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Caracterizacion y utilizacion de un Nucleopoliedrovirus
patogeno a Spodoptera eridaniay S. ochrea
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RESUMEN. Los virus entomopatdégenos han demostrado su eficacia como agentes de control biol6gico. Entre
éstos,los Virus de la Poliedrosis Nuclear (NPV) se han utilizado con éxito para el control de varias plagas de im-
portancia econémica. Un virus que pertenece al género de los Nucleopoliedrovirus (familia Baculoviridae) fue
aislado de larvas de Spodoptera sp.recolectadas en Perd.Los cuerpos de inclusién (CI) de este virus, denomi-
nado SpocNPV, tienen una simetria cubica. E1 SpocNPV fue patogénico para las plagas Spodoptera eridania
y S. ochrea. La dosis letal media (DLy,) para larvas de tercer instar de S. eridania fue determinada en aproxi-
madamente 80 225 Cl/individuo. Las aplicaciones de suspensiones acuosas del SpocNPV (en dosis equivalen-
tes a 4,3 x 1012 Cl/ha) permitieron controlar totalmente S. eridania en parcelas de camote. En plantaciones de
tomate infestadas por S. eridania y S. ochrea, la aplicacién de 3,3 x 10!2 Cl/ha produjo una reduccién de casi
80 % en las poblaciones de las plagas.

Palabras clave: Entomopatégeno, Nucleopoliedrovirus, NPV,Control bioldgico, Spodoptera eridania, Spodoptera
ochrea, Camote, Tomate.

ABSTRACT. Characterization and utilization of a Nucleopolyhedrovirus pathogenic to Spodoptera eridania
and S. ochrea. Entomopathogenic viruses have demonstrated their efficacy as biological control agents.
Amongst these, the Nucleopolyhedrovirus (NPV) has been successfully utilized for the control of several
economically important pests. A virus belonging to the Nucleopolyhedrovirus genus (family Baculoviridae) was
isolated from Spodopotera sp. larvae collected in Peru. The inclusion bodies (IB) of this virus, denominated
SpocNPV, are cubic symmetrical. SpocNPV was pathogenic to S. eridania and S. ochrea pests. The medium
lethal dose (LD ) for third instar larvae of S. eridania was approximately determined as 80 225 IB/individual.
Application of aqueous suspensions of SpocNPV (in doses equivalent to 4.3 x 10'2 IB/ha) provided total control
of S. eridania in sweet potato plots. Application of 3.3 x 10'2 IB/ha produced a reduction of 80% in the pest
populations in tomato plantations infested by S. eridania and S. ochrea.

Key words: Entomopathogen,Nucleopolyhedrovirus, NPV, Biological control, Spodoptera eridania, Spodoptera
ochrea, Sweet potato, Tomato.

Introduccion

Los Noctuidae constituyen la familia del orden Lepi-
doptera que mayor dafio causa a los cultivos. En esta
familia, el género Spodoptera agrupa a numerosas es-
pecies plaga que estdn distribuidas en todo el mundo
y que afectan diversas plantas.

I CIP. Apartado 1558, Lima, Perd.

2 UNALM,Apartado 456,Lima, Peri.

3 CIP. Lima Peru. Direccién actual: IRD, 213, rue La Fayette, 75480 Paris
Cedex 10, Francia. jzeddam@yahoo.com

39

En la costa del Perd, Spodoptera eridania Cramer
y Spodoptera ochrea Hampson son los principales de-
foliadores del cultivo de camote y tomate, respectiva-
mente (Sanchez y Vergara 1996).

S. eridania es una especie polifaga, considerada
como una de las plagas de mayor importancia econo-
mica porque afecta a diversos cultivos. Esta plaga se
alimenta del follaje de camote, tomate, algodén, papa,
alfalfa, yuyo (Ricinus commnunis), verdolaga, entre
otros y se ha informado que por ser las dos dltimas es-



pecies malezas y encontrarse frecuentemente en el
campo, constituyen la fuente primaria de infestacion
(Sanchez y Vergara 1996). S. eridania se distribuye en
toda América tropical hasta las regiones templadas al
norte de New York (Todd y Poole 1980).

S. ochrea se encuentra distribuida en Centro
América y América del Sur e infesta diversos cultivos.
Es defoliador pero afecta también los frutos del toma-
te al realizar rasgaduras profundas, lo cual disminuye
su valor comercial y provoca su pudriciéon debido a la
invasiéon de otros organismos (Sanchez y Vergara
1996).

La aplicacién exclusiva, y a menudo excesiva, de
insecticidas para el control de estas plagas causa da-
fios al ambiente e incluso puede inducir el surgimien-
to de resistencia por las plagas a estos insecticidas. Por
tanto, la busqueda de métodos alternativos de control
adquiere importancia en la proteccién de los cultivos,
por lo cual es esencial evaluar el potencial de los agen-
tes de control bioldgico como depredadores, parasitoi-
des y microorganismos patdgenos, para la regulacién
de las plagas.

Entre estos microorganismos, los virus entomo-
patégenos se han usado con gran éxito para el control
de otras plagas. El virus de la Poliedrosis Nuclear o
Nucleopoliedrovirus (NPV)* es un agente promisorio
para el control de especies plaga antes mencionadas.
Los NPV son virus que pertenecen a la familia de los
Baculoviridae. Se caracterizan por la produccién de
cuerpos de inclusion (CI) al final del ciclo viral.Los CI
estdn constituidos por una matriz proteica cristalina
cuyo componente principal es la poliedrina (con un
peso molecular entre 25-33 kDa). Cada CI, de forma
poliedral y de tamafio 0,1 a 15 um, incluye a muchos
viriones. Los viriones corresponden a una o varias nu-
cleocapsides (NC) alargadas (30-60 nm de didmetro y
250-300 nm de largo) envueltas dentro de una mem-
brana. Cada NC contiene una molécula de ADN do-
ble cadena circular de tamafo 80-180 x 103 bases
(ICTV 2000).

Los NPV poseen diversas caracteristicas especifi-
cas que los convierten en excelentes candidatos para
su uso como controladores bioldgicos (Hunter et al.
1984, Bohmfalk 1986, Cuningham 1995, Moscardi
1999). Esta constituye una de las razones por las cua-
les los NPV son uno de los grupos de virus entomopa-
tégenos més estudiados. Los trabajos realizados en di-
ferentes paises han permitido que ciertos NPV

4 De acuerdo a la taxonomia de ICTV. Antes citado como VPN
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(aislados de plagas de mayor interés econdémico) sean
empleados de forma artesanal o a gran escala para re-
ducir los dafios causados a las cosechas por plagas en-
tomoldgicas (Betz 1986, Huber 1986, Bustillo 1989,
Cisneros 1995,Moscardi 1997).Los NPV sdlo infectan
a los invertebrados y principalmente a los del orden
Lepidoptera (ICTV 2000). Ningtin miembro de este
género de virus se ha reportado infectando a vertebra-
dos o plantas (Groner 1986). La utilizacién de estos
patégenos como agentes de control bioldgico ha reci-
bido el respaldo de la Organizacién Mundial de la Sa-
lud (OMS/FAO 1973).

El objetivo del trabajo fue la busqueda de virus
patégenos presentes en las poblaciones naturales de S.
eridania 'y S. ochrea, asi como su caracterizacion y eva-
luacién bajo condiciones de laboratorio y campo.

Materiales y métodos

Ubicacion del experimento: La crianza masiva de S.
eridania y S. ochrea se realizd en un ambiente contro-
lado (temperatura de 15,4 °C y HR 80%) de la Uni-
versidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).Los
andlisis bioquimicos y microscopicos asi como los
bioensayos se realizaron en el Departamento de En-
tomologia del Centro Internacional de la Papa (CIP),
localizado en La Molina, Perd. En esta localidad la
temperatura promedio fue de 24 °C y la HR 70%.
Recoleccion de especimenes infectados por el virus:
Se recolectaron larvas de S. eridania y S. ochrea muer-
tas o que mostraban sintomas de enfermedad tales co-
mo cambios en la coloracién de los tegumentos y com-
portamiento no habitual, con el propésito de detectar
y aislar los virus que las infectaban. Los sitios en los
cuales se realizaron las recolecciones fueron Ica, Vi-
tarte, La Molina y Pariacoto (Fig. 1), especificamente
en los cultivos de camote y tomate

Identificacion de los virus: Los NPV fueron identifica-
dos por observacion directa de los cuerpos de inclusion
o poliedros presentes en los tejidos de los especimenes
infectados. El examen se realiz6 con un microscopio
foténico a una magnificacién de 400 x. Los virus que
pertenecian a grupos diferentes de los NPV fueron vi-
sualizados usando un microscopio electrénico.
Multiplicacion y purificacion de los NPV: Los NPV
fueron suministrados a larvas de cuarto instar de S.
eridania mediante la contaminacién de su alimento.
Las larvas muertas por la infeccion viral fueron alma-
cenadas a -20°C hasta su procesamiento.



OCEANO
PACIFICO

N° Virus  Hospedante Localizacion Cultivo
1 SpocNPVSpodoptera. sp. La Molina  Tomate
2 NPV S. eridania Vitarte Camote
3 NPV S. ochrea Ica Tomate
4 Nodaviridae S.eridania Pariacoto  Camote

Figural. Lugares de procedencia de los virus aislados de
S. eridania 'y S. ochrea.

La purificacién de los NPV se realizé a partir de un
homogenizado de larvas infectadas segtin la metodo-
logia de Alves (1986).Este proceso incluye una centri-
fugacion (1 h/ 30000 rpm) sobre un gradiente linear de
sacarosa de concentracion 45% a 80% (p/v).
Electroforesis en gel de poliacrilamida: El peso mole-
cular de la poliedrina (proteina constitutiva del cuer-
po de inclusidn) de los diferentes NPV encontrados
fue determinado por electroforesis en gel de poliacri-
lamida de acuerdo al método de Laemmli (1970).
Cuantificacion del nimero de cuerpos de inclusion: El
numero de CI presentes en las suspensiones virales
fue calculado a partir de conteos realizados con la cé-
mara de Neubauer.

Determinacion de la DL Para determinar la dosis
letal media (DL,) se utilizaron larvas de S. eridania
de tercer instar.Grupos de 30 especimenes fueron ali-
mentados con dieta contaminada con diferentes canti-
dades de una suspension purificada del NPV. Se eva-
luaron siete dosis del virus (487800, 223100, 162600,
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148000,46200, 41500 y 21600 Cl/larva,respectivamen-
te). Se registr6 la mortalidad diariamente por un pe-
riodo de 17 dias. Todas las larvas muertas fueron ob-
servadas para determinar la presencia de CI
utilizando un microscopio de luz. Para cada experi-
mento se mantuvo un tratamiento testigo.

Los datos obtenidos de los bioensayos fueron analiza-
dos mediante el programa Analyse de la dose 1éthale
50; version 3.0" (Angeles y Alcazar 1995).
Produccion de antisuero y prueba de ELISA: El anti-
suero anti-NPV fue obtenido utilizando conejos a los
cuales se les aplicaron repetidas inyecciones intramus-
culares del virus purificado. Se utiliz6 el método indi-
recto de la técnica Enzyme-Linked Immuno-Sorbent
Assay o ELISA (Clark y Adams 1977, Brown et al.
1982) para detectar los NPV en homogenizados de
larvas infectadas por estos virus.

Evaluacion en condiciones de campo: Se aplicaron sus-
pensiones acuosas del SpocNPV (con 0,1% de disper-
sante) una sola vez en plantaciones de camote y toma-
te usando un pulverizador manual.En cada uno de los
ensayos se usaron tres parcelas de 100 m? cada una,
mads una parcela testigo.El disefio experimental fue de
bloques completamente al azar. Las evaluaciones de
las poblaciones se realizaron antes del tratamiento asi
como 3y 6 dias después. Para ello, se contaron todas
las larvas presentes en tres plantas por parcela.En Ca-
fiete se realizaron dos experimentos en plantaciones
de camote infestados naturalmente por S. eridania. Las
dosis evaluadas fueron 8,4 x 10?2 y 4,3 x 1012 Cl/ha.
Un tercer experimento se realizé en La Molina en una
plantacién de tomate infestada en forma natural por
S. eridania 'y S. ochrea simultdneamente. El ensayo fue
realizado cuando las larvas se encontraban entre el
primer y el tercer instar. Se comparé la reduccién de
las poblaciones de las plagas después de la aplicacion
de NPV (3,3 x 10'? CI/ha) con respecto al efecto del
uso de varios insecticidas sintéticos de uso comin en
la zona (Cuadro 1).

Cuadro 1. Dosis de NPV y cinco insecticidas sintéticos utili-

zados como comparadores de la eficiencia del virus para el
control de S. eridania y S. ochrea, en el cultivo del tomate.

Tratamientos Dosis/ha
SpocNPV 3,3x 1012 Cl
Clorpirifos (Lorsban) 0,3L
Permetrina (Pounce) 05L
a-cypermetrina (Fastac) 0,6L
b-cyflutrina (Bulldock) 05L
Cyflutrina (Baytroide) 05L




Resultados y discusion

Virus entomopatégenos aislados: Como resultado de
los muestreos realizados, se encontraron tres virus de
Poliedrosis Nuclear (NPV) en larvas de Spodoptera
sp. procedentes de La Molina, Vitarte e Ica, respecti-
vamente. Ademads, en un grupo de larvas de S. eridania
provenientes de Pariacoto (Departamento de Ancash),
mantenidas en crianza, se encontré un Nodaviridae
(Fig. 2) (Zeddam et al. 1999).
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Figura 2. Cuerpos de inclusion del SpocNPV (barra: 10 pm).

Los CI de los diferentes aislamientos de NPV di-
fieren en su forma y tamafio. Ademds, la poliedrina,de
cada uno de ellos, tiene un peso molecular particular.
Estos resultados, incluidos en el Cuadro 2,demuestran
que existen por lo menos tres NPV diferentes que
afectan al complejo S. eridania y S. ochrea.

EI NPV recolectado en La Molina (Fig 1) fue uti-
lizado para el desarrollo de las siguientes etapas de in-
vestigacion. De conformidad con las reglas del Inter-

national Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV),
este virus fue denominado SpocNPV (ICTV 2000).
Sintomas provocados por la enfermedad viral: Los
primeros experimentos realizados en condiciones de
laboratorio permitieron establecer que el SpocNPV
mostroé alta patogenicidad en larvas de ambas especies
de Spodoptera. La mortalidad provocada por el NPV
proveniente de Vitarte fue mas lenta. E1 NPV aislado
de larvas de S. ochrea provenientes de Ica no se logré
multiplicar sobre larvas de S. eridania.

Los especimenes infectados por el SpocNPV pre-
sentaron los siguientes sintomas:una reduccién y pos-
terior paralizacién de la alimentacidn, simultdnea-
mente comenzaron a desplazarse en el medio de
manera inusual,en forma erratica (las larvas se disper-
saron en las cajas al azar sin tener en cuenta el sitio
donde se deposité la comida). También las larvas se
tornaron mas claras. Frecuentemente, y poco antes de
morir, las larvas se colgaron de sus propatas con la ca-
beza hacia abajo, en las partes altas de las plantas. En
esa fase de la enfermedad,la mayoria de ellas presen-
tan un aspecto blanquecino. La velocidad de accién
del virus depende de la dosis ingerida y mas importan-
te adn,del instar, siendo las larvas pequefias afectadas
mucho mds rdpido que las de mayor tamafio.

Dosis letal media: En los bioensayos se determiné una
dosis letal media (DL,,) de aproximadamente 80 225
poliedros por larva de tercer instar de S. eridania
(Cuadro 3). La DL, para S. ochrea no se pudo calcu-
lar debido a que SpocNPV result6 ser extremadamen-
te patogénico a esa especie, asi que logré 100% de
mortalidad con todas las dosis del virus evaluadas.

Produccion viral: El nimero de CI encontrados en
larvas de quinto y sexto instar fue ligeramente dife-

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de tres NPV aislados de S. eridania y S. ochrea.

Virus Hospedante Lugar de Morfologia de Diametro de los Peso molecular de la
recoleccién los poliedros poliedros (en micras) poliedrina (en Da)
NPV Spodoptera sp. La Molina Cubico 2,22+ 0,57 29 400 + 200
NPV S. eridania Vitarte Poliédrico 1,43+ 0,30 28 750 £ 200
NPV S. ochrea Ica Poliédrico 1,05+0,11 28100 + 200
Cuadro 3. DL,, DL, y DLy, del SpocVPN sobre larvas de tercer instar de S. eridania.
Dosis letal Dosis promedio (Cl/larva) Limite inferior (Cl/larva) Limite superior (Cl/larva)
DLy, 638 303 363 064 1122 203
DLg, 80 225 59 561 108 058
DL,, 20 550 12 486 33824
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rente en las dos especies de Spodoptera. Se observé
que, en promedio, S. ochrea moria con un nivel de in-
feccion menor. La produccién viral esta relacionada
con la edad de las larvas, siendo las mas grandes las
maés infectadas. En general, en relacién con los insta-
res y especies, el rango de produccidn viral varié entre
1y 3 billones de CI por larva (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero estimado de cuerpos de inclusion del
SpocNPV producidos por larva de quinto y sexto instar de S.
eridania y S. ochrea y sus respectivas equivalencias en el ni-
mero de la DL,

Especie Instar Promedio Equivalencias en
de Cl/larva el numero de DL

S. eridania  LarvaV 2,04 x 10° 25 400

S. eridania  Larva VI 3,05 x 10° 38 000

S. ochrea Larva V 1,32 x 10° 16 450

S. ochrea Larva VI 2,40 x 10° 29 900

En todos los casos, esto se traduce al final en una

multiplicacién considerable de la cantidad del patoge-
no que se usé para iniciar la infecciéon de los indivi-
duos.Por ejemplo, se calcula que la cantidad de polie-
dros recuperada de una larva de sexto instar de S.
eridania corresponde aproximadamente a 38 000 DL,
(basandose en el valor de la DL, establecido para
una larva de tercer instar).
Prueba Elisa: Mediante esta prueba se determiné
que la sensibilidad del ensayo para la deteccién de
las proteinas del SpocNPV correspondid a una con-
centracion de 4 x 10° CI/ml. Esta prueba comparada
con la observacién de los poliedros en la hemolinfa
de las larvas evaluadas resulté ser extremadamente
sensible para la deteccion del virus, confirmandose
la presencia de infeccion en las larvas tratadas en
81,8% de la poblacién al cabo de 54,5 h mientras
que la observacion visual de una proporcién cercana
no era posible sino hasta aproximadamente 147,5 h
después de la ingestion del alimento contaminado
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion de la precocidad del diagnéstico de
la presencia del SpocVPN entre observaciones con microsco-
pio fotonico versus la prueba ELISA.

N° de horas Porcentaje de larvas
posteriores ala detectadas positivas
infeccién Por microscopia Por el método
foténica ELISA

54,5 18,2 81,8
95,0 27,3 100
147,5 68,2 100
194,5 90,9 100

Aplicacion del SpocNPV en plantaciones de camote:
En el primer experimento que se realizd,en el cultivo
de camote, en Caifiete, se determiné que las larvas de
S. eridania fueron controladas en su totalidad aplican-
do una dosis de virus equivalente a 8,4 x 1012 CI/ha.Es
decir que tres dias después de la aplicacién del virus el
100% de la poblacién larval habia muerto en las par-
celas donde se realizaron las aplicaciones mientras
que el testigo no mostraba variaciones en el nivel de
la plaga (Cuadro 6). Estos resultados fueron similares
en todas las parcelas aunque existian diferencias en
cuanto a las densidades iniciales de la poblacion de la
plaga.

En el segundo ensayo realizado en Cafiete en una
plantacién de camote, se obtuvieron resultados idénti-
cos a los previos usando 4,3 x 10'2 Cl/ha, que corres-
ponde a la mitad de la concentracién viral aplicada en
el primer experimento, aunque las poblaciones larva-
les fueran en promedio mucho mas altas (Cuadro 7).
Aplicacion del SpocNPV en plantaciones de tomate:
La aplicaciéon de SpocNPV en dosis de 3,3 x 1012 CT/ha,
en una plantacién de tomate infestado simultanea-
mente por S. eridania y S. ochrea, también logré una
reduccién del 78% de la poblacién de ambas plagas.
El control logrado por los insecticidas sintéticos ex-
cepto para la cyflutrina después de seis dias fue en ge-
neral mejor (Cuadro 8),que el obtenido con la prepa-
racién del virus. No obstante, podrian emplearse dosis

Cuadro 6. Efecto del SpocNPV sobre poblaciones de larvas de primer instar de S. eridania en camote var. Milagroso.

Numero de larvas/unidad de evaluacion

Tratamiento Parcelas 1 dia antes aplicacién 3 dias después aplicacién 6 dias después aplicacién
| 70 0 0
SpocNPV 1l 21 0 0
1l 157 0 0
Testigo \% 77 75 72
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Cuadro 7. Efecto del SpocNPV sobre poblaciones de larvas de primer instar de S. eridania en camote var. Jonathan.

NUmero de larvas/unidad de evaluacién

Numero de larvas/unidad de evaluacion

Tratamiento Parcelas 1 dia antes aplicacién 3 dias después aplicacién 6 dias después aplicacién
I 176 0 0
SpocNPV 1] 157 0 0
1] 164 0 0
Testigo \Y 212 212 212
Cuadro 8. Efecto del SpocNPV sobre larvas de primer instar Conclusiones

de S. eridania y S. ochrea en tomate var. Cheff.

Tratamientos % dereduccidn en las poblaciones plaga

3 dias después 6 dias después

aplicacién aplicacion
SpocNPV 78,0 77,3
Clorpirifos 97,0 98,3
Permetrina 99,6 99,3
a-cypermetrina 99,3 100,0
b-cyflutrina 94,0 95,0
Cyflutrina 86,0 75,0

mds altas del virus para lograr una tasa de protecciéon
similar para los dos tipos de productos. De hecho, la
dosis evaluada en este experimento fue un poco infe-
rior a la utilizada (4,3 x 10'> CI/ha) en el experimento
anterior, la cual provoc6 una reduccion de 100% en
las poblaciones de la plaga.

Con respecto a la naturaleza de la planta hospe-
dante se ha sefialado que ésta influye sobre la suscep-
tibilidad de Spodoptera a los Nucleopoliedrovirus
(Santiago-Alvarez y Ortiz-Garcia 1992).

Sin embargo, los resultados obtenidos con los dos
tipos de productos evaluados son en general similares.
No obstante, el uso del producto biolégico podra per-
mitir una mejor preservacioén de las poblaciones de
parasitoides y depredadores que también participaran
alaregulacion de Spodoptera (Cisneros 1995 Moscar-
di 1997).

Los resultados obtenidos muestran el potencial
del uso del SpocNPV en la zona de presencia de sus
especies hospedantes. Debe destacarse que las técni-
cas desarrolladas para la produccién (Shapiro 1986,
Grzywacz et al. 1998) y la formulacion (Young y Yea-
rian 1986, Black et al. 1997) de NPV que afectan a
otras especies de Spodoptera, podrian ser utilizadas
para SpocNPV, lo que permitiria el uso de este nuevo
virus en dreas mucho mds extensas.
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Se establecio6 por primera vez que las poblaciones na-
turales de S. eridania y S. ochrea, dos importantes pla-
gas en Pert son afectadas por varios virus entomopa-
tégenos de la familia Baculoviridae. Uno de los
Nucleopoliedrovirus aislados, el SpocNPV, es capaz de
infectar a ambas especies.

La produccién y cuantificacion de este virus fue
sencillo, lo cual permite su evaluacién tanto en condi-
ciones de laboratorio como de campo. Los resultados
muestran la potencialidad que tiene este patdgeno,
ain como formulacién sencilla, para controlar a am-
bas especies de Spodoptera. Esto tiene gran importan-
cia porque el uso de este microorganismo permitiria
reducir la cantidad de insecticidas sintéticos utilizados
para el control de S. eridania y S. ochrea.
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