
Mise en évidence de nouveaux virus a 
ARN chez Pferofeinon laufella 

Hewitson (Lepidoptera Hesperidae), 
défoliateur du palmier a huile en 

Côte-d'Ivoire 
, 

Discovery of new ßNA viruses in Pteroteinon 
laufella Hewitson (Lepidoptera Hesperidae), an oil 

palm leaf eater in the Ivory Coast 

s. HER DER(^), G. FEDIERE('), K.N. KOUASSI('), x. LERY? R. KOUEVIDJIN(? R. PHI LIPPE(^), D. MARI AU(^) 

R6sum6- Parmi les principaux dffoliateurs du palmier h huile 
en CBtc-d'Ivoire. une espkce. Pteroteitrorr laiLjella pullule frfquem- 
ment et i l  est alors nfcessaire d'intervenir h l'aide d'insecticides 
chimiques. Pendant les pullulations de cette espkce. des cm de mor- 
talit6 naturelle das h des microorganismes. notamment des virus. s e  
manifestent dans les populations h forte densitf. Deux nouveaux vi-  
rus icosaCdriques et non enveloppCs h ARN. l ' u n  de JO nni de dia- 
mhtre et l'autre de 30 nm de diam2tre. ont ft6 isolfs. La capside du 
virus dc 40  n m  est constituee de 3 types de protfines. dont une ma- 
jeure d'un poids moliculairc de 53.000 daltons et de 2 niincures d ' un  
poids molfculaire de 65.000 et 34.000 daltons. Leurs propriCt6s hio- 
physiques. biochimiques et immunologiques ne permettent pas ac- 
tuellement de les rapprocher vCritablcment d'une autre famille de 
virus h ARN. 

blots clés. - Pteroteinon laiLjel1u. Lepidoptera. entomopatho- 
ghne. virus h ARN. palmier h huile. Côte-d'Ivoire. 

INTRODUCTION 

La culture industrielle des palmacCes. en particulier celle 
du palmier h huile et du cocotier revêt une importance eco- 
nomique croissante dans les zones intertropicales du globe. 
Le développement de la culture de ces oléagineux (environ 
15 millions d'hectares) s'est accompagné de la colonisation 
de ces nouvelles niches Ccologiques par u n  grand nombre 
d'insectes ravageurs. 

Tous les organes de la plante peuvent être attnquis. mais 
la plupart des espsces vivent cependant aux dipens des 
feuilles juvéniles ou déployées. 

La lutte biologique, h partir de microorganismes et en parti- 
culier b l'aide de virus, est une alternative íì la lutte chimique 
presqu'exclusivement employ& jusqu'h présent. 

Sur le palmier h huile, en Côte-d'Ivoire, d'autrec virus ento- 
inopathoghcs ont déjh kté décrits : un Densovirus chez Cas- 
p l i d i a  .extraiiw (FCdi&re, 1983, 199 I ) ,  u n  Picornavirus 
(FediEre, 1983. 1990) et un Baculovirus (Kouassi et al.. 
199 I )  chez Latoia \biridissiin(i, enfin u n  Picornavirus chez 
Titriiaca riIJisqirainatcz (FcdiEre er d., 1992). 

Abstract. - Anrong fhe main oil palni leaf eaters iri the h o y  
Consf. rltere are  freqiierir outbreaks of one species, Pteroteinon 
laufel la .  ngainsf  wliiclr clienricol insect ic ides  have to be used. 
Ditring oritbreaks o.fffrhis species ,  cases  of natitral dearli dite to 
nticroorRanisnis. parricrilarly virrises, occiir in h i g h  density popiila- 
rions. Two neiv RNA icosahedral viriises rvifhoat an envelope have 
beerr isolarcd. one 40 nnr in dianieter and the other 30 n n i  in dia- 
meter. The capsid q f rhe  40 irnt l i n t s  is cornposed of three types of 
profciris. one rirpior wirh a nioleciilor weight of 53,000 dalfons and 
tiro nriiior wirh a n~olrciilnr i w i g h r  of 65,000 and 34,000 dalfons 
respecrivrly. Givcn their biophysical, bioclientical arid ininiiirrolo- 
gical properfies. i f  is ciirrently impossible to really liken rhein to 
anorher R,!'.4 viriis,fantily. 

Key  uords. - Ptcroteinon laufella, Lepidoptera. enronropafho- 
geri. RsY.4 virris. nil palni. ho? Consf. 

I N  TR OD U CTI O N 

7lie conirnercial cirltii,atiori of palrris. particularly oil 
palni arid cocomit, is taking on iricreasirig ecorioriiic irripor- 
taiice in the iiitertropicol zones of the iuorld. Developrriertt of 
the  cwlriiwtiori of these oil crops (around 1.5 rriillion liec- 
tores) went Itarid irr  liarid with the colortiintion of fliese rieIr' 
ecological niches by a large tiriinber of insect pests. 

A11 the orgaris of a plant cari be attacked, but rnost species 
lire off jiiiviiile or.frrl1~ operied leaves. 

Biological control, using niicroorgaiiisrris arid particir- 
Iarly i.iritses. is an alterriarive ro clierriical control, which 
has beeit riscd olinost e.rclusii~ely iiritil now. 

On oil palni iri rlie Ii,oqj Coast, other erirorriopathogeriic 
riritses have already been described: a Deiisoviriis ir1 
Casphalia extranen (Fedière, 1983. 1991), a Picorriavirus 
(Fedière. 1982. 1990) arid a Racr~loviriis (Kouassi et al., 
I991 1 i i i  Lnroia i*iridissinia, arid firially a Piconiaviriis iri 

liinincci riifisqrioirrata (Fedière et al.. 1992). 
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C'est dans le cadre de ce programme d'identification de Our study of virus diseases in Pteroteinon laufella Hewit- 
nouveaux virus entomopathoghnes que se situe notre etude , 1 ' son Lepidoptera Hesperidae f i ts  into this programme to 
de viroses chez le Lbpidopthre Hesperidae Pteroteinon lau- I identify new entoinopathogenic viruses. These virus 
feNa Hewitson. Ces Viroses engendrent des m0rtdildS natu- I diseases cause natural death during outbreaks of these 

insects in plantations. relles lors de pullulations de ces insectes en plantations. 4 

' 

MATERIEL ET METHODES 
l .  

Le mat6riel vivant 
Les larves du Upidoptere Hesperidae Pteroteinon lairfella 

(P.L) apparaissent r6gulihrement en pullulation dans les pal- 
meraies industrielles du sud de la Côte-d'Ivoire (Fig. l). 
L'adulte est un papillon diurne au corps robuste, de taille 
moyenne (5 B 6 cm), aux ailes relativement petites, de colo- 
ration souvent rouge-orangée macultes de sombre ou noires 
macul6es de blanc (Mariau et al., 1981) (Fig. 2). 

Les chenilles ont 6t6 récoltées sur la plantation de palmier 
B huile de La M6 puis disposées dans des boîtes aérées et 
transportkes jusqu'au laboratoire. 

. ~. 

! . - . . .'A J 

FIG. 1. - Larves de Prcrotcinon lauferla en fin de dbveloppemeot. - 
(Final-insrar Pteroteinon lnufelln lnrvac) 

Techniques de pathologie expkrimentale 
La recherche et  l'isolement du virus se sont faits en 

plusieurs &apes. Apri3 observation des anomalies de  
comportement et des mortalités des larves. des contrôles en 
microscopie B contraste de phase de frottis d'hCmolymphe. 
de tissu adipeux, d'hypoderme et d'intestin moyen ont ét6 ef- 
fectubs. Les broyats de larves malades ont ét6 obsewés en 
microscopie Clectronique. 

Les chenilles présumées saines sont regrouptes par 25 
dans des cages en tulle, et infectéesper os par badigeonnage 
des folioles de palmiers B l'aide de broyats de larves ma- 
lades. 

Techniques de purification des virus 

Les larves infectCes sont broyées dans du tampon phos- 
phate 0,5 M contenant 0.08% de désoxycholate de sodium, 
pH 7,4. Le broyat est filtre sur mousseline, clarifié (5.000 g) 
puis mis au culot par ultracentrifugation B I45.000g pendant 
2 heures. Le culot est repris dans du tampon et dispers6 par 
ultrasonication. Apri% une nouvelle clarification le surna- 
geant est dépos6 sur un gradient de densité de saccharose 15 
- 45 % (en poids) et centrifugé a 100.000 g pendant 2 heures. 
Le tracé absorptiom6trique du gradient est obtenu B 260 nm 
B l'aide d'un spectrophotometre. La suspension virale puri- 
fiCe est conserv6e en tampon phosphate. 

MATERIALiAND ' 1  ! q i l  METHODS ' 

Living material 
The larvae of Pteroteinon laufella Lepidoptera Hespe- 

I cial oil plantations in the southern Ivory Coast (Fig. I ) .  The 
adult is a diurnal moth with an average sized, thick body (5 
to 6 cm), with relatively small wings, often orangey-red with 
dark spots, or black with white spots (Mariau et al., 1981) 

The caterpillars were collected in the La Mt! oilpalmplan- 
tation then placed i? aerated boxes and transported to the 
laboratory. 

ridae ( P L )  regularly appear in outbreaks in the commer- 4 

- 

(Fig. 2). 

FIG. 2. - Papillon adulte - (Adulr mofh) 

Experimental pathology tecliniques 
Finding and isolating viruses is carried out in several 

stages. After observing abnormal behaviour and mortality 
in the larvae, smears of haernolymph, adipose tissue, hypo- 
dermis and middle intestine are examined under a phase- 
contrast microscope. Liquidized diseased larvae were then 
observed under an electron microscope. 

Caterpillars assumed to be healthy were placed in groups 
of 25 in net cages and infected perorally, by daubing.oi1 
palm leafrets with the liquidized diseased larvae. 

Virus purification techniques 

The infected larvae were liquidized in a 0.5 Mphosphate 
buffer containing 0.08% of sodium desoaycholate, pH 7.4. 
The resulting fluid was then filtered through muslin, clari- 
fied (5,000 g)  and ultracentrifuged at 145,000 g for 2 hours 
IO leave a residue. The residue was returned to the buffer and 
dispersed by ultrasound. After further clarification, the 
supernatant was placed on a 1545% (in weight) sucrose 
density gradient and centrifuged at 100,000 g for 2 hours. 
The absorptiometric graph of the gradient was obtained at 
260 nm using a spectrophotometer. The purified viral SUS- 
pension was preserved in phosphate buffer. 
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Techniques d e  caracterisation des virus 
La structure et la taille des particules virales sont d6termi- 

n6es en microscopie electronique aprbs contraste n6gatif & 
I’acktate d’uranyle h 2%. 

Le spectre d’absorption photométrique dans le proche UV 
(220 B 320 nm) permet de contrôler la puret6 des suspensions 
virales ainsi que sa concentration. 

La nature de l’acide nucleique du virus a 6té mise en évi- 
dence par dosage colorim6trique. L’ADN est dos6 par la 
reaction h la diphenylamine (Giles et Myers, 1965) et I’ARN 
par la reaction B l’orcinol (Mejbaum, 1939). 

Le nombre et le poids moldculaire des protéines virales 
ont et6 determin6s par Blectrophodse en gel de polyacryla- 
mide-SDS (8%) selon la methode de Weber e t  Osbom 
(1969). Six proteines de reférence ont ét6 utilisées : la phos- 
phorylase b (PM = 94.000), la skrumalbumine bovine 
(PM = 67.000), l’ovalbumine (PM = 43.000). I’anhydnse 
carbonique (PM = 30.000), l’inhibiteur de la trypsine 
(PM = 20.100) et la lactalbumine (PM = 14.400). 

La caractérisation immunologique des virus s’est faite par 
la technique d’immunodiffusion en gel d’agarose (Ouchter- 
lony, 1948). 

RESULTATS 

Symptômes e t  deroulement de la maladie 
Les symptômes de la maladie ont kt6 d6crits sur des larves 

naturellement contaminees pr6lev6es en plantation ainsi que 
sur des larves infectees per os au laboratoire. 

Les premiers symptômes consistent en une diminution 
d’activitk et d’appetit des larves atteintes. La prise de nour- 
riture s’arrete complbtement entre le IC‘ et le jour de 
contamination. Le tegument des larves initialement vert pâle 
devient jaune puis marron, le corps devient alors t&s flas- 
que. Avant la mort, des s6crCtions anales et buccales ~ ‘ C C O U -  
lent, marquant des alterations notables du tube digestif. 

Les mortalites ont 6th comparées chez les larves des deux 
types prCcCdemment dCcrits (Tabl. I). Aprbs une semaine 
d’observation, la mortalité atteint 82 % chez les premières et 
95 .% chez les larves infectees exp6rimentalement. la mala- 
die se propageant rapidement dans les cages. 

Virus cliaracterization tecltniques 
Tlte structure and size of the viral particles were deternii- 

ned under an electron microscope following negative con- 
trasting with 2% uranyl acetate. I 

The photometric absorption spectrum in the near UV 
range (220 to 320 nm) was used to check the purity and con- 
centration of the viral suspensions. 

Tlie nature of the nucleic acid in the virus was determined 
by colorimetric quantification. DNA was quantified by reac- 
tion with diphenylarnine (Giles and Myers, 1965) and RNA 
by reaction with orcinol (Mejbaum, 1939). 

The number and molecular weight of the viral proteins 
were determined by electrophoresis in polyacrylamide-SDS 
gel (8%) using the Weber and Osborn method (1969). Six 
reference proteins were used: phosphorylase b (MW = 
94.000). bovine serum albumin (MW = 67,000), ovalbumin 
(MW = 43.000), carbonic anhydrase (MW= 30,000), trypsin 
inhibitor (MW = 20.100) and lactalbumin (MW = 14,400). 

Immunological characterization was carried out using the 
agar gel immunodiffusion technique (Ouchterlony, 1948). 

I 

RESULTS 

Disease symptoms and development 
Tlie disease symptoms were described on naturally conta- 

minated larvae taken front the plantation, and on larvae in- 
fected perorally in the laboratory. 

Thefirst symptoms were a reduction in the activity and ap- 
petite of iifected larvae, which stopped feeding completely 
between !Ire Ist and 3rd day after contamination. The inte- 
gument of the larvae, wliicli was initially pale green, turned 
yellow. then brown and the body became very flaccid. Before 
dearli there were secretions from the anus and mouth, indi- 
cating notable alterations in the digestive tube. 

Death rates were compared for the two different types of 
larvae previously described (Table I). After a week’s obser- 
vations, the death rate reached 82% in the naturally infected 
larvae and 95% in the experimentally infected larvae, and 
the disease spread rapidly in the cages. 

TABLEAU I. - Mortalit6 cumul& chez des Inrves de P. luifleIla. -(Cumulated morloliry in P. laufella larvae) 

Nombre de jours np&s misc en obsmntion 250 I m s  infm6es per (u 250 larves &colt& en plantation 
(250 larvae colected fmnt the plantation) (Nimber of days afrcr observing) * (MO penwally injëcrcd IMW) 

1 23% 0% 

2 53 % . 16% 

3 66% 21 % 

4 82% 34% 

5 92 % 54 % 

6 95 % 64% 

7 95 % 82 % 

a 95 8 82 96 



Caracthisation des virus 
Les virus de P. laufella apparaissent au microscope élec- 

tronique, sous forme de particules icosaédriques sans enve- 
loppe, mesurant 30 et 40 nm de diambtre (Fig. 3). 

Le rapport D0260iD0280 de la suspension purifiée du vi- 
rus de 40 nm est de 1,40. 

L'acide nucléique constituant les génomes des deux virus 
s'avhre être un AFW : réaction positive h I'orcinol et néga- 
tive à la diph6nylamine. De plus, un passage sur gel d'aga- 
rose du génome complet du virus de 40 nm confirme ce 
résultat. 

L'analyse des protéines capsidaires du virus de 40 nm par 
électrophorbse fait apparaître trois protéines (PV 1, PV2. 
PV3) dont une majeure (PV2 : PM = 53.000 daltons) et deux 
mineures (PV1 et PV3 : PM = 65.000 et 34.000 daltons). 

Les parentés immunologiques pouvant exister entre les vi- 
rus de P. Iailfella et quelques virus à ARN déjà caractérisés 
ont 6t6 recherchées : le Picornavirus de tatoia viridissima 
(FediBre, 1983). le virus de Teinorhyncha umbra (Fédière, 
1985 a) ,  le Picornavirus de Teleogryllus oceaniciis (Crpv) et 
le virus de Tumaca rufisquamata ( F é d i h ,  1992). Un anti- 
sérum de lapin a été préparé par injection d'une suspension 
contenant les deux virus de P. lailfella (celui de 40 nm et ce- 
lui de 30 nm non caractérisé). Ce sérum a réagi avec les deux 
antigbnes homologues en donnant deux arcs de pr6cipitation. 
alors qu'aucun arc n'a 616 observt? entre cet antiserum et les 
autres virus testés (Fig. 4). Ce r6sultat suggbre l'absence de 
parent6 antigénique entre les virus de P. lairfella et les virus 
déjh connus au laboratoire. 
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Vinis characterization 
Under the electron microscope, P. laufella viruses appea- 

red as icosahedral particles without envelopes, nteasuring 
30 and 40 niti in diameter (Fig. 3). 

The Do26~:D0280 ratio of the 40 nm purified virus sus- 
pension was 1.40. 

The nucleic acid making up the genomes of the two viruses 
proved to be an RNA: positive reaction to orcinol arid nega- 
tise to diphenylanrine. Moreover, switching the whole ge- 
nome of the 40 nm virus to agar gel confinned this result. 

Electrophoretic analysis of the capsid proteins of the 40 
nin vinis revealed three proteins (PVl, PV2, PV3), one ma- 
jor (PV2:MUI = 53,000 daltons) and two minor (PVl and 
PV3: MW = 65,000 and 34,000 daltons respectively). 

Any imniunological relationships that might exist between 
the P. laufella viruses and a few already characterized RNA 
viruses were sought: the Picornavirus of Latoia viridissima 
(Fedière, 1983), the virus of Teinorhyncha umbra (Fedière, 
1985a), the Picornavirus of Telegryllus oceanicus (Crpv) 
and rlre sirus of Tumaca rufisquamata (FediBre, 1992). A 
rabbit antiserum I Y ~ S  prepared by injecting a suspension 
containing the two P. laufelia viruses (the 40 nm one arid the 
non-characterized 30 nm one). This antiserum reacted with 
the nvo hoinologous antigens, giving two precipitation arcs, 
whereas no arc was seen behveen this antiserum and the 
other viruses tested (Fig. 4). This result suggests that there 
is no antigenic relationship between the P. laufella viruses 
arid viruses already known in the laboratory. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 
DISCUSSION AND CONCLUSION 

L'ensemble des résultats présentés ci-dessus conduit B 
considérer les virus de 30 et 40 nm de diambtre isolés chez 
Pteroteinon lairfefla comme des virus icosaédriques à ARN. 
qui, par leurs propriétés biophysiques, biochimiques et im- 
munologiques ne permet pas de les rapprocher véritablement 
d'une autre famille de virus B ARN (Matthews, 1982). 

Les tests de pathogénicité au laboratoire révhlent le carac- 
tbre hautement pathogbne de ces virus, capables de déclen- 
cher des mortalités en conditibns naturelles. Ceci nous 
permet de fonder des espoirs pour son utilisation future en 
lutte biologique (Philippe, 1986). 

All the above results lead to the 30 and 40 nnt diameter 
viruses isolated from Pteroteinon laufella being considered 
as RNA icosahedral viruses, which, given their biophysical, 
biochemical and imiiiunological properties, cannot really be 
likened to another RNA virus family (Matthews, 1982). 

Parliogenicip tests in the laboratory revealed the highly 
parhogenic nature of these viruses, which are capable of 
triggering death under natural conditions. This provides 
hope for  their frrture use in biological control, (Philippe, 
1986). 

: 

FIC.3. - Observation en microscopie Clectronique. aprL colontion nCgative. d'une suspension contenant les deux types de particules virdes de 30 et 40 nm 
de diambtre de Ptcroreinon laufe110 (la barre rcprCsentc 100 nm) - IObscmarion under rhc electron microscope. a t e r  negative staining. of a suspension containing 
two types of Pteroteinon laufella viral particles 30 a n d 4 0  nm in diameter- scale bar represents 100 nm) 
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FIG. 4. - CaractCrisation immunologiqne des virus de P. laufella par im- 
munodiffusion en gel d'agaruse. - (Immunological characterization of the 
P. laufella viruses by immunodiffusion in ugar gel) 

PL : suspension contenant les 2 virus de P. laufclla 
(suspension contuining rhc 2 P. laufella viruses) 

LV : Picornavirus de Latoia viridissima 
(Picomoths  of Lutoia viridissima) 

TO : Picornavirus de Telcogryllus oceanicus 
(Picomminu of Teleogryllusoceanicus) 

TU : Virus de Tcinorhyncha umbra 
(Krus of Teinorhyncha umbra) 

I : Anlistrum de lapin anti-virus de P. laufella 
(P. laufella anti-virus rabbit anriserum) 

--f : Arc de prCcipitation 
(PrccipifaJion arc) 
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RESUMEN 

Puesta en evidencia de nuevos virus de ARN en'Pferofeinon laufella Hewit- 
son (Lepidoptera Hesperidae) defoliador de la palma aceitera en Costa de 
Marfil 

S. HERDER, G. FEDIERE. K.N. KOUASSI, X. LERY. R. KOUEVIDJIN. R. PHILIPPE, 
D. MARIAU, OlCagineiLr. 49, 1994, N"2. p. 43-47. 

Entre  los principales  de fo l i adores  d e  la  palma acei tera  en Costa d e  Mar f i l  una  especie ,  
Pferoteinon laufella pulula frecuentemente y en tal caso resulta preciso intervenir mediante 
insecticidas qulmicos. Durante las pululaciones d e  esta especie. casos d e  mortandad natural 
causados por microorganismos, especialmenle virus. se manifiesfan en  las  poblaciones de 
fuerte densidad. S e  aislaron dos nuevos virus icosaedrícos d e  ARN desnudados, uno de 40 nm 
de diametro y e l  otro d e  30 nm de dijmetro.  La capslda del virus de 40 nm est6 consti tuida 
por 3 tipos de protelnas. de ellas una mayor de un peso molecular de 53.000 daltones y dos 
menores d e  un peso molecular d e  65.000 y 34.000daltones. No  permiten sus propiedades bio- 
fisicas, bioqulmicas e inmunológicas c o m p m r i a s  v e r d a d e m e n t e  con olra familia d e  ViNS 
de ARN en la actualidad. 

Pa lab rns  claves. - Pteroreinon /air/effa. Lcpidóptera, entomopatógeno. virus d e  ARN. palma 
aceitera, Costa de Marfil 


