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Caracteristicas biolégicas y diagnéstico inmunolégico de
un virus de poliedrosis nuclear de Spodoptera eridania
(Stoll) (Lepidoptera: Noctuidae)

Jean-Louis Zeddam' 2 Juana Luna? Juan C. Cabrera-La Rosa* Zenobio Vargas?

RESUMEN

ZEDDAM J-L, LUNA J, CABRERA-LA ROSA JC, VARGAS Z. 1999. Cuiuacteristicas bioldgicus y
diagndstico inmunoldgico de una poliedrovirosis nuclear en Spodoptera eridania (Stoll) (Lepidoptera: Noctuidae).
Rev. per. Ent. 41.- En una larva muerta de Spodoptera sp. recolectada en un campo de tomate se
encontré un virus de poliedrosis nuclear (VPN). Este virus, denominado SpocNPV, cs muy patogénico
tanto a Spodoptera ochrea (Hampson) como a S. eridania. En ambas especies, la produccién del virus
fue cuantificada cn alrededor de 2-3 x 10” cuerpos de inclusién (CI)/larva de quinto o sexto cstadio.
Los bioensayos permitieron establecer que la dosis letal media (DL,,) fue aproximadamente de 8,03 x
10* CI por larva de tercer estadio de S. eridania.  Se desarrollé una prueba Elisa permitiendo un
diagnéstico precoz de las larvas infectadas con VPN. Adaptaciones de esta técnica permiticron
detectar cantidades menores de 2 x 10° CI. Mediante el analisis Elisa de 2 pl de la hemolinfa, el 100
% de las larvas infectadas fueron diagnosticadas positivas cuatro dias después dc la ingestion del VPN,
Simultaneamente, la comparacién con las observaciones al microscopio de luz sélo permiticron detee-
tar CI en la hemolinfa de menos del 28 % de estas larvas.

Palabras clave: Baculoviridae, bicensayos, DL, especificidad viral, prueba de Elisa, Spodoptera
eridania, S. oclirea, virus de la poliedrosis nuclear.
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SUMMARY

ZEDDAM J-L, LUNA ], CABRERA-LA ROSA JC, VARGAS Z. 1999. Biological features and
immunological diagnosis of a nuclear polyhedrovirosis of Spodoptera eridania (Stoll) (Lepidoptera: Noctuidae).
Rev. per. Ent. 41.- A dead larva of Spodoptera sp. collected from a tomato ficld was found infected by a
nuclear polyhedrovirus (NPV). The virus, named SpocNPV, was very pathogenic to both S. ochrea
(Hampson) and S. eridania. In both species, virus production was quantified to be 2-3 x 10?
polyhedra (PIB)larva of fifth and sixth instars. By bio-assays, the median lethal dose (LD,) for S.
eridania was estimated at approximately 8.03 x 10* PIB per third instar larva. An Elisa test was
devcloped for early diagnosis of NPV-infected larvae. Using this technique, we werc able to dctect as
low as 2 x 10* PIB. Elisa analysis of hemolymph of infected larvae gave 100 % of positive diagnosis as
early as four days after NPV-ingestion. In comparison, light microscopy observations realized stmul-
tancously only permitted to detect PIB in hemolymph of less than 28 % of thesc larvae.

Key-words: Baculoviridae, bio-assays, Elisa test. LD, Nucleopolyhedrovirus, Spodoptera eridania,
S. ochrea, viral specificity.

Introduccidn

Enel Pert fue aislado un virus de poliedrosis
nuclear (VPN) en poblaciones naturales de
Spodoptera sp. (ZEDDAM et al. 1998). Este virus
(fig. 1), denominado SpocVPN, demostré ser
patogénico tanto a Spodoptera eridania (Stoll)
como a S. ochrea {(Hampson) y por ello, repre-
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senta un agente promisorio para el control
biolégico de estas dos importantes plagas. Ac-
tualmente, en todo el mundo, se comerciali-
za varios bioplaguicidas en base a VPN
patogénicos a distintas especies de Noctuidae
(RiBA & Sivy 1989). Estos productos son una
buena alternativa al uso excesivo de plaguicidas
quimicos cuyos efectos colaterales son ahora
conocidos (desarrollo de resistencia en la pla-
ga, contaminacién del medio ambiente, etc.).
Para determinar con precision los parametros
importantes del sistema hospedero-gatégeno,
se ha estudiado la patogenicidad del SpocVPN
estableciendo la DL, asi como se ha estimado
el nivel de produccion del virus en larvas de
ambas especies de Spodoptera. Por otro lado,
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FIGURA 1| - Policdros del SpocNPV fotografiados con el microscopio electronico de barrido.

con fines de investigacion asi como por razones
pricticas, se desarrollé un ensayo inmunoldgico
con conjugado enzimatico (prueba Elisa) que
Fcrmite el diagnostico de la enfermedad en las
arvas.

Materiales y métodos

Crianza del insccto

Se recolecté larvas de S. eridania y S. ochrea
de campos de camote en Vitarte, Lima, y de
tomate en Ica, ambas localidades situadas en la
costa central del Perd. Después de la emergen-
cia de los adultos y su apareamiento, los hue-
vos puestos fueron desinfectados por inmer-
sién en hipoclorito de sodio al 2 %. Las larvas
de esta nueva generacién fueron utilizadas
para el establecimiento de una crianza masal
libre de VPN. Las larvas, mantenidas en el
Departamento de Entomologia de la Universi-
dad Nacional Agraria La Molina (UNALM),
fueron alimentadas con hojas de Ricinus
commnis L. ("higuerilla”™).

Bioensayos

Para la determinacién de la dosis letal me-
dia (DLsj) se utilizé larvas de tercer estadio de
S. eridama o S. ocluea, colocadas individual-
mente en frascos de plistico y mantenidas a
24 + 2°C. Seinfectd 30 individuos con cada
una de las siete dosis de virus evaluadas (487
800, 223 100, 162 600, 148 000, 46 200, 41
500y 21 600 cuerpos de inclusion [Cl]/larva,
respectivamente).  Se les proporcioné a las
larvas piezas circulares (5 mm de didmetro) de
hoja de camote cuya superficie fue contamina-
da con una determinada cantitad de CI. Las
larvas que no consumieron totalmente el disco
de hoja en las 24 h posteriores fueron descarta-
das. Las demas fueron alimentadas con hojas
no tratadas durante los siguientes 17 dias. Se
registré la mortalidad diariamente, Todas las
larvas muertas fueron observadas para deter-
minar la presencia de Cl utilizando un micros-
copio de luz. Para cada experimento, un trata-
miento testigo (20 a 30 larvas alimentadas con
discos de hoja tratados con agua destilada) fue
mantenido en paralelo.
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Cuantificacion de la produccion viral en las larvas

Las larvas de S. eridania y S. ochrea (de
quinto y sexto estadio) muertas por la accién
del virus fueron recolectadas y pesadas indivi-
dualmente, y luego homogenizadas en dodecil
sulfato de sodio al 0,1 %. La cuantificacién de
los Cl en las suspensiones virales fue realizada
utilizando un microscopio de luz y un
hematocitémetro (Neubauer).

Procedimientos estadisticos

Los datos obtenidos de los bioensayos fue-
ron procesados utilizando el método de anili-
sis probit (FiNnEY, 197 1) mediante un progra-
ma informatico desarrollado por el Centro In-
ternacional de Investigaciéon Agronémica para
el Desarollo (CIRAD) y denominado “Analyse
de la dose lethale 50; version 3.0” (ANGELES &
ALCAZAR 1996). En este programa, las mortali-
dades obtenidas en los diferentes tratamientos
son corregidas por la férmula de Ansot (1925).

Produccion de antisuero

Se obtuvo el antisuero (AS) contra el
SpocVPN por inyecciéon en conejos con Cl
purificados sobre gradiente de sacarosa (ZEpDAM
et al. 1998). Se efectué tres inyecciones
intramusculares a intervalos de 10 dias. En la
primera, el virus fue emulsificado en 1 ml del
adyuvante completo de Freund y en las dos
siguientes con I ml del adyuvante incompleto
de Freund. La recoleccién del AS fue hecha
sangrando la oreja del conejo 10 dias después
de la dltima inyeccion del virus.

Técnica Elisa

El método indirecto del ensayo
immunolégico con conjugado enzimatico
(Elisa) descrito por Croox & Pavne (1980) fue
seguido con ligeras modificaciones. En resu-
men, la adsorcién de los antigenos a la superfi-
cie de los hoyos de la placa de microtitulacién
fue obtenida por incubacion durante toda la
noche (a 4°C) de diluciones apropiadas de las
muestras  (suspensiones del virus,
homogenizados larvales o hemolinfa de larvas
infectadas). Luego, los hoyos fueron llenados
con AS (diluido 1/1000 en PBS-Tween) para
una incubacién de 2 h a 37° C. En la etapa
siguiente, los hoyas fueron llenados con el anti-
IgG conjugado a la fosfatasa alcatina (diluido
171000 en PBS-Tween) y dejado en incubacién
por 2 ha 37°C. Finalmente, fue agregado el
sustrato p-nitrofenil fosfato diluido en
dietanolamina al 9,7 % (pH 9,8) y se ley6 los
valores de absorbancia a 405 nm de longitud
de onda con un espectrofotémetro.
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Entre las etapas sucesivas, los hoyos fueron
vaciados y lavados tres veces con PBS-Tween
(0,5 % de Tween 80 en tampon fosfato salino,
pH 7,4). Todos los volimenes fueron de 200
pl.

Para evitar las reacciones cruzadas no espe-
cificas con los componentes del hospedero, el
AS utilizado para las pruebas fue previamente
adsorbido (v/v) frente a un homogenizado de
larvas sanas de S. eridania.

Dos modificaciones (SHAMIM ¢t al. 1994)
del método descrito anteriormente fueron ade-
mds evaluadas por comparaciéon. En la prime-
ra, previamente a la cubierta del antigeno, los
CI contenidos en las muestras fueron disueltos
a 37 °C con carbonato de sodio (Na,CO,: 1M,
pH 10,5). Después de 20 min de incubaciéon
en presencia del Na,COy, la neutralizacion del
pH de las muestras fue obtenida por adicion de
HCI (IN). En la segunda modificacion, des-
pués del paso de cubierta con el antigeno, se
agregaron 200 ul de metanol frio (4 °C) en cada
hoyo y se dejé en reposo durante 10 min. La
combinacion de ambas modificaciones (disolu-
cién con carbonato mas fijacion con metanol)
también fue evaluada. En estas modificacio-
nes, después de un lavado con PBS-Tween, se
siguid los pasos estandar.

Resultados y discusion

Dosis letal media (DL ;)

Las mortalidades registradas para larvas de
tercer estadio de S. eridania en relaciéon con las
diferentes dosis de virus fueron utilizadas por
el programa informitico para el célculo de la
regresién lineal (dosis vs. mortalidad) cuya
ecuacién encontradafueY=-1,978 + 1,423 X.
En base a ésto, se determiné la DL, que fue
aproximadamente de 80 225 Cl/larva de tercer
estadio, varfando entre 59 600 a 109 000 CI/
larva (tabla 1).

Se observé que los limites fiduciales son
amplios pero estos resultados no son atipicos
cuando se comparan con datos obtenidos de
manera similar por otros autores. Efectiva-
mente, estd establecido que la variabilidad den-
tro de un bioensayo o entre diferentes
bioensayos puede ser alta (HuGHES & Woon
1981). Por ejemplo, Boucias & NoroiN (1977)
registraron una diferencia de 10 veces entre el
limite superior e inferior de la DL, para larvas
de cuarto estadio de Hyphantria cmea, cuyo
valor promedio fue de 2,99 x 104 Cl/larva. En
nuestro estudio, la diferencia entre los valores
de los limites de confianza de la DLs,, superior
e inferior, es aproximadamente dos veces.
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TABLA 1.- Dosis letales significativas calculadas para SpocVPN aplicado sobre
larvas de tercer estadio de Spodoptera eridania.

Dosis letal Dosis promedio Limite inferior Limite superior
(Cl/larva) i
DL,, 638 303 363 064 1122 203
s 80 225 59 561 108 058
DL,, 20550 12 486 33 824

TABLA 2a.- Nuimero de poliedros de SpocVPN encontrados en larvas muertas de
Spodoptera eridania y S. ochrea en relacién con su estadio y peso.

Especic Estadio Promedio Promedio
Cl/larva Cl/g de larva
S. eridania \" 1,71+ 0,38 0,70+ 0,24
S. ochrea \" 1,88+ 1,17 0,64 £ 0,33
S. eridania VI 3,86+ 3,08 0,88+ 0,67
S. ochrea VI 3,25+ 1,05 0,83+ 0,33

Los resultados obtenidos para la DL, por
S. eridania son cercanos, aunque superiores, a
datos reportados por algunos autores con siste-
mas analogos (un VPN y su hospedero del
género Spodoptera). Asi, KLEIN & PonoLER
(1978), trabajando con el VPN de Spodoptera
littoralis, encontraron para la DL;, un valor de
25 800 Cl/larva de tercer estadio de S. littoralis.
Asi, se podria considerar que el VPN estudiado
es menos virulento, o que S. eridania es menos
susceptible a la infeccidn viral que los casos en
que la DL, es menor. Sin embargo, hay que
considerar que la DL, puede variar de manera
significativa en relacion con el sustrato usado.
Entonces, es posible que nuestros resultados
podrian acercarse a promedios menores si se
hubiera evaluado con otra especie vegetal como
alimento tal como lo indican KEATING et al.
(1988) quienes registraron que la influencia de
la planta hospedera sobre la mortalidad parece
estar fuertemente relacionada al pH de los
tejidos de la hoja y al contenido en taninos
hidrolizables de ésta. Asi, encontraron que,
para una misma dosis de patégeno, la mortali-
dad se incrementé cuando la acidez y el conte-
nido en taninos disminuyeron. Igualmente,
SANTIAGO-ALVAREZ & ORTIZ-GARCiA (1992) de-
terminaron una DL, de 20 483 CI por indivi-
duo en un bioensayo realizado sobre larvas de
tercer estadio de S. littoralis, usando como
sustrato frejol mientras que en papa encontra-

ron que la DL, para larvas de la misma edad y
especie fue de 7 530 Cl/larva. Estos autores
también encontraron que la DL, es directa-
mente proporcional con la preferencia del in-
secto a una planta determinada. En nuestro
caso, el tomate es la planta hospedera principal
para S. eridania por lo que es probable que la
DL, bajo estas condiciones sea menor.

i?inalmente, una razdén por la que la DLy,
determinada es ligeramente mas elevada que
en otros casos reportados, podria ser porque el
SpocVPN evaluado probablemente no sea un
VPN de S. eridania sino de S. ochrea (ZEDDAM et
al. 1998). Como es en general el caso para los
hospederos secundarios (GRANADOS & FEDERICI
1986), S. eridania seria entonces menaos suscep-
tible al virus que el hospedero de origen.

Produccién del virus

Los nimeros de CI encontrados en larvas
muertas de S. eridania y S. ochrea por el efecto
del SpocVPN son presentados en las tablas 2a
y 2b. Las cantidades producidas son muy altas,
en general superiores a 10? PIB por larva de
ultimo estadio (tabla 2a). Las variaciones
entre individuos de la misma edad que algunas
veces son observadas podrian ser una conse-
cuencia de la variabilidad en la susceptibilidad
al virus (algunas larvas mueren antes que otras
y asi contienen menor cantidad de virus).
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TABLA 2b.- Promedios de produccion de poliedros para Spodoptera eridania y
S. ochrea y las correspondientes DL, equivalentes.

P edi Equivalentes-

Especie Estadio (é?/[]]j:.v:l()) Limites de confianza qu%i:‘ °
S. eridania | Larva V 2,04 x 10? 1,24x10% - 5,70x10 25 400
S. eridania | Larva VI 3,05x 10 6,40x10% - 1,20x10' 38 000
S. oclirea LarvaV 1,32 x 10 2,69x10% - 1,20x10' 16 450
S. ochrea Larva VI 2,40 x 107 2,25x10% - 1,01x10" 29 900

En general, los contenidos promedios de
CI encontrados a la muerte (tabla 2b) no
fueron muy diferentes entre S. ochrea y S.
eridania, las dos especies conocidas actual-
mente como susceptibles a la infeccién por el
SpocVPN. Por otra parte, las cornparaciones
demostraron que, para ambas especies, la pro-
duccién del virus fue notoriamente mayor en
el sexto estadio que en el quinto. La diferen-
cia fue esencialmente debida a los tamanos
respectivos de las larvas de cada grupo. Efec-
tivamente, cuando la produccion viral fue
expresada como cantidad de CI encontrado
por mg de peso del cuerpo, el quinto y sexto
estadios parecen producir cantidades compa-
rables de poliedros.

Expresados como equivalentes en DLs, (Eq-
DLs,), la produccién por larva de S. eridania se
encuentra en el rango entre 20 000 (larvas de
quinto estadio) a 48 000 Eq-DLs, (larvas de
sexto estadio) demostrando asf el alto nivel de
multiplicacién del patégeno en el insecto.
Aunque parezca mas susceptible al virus, S.
ochrea no es un hospedero ventajoso en cuanto
ala produccién del SpocNPV con respectoa S.
eridania. Asi, estos resultados demuestran el
gran potencial de uso de una u otra especie
como hospederos para producir el virus que
podria ser necesario en el futuro para el control
biolégico.

Prucha Elisa

a. Suspensién purificada de poliedros

Ellimite de deteccién de la prueba estandar
fue de casi 4 x 106 CI/ml (es decir 8 x 10? Cl/
hoyo). Al agregar metanol como se describio
anteriormente, las absorbancias fueron mayo-
res para una misma concentraciéh viral y asi la
sensibilidad se incrementé (al menos 25 ve-
ces). Estos resultados estdn en concordancia
con los trabajos hechos por SHAMIM et al. (1994).
El metanol probablemente permite una mejor
fijacién de los CI a los hoyos, lo que reduce las
pérdidas que se presentan durante el proceso
de lavado.

b. Homogenizados de larvas infectadas con
VPN

Aplicando la prueba de Elisa estdndar a
homogenizados de larvas muertas por el virus
se detectd la presencia del VPN hasta la dilu-
cién de 4 x 10* (correspondiente a aproxima-
damente 80 pg de tejido larval/ 200 pl). Cuan-
do se utilizé carbonato de sodio, el iimite de
deteccion alcanzé al menos la dilucién 10%.
Estos resultados concuerdan con los registra-
dos por Crook & Payne (1980), quienes de-
mostraron que la deteccién del virus de la
granulosis fue claramente favorecida por la
disolucién de sus cipsulas con el carbonato.
Los cuerpos de inclusién en disolucién permi-
ten liberar muchas moléculas de poliedrina
{que no fueron previamente accesibles al AS) v
asf incrementar el nimero de lugares antigénicos
potencialmente expuestos al reconocimiento
por el AS.

Cuando la disolucién en carbonato fue com-
binada con la fijacién en metanol, la prueba de
Elisa dio una reaccién positiva al menos por
encima de la dilucién 107, incrementando
drasticamente la sensibilidad del método (por
ejemplo fue posible diagnosticar la presencia
de VPN utilizando sélo 20 ng de larva infecta-
da por el virus/200 pl).

Los resultados obtenidos pueden variar li-
geramente de acuerdo al nivel de infecciéon de
larvas individuales pero dan una buena idea de
la sensibilidad del método estandary del incre-
mento en la sensibilidad debido a las modifica-
ciones.

Para analizar la precocidad de la prueba
en la deteccion de la presencia de una infec-
cién viral, las larvas previamente contami-
nadas con SpocVPN fueron evaluadas indi-
vidualmente. Para ésto, se recolecté 2 ml de
hemolinfa de cada individuo punzando cui-
dadosamente el cuerpo en diferentes mo-
mentos después de la infeccién. De 23
larvas evaluadas, todas murieron finalmente
debido a la virosis.

Los resultados demostraron que el
SpocVPN puede ser detectado precozmente,
utilizando la prueba de Elisa en un estado de
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la enfermedad en que los PIB no pueden ser
todavia observados al microscopio de luz (si
los PIB no estin presentes en la hemolinfa, o
si estdn presentes pero en tan bajas cantidades
que no pueden ser visualizados). Estos datos
coinciden con los obtenidos por KEeLLy et al.
(1978) con los homogenizados completos de
larvas de Heliothis armigera infectadas por su
propio VPN. Mais atn, con el método em-
pleado, es innecesario matar las larvas, lo que
permite seguir el desarrollo de la enfermedad
y llevar a cabo diferentes tipos de estudios de
laboratorio.

Desde el punto de vista practico, es inte-
resante poder diagnosticar el desarrollo de la
enfermedad en la poblacion plaga algunos
dias antes de la aparicién de los sintomas
macroscopicos asociados con la virosis y de
la consecuente mortalidad. Por lo que, de
acuerdo a la evolucién de la enfermedad en
la poblacion del hospedero —que se puede
determinar con esta prueba— se podria adap-
tar las estrategias de control de la plaga
después de una primera aplicacion de virus

(por ejemplo, decidiendo si es necesario re-"

petir una aplicacién de virus o usar otros
productos).

Conclusiones

Bajo condiciones de laboratorio, el
SpocVPN es muy patogénico tantoa S. eridania
como a S. echrea, por lo que parece ser una
buena alternativa a ser utilizada en el control
biolégico de estas plagas. Para confirmar los
resultados de los ensayos de laboratorio, se esta
desarollando trabajos de campo para evaluar la
eficiencia del SpocVPN en el control de S.
eridania mediante aplicaciones de suspensiones
acuosas del virus.

Por los resultados obtenidos, las dos espe-
cies parecen ser hospederos adecuados para la
produccién masal del SpocVPN. En efecto, a
pesar de la especial precaucién que debe tener-
se para limitar el canibalismo, S. eridania y S.
ochrea son faciles de criar y de infectar con el
virus (a través de la contaminacién del alimen-
to). El tamano relativamente grande de sus
larvas nos permitié obtener cantidades apre-
ciables del virus, ya que cada larva produjo
suficiente patdgeno para provocar potencial-
mente la muerte de varios cientos de indivi-
duos. Ademas, debido a su polifagia, el desa-
rrollo de una dieta artificial no deberia ser
dificil de conseguir, facilitando la mecaniza-
ciény el proceso de produccion del virus a gran
escala.
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