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Actividad biolégica de biopreparados del virus
de la poliedrosis nuclear de Spodoptera littoralis (Boisd.)
obtenidos en el hospedador natural y en el alternativo

Spodoptera exigua (Hiibner)

P. B. MARACAIJA, E. VARGAS OSUNA y C. SANTIAGO-ALVAREZ

Las producciones, en términos de CLl/larva, del virus de la poliedrosis nuclear de
Spodoptera littoralis multiplicado en larvas de S. littoralis y S. exigua, hospedadores
natural y alternativo respectivamente, son del mismo orden de magnitud. Las activida-
des bioldgicas del indculo de partida y de los preparados obtenidos por multiplicacion
del virus en cada uno de los hospedadores se determinaron sobre larvas del tercer esta-
dio de S. littoralis. Las pendientes de las respectivas rectas de regresién log dosis-mor-
talidad Probit no difirieron significativamente, pero la DL, del inéculo (4802 Cl/larva)
fue significativamente mayor que las de los productos obtenidos en S. littoralis (1323
Cl/larva) y en S. exigua (1844 Cl/larva), sin que existieran diferencias significativas
entre estas dos ultimas. Seguin se desprende del célculo de las potencias relativas, los
biopreparados obtenidos en larvas de S. littoralis y en S. exigua no difieren en virulen-
cia y son significativamente més virulentos (3,63 y 2,60 veces, respectivamente) que el
in6culo de partida.
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INTRODUCCION

Los baculovirus, subgrupos A (virus de la
poliedrosis nuclear, VPN) y B (virus de la
granulosis, VG) de la Familia Baculoviri-
dae, son patégenos exclusivos de artrépodos
que infectan a numerosas especies de insec-
tos, principalmente lepidépteros. Ambos
grupos destacan por cualidades de interés
practico (especificidad, seguridad de em-
pleo, facilidad de aplicacién y estabilidad),
que hacen posible su utilizacién como mate-
rias activas de insecticidas microbianos.
Este tipo de biopreparados tienden a despla-
zar a los insecticidas quimicos de sintesis en

programas de lucha contra plagas porque
respetan a los insectos beneficiosos (GRO-
NER, 1986).

Aunque ya existen productos comerciales
a base de baculovirus para su empleo en
lucha contra plagas (TANADA y KAYA,
1993), la utilizacién generalizada estd con-
dicionada a la superacién de algunos obs-
tdculos, tales como su relativamente lenta
accion letal y el alto coste de la produccién
«in vivo» (HUBER, 1986).

Especies préoximas taxonémicamente al
hospedador original de un baculovirus y
susceptibles al mismo han sido propuestas
como 6ptimos hospedadores alternativos
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para la multiplicacién a gran escala con una
mejora en los rendimientos de la produccién
(MARTIGNONI e IwaAl, 1986). Incluso una
misma especie puede ser elegida como hos-
pedador para la multiplicacién a gran escala
de mds de un baculovirus con la consiguien-
te reduccién de costes.

La multiplicacién de baculovirus en hos-
pedadores, tanto naturales como alternativos,
produce modificaciones de su actividad bio-
16gica, como ha sido sefialado con los VPN
de Choristoneura fumiferana (STAIRS et al.,
1981) y de Autographa californica (TOMP-
KINS et al., 1981), lo que abre la posibilidad
de mejorar la virulencia de un inéculo.

El VPN de Spodoptera littoralis (VPNSI)
presenta buena actividad insecticida en en-
sayos de laboratorio (SANTIAGO-ALVAREZ y
ORTIZ-GARCiA, 1992) y de campo (MOA-
WED y ELNABRAWY, 1987) y la cepa de Ma-
rruecos de este virus ha mostrado también
patogeneicidad cruzada para larvas de S.
exigua (datos no publicados). El objetivo de
este trabajo es conocer la influencia de la
especie hospedadora, utilizada en la multi-
plicacién del VPNSI, sobre la actividad bio-
légica de los biopreparados obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

El baculovirus utilizado es la cepa de Ma-
rruecos del VPN de S. littoralis procedente
de la Estacién de Lucha Bioldgica de La
Miniere (INRA, Francia). El inéculo de par-
tida, una suspensién acuosa de 2,9 x 10°
cuerpos de inclusién (CI)/ml, fue obtenido
por multiplicacién del virus en larvas de S.
littoralis y purificado por el método de
GRIFFITH (1982).

Las larvas de S. littoralis y S. exigua pro-
ceden de las poblaciones mantenidas en
condiciones de insectario (26 £ 2° C; 70 £
5 % de humedad relativa; fotoperiodo de 16
h luz / 8 h oscuridad) con dieta artificial
(SANTIAGO-ALVAREZ, 1977).

Los biopreparados se obtuvieron a partir
de larvas de peniiltimo estadio de S. exigua
(Ls) y de S. littoralis (L) recién mudadas,

individualizadas en cajas de pldstico. Para el
tratamiento, con dosis del inéculo de parti-
da, se sigui6 el método descrito por SANTIA-
GO-ALVAREZ y VARGAS-OSUNA (1988) y
para la extraccién y purificacién del virus el
descrito por VARGAS OSUNA et al. (1994).

La actividad bioldgica de los productos
virales se determina por bioensayo sobre
larvas de tercer estadio de S. littoralis, si-
guiendo el mismo método utilizado para la
produccién del VPNSIL. Para todos los pro-
ductos se emplea idéntica serie de cuatro
dosis, en progresién geométrica de razén 5.
A las larvas se les ofrecen discos de alfalfa
de 5 mm de didmetro sobre los que se han
depositado 2 pl de la suspensién correspon-
diente. Se utilizan 30 larvas por repeticién y
el bioensayo se repite 4 veces.

Los resultados de las mortalidades larva-
rias se someten al andlisis de FINNEY (1971)
para el calculo de las ecuaciones de las rec-
tas de regresion log dosis-mortalidad Probit
y de las dosis letales medias (DL,;). La esti-
macién y comparacién de las rectas de re-
gresidn se realizan mediante el programa
POLO (LeOra Sofware Inc. Berkeley, CA,
USA) basado en el modelo de FINNEY
(1971).

Los tiempos letales medios (TLs;) se ob-
tienen segin la férmula de BIEVER y HOS-
TETTER (1971). Los valores se someten a un
andlisis de la varianza y, en el caso de exis-
tir diferencias significativas, las medias se
comparan mediante el test LSD.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de mortalidad de las lar-
vas de S. littoralis y S. exigua en sus res-
pectivos ensayos de produccién del VPNS]
fueron del 84,42 % y 87,84 %, respectiva-
mente, valores que se consideran apropia-
dos para un buen rendimiento de la multi-
plicacién «in vivo» de baculovirus (SHAPI-
RO, 1986).

Las producciones, tanto en el hospedador
natural como en el alternativo, fueron del
mismo orden de magnitud con valores de
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1,37 x 10* Cl/larva y 1,08 x 10* Cl/larva, Cuadro 1.-Mortalidad de larvas de Spodoptera

respectivamente. Estos rendimientos son
comparables a los obtenidos en otros siste-
mas hospedador-baculovirus, como el del
VPNSe en larvas de S. exigua (SMITS y

littoralis tratadas en tercer estadio
con el inéculo de partida del VPNSI,
el multiplicado en S. littoralis (VPNSI-SI)
y el multiplicado en S. exigua (VPNSI-Se)

VLAK, 1988). Daosis Mortalidad
En el Cuadro 1 se indican las mortalida- Producto ./, o " %
des larvarias en los bioensayos de actividad
biol6gica del in6culo de partida y de los Testigo 0 81 0 000
biopreparados obtenidos del hospedador na- 512 112 27 24.10
tural (VPNSI-SI) y del alternativo (VPNSI- ) 2.560 110 44 40,00
Se). Estos resultados sirvieron de base para Inéculo 12.800 109 68 6238
la estimacién de las respectivas rectas de re- 64.000 117 96 8205
gresion PI‘OF)II. (Figura 1) que tuvieron un T s 112 48 :12,85 -
ajuste estadisticamente aceptable, a excep- 2560 106 47 4433
cion del producto obtenido de larvas de S. VPNSI-SI =
g ; " 12.800 118 100 84,74
littoralis (y* = 15,65 2 gl). Se observa una
- : % 64.000 117 112 95,72
tendencia creciente de la pendiente de la i
recta tras la multiplicacién del inéculo. Este 512 117 31 2649
incremento en la uniformidad de respuesta VPNSl.Se 260 110 63 5727
de las larvas sometidas al tratamiento puede 12.800 117 92 78,63
venir motivada por una disminucién de la 64.000 118 109 92,37
heterogeneidad de virus como consecuencia )
oo A y N: ndmero de larvas tratadas.
de su multiplicacion «in vivo». n: niimero de larvas muertas de poliedrosis.
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Fig. 1.-Rectas de regresion del inGeulo de partida y del VPNSI multiplicado en el hospedador natural (VPNSI-SI)

y en el alternativo (VPNSI-Se).
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Cuadro 2.-Ecuaciones de regresion de las rectas obligadas a paralelismo, dosis letales medias
y potencias relativas de los productos virales

Producto Ecuaciones rectas de DL, I',imites Potencias Limites
regresion Probit (*) CWlarva fiduciales (95%) relativas fiduciales (95%)
Inéculo Y = 0,89x+ 1,73 4.802 2.589-8.801 | -
VPNSI-S1 Y = 0,89x +2,22 1.323 643-2.486 3,63 1,53-9,33
VPNSI-Se Y = 0,89x + 2,10 1.844 930-3.340 2,61 1,11-6,51

(*) y=bx +a; donde y: mortalidad Probit, x: log dosis.

El test % de paralelismo para las rectas de
regresion estimadas no dio, sin embargo, di-
ferencias significativas, por lo que se proce-
dié a un nuevo ajuste de las rectas con la
condicién de paralelismo y al célculo de las
respectivas DL, y sus limites fiduciales
(Cuadro 2).

Las DL, del virus producido en el hospe-
dador natural y en el alternativo fueron si-
milares y significativamente menores que la
del inéculo de partida. Segun se desprende
de los valores de las potencias relativas y li-
mites fiduciales (Cuadro 2), ambos produc-
tos virales no difirieron en actividad, pero
fueron significativamente més virulentos
que el inéculo de partida. El aumento de vi-
rulencia tras la multiplicacién del virus en
ambos hospedadores, se detecta también en
los tiempos letales medios (Cuadro 3) que
disminuyen de manera significativa con res-
pecto al indculo, en especial a la dosis de
12.800 Cl/larva.

La heterogeneidad de las poblaciones na-
turales de baculovirus, que ha sido demos-
trada por la identificacién y aislamiento de
variantes genotipicas (LEE y MILLER, 1978;
SMITH y SUMMERS, 1978; MARUNIAK et al.,
1984), puede explicar el incremento de viru-
lencia del VPNSI al haber sido seleccionados
los genotipos mds virulentos. Este aumento
de la virulencia también pueden estar moti-
vado por modificaciones en la estructura
morfoldgica de los cuerpos de inclusién for-
mados, como ha sido demostrado para el
VPN de A. californica multiplicado en lar-
vas de S. exigua (TOMPKINS et al., 1981).

El hospedador alternativo, S. exigua, no
ha sido determinante en el aumento de la vi-

Cuadro 3.-Actividad biolégica en términos
de tiempos letales medios (TLs,) de cada uno
de los productos virales

Dosis TLgy*
(Cllarva) Producto (dias)
Inéculo 12,06 a
12.800 VPNSI-S1 7,46 b
VPNSI-Se 852 b
Inéculo 721 a
64.000 VPNSI-S1 6,76 ab
VPNSI-Se 6,43 b

(*) Medias seguidas por la misma letra, en cada dosis, no di-
fieren significativamente al 5 %.

rulencia, pues se da en igual medida cuando
el inéculo se multiplica en el hospedador
natural. En la multiplicacién de otros bacu-
lovirus sobre hospedadores alternativos sélo
se ha sefialado reduccién (STAIRS et al.,
1981; MARTIGNONI e IwAl, 1986) o mante-
nimiento de la virulencia con respecto a la
del in6culo (SHAPIRO et al., 1982).

De estos resultados se deriva la posibili-
dad de mejora, mediante seleccién bioldgi-
ca, de la actividad insecticida del VPNSI
con vistas a su utilizacién en la lucha contra
su hospedador natural, S. littoralis.
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ABSTRACT

MARACAIJA, P. B.; VARGAS-OSUNA, E. y SANTIAGO-ALVAREZ, C., 1994: Biological
activity of Spodoptera littoralis nuclear polyhedrosis virus obtained from natural and
alternate, Spodoptera exigua, hosts. Bol. San. Veg. Plagas, 20(2): 495-499.

The productions per larva of the Spodoptera littoralis nuclear polyhedrosis virus
obtained in S. littoralis and S. exigua, natural and alternate host respectively, were in
the same order.

Biological activities of the original inoculum and the viral products obtained from
each host were determined on third-instar S. littoralis larvae. No significant differences
were found between the slopes of the regression lines log dose - Probit mortality. The
LDy, of the inoculum (4802 IB/larva) was significantly higher than ones obtained from
S. littoralis (1323 1B/larva) and from S. exigua (1844 1B/larva), that were not signifi-
cantly differents. On the bases of relative potencies, the products obtained from S. litto-
ralis and S. exigua larvae were significantly more virulent (3,63 y 2,60, respectively)

499

than the original inoculum.

Key words: Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Nuclear polyhedrosis virus,

Virulence.
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