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ABSTRACT 

The spruce budworm. Choristoneura fumiferana (Clem.), is an economically 

significant forest pest in Canada, far which improved control methods are 

sought. Nucleopolyhedrovirus use would be an improvement by reducing 

environmental impact, but is not commercially feasible due to high 

propagation cost and dose requirement, With a view to improving in vivo 

production techniques, spruce budworm larvae were infected at various 

doses and larval instars. and virus yield quantified. A diet plug bioassay was 

employed to allow larvae to be individually fed precisely controlled doses. 

Larval instars 4, 5 and 6 were infected with a wild-type 

nucleopolyhedrovirus, using doses between 10 and 10* virus occlusion bodies 

(OBs). Average yield per cadaver peaked at 4.3, 5.6 and 7.6 s I01 for 

fourth-, fifth- and sixth-instars. using doses of 1I)\ 10' and 10" OBs 

respectively. At these doses 96, 96 and 68% of larvae consumed the diet 

plugs, to become infected. Our data suggest that, depending on the 

circumstance, e.g.. limited available inoculum, larvae or labour, different 

infection stategies are preferable. However. Oil potency variation between 

instars at harvest needs to be evaluated before confirming a propagation 

strategy. For each instar, feeding deterrence was observed above a threshold dose 

and may need to be considered in mass propagation strategies. 

Keywords; Qucleopolyhedrovirus, occlusion body, yield, mass propagation, 

eastern spruce budworm. Charistarteura fumiferana 



RESUME 

La lordeuse des bourgeons de I'epineiie, Chorixtoneurti fumifentna (Clem.), esl 

tin ravagoor forestier qui cause des pertes ficonomiques ires importantsa au 

Canada ei contre lequel dc nouvellcs melhodes de lutte phis ciTicat.es 

s'imposent L'utilisation du virus de !;i polycdrose nucleaire (VPN) apparatt 

comme une strangle de lime novnlrice. ce virus etant sans effet pour 

1'environnement. Toutefois, Papplication a I'echelle conimerciale de ce virus ne 

peut Otre envisages pour I'instant en raison des couis eleves tie production el des 

fortes doses rcquises pour les trnitements en forets. Dans le bin d'ameliorer les 

metliodes tie production in vivo de ce VPN, les chorchours ont infecle des 

chenilles de la lordeuse ;'i dilTcrents ages ct a des doses diverges en vue de 

quantifier Casque foia la produclion de virus obtenue. Dans le cadre de ces 

biocssais. des pastilles de milieu nulritif artificiel onl etc employees afin dc 

fourail aux chenilles des doses individuelles Ires precises dc iKnuniurc. Des 

chenilles des 4"™, 5'"™' et 6"15* ayes ont c!c infeclecs par une souche sauvage du 

VPN, a des doses variant enire 10 ci Iff' corps d'inclusion par larve. La 

production moyeune par cadavre a culmine a 4,3, 5,6 cl 7,6 x 10' corps 

d'inclusion par larve pour les 4™*, 5"™ et 6 " ages infecies par des doses de 1 ()', 

IOJ et 10' corps d'inclusion rcspeclivcmenl. A ces doses, 96, 96 e! 68 % des 

chenilles ont consomme !e milieu nuiritil' artificiel et sont devenues infeclecs. 

Les resullats de notre etude in<iiquent que, selon les ciruonstances, par e.vcmpL-

une quantiie liniilce d'inoctilum ou un nomhrc limite de chenilles on de 

tcchniciens, diffcrenles strategies sont preferables en inalicre d'infection, 

Toutefois, il faut e\aluer la virulence des corps d'inclusion d'un siade larvatre a 

Tautre avant de confinner la stnite^ie a adopter. En OUtte, pour chaquc age teste. 

un cflel anli-appiilant a ele observe lorsque les chenilles dc Uudeuse ctaieiil 

exposees a une dose supericure a la dose limite. II ponrraii slaverer nccessairc de 

prendre en comptc ce phenomene dans le cadre des strategies de production 

massive de VPN tie la lordeuse des bourgeons de I'erunette. 

Mots-cles : virus de la polyedrose nucleaire, corps d'inclusion, rendcmeui. 

production massive, tordcusc des bourgeons de repiuette. Choristoneura 

fitmiferana. 
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1 INTRODUCTION 

The spruce budwoim, Chorisioneunt jUmtfentna (Clem.] 

(Lepidoptera: Tortricidae), is an BConDmically significanl 

Canadian Forest pest, Infestations of this insect can stretch 

over large areas and persist for several years, e.g., between 

1970 and I9SS a total of 205 million ha were treated in 

Ontario (House 1995). The magnitude of the impact of 

this pest has led to the development of various control 

methods (Nigam 1974). In the 1%0's and 70s 

organophosphorus compounds, e.g., fenitrotliion. were 

widely used against spruce bndworm. but concern over 

environmental impact on non-target Organisms resulted in 

llieir being replaced with the biological control agent 

Becillus thtiringiensis kurstaki (Btk] in the early 1980s 

(van Frankenhuyzen 1985). However, because this 

product impacts lepidopteran species, it affects a wide 

range of insects, including non-targel species. In view of 

the si/.e of forested areas treated for budworm, a control 

agent with a narrower activity spectrum would be 

desirable in order to reduce environmental impact. Spruce 

budworm nucleopolyhedrovimses (family Baeuloviridae) 

satisfy this requirement, having a very narrow activity 

spectrum (Cunningham and Kaupp 1995). At the end of 

the Choristoneura fumiferana multiple-embedded 

nucleopolyhedrovirus (C'/MNl'V) infection cycle one or 

more rod shaped vims particles are occluded in nearly 

spherical proteinaecous occlusion bodies (I lunter-Ftijtta et 

al. ll)')8). typically 1 - 2 urn in diameter (unpublished 

data). This entity has been employed in broadcast aerial 

spray applications for experimental budworm control, 

although these treatments are presently very expensive due 

in pan to the high cost of virus production (Cunningham 

and Kaupp 1995). In addition the large habitat surface 

area and cryptic behaviour of spruce budworm larvae 

necessitate relatively high applied doses, typically IO': OB 

ha1. Viruses only propagate in living cells, and mass 

propagation must therefore be carried out in insects or by 

cell culture. Although the latter show promise for some 

species, in vivo methods are presently the only practical 

approach for large-scale mass production m budworm 

larvae. This is presently carried out by placing small 

groups of larvae in containers together with artificial diet, 

the surface of which has been contaminated witli OBs. 

To optimize in vivo virus production it is necessary to 

obtain optimal yield and potency, i.e.. to obtain the 

maximum number of lethal doses per larva (Shapiro and 

Bell 1981). This requires maximising the parameter 

Y/LD,, where Y, is the OB yield for the itli larval instar and 

LD. is the lethal dose of OBs from this inslar required to 

control thejth larval instar. The goal of reducing the cost 

of treating spruce budworui with baculovirus is partly 

achieved by maximising yield from larvae during in vivo 

propagation, and quantitative information is needed about 

maximum yields that can be expected, and under what 

dosing conditions, to facilitate improvements in 

production. 

In the present investigation. OB yield was quantified in 

larvae dosed with a wild-type nucleopolyhedrovirus at 

various stages, using a range of doses in a diet plug 

bioassay. In this methodology larvae are individually fed 

small amounts oi'artifical diet on which known OH doses 

have been deposited (Kaupp and Ebling 199(}). This 

method was chosen because it allows the effect of dose 

and timing on yield to be evaluated, unlike surface 

contamination assays often employed for yield 

quantification in which the dose ingested is variable and 

unknown, and timing is uncontrolled. Although dosing 

with diet plugs is too laborious to be used in a large scale 

propagation, needed information is provided by this 

methodology on the effect of dose and timing. 

2 EXPERIMENTAL METHODS 

2.1 Insect Supply and Rearing 

Eastern spruce budworm larvae were obtained post-

diapause, as second-inslars. from the Insect Rearing Unit 

(IRU) of the Great Lakes Forestry Centre. Canadian Forest 

Service. Cotton gauze patches containing approximately 

30 - 50 second-instar larvae were placed in 21 ml semi-

transparent, ribbed, creamer cups (Portion Packaging. 

Etobicoke, Ontario) containing about 15 ml artificial diet 

(McMorran 1965), and capped with an mi waxed paper lid. 

Once larvae readied their fourth-instar they were thinned 

to six per cup. and placed on fresh diet. Larvae were 

maintained in a rearing chamber at 25°C. d0% RI1 with a 

16L:8D photoperiod. 

2.2 Virus Inoculum 

A wild-type C/MNPV isolate (T3) found in the early 

I9NOs in field samples from Quebec (Valero 1'I95) was 

passaged through eastern spruce budworm larvae from the 

IRU to produce fresli inoculum for the bioassay. Infected 

insects were macerated in distilled water and cells lysed by 

the addition of sodium dodeeylsulfale (0.3% w/v). The 

solution wa.s stirred for 2 h at room temperature, filtered 

through three layers of cheesecloth, and the OBs pelleted 

out of suspension by centrifugation at 1483 x « for 30 min 

al 15'C. The pellet was washed 2 more times by 

resuspension in distilled water and recovered by similar 

centrirogation. After the final wash. OBs were 

resuspended in distilled water and stored at 4°C. The OB 

concentration in the stock solution was quantified by 

enumerating the number of OBs in a known volume, by 



depositing, staining and microscopically counting OISs 

(Wigley 1980). With the technique employed suspensions 

with counts above 10' OB/ml were quantifiable. 

2.3 Virus Infection 

Larval dosing was accomplished using a diet plug bioassay 

technique (Kaupp and Ebling 1990). Tiie following six 

serial dilutions were made ftoiti a slock virus suspension: 

10*. 10\ 10". 10*, 10' and 10* OBs'ml. In the die! plug 

bioassay. I ml of each dilution was deposited onto a 

cylindriea! pellel of artificial diet (5 mm x 1 mm OD; 

surface area - 15 mnr. volume - 4 mm') which was 

previously placed inside a Beem' embedding capsule (sixe 

00; interior volume 0.6 mL). Immediately thereafter, a 

newly molted (less than 24 h) larva of either gender was 

placed in the capsule to feed on the treated diet. Groups of 

larvae at the fourth-, fifth- and sixtli-instar (L,. L_, and U, 

respectively) were treated with each of the si\ viral 

dilutions. This procedure was replicated twice with 10 

larvae per group and twice with 20 larvae per group, to 

provide an overall total of 60 larvae set up for each instar 

and dose. With each replicate, larvae were also set up on 

diet plugs dosed with distilled water to provide an overall 

total of 60 control insects per instar. An overall total of 

1260 larvae were set up. 

After being set up on diet plugs larvae were returned to the 

rearing chamber for 24 h. At the end of that time those 

larvae which had consumed the entire pellet were 

transferred to creamer cups (five per cup) and again 

returned to the rearing chamber. Cups were inspected 

twice daily, al which time cadavers were removed to 

prevent rupture and OB loss, and stored in 1.5 ml 

microtubes at - 20 C. Larval death within 24 h after being 

transferred to diet was assumed to be due to handling 

injury and these larvae were discarded. Any larvae that 

ruptured during removal were also discarded, although this 

was rare due to the frequent checks. Cross-infection 

between cohabiting larvae was not considered to be of 

importance because of the low density. Rirthennore. the 

absence of OB production early in the baculovirus 

replication cycle would impair cross-infection until the 

original infection was well advanced (Hunter-I'ujita et al. 

1998), at which point the impact of cross infection would 

be relatively unimportant Diet was changed at one week 

intervals from the date of inoculation. Larvae attaining the 

pupal stage were reared for a minimum of 10 days. Dead 

pupae were assumed to contain OBs. and were combined 

with dead larvae from the same replicate for counting. 

Adult insects were assumed not to contain OBs and were 

discarded. 

2.4 Virus quantification 

To determine the average yield per larva from each 

combination of instar and dose, cadavers were pooled and 

ground in a known volume of distilled water. OBs were 

then enumerated as described in section 2.2. The low level 

of control mortality, characteristic appearance of virus 

infected larvae at harvest, and absence of significant 

amounts of other micnirganisms observed during counts, 

supported the assumption that the bulk of larval and pupal 

mortality was caused by NPV infection. 

3 RESULTS AND DISCUSSION 

Table 1 presents the average OB yield per cadaver, 

and Table 2 shows the proportion of fully dosed 

larvae, and the mortality amongst these larvae. To 

avoid misleading results, no corrections wore made 

for control mortality as this could result in zero mortalities 

for some low dose treatments. Average survival times 

for various doses and instars are given in Table 3. 

Table 1. Average OB yield per cadaver 

(± 95% confidence interval). 

OB Dosage Average yield per cadaver 

I'nurtli instar Fifth instar Slitb taster 

ND - No OBs observed due to low number 

These results allow OB yield potential for in vivo 

production of C'/MNPV from various instars and doses to 

be assessed. The highest yield per cadaver for larvae 

dosed as L,'s was for the I01 OB dose, which provided 4.3 

x 10* OBs per larva. The 1C OB dose yielded slightly leas 

at 3.6 x 10" OBs per larva. At doses of 10'. W and 10" 

some larvae died before reaching the final instar ((»*), 

thereby resulting in a lower yield due to the reduced final 

body weight (Hbling and Kaupp 1998). Average survival 

time decreased from IS to 6 days with a dose increase 

from 10' to 10' OBs. The reduced survival times with 

increasing dose reflects the reduced time needed for the 

virus count to reach a lethal level. With the 10' OB dose, 

yield was low due to the light infection caused in the most 

susceptible larvae. The highest yield per cadaver for 

larvae dosed as L.'s was with a dose of 10' OBs. which 

provided 5.6 x 10' OBs per larva. At doses of 10' and 10 



Talilf 2. Percentage of larvae that completely consumed the diet plug, and uncorrected1 mortality 

amongst fully-dosed larvae (± SF.). 

- no corrections were made because of the low mortalities observed with low virus doses', which could result in zero 

corrected mortality. 

OBs tlie resulting light infection reduced yields, whereas 

doses of 101 ;md 10* reduced survival time and, by 

implication, body weights: average survival time was 

reduced from 18 to 6 days with a dose increase from 10' to 

10" OBs. Larvae dosed as Lt's provided low yields at doses 

of 10' and !0' OBs due to the light infection caused, and 

the highest average yield per cadaver was 7.6 x 10' OBs, 

obtained from the Ifl" OB dose. 

Our results suggest various strategies for mass 

propagation, depending on the goals to he met. Infecting 

fourth-instars with 10' OBs produces an OB increase 

greater ih;m x 10", and this would be a preferable 

production route if limited available inoculum was the 

overriding consideration. On the other hand if ;i limited 

number of larvae were available, combining the yield per 

larva (5.6 \ 10h) and infection rate (96%) shows that 

infecting fifth-insturs with 10' OBs would provide the 

highest overall yield. The ease of handling sixth-instars 

would be a desirable aspect of production if economising 

on labour was of prime importance, and infecting this 

insiar also provides the highest yield per infected larv;i. 

This observation is consistent with previous findings that 

show a close relationship between host weight at death and 

OB productivity {Hunter-Fujita et al. 1998). The choice 

of instar for harvesting needs to be evaluated further with 

measurements of product potency from the different 

instars, as in gypsy moth NI'V production the potency of 

OBs from L_, larvae was less than those from L.'s (Shapiro 

etal. 1986). Based on a typical field dose (10'- OBs ha': 

Cunningham and Kaupp 199?). the maximum yield 

obtained in these experiments (7.6 x 10' OBs) would imply 

requirement of 1316 larvae ha'1 for propagation. Recent 

work has shown that OB yield may be increased by dosing 

early in the insiar (O'Reilly el al. 1998), and in the present 

investigation this opportunity was realised as larvae were 

set up on diet plugs within 24 h of molting. 

By comparison with the present results, the results from 

the diet surface contamination experiment showed an 

average yield per cadaver (±SE) of !. I i 0.3.4.4 ± 1.0 and 

5.1 ± 0.4 \ 10" OBs for larvae inoculated as fourth-, fifth-

and sixth-instars (f-bling and Kaupp 1998). These yields 

are more than ten-fold lower than the respective maximum 

Table .1. Average number of days to death for fully 

dosed larvae ("SI)). 



yields per cadaver obtained in the present experiment. 

Those larvae ingested ;m unknown dose over an 

undetermined time period from an average OB density of 

1000 mm"'. Only one density was employed and no 

attempt was made to optimise this parameter. It is 

apparent that employing diet surface contamination to 

evaluate potential yield, without any dose optimisation, 

may lead to underestimation. Nevertheless, it is evident 

that the average yield per cadaver (Table 11 is a theoretical 

maximum for diet surface contamination methodology, 

and some reduction from this value would be expected due 

to sub- or superoplitmim dnsing resulting from the use of 

diet surface contamination methodology in mass 

propagation. 

Our results {Table 2) show a reduction in the proportion of 

larvae completely ingesting the plug when doses above a 

threshold value were presented; the reduction occurred 

when doses of 10' OBs (L,) or 10' OBs (L, and LJ were 

exceeded. This suggests that feeding deterrence occurred 

in our experiments. The corresponding OH densities on 

the diet plug surface are about 670 and 6700 OB mm;. 

Thus in the diet surface contamination experiments 

referred to above (F.bling and Kaupp !99K). some L^ 

feeding deterrence likely occurred. Feeding deterrence 

may result from Inoculum components other than OBs. 

although with the purification method employed {see 2.2) 

this was unlikely. At the 10" dose, the mass of OBs on the 

diet plug was estimated to be only about 0.3% of the diet 

plug mass. Our observations of feeding deterrence appear 

to be novel in thai no literature references on this aspect 

could be found. This phenomenon could be of practical 

importance in mass production, requiring adjustment of 

dosing levels to ensure adequate larval feeding for dose 

ingestiorj, or use of a gustatory stimulant. 

For all instars the highest yields per cadaver were obtained 

when mortality was well below 100%. specifically 42, 30, 

and 52 % for L4, Ls and L,,'s. Thus the dose ingested was 

at or below the LD,0 value. To improve the economics of 

large scale propagation it would he desirable to infect a 

larger proportion of the larvae, to obtain OBs from a large 

fraction of insects reared. However, from the present 

results (Table 2) it is apparent that feeding deterrence 

occurs at those doses where 100% mortality is obtained. 

This phenomenon would tend to limit dose ingestion and 

the proportion of larvae infected. One way to ameliorate 

this effect, and increase the proportion of larvae infected, 

would be to use a viral enhancer such as an optical 

brightencr (Hunier-Fujitaet al. 1998; Li and Otvos 1919}. 

The putative mechanism for the action of these agents in 

reducing LD.O is to degrade the peritrophic membrane in 

ihe insect gut thereby providing higher infection 

probabilities (Shields and I'odgewaite 1995). 

The present investigation provides insight into some 

aspects of in viva baculovirus propagation in spruce 

budworm, but .several aspects remain to be explored. 

Firstly, the potency of OBs from harvesting various eastern 

spruce budworm instars should be evaluated. In addition, 

because production methodology is presently labour 

intensive, ways of reducing labour input are needed to 

achieve economically viable production. This implies 

cutting down on time spent in insect handling and diet 

requirements and manipulation. Nevertheless, diet quality 

is a significant factor in successful in vivo production, and 

requires adequate maintenance. 
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RESUME 

La tordeuse des bourgeons de Tepinette. Choristoneum fumiferana (Clem.), est 

un ravageur forestier qui came des pertes economiqties tres importantes au 

Canada el comre lequel de nouvelles melhodes de luttc plus efficaces 
s'iraposent Lutilisation du virus de la polyedrose nueleaire (VPN) apparatt 

cornme une strategic de lime novatrice, ce virus iStant sans effet pour 

I'environnement Toutefois. I'applicatioil a l*6cfaelle commcrciale de ce virus ne 
peul elre envisagec pour 1'inslant en raison des couls eleves dc production el des 

limes doses requisea pour les uailemcnis en ibrets. Dans le but d'amelioier les 
niethodes de production in vivo de ce VPN, les elierchcurs on! infeete des 

chenilles tie la tordeuse a difKrentS ages ct ;i des doses diverses en vue de 
quantifier chaque fois la production de virus obieiuie. Dans le cadre dc ces 

bioessais. des pastilles de milieu mitrilif artificie! ont etc employees afin de 

fournir aux chenilles des doses indivi'duellea tres precises de nourriture, Des 
chenilles des 4- 5"™ el 6™ ages ont etc infectees par une souche sauvage du 
VPN, a des doses variant entte Hi el Iff corps d'inclusion par larve. La 
production moyenne par cadavre a culmine a 4.3. 5.6 ei 7,6 \ !()■ corps 
d'inclusion par larve pour les 41"™. 5"™ el &'"" ages infectes par des doses de 10', 
I01 ei 10" corps d'inclusion respeclivement. A ees doses. 96. 96 el 68 % des 

chenilles ont consomme le milieu nulrilif artiliciel ct soul devenues infectees, 
Us resuiiats de notre elude indiquenl que. selon les eireonstances. par exemple 
une quantite limitee (i'inoeulum on un nombre limiie de chenilles ou de 

techniciena, differentes strategies soni pieterables en matiere d'infection. 
Toutefois, il taut evaluer la virulence des corps d'inclusion d'un slade larvaire a 
I'autre avanl de confirmer la siraiegie a adopter. En outre, pour chaque age leste. 
tin effet anri-app6tani a ete observe lorsque les chenilles de tordeuse toiem 
exposees a une dose supcrieure a la dose limite. II pourrail s'averer necessiiire de 

prendre en compte ce plienomenc dans le cadre des strategies de production 
massive dc VPN de la tordeuse cies bourgeons de I*6pineBe. 

Mois-cles : virus de Is polyedrose nucleaire. corps d'inclusion, rendement. 
produciion massive, lordcuse cies bourgeons de I'epinette, Choristoneum 
fumiferana. 



Abstract: 

The spruce budworm. Clumstoneura fiimiferana (Clem.), is an economically 

significant forest pest in Canada, for which improved control methods are 

sought. Nueleopolyhedrovirus use would be an improvement by reducing 

environmental impact, but is not commercially feasible due to high 

propagation cost and dose requirement With a view to improving in vivo 

production techniques, spruce budworm larvae were infected at various 

doses and larval instars, and virus yield quantified. A diet plug bioassay was 

employed to allow larvae to be individually fed precisely controlled doses. 

Larval instars 4. 5 and 6 were infected with a wild-type 

uucleopolyhedrovirus. using doses between 10 and 10' virus occlusion bodies 

(OBs). Average yield per cadaver peaked at 4.3. 5.6 and 7.(5 K 10" for 

fourth-, fifth- and sixth-instars. using doses of 10'. 10' and 10" OBs 

respectively. At these doses 96, % and 68% of larvae consumed the diet 

plugs, to become infected. Our data suggest that, depending on the 

circumstance, e.g.. limited available inoculum, larvae or labour, different 

infection statogies are preferable. However. OB potency variation between 

instars at harvest needs to be evaluated before confirming a propagation 

strategy. For each instar, feeding deterrence was observed above a threshold dose 

and may need to be considered in mass propagation strategies. 

Keywords: nucleopolyhedrovirus, occlusion body, yield, mass propagation, 

eastern spruce budworm, Chomtaneurti fumijcmnn 
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1 INTRODUCTION 

La tordeuse des bourgeons de i'epinelte. Chorlstmeura 

fumifemna (Clem.) (Lepidoptera : Tonricidae ), esl un 

ravageur Ibrestier qui cause des porles economiques Ires 

importantes au Canada. Lcs infestations par cci insecte 
peuvent sevir duranl plusieurs annees but de ires grands 

territoires, Entre 1970 el 1988. par exemple, 205 millions 
d'heetares on! etc traites en Ontario contrc ce lepidoptere 
(Howse, 1995). L'ampleur des dommages causes par ee 

ravageur ont conduit a !a mise au point de diverses 

methodes de lullc (Nigam, 1974). Au cours des annees 

I960 et 1970. divers insecticides organophosphores. 

cormne le fenilroihion. out etc largement utilises contra !a 

lordeuse, mais ies craintes suscitees par lcs effets de cos 

produits sur rcnvironnement on Ies organismes non cibles 

onl entraine lenr remplacement, an debut des annees 1980, 

par I'agent de lutte biologique Bacillus thurtngiensts var 

kurstaki (Bik) (van Frankenhuyzen, 1985). Toutefois, 
comme Btk agit contre la plupart des lepidopteres, 

certaines especes non ciblees peuveni etre touchees. 

Compte tenu de I'importance des zones forestieres devani 
etre traitees contre la tordeuse. la mise ;in point d'un Bgeni 

de lutte pins specifique paraii done souhaitable. Lcs virus 

determinant line polyedrose nucleaire (famine des 

Baculoviriiiac) chez la tordeuse satisfont a ce eriierc. du 

fait qoe leur speclre d'activitc est trcs elroit (Cunningham 

et Kaupp, 1995). A la fin du cycle d'infection par le vims 
de la poiyedrose nucleaire fk inclusions multiples du 
Choristoneura fumiferana (C/MVPN ), une ou plusieurs 

particules virales en forme de batonnets sont incluses dans 

des corps d'inclusion do nature proteique pregque 

spheriques mesuram rypiquemenl entre I et 2 mm de 

diametre (donnecs non publiees). Cone entile a ete mise a 

I'essai dans le cadre de pulverisations aeriennes 

cxperimenlales on pletne surface contrc la tordeuse des 

bourgeons do repineite. Ces Iraitements demeuront pour 

1'instant ires chers. en raison. nolamment, des coute Ires 
Sieves de produeiion du vims (Cunningham et Kaupp. 
I9'J5). En outre, Ies grandes superficies a trailer et le 

comportemeni cryptique des chenilles necessiteni 

I'application de doses relativement elevees -
habituellcineni 10" corps d'inclusion ha1. 

Par aillours, comme Ies virus so multiplier!! tmiquemenl 

dans Ies cellules vivantcs. la production massive de VPN 

doit etre realisee par infection de Thote ou de culrurea 

cellnlaires. Bien tjue la deuxieme option senible 

promotieuse pnur certaines espeoes. Ies mclhodes de 

production in vivo denieurenl pour ['instant la seulc 

approche pratique pour la production a grandc echclle de 

Vl'N de tordeusc. Cette technique consists a placer de 

petiis groupes de chenilles sur un milieu nutritif artificiel 

dont |a surface a ote contaminee par des corps d'inclusion 
du VPN a produire, 

Pour opiimiser la production in vivo du virus, il esl 

necessaire d'oblenir Ies mcilleurs rendement el virulence 

possibles ou, en d'aiilrcs mols. d'obtonir le nombre 

maximal de doses (States par chenille (Shapiro el Bell. 

1981). A cette fin, il faut maximiser le parametre Y/DL, 
oit Y, esi la quantite de corps d'inclusion oblenue avec Ic 
i""" stade larvaire et I)L. la dose lelalc de corps d'inclusion 
issue de oe stade qui est requise pour Slimmer Ies chenilles 

du j™ stado. L'objeciif de reduction des coiils du 

traitoment par Ic VPN contre des chenilles de tordeuse est 

parlicllement attcim on optimisant la production a partir 

des chenilles duranl la multiplication in vivo. Pour y 

parvenu1, il faut toutefois disposer a"'informations 
quamitalives sur Ies meillours rencicmenis auxqucls on esl 

on droit de s'attendre et sur Ies doses requises pour 
atteindro de tols rendements. 

Dans le cadre de la prescnte recherche, la production de 
corps d'inclusion a ete qnantifiee chez des chenilles de 

tordeuse de different ages exposecs ;i dos doses diverses 

d'une soucho sauvage de VPN administrees dans une 
pastille tie milieu artificiel. Durant ccs bioessais, Ies 

chenilles ont etc nourrios individuellement a 1'aide de 

potiics quanlites de milieu nutrilif arlificie! sur Icquel une 

dose connue de corps d'inclusion avait etc deposee 

(Kaupp et l-bling. 1990). Cette methode a eto retenue 

parco qu'elle permct d'evaluer I'effol dc la dose et tie la 

duree d'exposition sur la production do VPN, 

contrairemem aux essais dc contamination de la surface 

qui sont souvent utilises pour quantifier la production ct 
dans le cadre cicsquels la dose ingeree est a la Ibis variable 
el indelorminoo el la duree d'cxposilion non controlee. 

Bien quo la determination de la dose avec Ies pastilles de 

milieu artificiel soil une operation irop fasiidieuse pour 

etre envisagee dans un contexle dc production massive, 

cette methode pcrmei d'obtenir Ies informations 

recherchces sur 1'effet do la dose ct de la duree 
d'exposition. 

2 METHODES EXPERIMENTALES 

2.1 Source des chenilles et elevage 

Les chenilles dc tordeuse des bourgeons de I'epinette 

utilisoes dans le cadre des essais etaient du 2"™ age en 

post-diapause et provenatent do ("unite d'elevage 

d'insectes du Centre de foresterie des Grands Lacs du 
Service canadien des forets. Des tampons de gaze 

hoborgeant environ de 3(1 a 50 chenilles du 2"" age ont ete 
places dans de petiis nontenants iranslucides i\ parois 

canneloes d'une capacite dc 21 ml (Portion Packaging, 

Etobicoke. en Ontario) renfermant environ 15 ml de milieu 

nutritif artificiel (McMornm. 1965). Chaquo conienant a 

ensuite ele ferme a l'aide d'un couvercle en papier non 
cire. Les chenilles ayunt atteinl le 4 ■ age ont etc 



transferees sur un milieu nutriHf frais. ;'i raison de six 

individus par contenani. L'elevage dcs chenilles s'esi 

deroule dans une chambre de croissance a 25C". avec une 

lumiidite relative de fiO % el une pholopcriode de 

16/8 heures (L/O). 

2.2 Inoculum viral 

Un isolal sauvage de CyMVPN (T3) decouverl au debut 

ties annecs 1980 parmi des echantiilons preleves sur le 

terrain au Quebec (Valero, 1995) a ele muhiplie a I'aide de 

chenilles de tonleuse provenanl de 1'uniic d'&Ievage 

d'insectes en vue d'ohtenir la quantite d'iuoeulum frais 

requise pour les experiences. Les chenilles virosees ont ete 

mises a macerer dans de 1'eau disiillee, et les cellules ont 

ete lysees par addition d'uiie solution de sodium 

dodecylsulfate (0.3 % p/v). La suspension a ete agitee 

pendant deux heures a la temperature de la piece et filtree 

a iravcrs trois epaisseurs d'un lissu cotan a frontage, Un 

culol de corps d'inclusion du QM VPN (T3 ) a ete obtenu 

par cemrilugaiion a I 483 x g de la suspension virale 

pendant 30 minutes a 15'C Le culot a ele lave deux autres 

Ibis dans de I'eau distillee el reciipere scion le meme 

protocols de centrifugatioc. Apres le dernier lavage, les 

curps d'inelusion du C/MVPN (T3) ont ete remis en 

suspension dans de I'eau distillee et entreposes a 4°C. La 

concentration des corps d'inelusion dans la suspension de 

reserve a ete evaluee grace an comple des corps 

d'inelusion dans un volume conmi. par depot, coloration et 

denombremenl sous microscope dcs corps d'inclusion 

(Wigley. 1980). En procedant ainsi, les suspensions 

eontenant plus de 10' corps d'inulusion/ ml etaient 

uiesurables. 

2.3 Infection virale 

Les doses d'infeetion des larves de tordeuse ont ete 

determinees au moyen de bioessais realises a I'aide de 

pastilles de milieu nutritif artificiel (Kaupp et Ebling, 

1990). Six dilutions en serieallantde 10". 10", 10', 10", 10' 

a 10' corps d'inclusion inl ont etc preparees a partir d'une 

suspension de reserve du C/M VPN. Pour les bioessais. I jd 

de cliaque dilution a etc depose sur une pastille cylindrique 

de milieu artificial (5 mm x ] mm de dimensions; 

superficie - 15 mm1, volume - 4 mm1) prealablement 

plaeee dans une capsule d'enrobage Beem® (calibre 00; 

volume interieur de 0,6 ml). Immediatemcnt apres. une 

chenille venant tout juste de muer (au cours des dernieres 

24 h), d'un sexe ou de 1'autre. a ete plaeee dans la capsule 

rentemiaut le milieu nutritif, Des groupes de chenilles des 

4*™, 51™ et 6ini" ages (Lj, L;, L(, respectivement) out ainsi 

ete exposes ii chacune des six dilutions virales. Celte 

procedure a ete repetee deux [bis avec des groupes de 

10 chenilles et deux fois avec des groupes de 20 chenilles 

de maniere a obtenir un total global de 60 individus pour 

cheque age larvaire et chaque dose. Pour chacune des 

repetitions, d'autres chenilles ont ete piacees sur des 

pastilles traitees avec de I'eau distillee. de maniere a avoir 

un total de 60 individus teuioins par aye larvaire. Un lota! 

global de I 260 larves de tordeuse ont ainsi ete utilisees 

dans le cadre des bioessais. 

Apres avoir etc depnsees sur les pastilles de milieu nutritif. 

les chenilles onl ete retournees dans la chambre d'elevage 

pendant 24 heures. Au terme de eette periode, les chenilles 

ayant eonsomme toute la pastille ont ete transferees dans 

de pelits contenants. a raison dc cinq individus par 

coutenant. et de nouveau retournees dans la chambre de 

croissanee. Les contenants ont ele inspectes deux Ibis par 

jour. Cliaque Ibis, les cadavres etaienl enlcves ai'in de 

prevenir la rupture des teguments ainsi que la perte des 

corps d'inelusion. et entreposes a -20T dans des lubes de 

1.5 nil. La morl d'une chenille dans les 24 heures suivant 

son inmsiert sur le milieu nutritif etait vraisemblablement 

imputable a des blessures subies durant la manipulation. 

Toutes les larves presentnnt ees symplomcs ont ete 

eliminees. He la menie facon, les chenilles doffl le^ 

teguments se soni rompus durant Ic transfer! out ete 

exclues. Toutelbis, en raison de la frequence des 

inspections, ce probleme tut rarement ohser\re. Le risque 

de contamination croisee cnlre les insectes reunis dans un 

meme eontenant a etc juge negligeable. etant clonne la 

faibk- densite des chenilles dans les contenants. A cet 

egard, 1'absence de production de corps d'inclusion au 

debut du cycle de replication du baculovirus devrait 

prevenir la contamination croisce jusqu'a ce que 

rinfection originate soit bien iustallee (Hunter-Fujita m 

til., 1998), ['incidence de la contamination croisee devant 

done alors s'estomper considerablemeut. Le milieu nutritif 

a ele change une fois par semaine a partir de la dale 

d'innculation virale. Les larves ayanl atteint le stade 

nymphal ont ele elevecs pendant au moins dix jours. Les 

chrysalides mnrles oni etc considerecs conime ciiiiicnant 

des corps d'inelusion et, des lors, regroupees avec les 

chenilles mortes provenant de la meme repetition aux fins 

des denombremenis des corps d'inclusion obtenus. Les 

adultes ont ele juges exempts de corps d'inclusion et 

elmiines. 

2.4 Evaluation du rendement de corps 

d'inclusion du VPN 

Pour determiner la production mnyenne de corps 

d'inclusion du VPN par chenille pour chaque combinaison 

d'age larvaire et de dose, les cadavres des insecies onl ete 

regroupes dans un volume determine d'eau distillee. Les 

corps d'inclusion onl alors ete denombres selon la 

procedure decrile a la section 2.2. Le faible niveau de 

mortalite observe parmi les chenilles tcmoins, I'aspect 



caractdristique des chenilles infectucs par Ic virus au 
momenl de la rfcolte ei I'absenc* de quantites importantes 
d'autres miero-organismes an momenl des 
denombremenis on! comribuc a renforeer I'hypothfese 
selon la quelle la mortaM larvaire el nymplwle emit 

essentiellement attribuable a ['infection par le VPN. 

3 RESULTATS ET DISCUSSION 

tableau l. Quantity moyenne de corps d'inclusion par 

eadavre (±95% d'intervalle de confiance). 

Dost iniiciiiOi- Production moyenne par csdavre 
(Corpi d'tnclnsion) 

41"" s— «.-

d-obienir des nisullals pouvanl porter a confusion, 
aucune correction n'a ciu apporiee aux donnees 

de morialitc enregisirees cbez !es chenilles femoins. 
piiisque cela aurail pu mener a des laux negligeables de 
morialite parmi certains groupes exposes a des faibles 

doses de QM VPN. Les duress moyennes de siirvie par age 
larvaire el par dose virale sont presentees dans Ic tableau 3. 

Tableau 3. Nonibre dc jours avant que les larvcs 
ineurem apres avoir consomme la dose 

requise de virus (±SD). 

Dose tnoeuUc 

(Corps d'lnelusion) 

Age 

5 

Jours avail! .lours avsni .Inurs avail! 

Ces resultats permeiient d'evaluer I'obtention poienlielle 
dc corps d'inclusion pour la production In viva du 
C/MVPN a partir de difTerents ages larvaires et pour des 
doses diverses de ce baculovirus. Chez ies chenilles de 4™ 
age exposeesau C/MVPN la plus forte producti.m dc virus 

consomme totalemeni la pastille de milieu nutritif ei mortality non corrigee' 
chez les kirvcs consomme louie la dose requise de VPN (± SE). 

Le tableau I presents la production moyenne de corps 
d'inclusion virale par eadavre. el Ic tableau 2, la 

proponion de chenilles ayanl rccu la dose maximale ainsi 

que la monalile enregisircc parmi celles-ci. Afin d'eviicr 

Tableau 2. 

«vec de 



par cadavre, soil 4,3 x 10*™ corps d'inclusion par chenille, 

a ete enregistree avec l;i dose dc 10' corps d'inclusion. La 

dose de 10; corps d'inclusion a donne une production 

legerement inJSrieure, soil 3,6 x 10' corps d'inclusion par 

chenille. Aux doses dc 10', 10' el 10" corps d'inclusion. 

cerfaines chenilles du 4"1" age soni mortes avanl d'avoir 

atteint Ic dernier age larvaire (L,) et ont done produii 

moins de corps d'inclusion. Icur poids corporel final eiam 

reduit (Ebling et Kaupp, 1998). Une augmentation des 

doses de 10' a 10' corps d'inclusion a reduit la duree 

moyenne de survie de I S a 6 jours. La reduction du temps 

de snrvie engendrec par I'augmeniaiion de la dose indique 

qu'a une concentration plus elevee, la dose letale est 

atieinle plus rapidemenl. A la dose de I01 corps 

d'inclusion, la production a etc limilee a cause du faible 

niveau d'infeclion induil ehez les chenilles les plus 

sensibles. La plus fane production par cadavre chez les 

chenilles exposees an 5"'" age, soil 5,6 x 10" corps 

d'inclusion par chenille, a etc enregistree pour une dose 

d1 infection de 10' corps d'inclusion. Le faible niveau 

d'in lection induil par les doses de Iff el 10' corps 

d'inclusion a reduit la production. En revanche, les doses 

de 10'et HI" corps d'inclusion out reduit la dureede survie 

des chenilles et, par consequent, leur poids corporel. 

L'augnieniaiion de la dose dc 10: a 10" corps d'inclusiou 

s'est soldee par une reduction du lenips moyen de SBTVie 

de 17 a 6 jours. Chez les larves du 6"""'" age, ['exposition a 

des doses de HV el 10' corps d'inclusion s'esl soldee par 

une faible production en raison du faible niveau 

d'infection induil, et la plus forle production par cadavre. 

soil 7.6 x 10' corps d'inclusion par chenille, a ete 

enregisiree pour une close d'infeclion de 10" corps 

d'inclusion. 

De lacon globale. les resullals obtenus praposent diverses 

strategies de production massive, selon les objectifs fixes. 

En elTet. 1'infection de chenilles de 4s™ age au moyen 

d'une dose de 10' corps d'inclusion a donne lieu a une 

augmentation du nomhre de corps d'inclusion superieure a 

x 10*. II s'agirait done de la meilleiue methode de 

production de virus si la quantite limitee d'inoculum etait 

le principal faeteur a considerer. Par eontre, si e'est la 

quamite de chenilles qui est limitee. la combinaisou du 

rendemeni par larve (5,6 x 10') ct du taux d'infection 

(96 %) revele qne I'infection de larve de 5lR" age a des 

doses de 10' corps d'inclusionsinclusion donnerait. dans 

I'ensemble, le rendement le plus eleve. La facilitc avec 

laquelle il est possible de manipuler les larves de 6*™ age 

serait tin aspect de production souliaitable si la realisation 

d'economies sur le plan de la main-d'oiuvre etail de 

premiere importance, L'infeciion d'une chenille de eet age 

donne iiussi le rendement le plus eleve par chenille 

virosee. Par ailleurs ces resultats confirment que le 

rendement en icrmes de corps d'inclusion obtenus semble 

etroitement lie au poids corporel des chenilles au moment 

de leur mori (I lunier-l'ujita vi <;/.. 1998). Toutefois, i! reste 

a evaluer methodiquement quel aye larvaire de tordeuse 

doit etre utilise pour produire ce baculovirus en mesurani 

la virulence des corps d'inclusion obienus par infection 

des differents ages de I'insecte. En eflet, dans le cadre 

d'experiences dc production de VPN chez la spongieuse. il 

a ete demonire que la virulence des corps d'inclusion 

obienus de chenilles L. etail infericure a celle des corps 

d'inclusion provenant de chenilles L, (Shapiro et al.. 

1986). Comple tenu de la dose courammenl appliquee en 

forels [10" eorps d'inclusion ha"1; Cunningham et Kaupp, 

1995), il landrail utiliser aux fins de la multiplication 

virale, 1 316 chenilles ha1 pour atteindre la production 

maximale enregistree dans le cadre de ces experiences, 

soil 7,6 x 10' corps d'inclusion. A ce propos, des resultats 

recenls ont mouirj qu'il est possible d'accroitre la 

production de corps d'inclusion en exposani les chenilles 

des qu'elles alieigneut le sixieme stade (O'Reilly el ui. 

1998). Dans le cadre de la presence recherche, cette 

exigence a ele respeetee, car les chenilles ont ete deposees 

sur les paslilles de milieu nuiritif moins de 24 lieures apres 

avoir mue. 

Par rapport aux resultats decrits ci-dessus ct dans le cadre 

d'experiences de contamination virale de la surface du 

milieu nutritif, les productions nioyennes par cadavre 

(±E.-T.) enregistrees s'etablissent a l.l ±0.3, 4.4 ± 1,0 et 

S.I i 0.4 x 10" corps d'inclusion chez les chenilles 

exposees au cours des 41' '. 5""" et 6'™ ages, 

respectivement (Ebling el Kaupp, 1998). Ces valeurs sont 

plus de 10 fois infericures aux productions maximales par 

cadavre observecs au cours de la presente experience. 

Toutefois. ces chenilles avaient iugere une dose 

iudelerminee pendant iwk periode indelerminee a partir 

d'une densite moyenne inoculee de corps d'inclusion de 

I 000 mm'. Une seulo densite a etc utilisec, ct rien n'a ele 

fait pour optimise? ce parameire. II semble qu'a detain 

d'oplimiser la dose, le recours a la contamination virale de 

la surface pour evaluer hi production potentielle comportc 

un risque de sous-estimation. Neanmom.s, il est evident 

que E'obtention moyenne par cadavre (tableau 1) est une 

production theorique rDaximale qu'on petit obtenir en 

recuurant a la contamination de la surface du milieu 

nutritif. En consequence, il lain s'aitendre a ce que cetle 

valeur puisse eire plus faible, le recours a la methode de 

contamination de la surface a des fins de multiplication 

massive elargissani I'ecari (reduction ou augmentation! 

enire la dose ulilisee et la dose optimale. 

Les resullats (i.ibleau 2) muntrent aussi, chez les chenilles 

exposees a des doses superieures a la dose limits, une 

reduction de la proportion de chenilles ayani ingere tout le 

milieu nutritif qui leur avail ele offert. Une tellc reduciion 



a ete observee a des doses supericures a 10' corps 

d'inclusion (L,) el a 10' corps d'inchiBion (L, ei L«). II 

semble dime qu*un effei anti-app£tant ail up dana le cadre 

de nos experiences. Los densites de corps d'inclusion 

correspondantea a la superficie des pastilles de milieu 

nutritif s'etablissent a environ 670 el 6 700 corps 

d'inclusion mm'. Des lore, dans le cadre des experiences 

de contamination decrites precedemment (Ekltng et 

Kaupp. 1998), un effet aiili-appetant a'est probablemeni 

exerce parmi les chenilles Lj. Cet effei pourrail ctre dfi a 

line contamination de I'inoculum par des composanles 

auires que les virus, mais eetie eveniualile paraii 

improbable. Slant donnc la melhode de purification 

utilises ivoir l;i section 2.2). A la dose de 10', la masse de 

corps d'inclusion sur l;i pasiille de milieu nutritil' ne 

representait qu'environ 03 % de la masse de la pastille 

elle-meme. Ces observations relatives a 1'eflei anli-

appelanl semblenl inediles, car aucune mention d'un tel 

pbenomene n'a ete reiracee dans les ecrils. Cet ellet 

pourrait avoir des repercussions pratiques importanlcs 

dans un contexts de production de masse du C/MVI'N 

(T3) et les baculovirus en general. II pourrail en effiit 

s'averer micessitire d'ajuster les inoculum de maniere a 

faire en sorte que les clienilles s'alimcntent .sulVisanuuent 

pour reeevoir la pleine dose, ou encore d'utiliser un ayent 

phagostimulant, 

Cbez tons les ages larvuircs, les plus lories productions de 

corps d'inclusion par cadavrc out cte enregistrees lorsque 

les tau\ de morialite etaient nettement inferieurs ii 100 %, 

soil 42, 30 et 52 % pour les L,, L. et L,.. respectivement. La 

dose de virus ingerec etait done equivaleme ou iuferieure 

ii la Dose Letale 50 (DL,,). Pour aecroilre !a rentabilite des 

proeedes de multiplication a grande eelielle du VPN de la 

lordcuse, il faudrait infecler one plus grande proponion de 

clienilles ufin d'obtenir des corps d'iudusiou d'une plus 

grande proportion des iusectes viroses. A la lumiere des 

resultats presentes au tableau 2, il est apparent qu'un effei 

anli-appelant s'exerce surtoul aux doses enirainant une 

mortality de 100 %. Ce phenomene contribue a reduire 

I'ingestion des corps d'inclusion virale et, des lors, les 

laux d'infection. L'utilisalion d'un promoteur de 1'aclivite 

virale comme un a/urant optique pourrail touieibis 

pemietlre de conirer eel effet el d'accroitre la proportion 

de chenilles inleciees (Hunter-Fujita el aL, 1998: Li et 

Otvos, l')99). Cea agents contribueraient a reduire la DL» 

en degradan! la membrane perilrophic|iie de I'ititestin des 

clienilles. augmentant du meme coup le taux d'infection 

(Shields ct Podgcwaite, 1995). 

[-ensemble des resultats apporte done un eclairage 

nouveau concernant cerlains aspects de la multiplication 

In vivo des baculovirus chez la tordeuse des bourgeons de 

I'epinetle. Dc nombreux autres lactcurs devront etre aussi 

CNamines. en particulicr la virulence des corps d'inclusion 

pour cliacun des ages de la tordeuse. En oulre, comme 

cette methode de production necessile une Ibrte inlensite 

dc main-d'eem re, il est imperatif de reduire le nombre de 

manipulations el les quantites de milieu nutritif 

neeessaires pour atteindre un niveau de produciion viable, 

ellicace el economique. Dans cette optique, le maintien de 

la qualite du milieu nutritif jouc un role critique dans le 

succes de la production in vivo el, de ce fait, exige des 

attentions particulieres. 
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