meio de cultura completo a 27°C. Em tempos pré-
determinados pés-infeccdo (0, 12, 24, 48, 72 e 96 h p.i.) as células foram
observadas por microscopia de contraste de fase para monitoramento dos efeitos
citopaticos. Para avaliar a infeccdo nos diferentes sistemas, no que concerne a
producédo de poliedros, a porcentagem de células infectadas a 96 h p.i. foi
calculada em relacédo ao nuimero total de células.

Determinacéo de titulo viral (TCID,)

Os titulos de BVs dos sobrenadantes coletados a O e 48 h p.i. foram
determinados pelo método da diluicéo final “end point dilution” (TCID,)

(Reed & Muench, 1938) adaptado para baculovirus por Knudson (1979). Oito
diluices seriadas de virus foram preparadas (10" a 10%). Aliquotas de 100ul de
cada diluicdo foram ent&o distribuidas em cada uma das dez cavidades por fileira
de uma placa de 96 cavidades. Cada cavidade continha 50ul de uma suspenséo
celular (2x108 de células/ml) tendo a linhagem Tn-5B1-4 como indicadora.

Apés 5 dias de incubacdo a 27°C, as cavidades que apresentavam células
contendo PIBs foram consideradas positivas.

s

Foto: Elita Castro
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Resultados e Discussao

Efeitos citopaticos e producdo de PIBs em células
infectadas por AgMNPV

Os efeitos citopéticos tipicos de infeccdo com baculovirus foram observados
durante o processo de infeccdo na maioria dos diferentes sistemas estudados
(UFL-AG-286, Tn-56B1-4, Tn 368, SF-21, SF-9). Dessa forma, foram
visualizadas alteracdes tais como arredondamento celular e hipertrofia nuclear

(a partir de 12 h p.i.) e formacgdo de protusdes celulares em 24 h p.i., que
regrediram no decorrer da infeccédo e desapareceram apés 72 horas de infeccéo.
Corpos de ocluséo (PIBs) foram também observados em 48 h p.i. com
progressivo aumento nos periodos subsequentes da infecgéo (Fig. 1 A-E).
Contudo, poliedros ndo foram visualizados nos sistemas de infeccéo
Ld652Y/AgMNPV e BM-5/AgMNPV (Fig.1 F, G). Além disso, células BM-5
infectadas com AgMNPV sofreram intensa lise, sendo 70% de células lisadas
ap6s 96 horas de incubacdo. Andlise por microscopia 6tica mostrou que células
Tn-5B1-4 e UFL-AG-286 ap6s 96 h de incubacdo com o virus apresentavam-se
totalmente infectadas, tendo 95% a 100% de seus nucleos com poliedros

(Fig. 1’ A, B e Fig. 2). Nas linhagens celulares SF-21, Tn-368 e SF-9 as
porcentagens de nucleos com PIBs foram de 70%, 40% e 25% respectivamente
(Fig. 2).

CELULAS INFECTADAS

CELULAS NAO-INFECTADAS

Foto: Elita Castro

Tn-5B1-4 + AgMNPV

Tn-5B1-4

11
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Fig. 1. Micrografias de contraste de fase de células de insetos ndo infectadas e
infectadas com AgMNPV em 96 h p.i. (320x).
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Fig. 2. Producdo de poliedros (PIBs) em diferentes linhagens celulares de insetos

infectadas com AgMNPV.

Producéo de particulas virais BV em células incubadas
com AgMNPV

A estimativa de particulas virais produzidas até 48 h p.i. foi obtida pela
determinacédo dos titulos virais dos sobrenadantes das linhagens celulares
testadas com o virus AQMNPV. A tabela 1 apresenta titulos virais em torno de
107 Ul/ml para sistemas que neste estudo j& se mostravam infectivos quando
observados por microscopia de luz. Portanto, células Tn-5B1-4, UFL-AG-286 e
SF-21 sdo altamente susceptiveis ao virus AgQMNPV, mediante ao grande
numero de particulas infecciosas (BVs e PIBs) formadas. Por outro lado, os
‘titulos virais obtidos dos sobrenadantes de células SF-9 e Tn-368 foram de
108 Ul/ml, consistentes com a baixa formacédo de poliedros observada. Também
como esperado, o titulo viral em células Ld652Y foi similar aos niveis basais,
indicando que pouco, ou nenhum, BV foi produzido nestas células durante a

infeccdo (Tabela 1 e Fig. 3).

15
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Tabela 1. Produgdo de BV de AgMNPV em diferentes linhagens de células
(método TCID, )

Titulo, Ohpi Titulo, 48hpi

Linhagens Celulares

-+ AgMINPV Umh  (UlmD
Tn-5B1-4 7,23X10° 1,70X107
UFL-AG-286 2,30X10* 1,40X107
SF-21 2,04X10¢ 0,90X107
SF-9 2,50X10* 3,40X10°
Tn 368 2,42X10° 2,06X108
Ld652Y 5,50X10° 1,29X10°

1800 1

1600 -
= 1 48hpi ——
£ ]
€ 1400
k=
T 1200
5
< 1000 |
©
S 800
o
2 6001
'_

400

200

i

Tn5B1-4 UFLAG SF21 SF9 Tn368 Ld

Linhagens celulares

Fig. 3. Titulos virais de sobrenadantes de células infectadas por AgMNPV
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Esses resultados demonstram que AgMNPV tem capacidade de multiplicar em
outras linhagens celulares, diferentes de sua homdloga hospedeira. Diferencas
quanto a susceptibilidade de linhagens celulares de insetos a um determinado
virus tém favorecido na investigacdo de alguns eventos importantes como
replicacao viral, regulacdo génica e apoptose. Além disso, sistemas altamente
produtivos, como UFL-AG-286 e Tn-5B1-4, tém sido empregados como
indicadores para producéo de baculovirus do tipo selvagem e baculovirus
recombinante. A identificacdo de novos sistemas celulares poderd também
contribuir para o desenvolvimento de processos in vitro para producdo de
baculovirus como bioinseticida.
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